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RESUMEN

Antecedentes. Plasmodium vivax es la especie del género Plasmodium mas distribuida en el mundo
y por sus caracteristicas bioldgicas representa un reto para avanzar a la eliminacion de la transmision
del paludismo. Los genes que son polimdrficos y codifican para candidatos de vacunas proveen
informacion sobre las poblaciones que circulan y las variantes antigénicas. En este trabajo se
estudiaron los genes que codifican para proteinas de superficie del merozoito que participan en la
invasion al eritrocito y se analizd su diversidad, diferenciacion genética y su impacto sobre el

polimorfismo antigénico de P. vivax.

Método. Se obtuvieron muestras de sangre infectadas con P. vivax de pacientes en el Sur de México
durante los afios 2006 y 2007. Se extrajo el ADN gendémico y se utiliz para amplificar por PCR los
segmentos de genes dbpy (1,104pb), ama-1,.;, (885pb) and mspls, (1,072pb) que codifican para la
proteina de union a Duffy, el antigeno apical de membrana y la proteina de superficie del merozoito
1, respectivamente. Los productos de PCR se purificaron y secuenciaron por el método de Sanger.
Las secuencias de nucle6tidos de cada gen se alinearon con secuencias de los mismos genes de
parasitos de otras regiones geogréaficas disponibles en el Gen Bank. Se determinaron los indices de
diversidad genética, indice de diferenciacién (Fst), seleccién natural (dS/dN) y pruebas para
recombinacion utilizando los programas DnaSPv5 y MEGAV5.0. En la secuencia traducida a

aminoacidos se analizaron los posibles polimorfismos antigénicos.

Resultados: La diversidad genética de los paréasitos del Sur de México para dbpy;, ama-1,.;; y mspls
fue menor comparada con la mayoria de los otros sitios geograficos analizados, para dbp,; (n=35;
7=0.004; 6=0.0036; H=7; HD=0.5531; una mutacion sinénima (S) y 12 no sinénimas (SN)) < ama-
1.1 (n=34; 1=0.008;6= 0.004; H=7; HD=0.709; 2 Sy 17 NS) < mspls, (n=34; n=0.018; 6=0.0122;
H=8; HD=0.787; 6 S y 50 NS), con dos, cinco y seis haplotipos exclusivos para el Sur de México,
respectivamente. En todos los genes se encontr6 eventos de recombinacién y seleccién natural de tipo
positiva como los principales mecanismos de generacién y mantenimiento de diversidad genética,
respectivamente. Los indices de Fst fueron consistentemente altos entre los parasitos de México y de
otras regiones geograficas, no se encontrd asociacion con la distancia geografica, para dbp, el Fst
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para parasitos de México y Colombia fue de 0.315 y Brasil de 0.2308; para ama-1,.;, México y
Venezuela el indice fue mayor (0.195 ) que con India (0.109) por el contrario para msply,, parasito de
México y Corea del Sur (0.279) mostraron un indice mayor que los de Brasil (0.0989) e India
(0.0697). Para DBPy, se encontrd que la mayoria de los haplotipos contienen variantes antigénicas
para anticuerpos neutralizantes. De los 16 haplotipos para dbp;, -ama-1,.;;-msplas,, un haplotipo (A) se

presentod en el 59% de las muestras del 2007, pero no fue detectado en el 2006 (p=0.00024).

Conclusiones: Los genes dbp;, ama-1,;; y mspls, de P. vivax en el Sur de México mostraron una
importante diversidad genética exhibiendo multiples haplotipos nuevos, ademas exponen una
poblacion Unica y diferente de otras regiones geograficas. La frecuencia y fluctuacion temporal de
algunos haplotipos sugiere una dispersion parasitaria reciente de genotipos especificos tal vez
influenciada por la presion de la respuesta inmune del hospedero vertebrado y por las medidas de
control utilizadas en la regiéon. Esta informacion serd de gran utilidad para la vigilancia

epidemiol6gica molecular y el desarrollo de vacunas.

PALABRAS CLAVE: Plasmodium vivax, aislados, merozoito, proteina de superficie, proteina de
superficie del merozoito 1 (MSP1), antigeno apical de membrana (AMAL), proteina de union al
antigeno Duffy (DBP), diversidad genética, diferenciacion genética (Fst), haplotipo, nucleétido,

aminoéacido, epitopos, gen dbpy;, gen ama-1,.;, gen mspls,



INTRODUCCION.

Plasmodium vivax es la principal especie de Plasmodium causante del paludismo en el Medio
Este, Asia, El Pacifico Oeste, América Central y del Sur donde viven alrededor de 2.85 billones de
personas en riesgo de enfermar (Mendis et al., 2001, Guerra et al., 2010). Se estima que anualmente
se producen 80 a 300 millones de casos (Arévalo et al., 2010). Para el continente Americano, en el
2008, la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) reporté 560,298 casos de paludismo, el
76.75% de estos fueron causados por P. vivax (PAHO, 2011; WHO, 2012). La enfermedad por P.
vivax en comparacion con P. falciparum es considerada menos grave o benigna y auto limitada,
aunque hay evidencia de casos graves y fatales por P. vivax (Price et al., 2007, Alexandre et al.,
2010), lo anterior sumado a la reemergencia de esta enfermedad en zonas geogréaficas en donde habia
sido eliminada, asi como el aumento a la resistencia a los farmacos son elementos a considerar sobre
todo en las regiones en donde el paludismo se encuentra en proceso de eliminacién (Rodriguez et al.,
2011;WHO, 2012). En México los casos de paludismo han disminuido considerablemente
comparando los quinquenios 2004-2008 con 2003-1999 con una reduccion de casos de 35,981 a
14,786 actualmente, la transmision esta limitada a estados del Sur de México y focos aislados en el

Centro y Noreste del pais (http://www.dgepi.salud.gob.mx).

Como parte de las medidas de control dirigidas hacia la eliminacién de la transmision del
paludismo es necesario conocer las caracteristicas genético-bioldgicas de los parasitos, la enfermedad
que producen y la dindmica de la transmision. Los merozoitos de P. vivax invaden a los reticulocitos
por una serie de procesos complejos de interaccion de ligandos del parésito y receptores del
hospedero; las principales fases son: I.- Unidn inicial del merozoito, 11.- Reorientacion, deformacion
del eritrocito y formacién de union estrecha merozoito-eritrocito y Ill.- Entrada del parasito y
formacion de la vacuola parasitofora (lyer et al., 2007). La proteina de superficie del merozoito 1
(MSP1) y el antigeno apical de membrana (AMAL) estan implicados en la adhesion inicial al
eritrocito y en la reorientacion del merozoito, respectivamente (Holder et al, 1999, Pizarro et al.,
2005), mientras que la proteina de unién al antigeno Duffy (DBP) participa en la formacion de la
union estrecha e irreversible con los receptores del eritrocito (Tsuboi et al., 1994). Estas proteinas

tienen caracteristicas genéticas diferenciales que a continuacion se indican.


http://www.dgepi.salud.gob.mx/

a) El gen de la proteina MSP1 se encuentra en el cromosoma siete y esta dividido en varios
bloques variables y rodeados de bloques conservados, codifica una proteina de 200 kDa que
se expresa en la superficie del merozoito, es sintetizada como un precursor de alto peso
molecular y después procesada en fragmentos mas pequefios 83, 30, 38 y 42kDa (Putaporntip
et al., 2002). En el momento de la invasion el fragmento C-terminal de 42kD se procesa en
los fragmentos de 33 y 19 kDa (MSPls; y MSP1y9), este Gltimo induce anticuerpos
bloqueadores y la region del gen que contiene este dominio (blogue 13) ha sido reportada

altamente conservada (Bonilla et al., 2006).

b) EI gen de la proteina AMAL es una proteina secretada por el meronema, se encuentra en el
cromosoma nueve, codifica para una proteina integral de membrana tipo 1 de 66 kDa
conformada por al menos 16 residuos de cisteinas incorporadas dentro de ocho puentes
disulfuro, esta conformada por una regién ectoplasmatica, una regién simple transmembranal
y una pequefia region citoplasmatica. La region ectoplasmatica estd formada por tres
dominios: I, 1l y Ill, siendo el dominio | el mas variable (Gunasakera et al., 2007). La
estructura de cristal de esta molécula mostré que los dominios I y Il tienen una estructura
similar al motivo PAN de adhesion por lo que este podria ser el sitio de interaccion con el

reticulocito (Pizarro et al., 2005).

c) El gen de la proteina DBP se encuentra en el cromosoma seis, codifica una proteina integral
de membrana tipo 1 de 140 kDa y en su estructura contiene siete dominios bien definidos: el
péptido sefial, dos dominios ricos en cisteinas adyacentes amino N-cys y carboxilo C-cys (I1'y
V1), tres dominios hidréfobicos (111 - VI) y un dominio transmembranal (VI1) (Vanbuskirk et
al., 2004). El dominio Il (DBP,;) consta de 170 amino&cidos comprendidos entre las cisteinas
4y 7 (entre los residuos 291 — 460), ha sido identificado como la principal region de adhesion
especificamente con el Antigeno Duffy (AD) del reticulocito y en éste se presenta el 93% del
polimorfismo de la molécula (Barnwell et al., 1989; Ranjan y Chitnis et al., 1999; Souza et
al., 2010), aunque el sitio preciso de la interaccion parece ser muy conservado (VanBusKirk
et al., 2004; Singh et al., 2006).

Las proteinas DBP (Grimberg et al., 2007; Kim et al., 2007), AMA1 (Mufalo et al., 2008) y

MSP1 (Zeyre et al., 2008; Bastos et al., 2007), inducen anticuerpos neutralizantes que inhiben la
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interaccion ligando receptor entre el parasito y el reticulocito y son capaces de bloguear la invasion
del parésito, por esta razon son consideradas las principales candidatas para vacunas para abatir la

enfermedad y/o patologia que causa del paludismo.

Los estudios genéticos nos permiten a disefiar estrategias mas sensibles para identificar los
cambios en la transmision de la enfermedad, proyectar como las variantes genéticas se mantienen y
cambian su frecuencia, dispersan y persisten en las zonas afectadas. Con esto sera posible mejorar las
estrategias de vigilancia y para avanzar hacia la eliminacion de la transmision, asi como contribuir en

el desarrollo y evaluacion de vacunas (Arnott et al., 2012).

La diversidad genética de P. vivax se ha reportado para el gen dbp, de aislados de América
(Sousa et al., 2010; Ampudia et al., 1996), Asia (Kho et al., 2001; Gosi et al., 2008; Babaeekho et
al., 2009, Premaratne et al., 2011) y Oceania (Cole-Tobian et al., 2007). Para el gen amal,, en
parasitos de Venezuela (Ord et al., 2008), Asia (Putaporntip et al., 2009; Gunasekera et al., 2007;
Moon et al., 2010). Para el gen mspls, en parasitos de Asia (Dias et al., 2010; Thakur et al., 2008;
Kang et al., 2012). Estos genes son sometidos a una presion selectiva positiva, reportandose un alto
grado de sustituciones no sinénimas (Gunasekera et al., 2007, Gosi et al., 2008). Los mecanismos
que generan diversidad son principalmente las mutaciones y eventos de recombinacion, pero la
magnitud de la seleccion y recombinacion varia entre estos genes y las regiones geograficas (Sousa et
al 2011; Premaratne et al. 2011). Ademas, algunas de las variantes antigénicas de epitopos B afectan
el bloqueo de invasion de merozoitos a reticulocitos (VanBuskirk et al., 2004; Hans et al., 2005;
Pizarro et al., 2005; Dias et al., 2011).

En este trabajo se analizd la diversidad y diferenciacion de las secuencias de genes que
codifican para las proteinas del merozoito DPBy;, MSP14, y AMAL,.;; que participan en la interaccion
entre el eritrocito y los parasitos de P. vivax de pacientes del Sur de México y su impacto en el
polimorfismo antigénico. Para las comparaciones, se incluyeron secuencias nucleotidicas reportadas

para paréasitos de otras regiones del mundo.



MATERIALES Y METODOS

Origen de la muestra y extraccion de DNA.

Este estudio fue aprobado por el comité de ética y de investigacion del Instituto Nacional de
Salud Publica de México (INSP). Las muestras fueron obtenidas de pacientes infectados con P. vivax
que acudieron al area de diagnostico de paludismo del Centro Regional de Investigacion en Salud
Publica (CRISP-INSP) en Tapachula Chiapas, México durante 2006 y 2007. Los individuos que
participaron en el estudio aceptaron hacerlo mediante consentimiento informado. EI diagnostico de
paludismo por P. vivax se realizd por examen microscopico de la gota gruesa tefiida con solucién de
Giemsa al 20%. De cada individuo se obtuvieron 5ml de sangre venosa, el paquete globular se
separé y almaceno a -70°C hasta su uso. EI ADN genomico total se extrajo del paquete globular
utilizando el Kit de extraccion QlAampl DNA Blood (Quiagen, Valencia CA) siguiendo el protocolo

sugerido por el fabricante; de 100ul de paquete globular se obtuvieron 200ul de ADN en suspension.

Amplificacion de los segmentos dbpy, msplsy, y amal,y con la reaccion en cadena de la

polimerasa (PCR).

Las condiciones de las reacciones de amplificacion por PCR se resumen en el cuadro 1. Los
productos amplificados se separaron por electroforesis en geles de agarosa al 1% adicionados de
bromuro de etidio al 0.2pg/ml en camara de electroforesis horizontal Midicell primo (Thermo EC330
New York, USA), se agrego0 al primer carril del gel marcador molecular (la escalera de 100pb) DNA
lader 0.5ul (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA). La calidad y cantidad del producto amplificado
se visualizé en equipo de fotodocumentacion con transluminador UV (modelo LMS-20E Bio-Doc-it

Upland CA 97017001) y las fotografias digitales se almacenaron para su revision.



Cuadro 1. Los iniciadores y condiciones de

dbpy;, msplsy amal,

amplificacion de los genes del merozoito de P. vivax;

Tamaiio
s L . Condiciones de del
Genes e iniciadores Mezcla de reaccion
temperatura** producto
de PCR

dbpu ciclo inicial 94°C 3 min.
Forward: 35 ciclos 942C 40 seg.
dbpf, 5'- GATAAAACTGGGGAGGAAAAAGAT-3' 582C 40 seg. =1.2 kb
Reverse: Mix 1x (60mM de Tris-SO4 72°C90 seg.
dbpr; 5'-CTTATCGGATTTGAATTGGTGGC-3' 18mM de sulfato de ciclo final 72°C5 min
amal r-n Amonio) ciclo inicial 952C 5min.
Forward: 2mM de MgS04 35 ciclos 952C 60 seg.
amalf-5'-CCAGCTGGAAGATGTCCTG-3' 50nM de dNTPs 602C40seg. =1.1kb
Reverse: 0.4puM de cada iniciador 722C 75 seg.
amalr-5'-CCGCCCTTTTCTCTACACAG-3' 1U Platinum Taqg* ciclo final  722C 10 min.
msp1lsz 1-4ul de ADN molde** ciclo inicial 952C 5min.
Forward: 35 ciclos 95°C60seg. =1.2kb
Pvmsp1-5"AAGCTTAGAGGACTACGACAAAG 622C 40 seg.
Reverse: 72°C 75 seg.
Pvmsp1-3’-GGTCGAAGGATTCGAACGAGCTCG ciclo final 72°C 10 min.

*|nvitrogen Corporation, Carlsbad, CA. HighFidelity*. ADN purificado de sangre completa infectada**

*Termociclador MyCycler (BioRad Hercules CA, USA)
Los primers se disefiaron en sitios conservados de la secuencia de Sal | y otras secuencias del mundo

Purificacion y secuenciacion

Los productos de PCR se purificaron utilizando MinElute PCR Purification Kit (Qiagen,
Valencia CA) siguiendo el protocolo sugerido por el fabricante. Los productos purificados se
secuenciaron en sentido y antisentido con los iniciadores correspondientes por el método Taq FS Dye
Terminator Cycle Sequencing Fuorescence-Based Sequencing (equipo: Perkin Elmer/Applied

Biosystems Modelo 3730) en el Instituto de Biotecnologia de la Universidad Nacional Autonoma de
México.

Analisis de datos

La calidad de las secuencias obtenidas se revisé manualmente y con el software Bioedit 7.1.3
(Ibis Bioscience, Carlsbad, CA 92008). Para cada segmento y aislamiento se obtuvieron las
secuencias consenso. Para identificar los haplotipos por gen, todas las secuencias de nucleotidos y
aminoéacidos se alinearon entre ellas por gen y con la correspondiente de las cepas Salvador-1 (Sal I) y

Belem que estan depositadas en el Gen Bank con niumeros de acceso: para DBPj: Sal I,



XM_001608337.1 y Belem, EU395587; para AMA1,.;: Sal I, XM_001615397 y Belem, EU395595 y
para MSP14,: Sal I, XM_001614792.1 y Belem, AF435594.

Para el analisis de comparacion a nivel global se incluyeron secuencias de estos tres genes de
diferentes zonas geogréaficas depositadas en el Genbank (cuadro 2). Las secuencias del Sur de México
y las extraidas del GenBank de las diferentes regiones del mundo se alinearon utilizando el algoritmo
de alineamiento multiple de secuencias CluxtalW con el software MEGA 5.10 (Tamura et al., 2011).

Diversidad genética. Se calcularon los indices de diversidad genética: © — (1 = 2%, dij /(n(n — 1)) el

promedio de sustituciones de nucledtidos por sitio entre dos secuencias con correccion de Jukes and Cantor, S
- numero de sitios de segregacion (polimorficos), H - nimero de haplotipos, HD - diversidad de haplotipos y
sus respectivas desviaciones estandar (SD), 6: 4Nu (N= tamafio efectivo de la poblacién y u la tasa de
mutacion por sitio por generacién) diversidad genética , M: Numero de mutaciones s: sinénimas y ns: no

sindnimas utilizando el software DnaSP v5 (Librado y Rozas, 2009).

Seleccion Natural. Para estimar la seleccién a nivel molecular se compararon las tasas de
sustituciones sindnimas versus no sinénimas (dS-dN) que se presentaron en los genes dbpy;, mspls, y
amal,.; de los aislados del Sur de México y en el gobal de los aislados del mundo, se utilizo el
método de Nei- Gojobori con correccion de Jukes Cantor con un error estandar determinado por

replicas con 1000 bootstrap utilizando el software MEGA 5.0. (Tamura et al., 2011).

Diferenciacién genética. El indice de diferenciacion genética (Fst) se obtuvo de la comparacion de
la diversidad nucleotidica entre poblaciones de P. vivax del Sur de México y de otras diferentes
zonas geograficas, para cada uno de los genes dbpy;, mspls; y amal,.. Las secuencias de nucleétidos
de otros sitios geograficos fuera del Sur de México estan disponibles en la base de datos del Genbak,
los calculos se realizaron mediante el modelo de los dos parametros de Kimura 2P con el software
DnaSPv5 (Librado y Rozas, 2009).

Polimorfismo antigénico en DBPy;, MSP1,,y AMAL, .

Se calcularon las frecuencias de cada uno de las sustituciones de amino &cidos para cada
proteina en los parasitos de México con lo reportado para otras regiones del mundo. En cada

segmento peptidico obtenido se analiz6 la localizacion de los polimorfismos y se identificaron los



epitopos de células T y B reportados previamente; para DBP,; (Chootong et al, 2010), AMA1
(Edmon et al, 2007) y MSP14, (Dias et al, 2011). Se analizo la frecuencia en los haplotipos para cada
una de las proteinas y del haplotipo producido por la combinacién de las tres moléculas y por afio
(2006 y 2007). Para determinar diferencias en las frecuencias por afio se utiliz6 la prueba exacta de

Fisher (95% de significancia).

Cuadro 2. Lista de numero de acceso de secuencias de los genes dbpy;, amal ., mspl,,extraidas del GenBank
por pais utilizadas en el analisis genético.

GEN PAIS N NUMEROS DE ACCESO (GENBANK) REFERENCIA
dbpy, Iréan 70  EUB860430-EU860436. Babaeekho et al., 2009
India 2 DQ156514, DQ156516 Lim et al, 2005*
93  FJ491142-FJ)491241 Prajapati et al, 2008*
Brasil 121  EU812839-EU812960 Sousa et al, 2010
Colombia 17 U50575-U50591 Ampudia et al, 1996
1 DQ156513 Lim et al, 2005*
PNG 23 AF289480-AF289483 Xainli et al, 2000
AF289635-AF289640
AF289642-AF289653, AF291096
88  AF469515-AF469602 Cole-Tobian et al, 2002
89  AY970837-AY970925 Cole-Tobian et al, 2005
Sri Lanka 100 GU143914-GU144013 Premaratne et al, 2009
Tailandia 30 EF368159-EF368180, EF379127-EF379134 Gosi et al, 2008
Corea del Sur 30 AF215737-AF215738 Kho et al, 2001
70  JN989472-JN989484 Hye-Lim et al, 2013
8 AF220657-AF220663, AF220668 Lim C et al, 2000*
3 DQ156522-DQ156523, DQ156515 Lim et al 2005*
Myanmar 54  JN255576-JN255586 Hyen-Lim et al, 2012
amal, Venezuela 72  EU346015-EU346087 Ord et al, 2008
Sri Lanka 23  EF218679-EF218701 Gunasekera et al, 2007
Tailandia 231  FJ784891-FJ785121 Putaporntip et al,2009
India 11 EF025187-EF025197 Rajesh et al, 2007
49  EU282774-EU282822 Thakur et al, 2008
Iran 6 JF682785-JF682790 Montevalli et al, 2011*
mspl,, Turquia 30  AB564559 - AB564588 Yildiz et al, 2010
Corea del Sur 47  HQ171934- HQ171941 Han et al, 2011
149  JQ446312 — JQ446322 Kang et al, 2012
4 AF435635-AF435638 Putaporntip et al, 2002
Singapur 50 GU971656 — GU971705 Lee-Ching et al, 2010
Bangladesh 5 AF435616-AF435620 Putaporntip et al, 2002
Tailandia 15  AF199393 — AF199404 Putaporntip et al, 2000
AF199408 — AF199410
58  GQB890917 — GQ890974 Jongwutiwes et al, 2010
20  AF435596 — AF4355615 Putaporntip et al, 2002
Brasil 8 AF435622 — AF435625, AF435627 Putaporntip et al, 2002
AF435629 — AF435631
3 AF199405 — AF199407 Putaporntip et al, 2000
India 28 EU430452 — EU430479 Thakur et al, 2008
1 AF435639 Putaporntip et al, 2002
Sri Lanka 95  GU175174 - GU175268 Dias et al, 2010
11 AJ292359 - AJ292349 Monamperi et al 2005*

*secuencias registradas directamente al GenBank



RESULTADOS.

De un total de 99 muestras de ADN de sangres infectadas con P. vivax, de 35 aislados se
obtuvo un producto de PCR suficiente para purificar y secuenciar el gen dbp,. De estas muestras

también se amplifico el segmento de los genes amal,.;; y msplas,.

Polimorfismo geneético en dbpy;, mspls,y amal,. de P. vivax del Sur de México.

En las 35 secuencias del segmento dbp,, (574-1678 nucleotidos) y con respecto a la cepa Sal |
se encontraron 14 sitios polimdrficos entre los nucleo6tidos 924 y 1652 de la region codificante que
produjeron 8 haplotipos (Figura 1A). Trece de los 14 cambios de nucleétidos fueron no sinénimos
(92%), el Unico cambio sindnimo se presentd en el codon 530 (aac—aat). Los cambios de nucle6tidos
no sindnimos en los codones fueron: cinco en la primera posicién, cinco en la segunda y tres en la
tercera. Tres cambios no sinénimos fueron encontrados en todas las secuencias del Sur de México
(codones 137, 145y 277) y los codones 503 lle/Lys (ata—aaa), 424 Leu/lle (tta—ata), 417 Asn/Lys
(aat—aaa) y 437 Trp/Arg (ttg—cgg) presentaron una frecuencia del 91.4%, 88.5% y 85.7% de los

parasitos, respectivamente y fueron homologos con la secuencia de la cepa Belem (Figura 1A).

Se obtuvo la secuencia de nucleotidos para amal,.; de 34 parasitos (376-1260 nt; dos tercios
del dominio I 'y todo el dominio Il). En comparacion con la cepa de referencia Sal | se encontraron 17
cambios de nucledtidos (Figura 1B). Trece de estos en el fragmento comprendido entre los
nucleétidos 390 y 729 (Dominio ) y los otros cuatro polimorfismos distribuidos en el segmento 730
y 1260 (Dominio I1), produciendo un total de siete haplotipos. En todas las secuencias, se detectd un
cambio sindnimo de nucledtido en la tercera posicion del codon 137P (cca—ccc) y dos cambios no
sindnimos en las posiciones 145 Glu/Ala (gaa—gca) y 277 Glu/Lys (gag—aag). Para los haplotipos I
y VI, el coddén 228 fue completamente diferente Ser/Asp (agc—gat). Los 16 cambios de nucleétidos
no sinbnimos se encontraron con similar frecuencia en las tres posiciones del codon: seis para la
primera, seis en la segunda y cuatro en la tercera posicion. Una sustitucién en el residuo 141 Ala/Glu
(gcg—ggg) se encontrd en la mayoria de aislados del Sur de México también observada en la

secuencia de la cepa Belem.
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Figura 1A. Polimorfismo de los residuos de amino acidosde DBP ~de

Plasmodium vivax del Sur de México obtenidos durante 2006y 2007.

awon 8 2 % 8 8 8 8 £ 85 &6 5 & & 88 g8 &
Residuo®: 0 3 ® B A O O O - & - © © N 9% B W o9 B

=
Sall

Gly Arg Lys Asp Glu Lys Arg Asn Leu Trp Thr Arg Val Ser Lys Ile Glu Val
Haplotipo:
2

Lanpir 3 Lys Ile Arg Lys
Hadnpr 5 Glu Ser Glu Gly Lys Asn Lys Ile Arg Lys
Ibabpir 1 Glu Gly Lys Asn Lys Ile Arg Lys
Icappnr 1 Glu Ser Glu Lys Ile Arg Lys
I Labpn 2 Gly His Lys Asp
IVabpm 1 Glu Gly Lys Ile Lys
Vadnpr 1 Gly His
Vbasp 1 . . Gly His . . . . . . . . Lys
Belem* Glu  Ser Glu Gly Lys Asn Lys Ile Arg Ser Thr Ala Lys Gly Lys

*Cepas de referencia: Sal I, XM_001608337.1; Belem, EU395587 ; Nucleétidos 574-1678
n, nimero de muestras

Figura 1B. Polimorfismo de los residuos de amino acidos de AMA1
de P. vivax del Sur de México obtenidos durante 2006 y 2007.

Residuo: N @ @ & & = 2 8 N & 9 & & & 8 &
S R D mo1 8 2 N e N8 RS A
Sall
Asn Asn Leu Ala Glu Glu Lys Glu Ser Glu Gly Lys Lys Gln Leu
Haplotipo:
Iama1 16 Ile Ala Val Asp Lys Ile Pro
I1aamai 9 Lys Asp Glu Ala Asn Lys Asn
IIbamat 1 Glu Ala Lys Lys Asn
Mlamaz 4 Glu Ala Lys Gln Lys Asn
IVamat 2 Ile Ala Lys Ile Pro
Vama1 1 Lys Asp Glu Ala Lys Asn
Vlamaz 1 Glu Ala Lys Gln Val Asp Lys
Belem Glu Ala Lys E Arg

Cepas de referencia: Sal [, XM_001615397

n, numero de muestras
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Del segmento mspls, (4060- 5131 nt) se obtuvieron 34 secuencias de nucleoétidos con 1071
pb, comparado con Sal | se encontraron 53 sitios polimdérficos en el fragmento mspls; comprendido
entre los nucledtidos 4060 y 4875 produciendo nueve haplotipos, pero no se encontrd ningin cambio
en el fragmento msplig (Figura 1C). La mayoria de los cambios fueron no sinénimos. Cinco cambios
fueron sinénimos e identificados en los codones 1356 E (gag—gaa), 1357 A (gca—gcg), 1509 E
(gaa—gag), 1533 T (ctg—ttg) y 1538 P (ccg—cca). Al igual que en dbpy, y amal,;, los cambios de
nucle6tidos se presentaron en las tres posiciones de los codones; 19 cambios en la primera, 14 en la
segunda y 19 en la tercera. Se encontraron 7 cambios sindnimos, en la posicion 1357 (gca—gcg).
Treinta y tres de estos cambios también fueron identificados en la secuencia de la cepa Belem. Las
distintas secuencias de P. vivax de México contenian segmentos homologos con las secuencias de las

cepas Sal | y Belem pero de longitud variable.

Figura 1C. Polimorfismo de los residuos de amino acidosde MSP1,, de Plasmodium vivax del Sur
de México obtenidos durante 2006 y 2007.

; A T A A A A A A A
Residuo L N T T 7 T 7 T 7 R T 72 T 7 T 7 R T R T R T B T R 7 R 7 R T T 7 O 7 R T 7 A 7. B T R~
AA* [T 7 B B = o N~ = R~ S~ I~ B U= R~ N~ B — = = T o L~ -~ o~ O - T - B T L I I o)
i R R N N D e W TS e TS 0 D e W R TSNS e D e N1
Sall
Ala Ser Ile Met Thr Gly Asp Gly Lys Thr Glu Ile Asp Lys Gln Glu Glu Leu Lys Leu Gly Asn Val Asn Ser Gln Asp Ser Lys Asn Glu Phe Ile Lys
Haplotipo:
lamsp1 13 Leu Lys Ala . . . . . . . . Thr His . Lys . Gln . . Ser Glu val . . Asn . Glu Thr Gln Leu Asn .
Ib msp1 3 Lys . . . . . . . . . Thr His . Lys . Gln . . Ser Glu val . . Asn . Glu Thr Gln Leu Asn .
Icmsp1 1 Leu Lys Ala . . . . . . . . Thr His . Lys . Gln . . Ser Glu val . . Asn . Glu Thr Gln Leu Asn Glu
Id msp1 1 Lys . . . . . . . . . Thr His . Lys . Gln . . Ser Glu val . . Asn . Glu Thr Gln Leu Asn .
IImsp1 8 Glu . Leu Lys Ala Glu Thr Ala Asn Ala Gln . . Thr . . . . . Ile Glu . Glu Ala Asn Lys Thr Ala Glu Ala Lys . Thr .
nsp1 4 Glu . Leu Lys . . Thr Ala Asn Glu . Val Ala Ala Glu Asp Lys I1le . Ile . Ser Gly Ser Thr Lys Thr Thr Glu Thr Gln Ser Met .
IVamsp1 2 Gu . LeulLys . . . . e e . -
IVbmsp1 1 Glu . Leu Lys Ala . . . . . . . . . Arg .
Vimsp1 1 Leu Lys . Glu . . . . Glm . . Thr His . . . Gln . . Ser Glu val . . Asn . Glu Ala Gln Leu Asn .
Belem . Pro . Lys . . Thr Ala Asn Glu . Val Ala Ala Glu Asp Lys Ile . 1Ile . Ser Asp Ser Thr Lys Thr Thr Glu Thr Gln Ser Met .

n, nimero de aislados; AA, amino acido
Cepas de referencia: *Sal I, M75674, Nucledtidos 4,060-5133nt; Belem, AF435594
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Diversidad genética.

Debido a que muchas de las secuencias depositadas en el Genbank para estos genes en
parasitos de otros sitios geograficos fueron mas cortas que las obtenidas para P. vivax de México, las
secuencias obtenidas de los genes dbpy;, amal,.; y mspls, se recortaron (lo menos posible a tamafos
moleculares que adn incluyen la mayoria de las sustituciones), lo que permitié incorporar un grupo
grande de secuencias en los analisis. Para dbp,;: el segmento de 1104 pb (574-1678nt) se recortd a
663 pb (881 — 1543 nt), el cambio sinénimo en el coddn 530 y los tres cambios no sindnimos en los
codones 220, 529 y 551 no se incluyeron en los analisis, el segmento de 663 pb cuenta con diez
mutaciones no sindnimas; para amal,.;: el segmento de 884 pb (376-1260 nt) se recorté a 780 pb
(376 — 1155 nt) sin exclusion de algun polimorfismo y para mspls, el segmento de 1071 pb (4060-
5131nt) se recorto a 981 pb (4,150-5131) se excluyeron de la region terminal 5° los codones 1356,

1357 (cambios sindnimos) y 1361 (cambio no sinénimo).

Para dbp, ademas de las secuencias obtenidas en este trabajo se incluyeron secuencias de
otros sitios geograficos; Brasil, Colombia, Iran, India, Corea del Sur, Sri Lanka, Tailandia, Myanmar,
Papua Nueva Guinea, haciendo un total de 835 secuencias y 265 haplotipos (HD 0.9723) (Cuadros 2
y 3). La diversidad nucleotidica (w), genética (0) Yy de haplotipos (HD) en los aislados de México fue
la mas baja comparada con parasitos de Sudameérica (Brasil y Colombia) y de otros continentes, e
independiente del nimero de parasitos analizados por cada regién (Cuadro 3). Los indices mas altos
se presentaron en parasitos de Tailandia (w 0.01175) > Myanmar (x 0.01025) > Sri Lanka (n 0.00980)
> Papua Nueva Guinea (r 0.00977) > Colombia (x 0.00910). Similarmente, los grupos de parasitos
con mayor diversidad genética también mostraron los valores de diversidad de haplotipos mas altos.
En los aislados de Meéxico se detectaron siete haplotipos a excepcion de Iran y Corea del Sur, con los
valores més bajos de todos los grupos analizados (Cuadro 3). Cinco de los siete haplotipos de dbp,, de
México han sido reportados para Brasil y en otras regiones geogréaficas fuera de América, sélo dos

haplotipos fueron exclusivos para México.

Para amal;.; se incluyeron secuencias de Venezuela, Tailandia, India, Iran, Sri Lanka. La
diversidad encontrada en parasitos de México para amal;.; (m 0.00852; 6 0.0017) fue mayor que
para dbpy.(Cuadros 2 y 3). Solo los aislados de Venezuela (Unico pais del continente Americano
distinto de México incluido en el anélisis) resultaron con menor diversidad que México aunque el

numero de haplotipos (H 17, HD 0.907 + 0.015) y los sitios polimdrficos no sinénimos(n=16) fueron
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méas numerosos que los encontrados en los aislados de México. De forma similar, en dbpy, los
aislados de Asia (Tailandia y la India) mostraron una mayor diversidad, un mayor nimero de cambios
sinénimos y una diversidad nucleotidica similar a la global (0.01077), con un total de 185 haplotipos
y HD 0.9732 (Cuadro 3). Dos de los siete haplotipos de amal,;; encontrados en parasitos de México,

fueron detectados en Venezuela, los otros cinco haplotipos fueron exclusivos para el Sur de México.

Para los andlisis del segmento mspls, se incluyeron parasitos de Turquia, Corea del Sur,
Singapur, Papua Nueva Guinea, Tailandia, Brasil, India, Sri Lanka. Los P. vivax de Mexico
mostraron una diversidad genética (r 0.01824 + 0.00192) maés alta que los paréasitos de Turquia y
Corea del Sur (Cuadro 3). Los parasitos de otras regiones fueron los mas diversos, entre ellos los de
Brasil (Unico pais del continente americano con informacion) (Cuadro 3), comparable a la diversidad
global (HD 0.9835 + 0.0024). Consistentemente con los genes dbp;, y amal,;, el mayor nimero de
haplotipos para mspls, se presentd en Asia (Tailandia y Sri Lanka). En los P. vivax de México, uno
de los nueve haplotipos detectados para mspls, fue detectado en las secuencias de Brasil, Turquia y
Sri Lanka y otros dos haplotipos en las secuencias de paréasitos de Tailandia, los otros cinco

haplotipos fueron exclusivos para parasitos del Sur de México.

La relacion del nimero de mutaciones con el numero de haplotipos vario para los tres genesy
segun la procedencia geografica. Para dpb;, y amal,. el cociente fue consistentemente mayor de 1.0,
excepto para Brasil y Sri Lanka y para Tailandia e India, este fue menor de 1.0, respectivamente. En
Tailandia e India se encontr6 que amal,.; mostré un mayor nimero de haplotipos que de mutaciones
pero no para dbp;; y mspls,. Para mspls,, en todos los sitios geograficos la relacion fue mayor de 1.0
(Cuadro 3).

Seleccion Natural y Recombinacién.

Las sustituciones no sinonimas fueron significativamente mas numerosas que las sindnimas en
los tres genes, el valor de dNS —dS fue consistentemente > 1.0. Por otro lado, los analisis de
recombinacion en dbp,; y amal,,; mostraron uno y tres posibles eventos de recombinacion,
respectivamente. En mspl4, Se encontraron nueve eventos minimos de recombinacion y cuando se
calcularon los eventos para los datos globales, estos se incrementaron significativamente (Cuadro 4).

Ceb mencionar que casi la mitad de los eventos determinados a nivel global fueron detectados en las
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Cuadro 3. Comparacion de los indices de diversidad genética de P. vivax del Sur de México y de otras

regiones geograficas del mundo.

Ydbpy, n s H HD =+ (DE) 1 + (DE) 0 * (DE nr, fr) M S NS C(MH)
MX 35 10 7 0.553  (0.092) 0.00406 (0.00078) 0.00366 (0.00155,0.00116) 10 0 10 1.42
IRN 70 10 7 0.757  (0.030) 0.00618 (0.0030) 0.00313 (0.00125,0.00099) 10 1 9 1.42
IND 95 36 33 0.912  (0.019) 0.00814 (0.00048) 0.01059 (0.00308,0.00177) 38 5 33 1.15
BR 121 20 34 0.933  (0.012) 0.00829 (0.00034) 0.00562 0.00179,0.00126) 20 3 17 0.58
cL 18 16 17 0.993  (0.021) 0.0091 (0.00069) 0.00702 (0.00292,0.00175) 16 0 16 0.94
PNG 201 71 71 0914  (0.012) 0.00977 (0.00033) 0.01822 (0.00442,0.00216) 72 15 57 101
SLK 100 27 39 0.922  (0.014) 0.00980 (0.00054) 0.00787 (0.00239,0.00151) 27 3 24 0.69
TL 30 38 24 0.982  (0.014) 0.01175 (0.00098) 0.01449 (0.00496,0.00235) 39 4 35 1.6
cs 11 62 21 0.778  (0.028) 0.0570 (0.00088) 0.01770 (0.00470,0.00225) 67 14 53 3.19
MYA 54 27 12 0.87491 (0.029) 0.01025 (0.00060) 0.00894 (0.00292,0.00172) 27 3 24 225

Total 835 157 265  0.9655  (0.03) 0.01014 (0.00024) 0.03388 (0.00666, 0.00270) 174 30 140  0.65

Zamaly n s H HD * (DE) % (DE) 0 % (DE nr, fr) M S NS C(MH)
MX 34 14 7 0.709  (0.06)  0.00852 (0.00044) 0.00439 (0.00172,0.00117) 14 1 13 2.0

VNZ 73 16 17 0907  (0.015) 0.00682 (0.00024) 0.00422 (0.00148,0.00106) 16 2 14 0.94
SLK 23 25 15 0949  (0.028) 0.01017 (0.00092) 0.00868 (0.00236,0.00174) 26 2 24 1.73
TL 231 37 89 0927 (0.012) 0.01052 (0.0003) 0.00788 (0.00207,0.00130) 41 8 33 0.46
*IND 60 34 51 0993  (0.005) 0.01081 (0.00035) 0.00935 (0.00291,0.00160) 36 8 28 0.7
IRN 6 29 6 1 (0.096)  0.0153  (0.003) 0.01628 (0.00808,0.00302) 29 3 26 4.83

Total 427 52 185 0.9732 (0.0038) 0.01077 (0.00019) 0.01005 (0.00235,0.00139) 59 12 47 0.31

*mspl, N s H HD =+ (DE) 1 £ (DE) 0 £ (DE nr, rl) M S NS C(MH)
MX 34 49 8 0.787  (0.048) 0.01824 (0.00192) 0.0122  (0.00399,0.00175) 56 6 50 7.0
TQ 30 27 3 0.536  (0.077) 0.00735 (0.00158) 0.00695 (0.00247,0.00134) 27 5 22 9.0
cs 200 47 10 0.871  (0.006) 0.01633 (0.00064) 0.00816 (0.00209, 0.00119) 50 3 47 5.0

SNG 50 89 27 0.898  (0.031) 0.01914 (0.00144) 0.02025 (0.00592,0.00215) 50 13 84 1.85
BG 5 39 3 0.7 (0.218)  0.01916 (0.0061)  0.1908  (0.00985,0.00306) 43 3 40 1433
TL 93 55 43  0.965 (0.009) 0.02259 (0.0006) 0.01098 (0.00303,0.00148) 62 4 58 1.44
BR 11 53 8 0.945  (0.054) 0.02287 (0.00309) 0.01845 (0.00758,0.00253) 58 5 53 7.25
IND 29 59 26 0.99  (0.013) 0.02426 (0.00075) 0.01531 (0.00508,0.00199) 67 8 59 2.57
SLK 106 63 47 0969  (0.003) 0.02425 (0.00045) 0.01227 (0.00327,0.00155) 70 9 61 1.49

Total 558 111 175 0.9835 (0.0024) 0.02388 (0.00028) 0.01728 (0.00369, 0.00164) 125 20 105  0.71

'663pb, “780pb, *981pb. N: ntimero de aislados, S: sitios polimérficos, H: nimero de haplotipos, DE: desviacion estandar, nr: no
recombinacion, rl:recombinacion libre, m: diversidad nucleétidica, 6: diversidad genética, M: nimero de mutaciones: s: sinénimas,

ns: no sinénimas. C, cociente. MX, México; IRN, Iran; IND, India ;BR, Brasil; CL, Colombia; PNG, Papua Nueva Guinea; SLK,
SriLanka; TL, Tailandia; CS, Corea del Sur; MYA, Myanmar; VNZ, Venezuela; SNG, Singapur; BG, Bangladesh; TQ, Turquia.

*son secuencias reportadas directamente en el Gen Bank, es posible que correspondan a los haplotipos encontrados en un

grupo mas grande de muestras.

15



secuencias de parésitos de México. En dbpy y mspls, se encontré que el indice R? de desequilibrio de
ligamiento (DL) declind conforme aumenté la distancia nucleétidica y en amal,;; no se encontré un
valor significativo. En mspls, los valores més altos de recombinacién se encontraron entre los
nucleétidos 4,518 y 4,570.

Cuadro 4. Seleccion natural y Recombinacion en genes del merozoito de P. vivax en México y el mundo.

dbpn amal, msp142
México Mundial México Mundial México Mundial
3.106 2.907 2.808 2.255 2.646 3.429
dNS -dS:
(P =0.0029) (P = 0.004) (P=0006) (P=0.026) (P = 0.0099) (P = 0.001)
Rm: 1 17 3 16 9 23
Cenel 0.001 25.1 2 92.3 2% 26
Segmento:
C en sitios 0 0.0379 0.0026 0.1185 0.003 0.0265
adyacentes:

dNS: razdn de sustituciones no sindnimas; dS: razén de sustituciones sindnimas, Rm: eventos minimos de recombinacion en la muestra;
C: parametro de recombinacién.

Diferenciacién genética

En el Cuadro 5 se muestran los indices Fst para los genes dbp,, amal,, mspls, entre
parasitos de P. vivax de distintas regiones. Para todos los genes la mayoria de los indices de
diferenciacion fueron altos, entre 0.176- 0.315 para dbpy. Los indices mas bajos fueron entre
Tailandia y Myanmar, Indiay Sri Lanka e Indiay Brasil. Para amal,.;, los indices de diferenciacion
fueron en general mas bajos que los otros genes, los parésitos de México los demas paises 0.109-
0.201. A pesar que el indice fue muy bajo entre parasitos de México e Iran, de Iran se incluyeron
unicamente seis haplotipos depositados directamente en el GenBank pero no se tiene informacion
sobre la poblacidn estudiada y la frecuencia de estos haplotipos. Mientras para mspls, los indices de

diferenciacion fueron mas altos que dbp,, y amal,.,, consistentemente fueron para parésitos de
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Turquia, los mas divergentes del mundo. También los indices méas bajos fueron entre Brasil e India,
India y Sri Lanka, Tailandia e India. Los indices Fst fueron mas altos para dbp,, entre México y
Colombia/Brasil, paises de América. Similar para amal,.; entre Tailandia y Venezuela. Para mspls,
el indice de diferenciacion de parésitos de México fueron mas bajos con India, Sri Lanka y Brasil,

respectivamente.

Distribucién temporal de los haplotipos para dbp;;, amal,; y mspls,

En el 2006 y 2007, la frecuencia de los haplotipos fue distinta, en general se encontrd un
mayor numero de alelos en los parasitos analizados del 2006. De los ocho haplotipos encontrados en
dbpy;, el 100% se detectaron en el 2006 y tres de estos en el 2007 (8.5%). El haplotipo 4y, Se presento
con mayor frecuencia en el grupo 2007 (89%) que en el 2006 (41%), respectivamente (p= 0.00298)
(Figura 2). De manera similar, para amal,; los siete haplotipos detectados en la muestra del 2006,
el haplotipo lamai fue el de mayor frecuencia con 50% y en el 2007 con 66% (p= 0.32218) (Figura 2).
Para Pvmspla, ocho de los nueve haplotipos detectados, en el 2006, el haplotipo Ilyns: fue el de
mayor frecuencia (35%). En el 2007 el haplotipo 111 nsp1 de baja frecuencia en la muestra del 2006
(17%) fue de mayor frecuencia en el grupo del 2007 (64%) (p=0.00148). La integracién de los tres
genes resolvid 16 haplotipos (A—Q), tres de éstos se detectaron en ambos afios, nueve fueron
detectados sélo en la muestra del 2006. De los cuatro detectados solo en la muestra del 2007, el

haplotipo A fue significativamente el més frecuente (59%) (p= 0.00024) (Figura 2; Anexo 1).

Polimorfismo antigénico

Con base en la secuencia de aminoacidos para DBP,, y AMAL se identificaron siete
haplotipos distintos y para MSP1,, fueron nueve haplotipos (Figura 1). En la figura 3 se muestra la
alineacion de las secuencias de aminoécidos indicando los residuos que participan en los epitopos B y
T: en DBP, se presentaron polimorfismos en los epitopos B: H1, H3, L3, M2 y M3 (Chootong et al,
2010); el residuo Arg308Ser del epitopo H1; K371Glu del epitopo L3; Asp84Gly, Glu385Lys,
Lys386Asn y Arg390His del epitopo H3; Asn417Lys y Leud24lle en el epitopo M2; y Trp437Arg en
el epitopo M3. En AMAL,, los residuos Leul4Olle, Alal41Glu y Glul45Ala se encuentran

adyacentes al residuo Asnl142 que esta sefialado como un sitio que participa en el epitopo reconocido

17



por el anticuerpo monoclonal 1F9 (Edmon et al, 2007). Por ultimo, en MSP1,4, solo se encontrdé un
cambio de aminoacido en un residuo situado en uno de los epitopos de células T (Gly1482Glu) (Dias
et al, 2011). En el anexo 2 se observa que las sustituciones encontradas en las tres proteinas aqui
estudiadas fueron también encontradas en parasitos de otros sitios geograficos aunque la proporcion
fue variable, la Gnica sustitucion no sindnima exclusiva del sur de México fue la encontradas en la el
coddn 1,625 de la proteina MSP14,.

Cuadro 5. indice de diferenciacion genética (Fs7) de P. vivax del Sur de México

dbpy MX IRN IND BR CL PNG SLK TL CS
MX

IRN 0.19507

IND 0.24768 0.08448

BR 0.23085 0.0661  0.01299

CL 0.31573 0.2014  0.16406 0.1389

PNG 0.27996 0.18831  0.14384 0.1263 0.20578

SLK 0.26944 0.11074 0.0263 0.03165 0.17758  0.13828

L 0.1767 0.14707 0.07645 0.06227 0.19224  0.12056  0.08901

cs 0.26014 0.18471  0.12223 0.13406  0.29921  0.22521  0.12947  0.13699
MYA 0.20406  0.1521  0.08108  0.08463  0.23642  0.14528  0.0993  0.00159  0.12867
amal MX VNZ SLK TL IND

MX

VNZ 0.19416

SLK 0.14529 0.16826

L 0.20134 0.19416  0.08507

IND 0.10901 0.13955  0.07401  0.09349

IRN 0.02919 0.04323  0.04343  0.06964  -0.04555

mspls MX TQ CS SNG BG TL BR IND
MX

TQ 0.13968

cs 0.27961 0.50696

SNG 0.23436 0.40646  0.32212

BG 0.2942  0.48444  0.07688 0.1825

L 0.17673 0.38036 0.27606  0.04224  0.18893

BR 0.09897 0.35548 0.22295 0.27547 0.23223  0.11297

IND 0.06973 0.28881  0.14187 0.14732  0.12053  0.04224  0.01546

SLK 0.08658 0.29778  0.20997 0.15314  0.1851  0.03655  0.03770  -0.0044

MX, México; CLB, Colombia; BR, Brasil; IRN, Irdan; IND, India; SLK, Sri Lanka; TL, Tailandia; CS, Corea del Sur;
PNG, Papua Nueva Guinea; SNG, Singapur; TQ, Turquia; BG, Bangladesh; VNZ, Venezuela; MYA, Myanmar
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Figura 2. Cambios en la distribucién temporal de los haplotipos dbp,, amal, ,y mspl,,de P. vivax en el Sur de México.

DBPy 192 NNLVMLDYET SSNGQPAGTL DNVLEFVTGH EGNSRKNSSN GGNPYDIDHK KTISSAIINH AFLQNTYMKN €NYKRKRRER
272 DWDENTKKDV CIPDRRVOLC“MKELTNLVNN TDTNFHR/$DIT FRKLYLKRKL IYDAAVEGDL LLKL NNYRYN KDFC:‘KDIRWS|
354 LGDEGDIIMG TDMEGIGYSK VWENNL RSIF GTDEKAQORR KOWWNESKAQ IWTAMMYSVK KRLKGNFIWI C"BI.NVAVNIE
432 POIYRWIREW GRDYVSELPT EVOKLKEKED GKINYTDKKV CKVPPCONAC KSYDQWITRK KNQWDVLSNK FISVKNAEKV

502 QTAGIVTPYD ILKQELDEFN EVAFENEINK RDGAYIELEV CSVEEAKK 560

EpitoposB: L4 L1 H2 M1 L3 H3 [2 M2 M3 (Chootong etal, 2010). El recuadro se sefiala el motivo de unién al eritrocito entre la
cisteina 4y 6.

AMAL,
" 126 FAFPNANDHI SPMTLANLKE RYKDNVEMMK LNDIALERTH AASFVMAGDQ NSSYRHPAVY DEKEKTEHML YLSAQENMGP

206 RYESPDAQNR DAVFE€FKPDK NESFENLVYL SKNVRNDWDK KCPRKNLGNA KFGLWVDGNE EEIPYVKEVE AEDLRECNRIl
286|UFGASASDQD TOYEEEMTIDY OKIQQGFRON NREMIKSAFL PVGAFNSDNF KSKGRGFNWA NFDSVKRKEY IFNTKDTCLI|

366{NDKNFIATTA LSHPQEVDLEI FPESIYKDEI EREIKKQSRN MNLYSVDGER IVLPR 420
Epitopos B propuestos para anticuerpos monaclonales: 1F9 , 4G2 | 58F8/DV5 (Edmon J et al, 2007). El recuadro delimita al dominio 11

MSP1,,
1354 TGEAESEAPE ILVPAGISDY DVWYLKPLAG MYKTIKKOLE NHYNAFNTNI TDMLDSRLKK RNYFLEVLNS DLNPFKYSS

1434GEYIIKDPYK LLDLEKKKKL IGSYKYIGAS IDMDLATAND GUTYYNKMGE L YKTHLDGVK TEIKKVEDDI KKQDEELKKL
1514 GNVN3SQDSKK NEFIAKKAEL EKYLPFLNSL OKEYESLVSK VNTYTDNLKK VINNCOL EKK EAEITVKKLQ DYNKMDEKLE
1594EYKKSEKKNE VKSSGLLEKL MI-*SKLIKENE SKEILSQLLN VOTQLLTMSS EHTCIDTNVP DNAACYRYLD GTEEW'RCLLT|

1674 FKEEGGKCYP ASNVTCKDNN GGCAPEAECK MTDSNKIX 1711

Epitopo B configuracional , epitopos T HLA-DRB1*0101. HLA-DRB1*0401. HLA-DRB1*0701 and HLA-DRB1*1101 (Dias S et al, 2011). El recuadro indica el
fragmento de 19kD (ref)

Figura 3. Polimorfismo en epitopos B y T en las secuencias de amino acidos de DBP;; AMA1, , y MSP1,, de
Plasmodium vivax. En negritas se indican las sustituciones de amino acidos identificados en parasitos del Sur de México;
En rojo se sefialan las cisteinas conservadas
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DISCUSION

En este estudio se analizo el polimorfismo genético y antigénico de moléculas del merozoito
dbpy, mspls, y amal, de P. vivax que participan en la invasion al eritrocito inmaduro humano,
obtenidos de pacientes del Sur de México durante 2006-2007. Los estudios de diversidad poblacional
que analizan moléculas candidatos para vacunas proporcionan informacién valiosa para la vigilancia
molecular (Arnott et al., 2012) y el impacto de la diversidad genética sobre la eficacia de vacunas
(Cui et al., 2003).

En México la transmision del paludismo por P. vivax es historica, en los 90°se registraban mas
de 120 mil casos por afio, cifra que se fue reduciendo debido al control del vector y tratamiento de
pacientes (http://digepisalud.gob.do/boletines/otras-publicaciones/cat_view/33-otras-

publicaciones/63-boletines-semanales.html;

http://www.salud.gob.mx/unidades/cdi/nom/032ssa202.html;

http://www.cenavece.salud.gob.mx/programas/interior/vectores/descargas/pdf/nom 032 ssa2 2010

norma_petv.pdf). Desde el afio de 1999 el tratamiento de pacientes ha consistido en la aplicacion de

dosis unicas intermitentes que si bien no eliminan los hipnozoitos, la intencién ha sido suprimir la
infeccion sanguinea. A partir de entonces y a través de los afios, el nimero de casos de paludismo en
el Sur de México se fueron reduciendo de forma gradual, siendo el afio 2005 donde se registro el
menor numero de casos en el Sur de México (la Jurisdiccion VII de Chiapas). Después del azote del
huracan Stan en la region, ocurrié un incremento de casos en los afios 2006-2007 principalmente en

el pie de montafia.

Los resultados mostraron que los genes dbpy;, mspls, y amal,. de P. vivax del Sur de México
con transmision inestable e hipoendémica difieren en el grado de diversidad genética, pero dicha
diversidad fue consistentemente menor que la diversidad de parasitos de Sudamérica y de otros
continentes. La diversidad genética en P. vivax no se encontr0 asociada la intensidad de la
transmision de las diferentes regiones. Para msplyy, la diversidad genética fue menor en paréasitos de
Turquia y Papua Nueva Guinea (PNG). Para el gen amal, la diversidad genética mas baja que para
parasitos de Venezuela y México aunque la diversidad de haplotipos fue mayor para Venezuela. Los
parasitos de una zona de alta transmision de Venezuela presentaron la diversidad mas baja para
amal,;; (Moon et al., 2008). Este resultado es similar a lo reportado en Tailandia para el gen
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completo (Putaporntip et al., 2009), pero contrasta con parasitos de Sri Lanka donde la transmisién de
P. vivax es inestable y de baja intensidad (Gunasekera et al.,, 2007; Premarante et al., 2011),
mientras el gen dbp;, mostr6 una diversidad genética similar a la reportada para una zona
hiperendémica, como PNG (Xainli et al., 2000). La hipo endemia y los cambios en la transmision
que han prevalecido en el Sur de México, parecen ser la causa de la baja diversidad genética
encontrada en los genes del merozoito. Debido a que el nimero de casos del Sur de México fue
decreciente desde el afio 2000 y hasta 2005, también es posible que haya ocurrido perdida de
genotipos en la region (Joy et al., 2008; Gonzalez-Ceron et al., 2013). De hecho, la expansion de
casos en los afios 2006-2007 podria corresponder a algunos genotipos prevalentes en los afios 2004-
2005. Los pacientes afectados por P. vivax del Sur de México han sido tratados con Cloroquina y
Primaquina en dosis Unicas intermitentes , las cuales no eliminan los hipnozoitos, los parasitos
podrian existir como reservorio de genotipos que contribuyen a mantener la diversidad parasitaria
(Gonzalez-Ceron et al., 2013), sin embargo, la constante administracion de medicamentos pudo haber
impactado la infeccion sanguinea que causan las recaidas y en consecuencia la reduccion de casos y

la diversidad genética.

La diversidad genética en los parasitos de Plasmodium se genera primeramente por mutacion,
y posteriormente, de manera frecuente, por recombinacion (Dias et al. 2011, Cole-Tobian et al.
2003). EIl exceso de cambios no-sinbnimos Yy los valores dN/dS significativamente por encima de
1.0 en los genes dbpy, mspls, y amal,., en parésitos de México y de los distintos sitios geograficos
sugieren que estos genes estan sometidos a seleccidon natural positiva, presuntivamente por la
exposicion a la respuesta inmune en el torrente sanguineo durante la liberacion de los merozoitos y el

proceso de invasion.

En general los genes que codifican para proteinas que participan en el proceso de invasion han
mostrado un grado alto de diversidad genetica principalmente en los segmentos que interaccionan
con el eritrocito, como parte de un mecanismo de evasion del sistema inmune (VanBuskirk et al.,
2004; Cole-Tobian et al., 2007; Gunasekera et al., 2007; Putaporntip et al., 2009). La distinta
diversidad genética encontrada en dbp;, mspls, y amal,. puede estar determinada principalmente
por la funcion en la que participan estas proteinas durante la invasion e inmunogenicidad. En
parasitos de Sri Lanka se determino seleccion natural balanceadora en el gen amal,.; (Gunasekera et

al., 2007) asociada con la evasién de la respuesta inmune del hospedero. La proteina MSP1,, €s
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abundante en la superficie del merozoito y esta molécula es de primer contacto con el eritrocito
susceptible (Holder et al., 1999) y es capaz de inducir una fuerte respuesta de anticuerpos durante la
infeccion primaria en la mayoria de las personas afectadas (Barbero et al., 2007). Sin embargo, la
induccion de una respuesta de anticuerpos contra AMAL,.;, (Barbero et al., 2007; Haghi et al., 2012)
y DBP,, (Barbero et al., 2007) requirié mayor exposicion (numero de infecciones) que para MSP14,.
DBP es liberada por los micronemas inmediatamente antes de la union al Receptor Duffy del
eritrocito por el mecanismo “justo a tiempo” (Singh et al, 2006) e induce una respuesta inmune débil

y de corta duracion (Sousa et al, 2010).

Los resultados de este estudio sugieren que la diversidad genética de P. vivax en el Sur de
México es mantenida principalmente por seleccion natural positiva y eventos de recombinacion. La
presencia y magnitud de las infecciones mixtas en la region quizds favorece los eventos de
recombinacion entre genotipos distintos, en el Sur de México, para el periodo 1998-2005, se reportd
una prevalencia de <10% de infecciones mixtas (Joy et al., 2008). A nivel global los eventos de
recombinacion para dbpy;, amal,; y mspls, fueron 16, 17 y 23 eventos minimos, respectivamente.
Estos eventos se visualizaron en los alineamientos de las secuencias de aminoacidos de estos genes
con los respectivos para las cepas Sal | y Belem, algunos segmentos tienen fragmentos de estas dos
secuencias. Los pocos eventos de recombinacion en dbp, (n=1) y amal,; (n=3) determinados en
parasitos de Mexico apoyan la suposicion de que el grupo de parésitos estudiados aqui corresponde a
la expansion de algunos genotipos al incrementarse la transmision. Es también posible que mspls
fue menos afectados por estos cambios en la transmision. Los eventos de recombinacion pueden ser
altos incluso en zonas de baja transmisién como se mostré para el gen amal de parésitos de Sri
Lanka en donde los valores altos de desequilibrio de ligamiento (LD) y diversidad de haplotipos
(HD) indican que los nuevos haplotipos generados son producto de la recombinaciéon durante la
meiosis y mitosis (Dias et al., 2010; Thakur et al., 2008; Gunasekera et al., 2007). También se ha
reportado que en parasitos de Sri Lanka (Gunasekera et al, 2007), Myanmar (Moon et al, 2010) y
Venezuela (Ord et al, 2008), en el gen amal la recombinacion es un mecanismo importante en la
generacion de diversidad. En la mayoria de los sitios geograficos, la recombinacién parece ser un
mecanismo importante para la generacion de la diversidad parasitaria (Cuadro3, denotado por los
valores C (valores mayores a 1.0)), a excepcion en los parasitos de Brasil y Sri Lanka; Tailandia e
India, donde dbp; y amal,, respectivamente presentaron valor menor de 1.0. En P. vivax de

Tailandia e India también se encontr6 que amal mostré un mayor nimero de haplotipos que de
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mutaciones pero no para dbpy; y mspls,. En paises como Sri Lanka los eventos de recombinacion en
MSP1,, fueron mayores (Dias et al, 2010) que en Corea del Sur (Kang et al., 2012). Las diferencias
en el grado de recombinacion y mutacion estan posiblemente determinadas por la funcionalidad de

cada molécula la presion inmunoldgica, la epidemiologia, intensidad y dinamica de la transmision.

Los indices de diferenciacion genética (Fst) para dbpy, mspls, y amal. encontrados en este
estudio sugieren que los P. vivax del Sur de México podria tratarse de una poblacién Unica, distinta
de la de otros sitios geograficos del mismo continente (Colombia y Brasil) y de otros continentes. Por
otra parte, no se encontr6 asociacién entre la distancia geografica y el indice Fst, por ejemplo para
dbp;, México y Colombia/Brasil mostraron indices altos de Fst, este valor fue mas bajo para México
y Tailandia; para amal el indice Fst mas alto fue entre México y Venezuela Para DBP la mayoria de
los haplotipos se han reportado en Brasil y en otros sitios geogréaficos indican la amplia distribucion
de la mayoria de los haplotipos aungue las proporciones varian. En general, los indices mas bajos de
Fst fueron para amal. Estudios previos también indican que hay una baja diferenciacién genética en
amal en el mundo (Grinberg et al., 2008; Chenet et al., 2012; Figtree et al., 2000; Rodrigues et al.,
2005; Gunasekera et al., 2007). En analisis de este gen en parasitos de Brasil sugirié una submuestra
de Asia, consistente con una reciente y rapida expansion en la region con baja diversidad genética
(Grynberg et al., 2008) muy similar a lo encontrado en el Sur de México. Se ha sugerido que el grado
de variacion en AMAL,; en el mundo puede estar limitado por una fuerte restriccion funcional
(Mahajan et al., 2005).

La deteccion de poblaciones de P. vivax con caracteristicas genéticas unicas podria afectar la
eficacia de las vacunas. A pesar de que en este estudio las sustituciones se observaron en sitios
adyacentes a los sitios ligando en los tres genes, hay evidencia de que algunos polimorfismos reducen
la eficacia de anticuerpos blogueadores inducidos por el haplotipo de la cepa Sal I (Souza et al.,
2010). Ademas, se ha descrito que las sustituciones de aminoacidos hidrofilos puede afectar la
inmunogenicidad del epitopo. En los aislados de México se identificaron sustituciones en varios
epitopos B de la proteina DBPy, (H1, L3, H3, M2 y M3) y en una alta proporcién (0.85) de los
aislados se registraron cambios en los residuos de amino acidos Asn 417 Lys (hidrofilo— bésico),
Trp 437 Arg e lle 503 Lys (hidrofébico —bésico) de los epitopos M2 y M3, cada sustitucion o el
conjunto estan relacionados con la inhibicion o reduccion de anticuerpos bloqueadores inducidos por
la secuencia Sal | (VanBurskik et al., 2004). Los parasitos obtenidos durante el 2006-2007
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representan la posible expansion de algunos genotipos prevalentes en los afios 2004-2005. Con una
muestra representativa se podria sugerir que estos haplotipos de P. vivax fueron mas

persistentes/resistentes a la reduccion de la transmision con posibles implicaciones bioldgicas.

Para AMAL,.; los cambios se presentaron principalmente en el dominio I es identificado como
parte del motivo de union PAN (asociados a la adhesion) (Pizarro et al., 2005). En Tailandia se
identifico entre los dominios | y 1l un sitio de alta recombinacion que formaban nuevos motivos de
reconocimiento de anticuerpos. En este sitio, se encontrd desequilibrio de ligamiento a pesar de que
tres cambios de aminoacidos conforman un epitopo B (1F9) (Edmon et al, 2007). Con el desarrollo
de anticuerpos monoclonales se han identificado posibles epitopos B en AMAL,.;; (Gunasekera et al.,
2007). En los aislados de México aunque solo se presentd un cambio Alal41Glu (hidrofébico—
acido) en los sitios adyacentes a un epitopo B configuracional donde participa el residuo 142, seria
necesario investigar si este u otros cambios modifican la estructura terciaria de la molécula y afectan
el reconocimiento por anticuerpos. En MSP14,, en los aislados del Sur de México todos los
polimorfismos se encontraron en el fragmento MSP133, este segmento es muy inmunogeénico, ademas
se detectd la sustitucion de un aminoacido hidrofilico (Gly) a uno con carga negativa (Glu) en un
epitopo de células T (Dias et al., 2011) modificacién que posiblemente afecte la interaccion, pero su
impacto en la produccion de anticuerpos no ha sido determinado; el segmento MSP1;9 fue muy

conservado.

Los tres genes para México resolvieronl6 haplotipos de P. vivax y permitieron determinar la
diferencia en las frecuencias de estos haplotipos entre el 2006 y el 2007. En resumen este estudio
contribuye a la epidemiologia molecular de P. vivax a nivel global, con aplicacion en la vigilancia
parasitoldgica y en el disefio de vacunas basadas en antigenos de fases sanguineas. Los estudios mas
extensivos en tiempo y espacio en la regidbn mesoamericana permitiran describir los haplotipos

circulantes, persistentes y causantes de brotes a nivel de micro region.
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Anexo 1. Haplotipos de las proteinas DBP; MSP1,, AMAl,; para los aislados P. vivax del Sur de México

proteinas del merozoito

fecha de Cédigo Haplotipo
DBP]] MSP142 AMA].[.][
toma muestra muestra combinado
10/01/06 GA1 Ila Ia Ila C
19/01/06 MG IIb II I H
14/02/06 TO IIa II I F
11/03/06 GA2 I 11 11 E
23/03/06 TA2 I Ia \' B
06/04/06 SR [ II III E
12/04/06 CE I Ic I 0
04/05/06 FB I 11 Ila I
27/05/06 TA3 Ilc IVb IIa P
01/06/06 VI1 | 111 Ila I
14/06/06 TA4 I 11 Ila I
26/08/06 HU Vb Id VI N
11/09/06 CN I Ib - -
28/10/06 CB Va Ib I\% K
15/11/06 TA5 1\ \% IIb L
21/11/06 UR [Ia II [ F
17/12/06 ZA Ila 11 11 G
06/01/07 GA3 [ Ia I A
11/01/07 CA [ II III E
12/01/07 MR I IVa Ila M
21/01/07 VI2 [ Ia I A
27/02/07 RE1 I la I A
26/03/07 RE2 I la I A
26/04/07 CH 111 Ib 1\% ]
07/05/07 GU I la I A
22/05/07 LA I 11 I D
30/05/07 PR I 111 Ila I
01/06/07 TA1 | Ia I A
10/06/07 NV I IVa Ila M
28/06/07 TA6 I la I A
03/07/07 TA7 I - I -
07/07/07 TAS8 I la I A
15/09/07 TA9 I la I A
21/09/07 TA10 | Ia I A
06/11/07 TL Ila la Ila C
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Anexo 2a. Frecuencia de polimorfismos en la proteina DBPy; por region geografica.

Residuo Frecuencia (%)

AA MX  IRN MYA cs PNG TL BR IND CL  SLK MUNDIAL
308 Arg/Ser 17 0 22 0 69 23 7 3 0 13 23
371 Glu/Lys 20 19 22 50 12 20 26 35 22 33 26
384 Gly/Asp 31 56 85 86 66 73 82 85 61 94 76
385 Glu/Lys 51 0 33 2 10 43 20 25 22 20 17
386 Lys/Asn 17 0 33 3 10 37 22 25 22 20 16
386 Lys/Gln 0 0 4 1 16 3 5 6 0 0 6
390 Arg/His 9 37 63 85 5 53 50 62 6 67 44
417 Asn/Lys" 89 47 39 64 31 40 40 40 44 35 43
424 Leu/lle 89 47 83 100 68 83 47 41 44 48 64
437 Trp/Arg’ 86 49 61 64 31 63 49 40 17 36 46
503 Ile/Lys" 91 76 78 64 39 57 43 61 11 56 55

Cepa de referencia: Sal I (XM_001608337) "Participan en la inhibicién del bloqueo de invasién por anticuerpos
(VanBuskirk KM et al, 2004). MX, México; IRN, Irdn; MYA, Myanmar; CS, Corea del Sur; TL, Tailandia;
BR, Brasil; IND, India; CL, Colombia; SLK, Sri Lanka.

Anexo 2b. Frecuencia de polimorfismos de AMA1,j por region geografica.

Residuo Frecuencia (%)

AA MX VNZ SLK TL IND IRN MUNDIAL
130 Asn/Lys 29 21 0 10 8 17 13
132 Asn/Asp 29 21 4 12 53 67 21
140 Leu/Ile 53 51 78 78 42 50 66
141 Ala/Glu 47 41 13 13 20 17 22
145 Glu/Ala 100 67 100 92 73 67 86
189 Glu/Asn 26 0 0 13 12 17 11
189 Glu/Lys 18 29 26 38 40 17 34
190 Lys/Gln 15 4 0 9 0 0 7
190 Lys/Glu 0 0 13 34 20 17 22
227 Glu/Val 50 0 30 23 38 33 24
227 Glu/Lys 0 0 0 13 0 0 7
228 Ser/Asp 50 0 30 23 38 33 24
277 Glu/Lys 100 100 61 89 82 83 89
352 Lys/Asn 44 16 17 21 5 17 20
352 Lys/Glu 0 0 9 3 8 17 4
368 Lys/lIle 53 18 48 1 12 17 12
380 Leu/Pro 53 58 30 30 45 67 39
384 Leu/Arg 0 0 30 54 25 0 34

Cepas de referencia: Sal I (XM_001615397). MX, México; VNZ, Venezuela; SLK, Sri Lanka, TL, Tailandia;
IND, India; IRN, Iran.
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Anexo 2c¢. Frecuencia de polimorfismos de MSP,, por region geografica.

Residuo Frecuencia (%)

AA MX TQ CcS SNG BG TL BR IND SLK MUNDIAL
1454 lle/Leu 88 100 80 0 0 9 82 41 42 53
1466 Met/Lys 100 100 84 38 0 29 91 72 84 71
1476 Thr/Ala 68 100 100 34 100 57 82 72 63 76
1482 Gly/Glu* 26 27 82 10 40 42 64 62 41 53
1490 Asp/Thr 35 27 82 6 80 32 64 48 46 52
1491 Gly/Ala 35 27 82 8 80 32 64 52 46 52
1493 Lys/Asn 35 27 84 8 80 32 64 52 47 53
1494 Thr/Glu 12 0 66 6 80 13 9 31 21 33
1494 Thr/Ala 24 27 18 4 19 55 21 26 20
1495 Glu/GIn 26 27 18 2 19 55 21 25 20
1496 lle/Val 12 0 66 6 80 13 9 31 22 34
1501 Asp/Ala 12 0 66 50 80 26 18 31 22 40
1505 Lys/Ala 12 0 66 50 60 27 9 24 20 39
1505 Lys/Thr 56 90 35 30 40 25 45 45 41 39
1506 GIn/Glu 15 0 66 50 0 27 27 24 20 39
1506 GIn/His 59 90 17 28 20 10 18 10 15 22
1508 Glu/Asp 12 0 66 50 60 27 9 24 22 39
1509 Glu/Lys 65 90 82 78 80 37 27 34 35 61
1510 Lys/lle 12 0 66 50 60 27 9 24 22 39
1511 Lys/GIn 56 90 17 30 20 10 18 10 13 22
1513 Lys/lle 35 0 84 52 80 51 64 59 48 59
1514 Gly/Glu 24 0 37 8 20 38 64 21 30 30
1515 Asn/Ser 68 90 64 72 80 27 18 45 39 53
1516 Val/Gly 21 10 0 20 0 32 18 17 35 17
1516 Asn/Val 88 100 53 56 40 68 91 72 80 67
1517 Asn/Ser 12 0 47 44 60 29 9 28 19 32
1517 Asn/Ala 24 0 37 8 20 22 55 31 28 27
1517 Asn/Val 53 90 17 28 20 14 18 24 20 24
1518 Ser/Thr 12 0 47 44 60 29 9 21 20 32
1518 Ser/Asn 24 0 37 8 20 22 55 31 27 27
1519 GIn/Lys 35 0 84 52 80 51 64 52 47 59
1520 Asp/Thr 35 0 65 46 80 37 55 48 45 49
1520 Asp/Asn 56 90 17 28 20 14 18 24 19 24
1521 Ser/Thr 12 0 47 44 60 29 9 21 21 32
1521 Ser/Ala 24 0 37 8 20 22 55 31 27 27
1522 Lys/Glu 91 87 100 80 100 65 82 86 64 83
1524 Asn/Ala 26 0 18 2 20 24 55 28 25 20
1524 Asn/Thr 65 90 82 78 80 41 27 55 42 64
1525 Glu/Lys 24 0 18 2 20 24 55 28 25 20
1525 Glu/GIn 68 90 82 78 80 41 27 55 42 64
1526 Phe/Ser 12 0 66 52 60 28 9 28 22 40
1526 Phe/Leu 56 90 17 26 20 13 18 28 19 24
1527 lle/Met 12 0 66 52 60 28 9 24 22 40
1527 lle/Thr 24 0 18 2 20 24 55 28 25 20
1527 lle/Asn 56 90 17 26 20 13 18 24 18 24
1625 Lys/Glu 3 0 0 0 0 0 0 0 0 <1

Cepas de referencia: *Sal I (XM_001614792). YNKMGELYK Prediccién de epitopos T (Dias et al, 2011).

MX, México; TQ, Turquia; CS, Corea del Sur; SNG, Singapur; BG, Bangladesh; TL, Tailandia; BR, Brasil; IND, India; SLK: Sri Lanka
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