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Resumen

Objetivo. Determinar la diversidad genética y resistencia molecular del VIH-1 en militares
peruanos de Limay Callao, 2015 — 2018.

Materiales y metodos. Estudio longitudinal a partir de 104 muestras provenientes de 52
militares peruanos, en dos tiempos con un intervalo de uno a tres afios de diferencia. Se
extrajo el ADN proviral, el cual fue sometido a PCR para la amplificacion de los genes gag
y pol del VIH-1. Los productos de la PCR fueron purificados, secuenciados y analizados
mediante herramientas de bioinformatica para la identificacion de los subtipos mediante
andlisis filogenético, la determinacion de la diversidad genética, recombinacion genética y
mutaciones de resistencia a los antirretrovirales (ARVS).

Resultados. Se demostrd que, del total de muestras analizadas el 97.8% fueron subtipo B
con evidencia de recombinacién genética entre diferentes subtipos, siendo el gen gag el que
presentd mas eventos recombinantes (primer tiempo: 10.9% Yy el segundo tiempo: 8.7%), a
través de una forma recombinante circulante de tipo CRF02_AG. Se evidenci6 un aumento
en la diversidad genética en el segundo tiempo a 0.045609 mediante el Test D de Tajima.
Con relacion al analisis de la resistencia a los antirretrovirales (ARVS) se determind que el
mayor indice de resistencia fue frente al Abacavir (ABC), el cual en un intervalo de tiempo
de uno a tres afios aumentd a 23.9%. Asi mismo, se identifico que las mutaciones mas
prevalentes fueron M41LM (6.5%), M184MV (6.5%) y L210LW (8.7%) que confieren
resistencia a todos los INTR, y la mutacién M184V (8.7%) relacionada con un alto nivel de
resistencia a Lamivudina (3TC) y Emtricitabina (FTC). Otras mutaciones relacionadas con
la resistencia a IP fueron M461IM, 154V, V82AV y L90LM que mostraron un indice de 2.2%.
Finalmente, se identifico la mutacidn Y188YFHL (2.2%), relacionada con resistencia a todos
los INNTR.

Conclusiones. Este trabajo demuestra que las mutaciones que confieren resistencia a los
antirretrovirales seleccionados como consecuencia del tratamiento antirretroviral,

incrementan la diversidad genética del VIH-1 en la poblacion militar.

Palabras clave: VIH-1, diversidad genetica, recombinacion genética, resistencia a los

antirretrovirales, poblacion militar.



Abstract

Objetive. Determine the genetic diversity and molecular resistance of HIV-1 in Peruvian
military in Lima and Callao, 2015 - 2018.

Materials and methods. Longitudinal study based on 104 samples from 52 Peruvian
soldiers, in two stages with an interval of one to three years apart. Proviral DNA was
extracted, which was subjected to PCR for amplification of the gag and pol genes of HIV-1.
The PCR products were purified, sequenced and analyzed using bioinformatics tools for the
identification of subtypes by phylogenetic analysis, the determination of genetic diversity,

genetic recombination and antiretroviral resistance mutations (ARVS).

Results. It was shown that, of the total samples analyzed, 97.8% were subtype B with
evidence of genetic recombination between different subtypes, with the gag gene having the
most recombinant events (first half: 10.9% and the second half: 8.7%), a through a circulating
recombinant form of type CRF02_AG. An increase in genetic diversity was evidenced in the
second half at 0.045609 by the Tajima D Test. Regarding the analysis of antiretroviral
resistance (ARVS), it was determined that the highest resistance index was against Abacavir
(ABC), which in a time interval of one to three years increased to 23.9%. Likewise, it was
identified that the most prevalent mutations were M41LM (6.5%), M184MV (6.5%) and
L210LW (8.7%) that confer resistance to all INTRs, and the M184V mutation (8.7%) related
to a high level of resistance to Lamivudine (3TC) and Emtricitabine (FTC). Other mutations
related to IP resistance were M461M, 154V, V82AV and L90LM that showed an index of
2.2%. Finally, the Y188YFHL mutation (2.2%), related to resistance to all NRTIs was
identified.

Conclusions. This work demonstrates that mutations that confer resistance to selected
antiretrovirals as a result of antiretroviral treatment increase the genetic diversity of HIV-1

in the military population.

Keywords: HIV-1, genetic diversity, genetic recombination, resistance to antiretrovirals,

military population.



Lista de Tablas Pag.

Tabla 1. Lista de primers utilizados para la amplificacion de los genes gag y pol del VIH-1

.............................................................................................................................................. 13
Tabla 2. Condiciones de ciclado para la amplificacion del gen gag del VIH-1.................. 15
Tabla 3. Primers utilizados para la amplificacion del gen de la B-globina...............cc..c...... 17

Tabla 4. Sensibilidad de la PCR de los productos amplificados de los genes gag y pol del
VIH-1 de [0S Militares PErUANOS. .......cveivieiiiie ettt 23
Tabla 5. Anélisis de la diversidad genética mediante el Test D de Tajima de los marcadores
gag y pol del VIH-1 en ambos tIEBMPOS. .......ccoiiiiiiirieieieie et 28
Tabla 6. Analisis de la diversidad genética mediante el Test D de Tajima de los marcadores
concatenados gag-pol del VIH-1 en ambos tiempos. .........ccccoveviieiieve s 28
Tabla 7. Eventos de recombinacion genética en los genes gag y pol del VIH-1 en ambos
LU= 001 010 J SO T T TP RU PP PPOTPTPT PPN 29
Tabla 8. Frecuencia de mutaciones de resistencia del VIH-1 a los Inhibidores de la Proteasa
BN 1 PrIMET TIEIMPO. ..evieie et e e et e e e s e et e areesre e reenne e 31
Tabla 9. Frecuencia de mutaciones de resistencia del VIH-1 a Inhibidores de la Proteasa en
1 SEQUNTO TIBIMIPO. ...ttt bbbttt se bbb 32
Tabla 10. Frecuencia de mutaciones de resistencia del VIH-1 a los Inhibidores no
Nucleodsidos de la Transcriptasa Reversa en ambos tiempPoS. .......ccccovveveereiieieeriecee e 33
Tabla 11. Frecuencia de mutaciones de resistencia del VIH-1 a los Inhibidores Nucledsidos
de la Transcriptasa Reversa en el primer tiempo. .........ccooerireneninesieee e 34
Tabla 12. Frecuencia de mutaciones de resistencia del VIH-1 a los Inhibidores Nucleosidos
de la Transcriptasa Reversa en el segundo tIemMpPO. .......cc.covevieiiiieie e 35

Tabla 13. Andlisis de resistencia del VIH-1 a los antirretrovirales durante el primer tiempo.

.............................................................................................................................................. 37
Tabla 14. Andlisis de resistencia del VIH-1 a los antirretrovirales durante el segundo tiempo.
.............................................................................................................................................. 38
Tabla 15. Perfil epidemiolégico de militares peruanos de Lima y Callao infectados con VIH-
1, 2015 = 2018. ..ottt b et r e a et r e bt re b e 40
Tabla 16. ANOVA de los Inhibidores de la Proteasa en ambos tiempos. ............ccccecveenenns 44



Tabla 17. ANOVA de los Inhibidores Nucleosidos de la Transcriptasa Reversa en ambos
TIBIMIPOS. et b bbbttt bbbt nre 45
Tabla 18. ANOVA de los Inhibidores no Nucleosidos de la Transcriptasa Reversa en ambos
LT=T 001 00 LSS PRPOSPR 46
Tabla 19. Descripcion de frecuencias y porcentajes de las variables epidemioldgicas en los
militares peruanos con VIH-1 de Limay Callao, 2015 — 2018..........ccccceovieieiencnincniene 48
Tabla 20. Descripcion de frecuencias y porcentajes de los subtipos del VIH-1 en los militares
peruanos de Lima y Callao, 2015 — 2018. ........cccoiveie i 49
Tabla 21. Descripcién de frecuencias y porcentajes del recuento de CD4 (células/mL) en los
militares peruanos de Limay Callao, 2015 — 2018. .......cccooeiiiiiiiiniiieeeee s 49
Tabla 22. Descripcion de frecuencias y porcentajes de la carga viral (copias/mL) del VIH-1

en los militares peruanos de Limay Callao, 2015 — 2018.........cccccceivevviieieese e 50



Lista de Figuras Pag.

Figura 1. Situacion epidemioldgica del VIH/SIDA en el Per(. Casos acumulados de VIH y
SIDA notificados (1983 - 2018) .....eeviiieiieeieiieieesie ettt ne s 4
Figura 2. Amplificacion de los productos de la PCR de los genes gag, pol y B-globina.... 24
Figura 3. A) Arbol filogenético del gen pol del VIH-1 en la poblacion militar (ambos
tiempos). B) Arbol filogenético del gen gag del VIH-1 en la poblacion militar (ambos
LET=T 00T 001 OSSPSR 25
Figura 4. Arbol filogenético de los genes concatenados gag-pol del VIH-1 en la poblacion
MIlItar (AMDOS TIEMPOS)......eviiiriiiieiei et bbb sb et 26
Figura 5. Carga viral (log 10) del VIH-1 de la poblacion militar en ambos tiempos de toma
08 MUBSTIA. ...ttt bbb b e bbb e e bt e bt e e et e b et e sbenbenbenne e 41
Figura 6. Recuento de CD4 (células/mL) de la poblacién militar en ambos tiempos de toma

A8 MUBSEIA. e 42


file:///F:/TESIS/INFORME/INFORME%20FINAL%20-%20TESIS%20VIH-1_JJKGR%20-%20copia.docx%23_Toc36058081
file:///F:/TESIS/INFORME/INFORME%20FINAL%20-%20TESIS%20VIH-1_JJKGR%20-%20copia.docx%23_Toc36058081

Lista de abreviaturas

°C Grados centigrados

ADN Acido desoxirribonucleico

ARN Acido ribonucleico

ARV Antirretroviral

CD4 Molécula de grupo de diferenciacion 4

CDs8 Molécula de grupo de diferenciacion 8

CDC Centro Nacional de Epidemiologia, Prevencion y Control de
Enfermedades

dNTP Deoxinucledtidostrifosfato

dATP Deoxiadenosintrifosfato

dCTP Deoxicitosintrifosfato

dGTP Deoxiguanidintrifosfato

dTTP Deoxitimidintrifosfato

EDTA Acido etilendiamino tetra-acético

Env Gen de la envoltura

Gag Gen antigeno especifico

HSH Hombres que tienen sexo con otros hombres

In Gen de la Integrasa

INNTR Inhibidores no nucledsidos de la transcriptasa reversa

INTR Inhibidores nucledsidos de la transcriptasa reversa

IP Inhibidores de la proteasa

ITS Infeccion de transmision sexual

kb Kilobase

N Normalidad

mi Mililitro

mM Milimolar

ng Nanogramos

Vi



nm
pb
PCR
PM
Pol
Prt
Rpm
RC
SIDA
TAE
TAR
TS
RT
Mg
ML
VIH

Nanometros

Pares de bases

Reaccion en cadena de la polimerasa
Poblacion militar

Gen de la polimerasa

Gen de la proteasa

Revolucion por minuto

Capacidad replicativa

Sindrome de la inmunodeficiencia humana
Tris-Acido acético EDTA

Terapia o tratamiento antirretroviral
Trabajador(a) sexual

Gen de la transcriptasa reversa
Microgramo

Microlitro

Virus de la inmunodeficiencia humana

Vii



1. Introduccién

El virus de inmudeficiencia humana (VIH) causante del SIDA, fue aislado en 1983 a partir
de células del nodulo linfatico de un paciente con linfadenopatia (Cherman et al., 1983), cuya
caracteristica méas importante es la destruccion del sistema inmune, pero también origina
manifestaciones neuroldgicas y tumorales, debido al doble tropismo del VIH; por un lado,
infecta a las células de la estirpe macrofégica y por otro, presenta un tropismo especial por
los linfocitos CD4 (Codina et al., 2002). La gran homologia en la secuencia nucleotidica, asi
como las similitudes morfologicas, demostraron que el virus era evolutivamente similar a
miembros del género Lentivirus de la familia Retroviridae (Gonda et al., 1985). Desde
entonces se ha visto al SIDA, como una enfermedad que en un principio fue reportada en
paises desarrollados, en hombres que tienen sexo con otros hombres (HSH) y usuarios de
drogas intravenosas, convirtiéndose en una pandemia que afecta a millones de adultos y nifios
de todos los continentes (Coffin, 1995).

El VIH-1, muestra una alta tasa de variabilidad e inestabilidad genética, basando su estrategia
adaptativa en dos criterios, la mutacién y la seleccion natural (Casarias, 2008). La tasa de
mutacion, representa al nimero de bases incorrectamente incorporadas por la enzima, la que
se estima en 10 a 107 sustituciones por nucledtidos (s/nt) por ronda de copia (Drake et al.,
1998; Domingo E. and Holland JJ, 1997), esto debido a la ausencia de la capacidad correctora
de la transcriptasa reversa (exonucleasa 3’-5") asociada a muchas ADN polimerasas (Soriano
V, et al., 1999). A su vez, en el hospedador se producen una serie de presiones selectivas,
como la respuesta inmune, que fuerza a la poblacion viral con mayor capacidad replicativa a
adaptarse mejor al ambiente (cuellos de botella), mientras que, el tratamiento antirretroviral,
otro tipo de presion selectiva (afiadida o externa) afecta la dinamica poblacional y selecciona
a las variantes con resistencia a farmacos, pero sin eliminar por completo a las poblaciones
sensibles, las que permanecen en reservorios hasta un cambio en la terapia antirretroviral,

donde pueden volver a predominar (Najera et al., 1995; Casafas, 2008).

De otro lado, la generacion de cepas recombinantes constituye una fuente adicional de
variacion del VIH-1, las que pueden ser: intrasubtipo, recombinacion entre diferentes cepas
del mismo subtipo; intersubtipo, entre distintos subtipos; e intergrupo, entre diferentes

grupos. Por lo tanto, la recombinacion, desempefia un papel importante en la evolucién y la



expansion geografica del VIH (Clavel et al., 1989; Hu WS and Temin HM, 1990; Gémez,
2012).

En el Perq, la infeccidn por el VIH, continda siendo en la actualidad un importante problema
en la salud publica (Figura 1), catalogada a la enfermedad como concentrada y con una
prevalencia del 0.23% en la poblacién general (Centro Nacional de Epidemiologia,
Prevencién y Control de Enfermedades: Boletin diciembre, 2018). En el 2004, ha sido
fundamental el inicio de la administracion terapéutica de antirretrovirales (TAR), ya que ha
disminuido la mortalidad en los individuos infectados (MINSA, 2006), pero generando cepas
resistentes a los medicamentos, por lo que, en el 2008 se implementaron las pruebas de
genotipificacion, surgiendo la necesidad de identificar la presencia de mutaciones en el
genoma del VIH-1 (Boletin Instituto Nacional de Salud, 2008), teniendo los primeros
estudios de genotipificacion del VIH en el Peru, en poblacion militar y HSH (Yabar et al.,
2006; Lama et al., 2006), identificAndose ademas al subtipo B como el mas frecuente con un
porcentaje del 97% (Russell et al., 2000).

Es por ello, que se planted el siguiente problema: ;Existe un incremento en la diversidad
genética y la resistencia molecular del VIH-1 en militares peruanos de Limay Callao, durante
un intervalo de tiempo de uno a tres afios de seguimiento? La constante evolucion del VIH-
1 ha permitido la aparicién de mutaciones de resistencia, generando cepas resistentes a las
diferentes clases de antirretrovirales (ARVSs), ademas de la generacién de nuevas variantes
recombinantes (Rambaut et al., 2004; Tebit et al., 2007), de esto surge la siguiente hipétesis:
Existe un incremento en la diversidad genética y la resistencia molecular del VIH-1 en
militares peruanos de Lima y Callao, durante un intervalo de tiempo de uno a tres afios de

seguimiento.

Por todo lo afirmado se ejecutd la presente investigacion que tiene como objetivos:
v Objetivo principal:
Determinar la diversidad genética y la resistencia molecular del VIH-1 en militares

peruanos de Lima y Callao, durante un intervalo de tiempo del 2015 — 2018.



v Objetivos especificos:
Identificar los subtipos y formas recombinantes del VIH-1 que infecta a militares
peruanos de Lima y Callao entre los afios 2015 — 2018.
Determinar la diversidad genética en los genes gag y pol y la recombinacion genética
del VIH-1 en militares peruanos de Lima y Callao durante el periodo 2015 — 2018.
Identificar mutaciones de resistencia a los antirretrovirales en militares peruanos
infectados por el VIH-1 de Lima y Callao entre los afios 2015 — 2018.
Determinar el perfil epidemiolégico y el estado clinico de los militares peruanos de

Lima y Callao, durante un intervalo de tiempo del 2015 — 2018.

2. Marco tedrico
2.1. Antecedentes de la investigacion

Laguna-Torres y colaboradores en el 2005, determinaron la distribucion de los subtipos
del VIH-1 vy la presencia de cepas recombinantes en Argentina, Bolivia, Colombia, Chile,
Ecuador, Paraguay, Peru, Uruguay y Venezuela a través de estudios epidemiologicos y de
genotipificacion donde se utilizé la prueba de movilidad heteroduplex de envoltura (env
HMA), ProRT, secuenciamiento completo o ambas para determinar los subtipos de VIH-
1. Se encontrd el subtipo B en 1380 (83%) muestras, el subtipo F en 218 (13%), asi como
los subtipos Ay C en 0,1% y 0,4% respectivamente. Se hallaron subtipos recombinantes
BF en 39 muestras (2%) y formas recombinantes CRF01_AE (0,1%), CRF17_BF (0,4%)
y CRF02_AG (0,1%). Por lo que concluyeron que en Venezuela, Colombia, Ecuador,
Perd, Bolivia y Chile (paises andinos) predomina el subtipo B, mientras que en Argentina,

Uruguay y Paraguay hubo un alto porcentaje del subtipo F.

Particularmente en el Per0 los casos de VIH/SIDA se han acumulado desde el afio 1983
hasta el 2018; asimismo, segin el Centro Nacional de Epidemiologia, Prevencion y
Control de enfermedades del Ministerio de Salud del Peru, las regiones Costera y Selvatica
son las que presentan un mayor namero de casos acumulados, destacando las ciudades de

Lima y Callao con una prevalencia del 70% de los casos a nivel nacional (Figura 1).
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Figura 1. Situacion epidemioldgica del VIH/SIDA en el Peru. Casos acumulados de VIH y SIDA
notificados (1983 - 2018). Fuente: Centro Nacional de Epidemiologia, Prevencion y Control de
Enfermedades - Ministerio de Salud del Peru. Casos notificados al 31/12/2018.

Asi mismo, un estudio realizado por Yabar y colaboradores en el 2008 en Perd, para
determinar la diversidad genética del VIH-1 en trabajadores sexuales, contd con la
participacion de 147 sujetos infectados del que se extrajo ADN de células mononucleares
de sangre periférica para amplificar un fragmento de 460 pb correspondiente a la regién
p24-p7 del gen gag. El producto de PCR se dirigié con enzimas de restriccion para
identificar el polimorfismo genético. Luego se secuencié un grupo de 19 muestras para
realizar analisis filogenético, recombinacion intragénica y mutaciones deletéreas que

conducen a una proteina no funcional en las regiones conservadoras de la proteina gag.

El anélisis filogenético revel6 una dominancia del subtipo B, por otro lado, el analisis de
recombinacion intragénica mostr0 un caso de recombinacion B/C de una mujer
trabajadora sexual (boostrap = 1000, valor de p<0,05) y por ultimo se observaron
mutaciones deletéreas en tres casos de dominios conservadores de dedos de Zinc para gag

(3/19) y un caso de la region de alta homologia (1/9). Por lo tanto, en este estudio muestra



que el VIH-1 que circula en esta poblacion tiene un alto polimorfismo genético que

implica mutaciones deletéreas en dominios conservados de la region gag p24-p7.

De igual manera, Guimardes y colaboradores en el 2012, realizaron un estudio de analisis
filogenético a partir de muestras colectadas en Bolivia en dos puntos diferentes en un lapso
de tiempo de 10 afios para estimar las tendencias del subtipo de VIH y las formas
recombinantes. 50 muestras VIH-1 seropositivas fueron colectadas en Bolivia en dos
periodos distintos (1996 y 2005). Estas muestras fueron caracterizadas genéticamente
basadas en la region parcial pol proteasa/ transcriptasa reversa (prt/rt) y en la region env.
El andlisis filogenético de ambas regiones env y pol confirmaron la predominancia de
muestras puras subtipo B (72.5%) circulantes en Bolivia y revel6 una alta prevalencia de
genotipos BF1 (27.5%). 11 de 14 recombinantes BF1 desplegaron una estructura mosaico
idéntica o similar a la descrita por la variante CRF12_BF, una muestra fue clasificada
como CRF17_BF, y otras dos fueron F1 pol/B env. La diversidad genética del VIH-1 en
Bolivia es mayormente conducida por el subtipo B, seguida de las cadenas recombinantes
BF1 de la familia CRF12_BF.

Otro estudio realizado por Yabar y colaboradores en el 2012 a un grupo de 267 pacientes
del Programa Nacional de Tratamiento peruano con falla virolégica fueron evaluados para
pruebas genotipicas de resistencia al VIH, donde se extrajo ARN viral del plasma y los
segmentos de los genes de proteasa (prt) y transcriptasa inversa (rt) se amplificaron
mediante RT-PCR, se purificaron y secuenciaron por completo. El analisis obtenido del
programa HIVdb mostr6 81.5% de casos de resistencia (n=198). El andlisis filogenético
revel6 que el subtipo B era predominante en la poblacion (98.8%), excepto en los casos
nuevos de subtipos A, C y H (n=4). De estos casos, solo se importd el subtipo C. Del
mismo modo, el analisis de recombinacion revel6 nueve casos recombinantes intersubtipo

y veinte intrasubtipo.

En relacion a las mutaciones de resistencia a los antirretrovirales, Wainberg en el 2004,
indica como la introduccion de una terapia subdptima y la mala adherencia del paciente

pueden conducir a una aparicion mas rapida de variantes resistentes. Asi se tiene como las



mutaciones Y181C y Y181l, respectivamente, pueden representar el grupo O de VIH-1y
todas las cepas de VIH-2 resistentes a todos los farmacos dentro de la clase completa de
los Inhibidores No Nucledsidos de la Transcriptasa Reversa (INNTR). De manera menos
absoluta, el subtipo F muestra cierta medida de resistenciaa un INNTR no comercializado,
el compuesto TIBO, mientras permanece sensible a otros INNTR, como nevirapina y
delavirdina, asi como a los Inhibidores Nucledsidos de la Transcriptasa Reversa (INTR)
y los Inhibidores de la Proteasa (IP). En contraste, algunos aislados de subtipo C pueden
mostrar resistencia inherente contra INNTR debido a la presencia natural de un

polimorfismo G190A.

En las variantes resistentes al subtipo C seleccionadas con nevirapina, también se
generaron otros cambios de aminoéacidos, incluidos A98I, A98S, K103N, V106M, V108l
y Y181C. Un polimorfismo de referencia en el codén 106 en los virus de subtipo C facilitd
el desarrollo de una nueva mutacion V106M que confiere resistencia a efavirenz, asi como
a otros miembros de la clase de fa&rmacos INNTR. La base para esta diferencia indica que
la presion de seleccion con INNTR puede favorecer diferentes patrones de escape

mutacional de estos farmacos en el subtipo B frente a los virus de subtipo C.

De otra manera, Santos y Soares en el 2010, mencionaron que la adquisicién de resistencia
viral a menudo implica modificaciones estructurales dentro o cerca del sitio activo de la
enzima, permitiendo que la proteina discrimine mejor su sustrato natural en el entorno
restrictivo impuesto por las drogas. El costo de esta ventaja generalmente se paga a traves
de la pérdida de la capacidad de replicacion. Asi demostraron que los virus de subtipo B
con D30N o L90M solo tenian una pérdida marginal de capacidad replicativa (RC) de
aproximadamente 10% en relacién con el virus de tipo salvaje. Por otro lado, el impacto
fue mas severo en el subtipo C, en el cual la presencia de L90M caus6 una pérdida en RC
del 20%. El subtipo C con D30N solo no fue capaz de replicarse en cultivo celular. El alto
costo replicativo de D30N en el subtipo C podria correlacionarse con su baja adquisicion

en ese subtipo.



Otro ejemplo bien documentado de como las mutaciones especificas pueden afectar de
manera diferente la replicacion del virus es causado por las vias TAM (Mutaciones de
Anélogos de Timina) en VIH-1 subtipos B y C. La presencia de mutaciones D67N y K70R
no afectd la aptitud del subtipo B, pero aumento la capacidad replicativa en el subtipo C.
De manera similar, el mutante doble M41L / T215Y no afecto al subtipo C, pero afect6

sobre la aptitud del subtipo B.

En algunos casos, una sola mutacion puede conducir a la resistencia cruzada a todos los
medicamentos dentro de una clase de drogas determinada. Este es el caso de las
mutaciones L1001 e Y1811/ C en la transcriptasa reversa, que confieren resistencia a todos
los INNTR, y para 184V en proteasa que da como resultado la pérdida de actividad de
cinco de ocho IP disponibles. Diferentes grupos y subtipos de VIH llevan en sus genomas
firmas genéticas y polimorfismos que podrian alterar la estructura de las proteinas virales
que son atacadas por los farmacos, lo que perjudica la union y eficacia del ARV, asi se
tiene por ejemplo a mutaciones asociadas a drogas de los subtipos no-B del VIH-1
resistentes a los IP: 113V, K201, M361, H69K, V821, 193L.

Las pruebas periddicas al personal militar, sugiere una identificacién temprana a la
infeccion, lo que ayuda a describir la evolucion de la epidemiologia molecular de la
transmision del VIH-1, mencionado por Brodine y colaboradores en 1999, los que
realizaron un estudio en 95 pacientes entre febrero de 1997 y febrero de 1998 en el
Hospital de referencia militar (EE. UU), donde lograron identificar a siete pacientes con
el subtipo E (7.4%), mientras que el resto present6 el subtipo B. EI 26% de los pacientes
sin tratamiento previo presentaron mutaciones en la transcriptasa inversa o el gen de la
proteasa asociados con la resistencia a los ARVs. Por lo tanto, el porcentaje de infeccion
por VIH-1 y de mutaciones con resistencia a los ARVs fue relativamente alto en el

personal militar de EE.UU. con infeccion recientemente adquirida.

Otro estudio, donde también involucran a militares estadounidenses sin tratamiento
previo, realizado por Wegner y colaboradores en el 2000, se encontré una prevalencia del
15% de resistenciaa INNTR, 4% para los INTR y el 10% para IP de un total de 114 sujetos



infectados por el VIH-1. Por otro lado, Babajide y colaboradores en el 2017, realizaron un
estudio en cuatro hospitales militares Nigerianos, para evaluar la supresién virologica y
resistencia en pacientes con tratamiento antirretroviral, observandose mutaciones de
resistenciaalos INNTR, dentro de ellas: M184V, K103N y Y188C, mientras que hubieron
pacientes que no tomaron Zidovudina y presentaban mas de dos mutaciones analogas de
Timina (TAM), a su vez, 35 de los 44 participantes presentaron un carga viral > 1000
copias/ml, demostrando que es importante el monitoreo virolégico para la deteccion
temprana del fracaso al tratamiento. Asi mismo, Yabar y colaboradores en el 2006,
demostraron la existencia de mutaciones de resistencia a los ARVs a nivel de rt y prt, en
militares peruanos que reciben terapia. En rt, encontraron a las mutaciones T215Y y la
M184V, relacionadas en conferir resistencia a la Zidovudina (AZT) y Estavudina (D4T),
asi como a Lamivudina (3TC) y Emtricitabina (FTC) respectivamente, mientras que en
prt, observaron las mutaciones D30N y N88D, implicadas en conferir resistencia a
Nelfinavir (NFV).

2.2. Bases tedricas

El VIH-1 se destaca por la diversidad de cepas que componen la pandemia del VIH/SIDA
(CENSIDA, 2009). La presencia de un subtipo genético circulando en una region
representa un alto riesgo para la generacion de formas recombinantes, las cuales se
caracterizan por presentar una mayor capacidad replicativa (Tebit et al., 2007) y albergar
mutaciones de resistencia a ARVSs provenientes de multiples cepas resistentes (Rambaut
et al., 2004). Asimismo, se ha determinado que la diversidad y la evolucion del gen gag
guarda relacion con la carga viral (capacidad replicativa) y progresion de la enfermedad
(capacidad infectiva) en el hospedero humano a diferencia del gen env (Piantadosi et al.,
2009), hallazgos que podrian estar relacionados con las diferentes regiones conservadas
de gag, ya que uno de sus dominios corresponde a la porcion p24-p7 que se caracteriza
por presentar una region de dedos de Zinc, implicado en diferentes procesos de la
replicacion tales como la union especifica de la proteina gag con el ARN viral (Urbaneja
et al., 1999), en la sintesis de la hebra complementaria durante la transcripcién reversa
(Cen et al., 1999; Feng et al., 1999), el ensamblaje y maduracién del virus (Dawson,
1998).



Los analisis del virus de diferentes subtipos han revelado muchos cambios de nucleétidos
(mutaciones silenciosas), polimorfismos y mutaciones secundarias en las regiones del gen
pol (rty prt) que estan implicadas en la aparicion de resistencia a inhibidores nucledsidos
e inhibidores de la transcriptasa inversa analogos de nucleésidos (INTI e ITINN), asi como
inhibidores de la proteasa (IP) y mas recientemente la inhibicion de la entrada viral en
células susceptibles utilizados en el tratamiento del VIH-1. Tal terapia ha reducido
significativamente la transmision del virus, la morbilidad y la mortalidad, pero también

ha conducido al problema de la resistencia a los medicamentos (Yabar et al., 2006).

Es asi, como la resistencia a los ARVS se puede evidenciar de dos maneras: transmitida y
adquirida. La resistencia del tipo transmitida ocurre en individuos que no estuvieron
anteriormente infectados por VIH o que no reciben TAR y que son infectados con virus
resistentes a drogas, mientras que la resistencia adquirida, ocurre cuando aparecen
mutaciones de resistencia por la presion selectiva impuesta por el TAR (WHO, 2016).
Para conocer, el perfil de resistencia a los ARVSs, se requiere realizar la metodologia de
Genotipificacion del VIH, técnica molecular basada en el secuenciamiento de la regién

pol para el analisis de la proteasa y transcriptasa reversa (Shafer, 2002).

En algunos paises de Sudamérica como Argentina, Brasil y Chile, se emprendié el estudio
para la deteccion molecular de resistencia a ARVs en VIH con la aprobacion del
Ministerio de Salud (Avila-Rios et al., 2016). Asi mismo, viendo la necesidad de vigilar
la resistencia en pacientes virgenes al tratamiento, se iniciaron los estudios de resistencia
transmitida en paises de América Latina y el Caribe, cuya prevalencia se encontro en el
rango de 2.8% a 8.1% entre los afios 2003 y 2010 (Myers et al., 2012). En tanto que, en
la region Andina fue del 10.5% durante los afios 1999 y 2007 (Pineda et al., 2012). Asi
mismo, los primeros estudios de genotipificacion del VIH en el Perd, se llevaron a cabo
en poblacion militar y HSH, donde a pesar que el tamafio muestral en la poblacion de
militares peruanos fue reducido, se logré identificar tres casos de resistencia adquirida
(YYabar et al., 2006), mientras que para la poblacion HSH fue 31.3% junto con el 3.3% de

resistencia transmitida (Lama et al., 2006).



Por otro lado, estudios mostraron evidencias en pacientes con conducta de alto riesgo de
infeccion por VIH como es el grupo de trabajadoras y trabajadores sexuales (TS), los que
presentan un real protagonismo en la distribucion de los subtipos de VIH-1. En Asia se
confirmd la introduccion del subtipo E en Myanmar proveniente de Tailandia en militares
infectados por TS femeninas (Nopkesorn et al., 1998). A su vez, en el Peru los primeros
estudios realizados en una poblacion con alto riesgo (Trabajadoras sexuales) determinaron
al subtipo B como el mas prevalente con un 100% (YYabar et al., 2007), lo que sugiere que
este grupo de riesgo podria estar jugando un rol importante en la distribucion y transmisién
del subtipo B en todo el pais (Yabar, 2017).

. Materiales y métodos
3.1. Materiales

3.1.1. Material biologico

El tipo de muestra bioldgica correspondié a sangre venosa tratada con anticoagulante
obtenida a partir del antebrazo de los militares peruanos infectados (VIH - positivos)
para el analisis del material genético del virus. Ademas, se incluyé como ADN control

de la PCR a la cepa HXB2, subtipo B de referencia.

3.1.2. Poblacién y muestra

Se consideraron 104 muestras de sangre provenientes de 52 militares peruanos
infectados con VIH-1 de Lima y Callao, durante el periodo 2015 — 2018, de los que
se obtuvo dos (02) tomas de muestra en diferentes periodos de tiempo para ser

almacenadas y luego utilizadas en esta investigacion.

3.1.2.1. Criterios de seleccion

Criterios de inclusién

e Muestras de sangre almacenadas a -80°C y correctamente rotuladas con las

iniciales PM seguida de un numero correspondiente al paciente.
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e Muestras de sangre que presenten doble incursion al laboratorio (tanto la
primera como la segunda toma de muestra) con al menos 6 meses de diferencia

entre ambas.
Criterios de exclusién

e Muestras de sangre sin informacion de recuento linfocitario y carga viral en

ambos periodos de tiempo.

3.2. Métodos

3.2.1. Variables

Variables dependientes:
Diversidad genética.

Resistencia molecular a los antirretrovirales.

Variable independiente
Tiempo (Periodo 2015 — 2018).

Variables intervinientes:

Edad, TAR, tiempo de infeccidon, uso de preservativo, contacto sexual con
trabajadores sexuales (TS), consumo de drogas, recuento de CD4 y carga viral del
VIH-1.

3.2.2. Tipo de estudio y disefio de contrastacion de hipotesis

La presente tesis corresponde a un estudio descriptivo con disefio longitudinal de
analisis de cohorte que permitio describir los subtipos o formas recombinantes que
circulan en esta poblacion y las mutaciones que confieren resistencia a los
antirretrovirales; para la contrastacion de hipotesis y el valor del indice P, se considerd
un intervalo de confianza del 95%. Complementariamente, se obtuvo a partir de las
historias clinicas de los militares peruanos los siguientes datos: el recuento

linfocitario de CD4 vy la carga viral del VIH-1 (Estudio bibliogréfico).

11



3.2.3. Obtencion de muestras

Las muestras sangre en la presente investigacion se obtuvieron mediante la
autorizacion de uso del material bioldgico para las investigaciones en el Centro

Nacional de Salud Publica del Instituto Nacional de Salud (Anexo 1).

3.2.4. Procedimiento.

A) ldentificacion de los subtipos y formas recombinantes del VIH-1: Se sigui6
el método de Genotipificacion del VIH - INS, 2017.

A.1. Amplificacion de los genes gag y pol del VIH-1.
1) Aislamiento del material genético

La extraccion del ARN o ADN proviral se realizé utilizando el kit comercial
Thermo Scientific GeneJET tomando un volumen de 200 ul de plasma del
criovial original. La muestra fue sometida a una solucién de lisis para la
liberacion del material genético, seguida de lavados con etanol al 70% y Buffers
de lavado. El &cido nucleico fue removido de las columnas de purificacion
proveidas por el kit mediante centrifugacion utilizando un Buffer con inhibidor
de ARNasas como diluyente. Finalmente, el ARN o ADN proviral fue

almacenado a -80°C para los analisis siguientes (Anexo 2).

2) Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Todos los procedimientos de PCR fueron realizados utilizando el termociclador
AnalitykJena. Cada reaccion fue llevada a cabo utilizando diferentes sets de

primers de acuerdo al gen de interés (Tabla 1).
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Tabla 1. Lista de primers utilizados para la amplificacion de los genes gag y pol del VIH-1

Gen Nombre . Posicién en | Tamafio .
e . Secuencia Referencia
amplificado | del primer el genoma en pb
H1G777 5-TCACCT AGAACTTTG AATGCATGG G -3 777-801 Vander
Gag H1P202 5-CTAATACTGTAT CATCTGCTCCTGT -3 1874-1898 460 pb Auwerctal &
(024 - p7) H1Gag1584 5- GGG CCC AAA GAT GGATAATCCTGG G -3 1123-1141 Heyndrick.,
gl7 5-GGC GCC ACATTT CCAACAGCCCTTTTT -3 1566-1589 2000
RT-21 5>-CTGTATTTCTGC TAT TAAGTCTTT TGATGG G-3* | 2028-2050
1243 5~ ACT AAG GGA GGG GTATTG ACA AAC TC-3° 3792-3817
MAW-26 5’-TTGGAAATGTGGAAAGGAAGGAC-3’ 2028-2050
(Unizr?lde I PRO-1 5’-CAG AGC CAA CAG CCCCACCA-3’ 2147-2166 Vabar et al.
oroteasa y RT-20 5-CTG TATTTC TGC TAT TAAGTC TTT TGA TGG G-3” | 3441-3462 | 1200 pb 2012 Li et’
. 1205 5~ CCAGGT GGC TTG CCAATACTC TGT CC-3’ 3754-3779
transcriptasa al., 2006
reversa) MAW-46 5’-TCCCTCAGATCACTCTTTGGCAACGAC-3’ 22512277
RT-A 5’-GTTGACTCAGATTGGTTGCAC-3’ 2519-2539
RT-B 5’-CCTAGTATAAACAATGAGACAC-3’ 29462967
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2.1) Amplificacion de la region p24-p7 del gen gag. Metodologia
desarrollada por Van der Auwera & Heyndrick, 2000.

Region seleccionada para el analisis de subtipos, recombinacién molecular y
mutaciones relacionadas con la capacidad infectiva del VIH-1. Para tal fin se
emplearon dos rondas de amplificacion, asi mismo, se utilizaron tres
condiciones de ciclado (Tabla 2) con el objetivo de incrementar la sensibilidad

de la reaccion.

e Primera ronda: se utilizaron tubos para PCR con capacidad de 200 uL
debidamente rotulados conteniendo concentraciones finales de los
siguientes componentes: Buffer de reaccion de PCR 1X (10 mM Tris-HClI,
50 mM KCI, pH 8.3), 25 mM de MgCl;, 0.2 mM de mezcla de
deoxinucledtidos trifosfatos (200 uM de dATP, dGTP, dCTP y dTTP), 0.2
pmoles de los primers H1G777 y H1P202, 0.025 U de Enzima Taq ADN
Polimersa High Fidelity, y 100ng de ADN molde. Se utilizaron diferentes
condiciones de ciclado con una temperatura de almacenaje de 4°C hasta el
momento de dar inicio a la segunda ronda de PCR o fueron almacenados a

una temperatura de -20°C durante toda la noche.

e Segunda ronda: en la cual se mezclaron concentraciones finales de los
siguientes reactivos: Buffer de reaccion de PCR 1X (10 mM Tris-HCI, 50
mM KCI, pH 8.3), 3.5 mM de MgCl;, 0.2 mM de mezcla de
deoxinucledtidos trifosfatos (200 uM de dATP, dGTP, dCTP ydTTP), 0.4
pmoles de los primers H1Gag1584 y G17, 0.025 U de Enzima Taq ADN
Polimerasa High Fidelity y 2.5 pL de reaccion de la primera ronda. Los

tubos fueron finalmente almacenados a -20°C.
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Tabla 2. Condiciones de ciclado para la amplificacion del gen gag del VIH-1.

Van der Auwera &

Rondas de PCR Heyndrick, 2000 Protocolo 1 Protocolo 2
48°C 45’ RT 45°C 30° RT 45°C 30° RT
< 94°C 2’ 94°C 2 94°C 2’
% 94°C 30 94°C 30 94°C 30
S 50°C 307 40 ciclos | 50°C 307 35 ciclos 50°C 307 35 ciclos
o 68°C 1’30 72°C 1’30 72°C 2
o 68°C 7 72°C 7 72°C 7
4°C 0 4°C o0 4°C 0
94°C 2
94°C I’ 94°C I’
< 50°C I’ 3 ciclos 45°C I’ 3 ciclos
% 94°C 2 72°C I’ 72°C I’
D 94°C 30 94°C 30 94°C 30
8 50°C 30~ 35ciclos | 50°C 30” 32 ciclos 45°C 1’ 32 ciclos
n 72°C 1’ 72°C 1’30’ 72°C 2’
72°C 7 72°C 7’ 72°C 7’
4°C ) 4°C o0 4°C 0




2.2) Amplificacion de las regiones de la proteasa y transcriptasa reversa
(prty rt) del gen pol. Metodologia desarrollada en el Hospital de Stanford
(HIV, genotyping manual, 2008) en EE.UU.

Estas regiones fueron estudiadas para la identificacion de las mutaciones
puntuales que confieren resistencia a los antirretrovirales en el VIH-1.
Consistié en la amplificacion de un fragmento de 1700 pb mediante un ensayo
de PCR (Primera ronda) y una Nested PCR para un fragmento de 1200 pb

aproximadamente (Segunda ronda).

e Primera ronda: consistio en la mezcla de las concentraciones finales, las
que se describen a continuacion: Buffer de reaccion 1X (10 mM Tris-HCI,
50 mM KClI, pH 8.3), 1.5 mM de MgClz, 0.8 mM de mezcla de dNTPs (200
UM de dATP, dGTP, dCTP y dTTP), 0.5 pmol de primer RT-21, 0.5 pmol
de primer 1243, 1 pmol de primer MAW-26 y 1.25 U de enzima Taq
Polimerasa High Fidelity. Se utilizaron las siguientes condiciones de
amplificacion: 1 ciclo de denaturacion inicial de 94°C por 2 minutos, 40
ciclos de 94°C por 15 segundos, 55°C por 20 segundos, 72°C por 2 minutos
y 1 ciclo de extension final de 72°C por 10 minutos.

e Segunda ronda: se mezclaron las concentraciones finales de los siguientes
reactivos: Buffer de reaccion 1X (10 mM Tris-HCI, 50 mM KCI, pH 8.3),
1.5 mM de MgClz, 0.8 mM de mezcla de dNTPs (200 uM de ATP, dGTP,
dCTP y dTTP), 0.2 pmol de primer PRO-1, 0.1 pmoles de RT-20 y 0.1
pmoles de primer 1205, y 1.25 U de enzima Taqg Polimerasa High Fidelity.
Las condiciones de amplificacion fueron: 1 ciclo de denaturacion inicial
por 2 minutos, 35 ciclos de 94°C por 15 segundos, 63°C por 20 segundos y
72°C por 2 minutos, una extension final de 72°C por 10 minutos y

finalmente una temperatura de almacenaje de 4°C.
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2.3) Control de calidad del ADN extraido. Se sigui6 el método de PCR ADN
proviral para el diagndstico del VIH-1 — INS, 2016.

Los ADN aislados se sometieron a un control de calidad con la amplificacién
del gen de la B-globina (presente en el genoma humano). Se realizé la mezcla
de PCR con las concentraciones finales de los siguientes reactivos: Buffer de
reaccién 1X (10 mM Tris-HCI, 50 Mm KCI, pH 8.3), 2 mM de MgCl_, 200
UM de dNTP, 0.1 pmol de los primers B3 y p4 (Tabla 3), y 0.02 U de enzima
Taq Polimerasa. Las condiciones de amplificacion fueron las siguientes: 1
ciclo de denaturacion inicial de 95°C por 7 minutos, 60 ciclos de 94°C por 30
segundos, 60°C por 1 minuto, 72°C por 7 minutos y 1 ciclo de extension final
de 72°C por 7 minutos.

Tabla 3. Primers utilizados para la amplificacion del gen de la B-globina.

Gen Nombre . Tamario
o . Secuencia
amplificado | del primer en pb
5-CGG CTG TCATCACTT AGA
B3 .
B-globina CCTC-3 250 pb
g 5-CTT CAT CCA CGT TCACTT P
P4 TGC-3

3) Electroforesis de ADN. Se sigui6 la metodologia de Genotipificacion del
VIH — INS, 2017 y el manual de procedimientos de electroforesis para
proteinas y ADN — INS, 2003.

Para la verificacion de los productos de amplificacién de los genes gag y pol, se
utilizaron geles de agarosa de la marca BIORAD al 1.5%, camara electroforética
horizontal modelo CLEAVER vy una fuente de poder PAC300. Se usaron dos
marcadores de peso molecular: 100pb ladder y 200pb ladder, para el gen gag
(fragmento de 460pb) y pol (fragmento de 1200pb), respectivamente. Para la
visualizacion de los fragmentos de ADN se realizd una mezcla del producto de
amplificacion con un fluréforo Run safe, el que se adhiere al material genético,
seguidamente, se sumergio el gel bajo un sistema de Buffer de electroforesis TAE
1X (40 mM de Tris acetato y 1 mM de EDTA) a 100V por 50 min.
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Finalmente, se coloco el gel en el documentador de imagenes CHEMIDOCK
XRS, el que dispone de luz UV y esta conectado a una computadora para la
revelacion de las fotografias utilizando el software QuantityOne,

4) Purificacion de productos de PCR. Técnica descrita en el método de
Genotipificacion del VIH - INS, 2017.

El proceso se llevo a cabo utilizando el kit comercial PureLink® Quick Gel
Extraction and PCR Purification Combo Kit (Invitrogen) para la purificacion de
los productos de PCR siguiendo las recomendaciones de los fabricantes. Para tal
caso, se afiadio 20 pL de producto amplificado con 4 volimenes de Buffer de
unién (B2), se transfirid la mezcla a una columna con colector. Se centrifugo a
12000 gravedades por 1 minuto con la finalidad de que el ADN quede retenido
en la matriz de resina, seguidamente se descartd el colector junto con la solucion
libre de ADN Yy la columna se insert6 en un nuevo colector. Se realiz6 el lavado
afiadiendose 650 pL de Buffer de lavado (W1), se centrifug6 a 12000 gravedades
por 1 minuto y se continud con el proceso de descarte del flujo con el colector,
posteriormente se realizé una centrifugacién durante 2 minutos a la méxima
velocidad. Se coloc6 la columna en un tubo de 1.7 mL y se afiadié 50 pL de
Buffer de elusion (E1) para la recuperacion del ADN de la columna. Por ultimo,
se incubo a temperatura ambiente durante 1 minuto y se centrifugd a la maxima
velocidad por el mismo tiempo. El purificado obtenido se us6 directamente para
el proceso de secuenciamiento de ADN.

A.2. Identificacion de los subtipos del VIH-1. También descrito en el método
de Genotipificacion del VIH — INS, 2017.

1) Secuenciamiento de ADN

Se recurri6 al método de Sanger para la determinacion de las secuencias de los
genes gag Y pol, utilizando el equipo analizador genético ABI 3500 vy el kit
BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing. Se realiz6 una mezcla con un

volumen final de reaccién de 9 pL conteniendo: 0.3 uL de BigDye, 1.5 pL de
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Buffer de secuenciamiento 5X, 5.9 pL de H.O grado molecular, 1.3 pL de
primers (2.5 pmol) y 1 pL de ADN. Se dieron las siguientes condiciones a la
reaccion de secuenciamiento: 96°C por 1 minuto, 25 ciclos de 96°C por 10
segundos, 50°C por 5 segundos y 60°C por 4 minutos. Posteriormente se
afiadieron 80 pL de solucion de precipitacion fria “Clean Up” a cada pocillo de
la placa (Anexo 3), se incubd la mezcla a temperatura ambiente (20 — 25°C)
durante 30 minutos y luego se centrifugd a 2000 gravedades por 30 minutos.
Seguidamente, se realizaron los lavados con etanol al 70% vy se centrifugé de
igual forma a 2000 gravedades por 30 minutos. Luego se dejo secar la placa a
temperatura ambiente por 10 minutos. Para la denaturacion de los productos de
secuenciamiento se agregdé 15 pL de formamida pura a 95°C por 2 minutos.
Finalizado el proceso de denaturaciéon se colocé la placa en el analizador
genético ABI 3500 XL.

2) Programas para el andlisis del ADN: Metodologia descrita por Yabar,
2017.

2.1) Construccion y alineamiento de secuencias consenso para ambos

genes.

Se utilizé el programa SeqScape v2.7 para el analisis y ensamblaje de las
secuencias, la observacion de los electroferogramas y con ello los cambios
nucleotidicos o mutaciones, y la calidad de las secuencias (ruidos); ademas
permitio la exportacion de los consensos en formato FASTA el cual sirvié
para los analisis posteriores. Para el alineamiento de las secuencias se utiliz6
el programa MEGA v10.1, el que permitié importar las secuencias de ambos
genes (FASTAS) y de ambos tiempos de toma de muestra, para el

alineamiento respectivo.

2.2) Seleccion del modelo de sustitucion nucleotidica.

Para la seleccion del mejor modelo de sustitucion nucleotidica para cada gen

(gag y pol) se recurri6 al software JModelTest v2.1.10 en el que se importaron
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las secuencias consenso (FASTAS) de ambos tiempos por cada gen. Este
programa tiene en cuenta los tres criterios estadisticos para la eleccion del
mejor modelo: Akaike Information Criterion (AIC), Bayesian Information
Criterion (BIC) y Decision Theory Performance — Based Selection (DT). Se
utilizaron los datos mostrados por los criterios AIC, el cual reveld al modelo
General Time Reversible (GTR+G) como el mas apropiado para el analisis de

ambos genes.

2.3) Identificacion de los subtipos de VIH-1 por filogenia.

Se utiliz6 el programa MEGA v10.1 para la realizacién de los arboles
filogenéticos por el método de Maxima Verosimilitud (ML), mejor método
reportado por Yabar, 2017 para el analisis de las muestras del VIH-1 con 500
réplicas de boostrap, incorporandose ademas los subtipos de referencia con la
finalidad de robustecer el arbol filogenético. Ademaés, se realiz6 la
concatenacion de ambos marcadores (gag-pol), donde se considerd el
emparejamiento del tamafio, nombre y marco de lectura de cada marcador
genético, para ello se usé el programa BioEdit v7.2.5. Una vez obtenida la
concatenacion y el alineamiento, se realizd la construccion del arbol

filogenético con el programa MEGA v10.1.

B. Determinacién de la diversidad genética en los genes gag y pol y la
recombinacién genética del VIH-1: Se siguié el método reportado por Yabar,
2017.

1) Andlisis de la diversidad genética en los genes gag y pol del VIH-1.

Para la realizacion de este analisis se utilizo el programa MEGA v10.1, para la
determinacion de la diversidad genética mediante el test D de Tajima (Tajima,
1989), el que permiti6 identificar: la diversidad genética a nivel de nucle6tido (Pi),
el nimero de tasas entre los cambios no sindnimos y sinénimos (dN/dS), el nimero
de tasa entre el total de transversiones y transiciones, y por ultimo el estadistico D

de Tajima para reconocer si las muestras en cuestion se encuentran en equilibrio
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neutral de evolucion dependiendo del valor de su signo positivo 0 negativo. Asi
mismo, se realizo la concatenacion de los genes gag-pol, con el programa BioEdit
v7.2.5 (Hall, 1999) con la finalidad de determinar de la diversidad genética entre

el primer y segundo tiempo.

2) Analisis de la recombinacién genética del VIH-1.

Para este analisis se utilizaron 4 plataformas website: COMET HIV-1 v2.2
(Context-based Modeling for  Expeditious Typing, disponible en:
https://comet.lih.lu/index.php?cat=hiv1), REGA HIV-1 v3.0 (Herramienta para la
deteccion de recombinaciones del VIH-1 de la Universidad de Stanford, disponible
en: http://dbpartners.stanford.edu:8080/RegaSubtyping/stanford-
hiv/typingtool/job/464801841/sequence-53), jpHMM HIV-1 (jumping profile
Hidden Markov Model, disponible en: http:/jphmm.gobics.de/submission_hiv), y
RIP  v3.0 (Recombinant Identification  Program, disponible en:
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/RIP/RIP.html), con el objetivo de
obtener una mayor sensibilidad de los eventos recombinantes en ambos
marcadores (gag y pol) del VIH-1. Todos los programas utilizados aceptaron los
consensos (FASTAS).

C. Identificacion de mutaciones de resistencia a los antirretrovirales. Descrita
en el método de Genotipificacion del VIH — INS, 2017.

Para la identificacion de las mutaciones de resistencia a los antirretrovirales se
utilizé la website HIV Drug Resistance Database v8.9-1 de la Universidad de
Stanford (https://hivdb.stanford.edu/hivdb/by-mutations/), donde se seleccionaron a
todos los ARVs para determinar su resistencia o susceptibilidad frente a las cepas
de VIH-1 de cada participante en ambos tiempos del gen pol. Este programa mostré
los sitios donde hubo un cambio de aminoacidos o una mutacién que confiera

resistencia a los ARVs. En el Anexo 4 se muestran los codigos de aminoacidos.
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D. Determinacion del perfil epidemiologico y el estado clinico de la poblacion

militar.

Los datos epidemioldgicos de la poblacion militar fueron almacenados en una base
de datos epidemioldgica en el programa Excel, teniendo en cuenta los principales
factores de riesgo asociados con la transmisibilidad del VIH-1. Asi mismo, los datos
del recuento de CD4 (células/mL) y carga viral (Log10) del VIH-1 se obtuvieron a
partir de las historias clinicas de cada participante.

3.2.5. Analisis estadistico.
A) Analisis de evolucion molecular del VIH-1.

Los analisis evolutivos para la prueba de tasa relativa de Tajima se realizaron en
MEGA v10.1, donde se determind la igualdad de la tasa evolutiva entre las
secuencias del primer y segundo tiempo de los marcadores seleccionados con una
secuencia como grupo externo (cepa control HXB2), ademas los sitios idénticos
entre las secuencias, el chi cuadrado (X?) y el valor P, el cual indica que si es menor

a 0.05 se usa para rechazar la hipétesis nula de tasas iguales entre linajes.

B) Anadlisis de varianza (ANOVA) para la resistencia a los ARVs en ambos

intervalos de tiempo.

Se realizaron bases de datos de la resistencia a los ARVs, para luego realizar el
analisis estadistico en el programa SPSS, los datos recolectados fueron almacenados

en el programa Excel.

C) Descripcion de frecuencias de variables intervinientes (epidemioldgicas) y

moleculares (% de subtipo B y no B).

Se cred una base de datos con el perfil epidemiologico de los participantes
reclutados, donde se consigno la edad, sexo, preferencia sexual, consumo de drogas,
contacto sexual con Trabajadores sexuales, uso del preservativo, otras ITS, recuento
linfocitario de CD4, carga viral y los subtipos B y no B del VIH-1, datos que fueron
tomados para el calculo de frecuencias y porcentajes.
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4. Resultados

4.1. ldentificacion de los subtipos y formas recombinantes del VIH-1.

A) Amplificacion de los genes gag y pol del VIH-1.

Se procesaron un total de 104 muestras de sangre (ambos tiempos), de los que se
obtuvieron diferentes niveles de sensibilidad, segin el fragmento amplificado y el
tiempo en que se tomd la muestra. En tanto que, en el primer tiempo la sensibilidad
estuvo igualada en ambos genes con la misma cantidad de muestras amplificadas
(49/52), mientras que, en el segundo tiempo, la mayor sensibilidad la obtuvo el gen pol
con un total de 50/52 muestras amplificadas, revelando un porcentaje de sensibilidad
del 94,2% (Tabla 4). Para las muestras que no amplificaron, se les volvid a extraer el
material genético y a realizar los mismos procesos, obteniéndose el mismo resultado,

por lo que se les denomind como “Indeterminado”.

Por lo tanto, al unificar los resultados de amplificacién, se seleccionaron las muestras
que sélo amplificaron para ambos genes y por ambos tiempos, haciendo un total de
46/52 muestras. De igual manera, para la determinacién de la calidad del ADN, se logro

amplificar el gen de la $-globina en un 100%.

Tabla 4. Sensibilidad de la PCR de los productos amplificados de los genes gag y pol del

VIH-1 de los militares peruanos.

Primer tiempo Segundo tiempo
Pol Gag Pol Gag
Productos | g5 49/52 50/52 49/52
amplificados
Porcentaje | g4 594 94,2% 96,2% 94,2%
(%)

La electroforesis evidencio los productos de los genes gag, pol y de la B-globina,
productos de 460 pb, 1200 pb y 250 pb (Figura 2).
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Figura 2. Amplificacion de los productos de la PCR de los genes gag, pol y B-globina. M = Marcador
de peso molecular. Para gag y B-globina (100 pb Ladder) y para pol (200 pb Ladder). CN = Control
negativo; CP = Control positivo; PM = poblacion militar (Muestra)

B) Identificacion de los subtipos del VIH-1.

Los arboles filogenéticos mostrados en las Figuras 3y 4, y en Anexos 5 (A, By C), 6
(A,ByC)y7 (A, By C) evidencian el emparejamiento “match” de las muestras de
los militares tanto de su primera como de su segunda toma de muestra en diferentes
tiempos, ademas se demuestra la formacién de un clado de estas muestras con el
subtipo B de referencia con valores boostrap >75%, mientras que formando otro clado,
se encuentran los otros subtipos (no B), no obstante, se observa que el subtipo D, guarda
una estrecha relacion filogenética con el subtipo B y por ende con las muestras de los

militares.

Por otro lado, la muestra PM62 fue la Unica que mostré diferente emparejamiento con
otros subtipos no B, dependiendo del gen analizado; para el caso del gen pol, el
emparejamiento se dio con el subtipo G (Figura 3A), mientras que para el gen gag se
alineo filogenéticamente con el subtipo A (Figura 3B). De igual manera, se realizo la
construccidn de los arboles filogenéticos con los genes concatenados (Figura 4), lo que
permitié determinar al subtipo B, como el mas prevalente en esta poblacion con el
97.8%.
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Figura 3. A) Arbol filogenético del gen pol del VIH-1 en la poblacion militar (ambos tiempos). B) Arbol filogenético del gen gag del VIH-1 en la
poblacion militar (ambos tiempos). Método de Méaxima Verosimilitud con 500 réplicas. Celeste = Primer tiempo — poblacién militar; Verde =
Segundo tiempo — poblacion militar; Negro = Control Positivo ADN (cepa HXB2); Rojo = Subtipos B; Gris = Subtipos no B.
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Figura 4. Arbol filogenético de los genes concatenados gag-pol del VIH-1 en la poblacion militar
(ambos tiempos). Método de Méxima Verosimilitud con 500 réplicas. Celeste = Primer tiempo —
poblacion militar; Verde = Segundo tiempo — poblacién militar; Negro = Control Positivo ADN (cepa
HXB2); Rojo = Subtipos B; Gris = Subtipos no B.
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4.2. Determinacion de la diversidad genética en los genes gag y pol, y recombinacion
genética del VIH-1.

4.2.1. Analisis de la diversidad genética en los genes gag y pol del VIH-1 en
ambos tiempos.

El andlisis incluy6 46 secuencias de nucle6tidos por cada gen propuesto (Anexos 8 y
9), donde se logro determinar la diversidad intragenética, intergenética asi como la
diversidad genética entre ambos tiempos de toma de muestra mediante la

concatenacion de los genes (gag-pol).

En latabla 5, se muestra al gen pol del primer tiempo con la mayor cantidad de sitios
segregantes (150), pero con la menor cantidad de diversidad a nivel de nucleétidos
0.025665, frente al segundo tiempo con 102 sitios segregantes y un valor © =
0.033819 de diversidad a nivel de nucleotidos. Por otro lado, se evidencié un aumento
en la tasa entre cambios no sinénimos y sinénimos (dN/dS) de 0.216450 a 0.313846;
de la misma manera para la tasa entre transiciones y transversiones de 0.049250 a
0.071411. Asi mismo, se determind al gen gag del primer tiempo, con la menor
cantidad de sitios segregantes (78), donde también se evidencié un aumento en el
segundo tiempo en la diversidad a nivel de nucleétidos, la tasa entra cambios no

sindnimos y sinbnimos, y la tasa entre transiciones y transversiones.

Con relacion al estadistico D de Tajima, ambos genes tanto en el primer como en el
segundo tiempo presentaron valores negativos, no obstante, el mayor valor negativo
lo obtuvo el gen gag del segundo tiempo con -1.308912 frente al primer tiempo con
-1.538703, por el contrario, para el gen pol el mayor valor negativo se dio en el primer

tiempo con -1.737798, mientras que en el segundo tiempo se obtuvo -1.892446.
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Tabla 5. Andlisis de la diversidad genética mediante el Test D de Tajima de los marcadores
gag y pol del VIH-1 en ambos tiempos.

Tiempo Gen m S n dN/dS | Transc/Transv D
: : Gag 46 78 |0.049191 | 0.380488 0.086574 -1.538703
Primer tiempo
Pol 46 | 150 | 0.025665 | 0.216450 0.049250 -1.737798
: Gag 46 | 102 | 0.065015 | 0.449339 0.102240 -1.308912
Segundo tiempo
Pol 46 | 102 | 0.033819 | 0.313846 0.071411 -1.892446

Abreviaturas: m = nimero de secuencias, S = numero de sitios segregantes, dN/dS = tasa entre
Tasa entre transiciones y
transversiones, m (pi) = diversidad a nivel de nucleétidos, D = estadistico de prueba de Tajima.
(Tajima. 1989).

cambios no sindénimos (dN) y sin6nimos (dS), Transc/Transv

De igual forma, se realizo el Test D de Tajima para determinar la diversidad genética

entre ambos tiempos, por lo que se realizd la concatenacion de ambos genes,

mostrandose los resultados en la Tabla 6, donde se evidencia un aumento en el

segundo tiempo en la diversidad genética de 0.0308333 a 0.045609, asi también, un

aumento en la tasa entre cambios no sindénimos y sinénimos (dN/dS), y la tasa entre

transiciones y transversiones (Transc/Transv), sin embargo, la mayor cantidad de

sitios segregantes se presentd en el primer tiempo con 226, mientras que para el

estadistico D de Tajima, como era de esperarse los valores obtenidos fueron

negativos, presentandose el mayor de ellos en el segundo tiempo con -1.650451.

Tabla 6. Analisis de la diversidad genética mediante el Test D de Tajima de los marcadores
concatenados gag-pol del VIH-1 en ambos tiempos.

Tiempo g:m::ggggg; m S n dN/dS | Transc/Transv D
Primer tiempo Gag-pol 46 | 226 | 0.030833 | 0.252232 0.057391 -1.690728
Segundo tiempo Gag-pol 46 | 201 | 0.045609 | 0.366120 0.083305 -1.650451

Abreviaturas: m = nimero de secuencias, S = numero de sitios segregantes, dN/dS = tasa entre
cambios no sindénimos (dN) y sin6nimos (dS), Transc/Transv =
transversiones, m (pi) = diversidad a nivel de nucleétidos, D = estadistico de prueba de Tajima.
(Tajima. 1989).
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4.2.2. Andlisis de la recombinacion genética en los genes gag y pol del VIH-1
en ambos tiempos.

Se identificaron los eventos de recombinantes (Tabla 7), presentando el gen gag un
mayor indice de recombinacion con el 10.9% (primer tiempo) y el 8.7% (segundo
tiempo). A su vez, el tipo de recombinacion B/F1 se encontré con mas frecuencia,
pero solo en el gen gag, seguida del tipo B/D (en ambos genes, pero del segundo
tiempo) y la CRF02_AG presente en ambos genes y tiempos. Ademas, se determind
la sensibilidad de las plataformas utilizadas para la recombinacion genética, tanto en
el gen gag como en el pol, teniendo una mayor sensibilidad la plataforma COMET
HIV-1v2.2 para ambos genes y ambos tiempos con el 100%, ademas para el gen gag
se presentaron mayores problemas con la identificacion de algunas secuencias, no
reconociéndolas y, por lo tanto, disminuyendo su sensibilidad hasta 82.6% para la
plataforma REGA v3.0 (Anexo 10). Los eventos de recombinacion genética se
muestran en las figuras del Anexo 11 (A, B, C, D, E, F, Gy H).

Tabla 7. Eventos de recombinacion genética en los genes gag y pol del VIH-1 en ambos

tiempos.
Gen Ndmero de_ever_mjcos Porcentaje Tipo de recombinacién
de recombinacion (%)
Primer tiempo
Pol 1 2.2 CRF02_AG
Gag 5 10.9 B/F1 (4), CRF02_AG (1)
Segundo tiempo
Pol 3 6.5 B/D (2), CRF02_AG (1)
Gag 4 8.7 B/F1 (2), CRF02_AG (1), B/D (1)

4.3. Identificacion de mutaciones de resistencia del VIH-1 a los antirretrovirales.
4.3.1. ldentificacion de mutaciones de resistencia del VIH-1 a los grupos de
inhibidores en ambos tiempos.

Se identificaron las mutaciones de resistencia por grupos de ARVs teniendo en cuenta
los dos tiempos de toma de muestra. Por lo tanto, para los Inhibidores de la Proteasa

(IP) en el primer tiempo se observo, que entre las principales mutaciones destaco la
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L90M con un 4.3%, mientras que en las mutaciones secundarias la frecuencia fue
mayor de dos mutaciones: L101 (19.6%) y A71V (15.2%); para el segundo tiempo las
principales mutaciones fueron: D30N (6.5%) y L90M (4.3%), mientras que la
frecuencia de las mutaciones secundarias estarian dadas por: N88D (6.5%), A71V y
K20T ambas con el 4.3% (Tablas 8 y 9).

De otro lado, se muestran a los Inhibidores no nucleosidos de la Transcriptasa reversa
(INNTR) donde destaco la mutacion de resistencia K103KN con un 6.5% en el primer
tiempo y para el segundo tiempo se identificaron dos mutaciones de resistencia:
P225PH y K103N ambas con el 4.3% (Tabla 10). Finalmente, en los Inhibidores
nucledsidos de la Transcriptasa reversa (INTR), se identificaron en el primer tiempo
las mutaciones: L210LW y M184V, cada una de ellas con el 8.7%, mientras que en
el segundo tiempo se volvio a identificar la mutacion M184V con el mismo porcentaje
y la mutacion D67N con el 6.5% (Tablas 11 y 12).

A su vez, se identificaron a las mutaciones M461M, 154V, V82AV, L90LM que le
confieren resistencia a la mayoria de los IP, con excepcion del Darunavir + Ritonavir
(DRVIr), sin embargo, cuando se presentd s6lo la mutacion L9OM, le conferia
resistencia al DVR/r, y al Tipranavir + Ritonavir (TPV/r), mientras que la mutacion
N88S y D30N soélo le conferian resistencia al TPV/r y Nelfinavir (NFV),
respectivamente. En cuanto a las mutaciones K101KE, Y181C, G190S, L100LlI,
mostraron resistencia a todos los INNTR, mientras que por si sola la mutacion
Y188YFHL, también le confirié resistencia a todos los INNTR, lo que, a su vez, la
mutacion K103KN solo le conferia resistencia al Efavirenz (EFV) y Nevirapina
(NVP). Por ultimo, se identificaron a las mutaciones M41LM, M184MV y L210LW
que confieren resistencia a todos los INTR, mientras que la mutacion M184V solo le

conferia alto nivel de resistencia a la Lamivudina (3TC) y Emtricitabina (FTC).
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Tabla 8. Frecuencia de mutaciones de resistencia del VIH-1 a los Inhibidores de la
Proteasa en el primer tiempo.

Toma de Tipo de . Porcentaje

muestra mutacion Frecuencia (%)
L90M 2 4.3

D30DN 1 2.2

M46KLMQ 1 2.2

M46IM 1 2.2

1541V 1 2.2

V82AV 1 2.2

L90LM 1 2.2

D30N 1 2.2

154V 1 2.2

o VE82IL 1 2.2
S L10l 9 19.6
w AT1V 7 15.2
” ATIT 2 4.3
UEJ A7T1AV 2 4.3
T K20IM 1 2.2
o AT1AT 1 2.2
N88DN 1 2.2

K20KT 1 2.2

K43KT 1 2.2

L10V 1 2.2

G73GS 1 2.2

V11AITV 1 2.2

N88D 1 2.2

K20T 1 2.2

V11l 1 2.2
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Tabla 9. Frecuencia de mutaciones de resistencia del VIH-1 a Inhibidores de la Proteasa en
el segundo tiempo.

Toma de Tipo de . Porcentaje
muestra mutacion Frecuencia (%)
D30N 3 6.5
L90OM 2 4.3
1541L 1 2.2
N88S 1 2.2
L90LM 1 2.2
o M46l 1 2.2
% 154V 1 2.2
L N88D 3 6.5
H K20T 2 4.3
8 A71V 2 4.3
= K43T 1 2.2
< ATIT 1 2.2
@ Q58E 1 2.2
A7T1AV 1 2.2
T74TP 1 2.2
L10l 1 2.2
V11l 1 2.2
G73S 1 2.2

32



Tabla 10. Frecuencia de mutaciones de resistencia del VIH-1 a los Inhibidores no
Nucleosidos de la Transcriptasa Reversa en ambos tiempos.

Toma de Tipo _d,e Erecuencia Porcentaje
muestra mutacion (%)
K103KN 3 6.5
V108IMV 1 2.2
V179DEV 1 2.2
V106l 1 2.2
o Y188FHLY 1 2.2
S Vo0l 1 2.2
L V179D 1 2.2
= \V108VI 1 22
uzJ V179VD 1 2.2
= Y188YFHL 1 2.2
o K103N 1 2.2
K101KE 1 2.2
Y181C 1 2.2
G190S 1 2.2
L100LI 1 2.2
P225PH 2 4.3
K103N 2 4.3
K103KN 1 2.2
M230I 1 2.2
o K101EK 1 2.2
S Y181CY 1 2.2
m G190GRS 1 2.2
- V179E 1 2.2
3 Y188YFHL 1 2.2
= V90l 1 2.2
< V179D 1 2.2
« K238KT 1 2.2
K101KE 1 2.2
Y181C 1 2.2
G190S 1 2.2
H221Y 1 2.2
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Tabla 11. Frecuencia de mutaciones de resistencia del VVIH-1 a los Inhibidores Nucledsidos

de la Transcriptasa Reversa en el primer tiempo.

Toma de Tipo de . Porcentaje
muestra mutacion Frecuencia (%)
L210LW 4 8.7
M184V 4 8.7
M41LM 3 6.5
M184MV 3 6.5
K70R 2 4.3
K219Q 2 4.3
M41ML 2 4.3
T215NSTY 2 4.3
D67DN 2 4.3
K70KR 2 4.3
L741L 2 4.3
D67N 2 4.3
O L210LRW 1 2.2
= T6INT 1 2.2
- T215SY 1 2.2
5 K219KQ 1 2.2
2 M1841IMV 1 2.2
o A62V 1 2.2
T215IT 1 2.2
V75VIM 1 2.2
F77FL 1 2.2
T215TFIS 1 2.2
AG62AV 1 2.2
K65KR 1 2.2
V75IM 1 2.2
K219KE 1 2.2
L74LFV 1 2.2
V75VAIT 1 2.2
Y115YF 1 2.2
T215TNSY 1 2.2




Tabla 12. Frecuencia de mutaciones de resistencia del VIH-1 a los Inhibidores
Nucleosidos de la Transcriptasa Reversa en el segundo tiempo.

Toma de Tipo de . Porcentaje
muestra mutacion Frecuencia (%)
M184V 4 8.7
D67N 3 6.5
K70R 2 4.3
T215TI 2 4.3
K219Q 2 43
K70KR 2 4.3
o M41L 2 4.3
CEL T215Y 2 4.3
L M184MV 2 4.3
= L210W 1 2.2
8 L741V 1 2.2
= M184MIV 1 2.2
Q D67DN 1 2.2
@ E40F 1 2.2
M184l 1 2.2
V75VIM 1 2.2
F77FL 1 2.2
AB2V 1 2.2
K65KR 1 2.2
V75l 1 2.2

Se determino también a los participantes con frecuencia de mutaciones de resistencia
hacia los diferentes grupos de ARVs comparando el primer y segundo tiempo de
tomas de muestra (Anexo 12 A, B y C), donde la mayor cantidad de mutaciones de
resistencia fueron frente a los Inhibidores Nucledsidos de la Transcriptasa reversa
(INTR), seguida de los Inhibidores de la Proteasa (IP) y por altimo los Inhibidores no
Nucledsidos de la Transcriptasa reversa (INNTR), observandose ademas, a 17
participantes con mutaciones de resistencia frente a los IP, 16 frente a los INNTR y
13 frente a los INTR.
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4.3.2. Analisis de resistencia del VIH-1 a los antirretrovirales en ambos tiempos.

Se realizd también el andlisis donde se determind el porcentaje de resistencia y
sensibilidad para cada grupo de inhibidores del VIH-1 (Tablas 13 y 14), asi se tiene
que el mayor indice de resistencia esta dado en los INTR en ambos tiempos, teniendo
al Abacavir (ABC) como el antirretroviral con mayor indice de resistencia al VIH-1
en esta poblacion, aumentando en el segundo tiempo del 21.7% al 23.9%, seguido de
la Lamivudina (3TC) y Emtricitabina (FTC) con el 21.7% en ambos tiempos. Luego
los INNTR, de los cuales la Nevirapina (NVP) present6 el mayor indice de resistencia
con 17.4% disminuyendo para el segundo tiempo a 15.2%, mientras que el Efavirenz
(EFV) se mantuvo en ambos tiempos con el 15.2%. Por ultimo, los IP, los cuales la
mayoria de los antirretrovirales aumentd la resistencia para el segundo tiempo, con
excepcion del Nelfinavir (NVR) que disminuy6 de 13% hasta 8.7% y el Tipranavir +

Ritonavir (TPV/r) que se mantuvo en 4.3%.
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Tabla 13. Analisis de resistencia del VIH-1 a los antirretrovirales durante el primer tiempo.

ALTO NIVEL DE RESISTENCIA BAJO NIVEL DE % %

CLASES DE ANTIRRETROVIRALES RESISTENCIA INTERMEDIA RESISTENCIA SUSCEPTIBLE RESISTENCIA | SENSIBILIDAD
INHIBIDORES DE LA PROTEASA 6.3 89.7
ATAZANAVIR + RITONAVIR (ATV/r) 2 0 1 43 6.5 93.5
DARUNAVIR + RITONAVIR (DRV/r) 0 0 0 46 0.0 100.0
FOSAMPRENAVIR + RITONAVIR (FPV/r) 2 0 1 43 6.5 93.5
INDINAVIR + RITONAVIR (IDV/r) 2 1 0 43 6.5 93.5
LOPINAVIR + RITONAVIR (LPV/r) 1 1 1 43 6.5 93.5
NELFINAVIR (NFV) 5 0 1 25 13.0 54.3
SAQUINAVIR + RITONAVIR (SQV/r) 2 1 0 43 6.5 93.5
TIPRANAVIR + RITONAVIR (TPV/r) 1 1 0 44 4.3 95.7
INHIBIDORES NO NUCLEOSIDOS DE LA 12.5 87.5

TRANSCRIPTASA REVERSA
EFAVIRENZ (EFV) 7 0 0 39 15.2 84.8
ETRAVIRINA (ETR) 1 1 2 42 8.7 91.3
NEVIRAPINA (NVP) 7 0 1 38 17.4 82.6
RILPIVIRINA (RPV) 4 0 0 42 8.7 91.3
INHIBIDORES NUCLEOSIDOS DE LA 19.6 80.4
TRANSCRIPTASA REVERSA

LAMIVUDINA (3TC) 8 1 1 36 21.7 78.3
ABACAVIR (ABC) 6 2 2 36 21.7 78.3
ZIDOVUDINA (AZT) 6 1 1 38 17.4 82.6
ESTAVUDINA (d4T) 7 1 0 38 17.4 82.6
EMTRICITABINA (FTC) 8 1 1 36 21.7 78.3
DIDANOSINA (ddl) 7 1 1 37 19.6 80.4
TENOFOVIR (TDF) 6 1 1 38 17.4 82.6
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Tabla 14. Analisis de resistencia del VIH-1 a los antirretrovirales durante el segundo tiempo.

ALTO NIVEL DE RESISTENCIA BAJO NIVEL DE % %

CLASES DE ANTIRRETROVIRALES RESISTENCIA INTERMEDIA RESISTENCIA SUSCEPTIBLE RESISTENCIA | SENSIBILIDAD
INHIBIDORES DE LA PROTEASA 8.2 88.3
ATAZANAVIR + RITONAVIR (ATV/r) 2 0 3 41 10.9 89.1
DARUNAVIR + RITONAVIR (DRV/r) 0 0 1 45 2.2 97.8
FOSAMPRENAVIR + RITONAVIR (FPV/r) 1 1 2 42 8.7 91.3
INDINAVIR + RITONAVIR (IDV/r) 1 2 1 42 8.7 91.3
LOPINAVIR + RITONAVIR (LPV/r) 0 1 3 42 8.7 91.3
NELFINAVIR (NFV) 3 0 1 29 8.7 63.0
SAQUINAVIR + RITONAVIR (SQV/r) 2 1 3 40 13.0 87.0
TIPRANAVIR + RITONAVIR (TPV/r) 0 1 1 44 4.3 95.7
INHIBIDORES NO NUCLEOSIDOS DE LA 11.4 88.6

TRANSCRIPTASA REVERSA
EFAVIRENZ (EFV) 6 0 1 39 15.2 84.8
ETRAVIRINA (ETR) 2 0 1 43 6.5 93.5
NEVIRAPINA (NVP) 6 1 0 39 15.2 84.8
RILPIVIRINA (RPV) 3 1 0 42 8.7 91.3
INHIBIDORES NUCLEOSIDOS DE LA 18.0 82.0
TRANSCRIPTASA REVERSA

LAMIVUDINA (3TC) 9 1 0 36 21.7 78.3
ABACAVIR (ABC) 3 2 6 35 23.9 76.1
ZIDOVUDINA (AZT) 3 2 2 39 15.2 84.8
ESTAVUDINA (d4T) 4 2 1 39 15.2 84.8
EMTRICITABINA (FTC) 9 1 0 36 21.7 78.3
DIDANOSINA (ddl) 2 4 1 39 15.2 84.8
TENOFOVIR (TDF) 2 0 4 40 13.0 87.0
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4.4. Determinacion del perfil epidemioldgico y estado clinico de la poblacion militar.

Los resultados revelaron al 100% de los participantes masculinos, siendo el mayor rango
de edad los mayores a 50 afios con el 50%, indicando a la heterosexualidad (86.5%) como
la mayor preferencia sexual por los militares, los que respondieron al siempre uso del
preservativo con un 67.3%. Ademas, se les cuestiond si tuvieron contacto sexual con
trabajadores sexuales y si son consumidores de drogas ilegales a los que la mayoria
respondid “NO” con un 82.7% y 96.2%, respectivamente, asi mismo se les pregunto si

tenian alguna ITS aparte del VIH respondiendo Sl el 21.2% (Tabla 15).

Con respecto a los datos clinicos, se obtuvo el recuento de CD4 (células /mL) y carga viral
(log 10) del VIH-1 de los participantes en ambos tiempos, presentando una mayor
variacion en la carga viral, disminuyendo para algunos casos y elevandose para otros,
dependiendo el tiempo en que se tomo la muestra (Figura 5), teniendo el pico mas elevado
del primer tiempo con log 5.25 el que disminuyo hasta log 2.19 para el segundo tiempo,
por el contrario, el pico mas elevado del segundo tiempo con log 5.43 pertenecié a un
participante que para el primer tiempo se reportd con log 3.94, mientras que para otros se
mantuvo su carga viral en niveles indetectables. A su vez, el recuento de CD4 mantuvo
un rango normal para la mayoria de los participantes (500 - 1000 células/mL) a excepcidn
de un participante que se contabiliz6 un total de 39 células/mL en el primer tiempo,
mostrando un aumento a 271 células/mL para el segundo tiempo (Figura 6). Todos los
datos del recuento linfocitario de CD4 vy la carga viral del VIH-1, se encuentran en el
Anexo 13.
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Tabla 15. Perfil epidemioldgico de militares peruanos de Lima y Callao infectados con
VIH-1, 2015 - 2018.

, NuUmeros de Porcentaje
Parametros participantes (%) !
Edad:
<30 afios 3 5.8
30-39 afios 7 13.5
40-50 afios 16 30.8
>50 26 50.0
Género:
Masculino 52 100.0
Femenino 0 0.0
Factores de riesgo:
Preferencia sexual
Heterosexual 45 86.5
Homosexual 1 1.9
Bisexual 3 5.8
No declard 3 5.8
Contacto sexual con TS*
Sl 8 15.4
NO 43 82.7
No declard 1 1.9
Consumo de drogas
Sl 1 1.9
NO 50 96.2
No declard 1 1.9
Uso del preservativo
Siempre 35 67.3
Periddicamente 7 13.5
Nunca 0 0.0
No declard 10 19.2
ITS que no sea VIH
Sl 10 19.2
NO 29 55.8
No declard 13 25.0

TS = Trabajadoras sexuales; ITS = Infeccion de transmision sexual.
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Figura 5. Carga viral (log 10) del VIH-1 de la poblacién militar en ambos tiempos de toma de muestra.
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Figura 6. Recuento de CD4 (células/mL) de la poblacion militar en ambos tiempos de toma de muestra.
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4.5. Analisis estadistico

A) Analisis de evolucién molecular del VIH-1.

Se analizo6 la igualdad de la tasa evolutiva entre las secuencias del primer y segundo
tiempo de cada paciente, junto con la secuencia control utilizada como un grupo
externo (cepa HXB2), para la prueba de tasa relativa de Tajima para cada marcador
molecular (Tajima, 1993), donde se observd para el caso del gen pol a siete
participantes, cuyo valor P fue estadisticamente significativo (<0.05), lo que
demuestra un cambio significativo a nivel de nucle6tidos entre ambos tiempos o0
evolucion molecular, asi tenemos por ejemplo al participante PMO044, donde la
secuencia consenso del primer tiempo, presenta tres nucledtidos propios, mientras

que en el segundo tiempo presenta 23, por lo que su valor P fue 0.00009 (Anexo 14).

De igual manera, se analiz6 el gen gag, donde se encontrd a seis participantes cuyo
valor P también fue menor a 0.05 (Anexo 15), no coincidiendo con los mismos
resultados del gen pol, a excepcion del participante PM008, presentando un valor P
de 0.02535 para pol y 0.01638 para gag.

B) Andlisis de varianza (ANOVA) para la resistencia a los ARVs en ambos

intervalos de tiempo.

Con la finalidad de corroborar la aparicion de resistencia adquirida por consumo de
los ARVs en ambos tiempos de toma de muestra, se realizé un ANOVA (Tablas 16,
17 y 18) de acuerdo a lo descrito en la metodologia, obteniéndose una mayor
asociacion estadisticamente significativa en los INNTR (Tabla 18): Efavirenz — T1
(p =0.034), Efavirenz — T2 (p = 0.023), Etravirina— T1 (p = 0.028), Nevirapina—T1
(p = 0.042) y Nevirapina — T2 (p = 0.026); mientras que para el caso de los INTR
(Tabla 17), solo la Zidovudina — T2 (p = 0.037) fue estadisticamente significativa.

43



Tabla 16. ANOVA de la aparicion de la resistencia adquirida a los Inhibidores de la
Proteasa en ambos tiempos.

INHIBIDORES DE LA PROTEASA
Antirretrovirales Suma de gl Med,la.‘ F P
cuadrados cuadratica
Atazanavir + Entre grupos 1.268 3 0.423 1.065 | 0.374
Ritonavir Dentro de grupos 16.667 42 0.397
(ATV/r)-T1 Total 17.935 45
Atazanavir + Entre grupos 2.096 3 0.699 1.712 | 0.179
Ritonavir Dentro de grupos 17.143 42 0.408
(ATV/r) -T2 Total 19.239 45
Darunavir + Entre grupos 0.000 3 0.000
Ritonavir Dentro de grupos 0.000 42 0.000
(DVR/r)-T1 Total 0.000 45
Darunavir + Entre grupos 0.026 3 0.009 0.380 | 0.768
Ritonavir Dentro de grupos 0.952 42 0.023
(DVR/r) -T2 Total 0.978 45
Fosamprenavir Entre grupos 1.268 3 0.423 1.065 | 0.374
+ Ritonavir Dentro de grupos 16.667 42 0.397
(FPV/r)-T1 Total 17.935 45
Fosamprenavir Entre grupos 1.268 3 0.423 1.402 | 0.256
+ Ritonavir Dentro de grupos 12.667 42 0.302
(FPV/r) -T2 Total 13.935 45
Indinavir + Entre grupos 1.656 3 0.552 1.224 | 0.313
Ritonavir Dentro de grupos 18.952 42 0.451
(IDV/r) - T1 Total 20.609 45
Indinavir + Entre grupos 1.656 3 0.552 1.551 | 0.216
Ritonavir Dentro de grupos 14.952 42 0.356
(IDV/r) = T2 Total 16.609 45
Lopinavir + Entre grupos 0.932 3 0.311 1.062 | 0.376
Ritonavir Dentro de grupos 12.286 42 0.293
(LPV/r) -T1 Total 13.217 45
Lopinavir + Entre grupos 0.647 3 0.216 1.559 | 0.213
Ritonavir Dentro de grupos 5.810 42 0.138
(LPV/r)=T2 Total 6.457 45
Nelfinavir Entre grupos 8.312 3 2.771 2.209 | 0.101
(NFV)-T1 Dentro de grupos 52.667 42 1.254
Total 60.978 45
Nelfinavir Entre grupos 1.166 3 0.389 0.412 | 0.745
Dentro de grupos 39.638 42 0.944
(NFV) -T2
Total 40.804 45
Saquinavir + Entre grupos 1.656 3 0.552 1.224 | 0.313
Ritonavir Dentro de grupos | 18.952 42 0.451
(sQv/r)-T1 Total 20.609 45
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Saquinavir + Entre grupos 3.131 3 1.044 2.279 | 0.093
Ritonavir Dentro de grupos 19.238 42 0.458

(sQv/r)-T12 Total 22.370 45

Tipranavir + Entre grupos 0.647 3 0.216 0.767 | 0.519
Ritonavir Dentro de grupos 11.810 42 0.281

(TPV/r) -T1 Total 12.457 45

Tipranavir + Entre grupos 0.233 3 0.078 0.713 | 0.550
Ritonavir Dentro de grupos 4,571 42 0.109

(TPV/r) -T2 Total 4.804 45

Tabla 17. ANOVA de la aparicion de la resistencia adquirida a los Inhibidores Nucleosidos
de la Transcriptasa Reversa en ambos tiempos.

INHIBIDORES NUCLEOSIDOS DE LA TRANSCRIPTASA REVERSA
Antirretrovirales Suma de gl Med,'? F P
cuadrados cuadratica
Lamivudina Entre grupos 9.133 3 3.044 2.458 | 0.076
(3TC)-T1 Dentro de grupos 52.019 42 1.239
Total 61.152 45
Lamivudina Entre grupos 6.451 3 2.150 1.499 | 0.229
(3TC) -T2 Dentro de grupos 60.267 42 1.435
Total 66.717 45
Abacavir (ABC) Entre grupos 6.507 3 2.169 2.026 | 0.125
-T1 Dentro de grupos 44,971 42 1.071
Total 51.478 45
Abacavir (ABC) Entre grupos 4.752 3 1.584 2.343 | 0.087
-T2 Dentro de grupos 28.400 42 0.676
Total 33.152 45
Zidovudina Entre grupos 5.108 3 1.703 1.614 | 0.200
(AZT /ZDV) - | Dentro de grupos 44.305 42 1.055
Tl Total 49.413 45
Zidovudina Entre grupos 5.823 3 1.941 3.101 | 0.037
(AZT / ZDV) — | Dentro de grupos 26.286 42 0.626
T2 Total 32.109 45
Estavudina Entre grupos 5.862 3 1.954 1.653 | 0.192
(D4T)-T1 Dentro de grupos 49.638 42 1.182
Total 55.500 45
Estavudina Entre grupos 6.051 3 2.017 2.593 | 0.065
(D4T) -T2 Dentro de grupos 32.667 42 0.778
Total 38.717 45
Didanosina Entre grupos 6.507 3 2.169 1.860 | 0.151
(DDI)-T1 Dentro de grupos 48.971 42 1.166
Total 55.478 45
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Didanosina Entre grupos 4.966 3 1.655 2.765 | 0.054
(DDI) -T2 Dentro de grupos 25.143 42 0.599
Total 30.109 45
Emtricitabina Entre grupos 9.133 3 3.044 2.458 | 0.076
(FTC)-T1 Dentro de grupos 52.019 42 1.239
Total 61.152 45
Emtricitabina Entre grupos 6.451 3 2.150 1.499 | 0.229
(FTC) -T2 Dentro de grupos 60.267 42 1.435
Total 66.717 45
Tenofovir Entre grupos 4,727 3 1.576 1.481 | 0.233
(TDF)-T1 Dentro de grupos 44.686 42 1.064
Total 49.413 45
Tenofovir Entre grupos 3.159 3 1.053 2.654 | 0.061
(TDF) -T2 Dentro de grupos 16.667 42 0.397
Total 19.826 45

Tabla 18. ANOVA de la aparicidn de la resistencia adquirida a los Inhibidores no
Nucledsidos de la Transcriptasa Reversa en ambos tiempos.

INHIBIDORES NO NUCLEOSIDOS DE LA TRANSCRIPTASA REVERSA

. . Suma de Media
Antirretrovirales gl L. F P
cuadrados cuadratica
Efavirenz (EFV) Entre grupos 9.870 3 3.290 3.173 | 0.034
-T1 Dentro de grupos 43.543 42 1.037
Total 53.413 45
Efavirenz (EFV) Entre grupos 9.514 3 3.171 3.539 | 0.023
-T2 Dentro de grupos 37.638 42 0.896
Total 47.152 45
Etravirina Entre grupos 2.697 3 0.899 3.359 | 0.028
(ETV)-T1 Dentro de grupos 11.238 42 0.268
Total 13.935 45
Etravirina Entre grupos 2.697 3 0.899 2.478 | 0.074
(ETV) -T2 Dentro de grupos 15.238 42 0.363
Total 17.935 45
Nevirapina Entre grupos 9.402 3 3.134 2.986 | 0.042
(NVP) -T1 Dentro de grupos 44.076 42 1.049
Total 53.478 45
Nevirapina Entre grupos 9.666 3 3.222 3.414 | 0.026
(NVP)—T2 Dentro de grupos 39.638 42 0.944
Total 49.304 45
Rilpivirina Entre grupos 3.727 3 1.242 1.790 | 0.164
(RPV)-T1 Dentro de grupos 29.143 42 0.694
Total 32.870 45
Rilpivirina Entre grupos 3.417 3 1.139 1917 | 0.141
(RPV) -T2 Dentro de grupos 24.952 42 0.594
Total 28.370 45
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C) Descripcion de frecuencias y porcentajes de la variables intervinientes y

moleculares (% subtipo B y no B).

Serealizo la descripcion de las variables intervinientes (epidemiolégicas), las también
descritas en una tabla resumen (Tabla 4). De acuerdo a la Tabla 19, se logré hallar el
porcentaje de las conductas o factores de riesgo asociados al VIH en esta poblacién
como: preferencia sexual, contacto sexual con TS, consumo de drogas y uso del
preservativo, datos que fueron calculados en Excel. Asi mismo, se calcularon los
porcentajes de los subtipos del VIH-1, diferenciandose la predominancia del subtipo
en la region del marcador molecular analizado (Gag = Subtipo Al; Pol = CRF02_AG)
ambas con el 1.9%. (Tabla 20)

Ademas, se calcularon los porcentajes del recuento de CD4 y la carga viral del VIH-

1, en ambos tiempos de toma de muestra durante el periodo 2015 — 2018, datos que
fueron almacenados en una base de datos en Excel y detallados en la Tabla 21 y 22.
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Tabla 19. Descripcion de frecuencias y porcentajes de las variables epidemioldgicas en los

militares peruanos con VIH-1 de Lima y Callao, 2015 — 2018.

Variable Medicion de la . . Porcentaje | Porcentaje
. . Frecuencia | Porcentaje ‘s
(Tipo) variable valido acumulado
<30 3 5.8 5.8 5.8
30-39 7 13.5 13.5 19.2
Edad 40-49 16 30.8 30.8 50.0
(Cuantitativa) >50 26 50.0 50.0 100.0
Total 52 100.0 100.0
Bisexual 3 5.8 5.8 5.8
Preferencia Heterosexual 45 86.5 86.5 92.3
sexual Homosexual 1 1.9 1.9 94.2
(Cualitativa) No declaré 3 5.8 5.8 100.0
Total 52 100.0 100.0
Contacto NO 43 82.7 82.7 82.7
sexual con No declaré 1 1.9 1.9 84.6
TS S 8 15.4 15.4 100.0
(Cualitativa) Total 52 100.0 100.0
Consumo de NO 50 96.2 96.2 96.2
drogas No declaro 1 1.9 1.9 98.1
(Cualitativa) Sl 1 1.9 1.9 100.0
Total 52 100.0 100.0
Uso del No declaré 10 19.2 19.2 19.2
preservativo | Periddicamente 7 13.5 13.5 32.7
(Cualitativa) Siempre 35 67.3 67.3 100.0
Total 52 100.0 100.0
Hepatitis 3 5.8 5.8 5.8
Herpes 5 9.6 9.6 154
ITS que no HVC 1 1.9 1.9 17.3
sea VIH No 29 55.8 55.8 73.1
(Cualitativa) No declard 13 25.0 25.0 98.1
Sifilis 1 1.9 1.9 100.0
Total 52 100.0 100.0
NO 1 1.9 1.9 1.9
TAR No indica 2 3.8 3.8 5.8
(Cualitativa) Sl 49 94.2 94.2 100.0
Total 52 100.0 100.0
Forma de En blanco 2 3.8 3.8 3.8
contagio No precisa 6 11.5 11.5 15.4
(Cualitativa) Sexual 44 84.6 84.6 100.0
Total 52 100.0 100.0
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Tabla 20. Descripcion de frecuencias y porcentajes de los subtipos del VIH-1 en los
militares peruanos de Lima y Callao, 2015 — 2018.

Variable Medicion de . . | Porcentaje | Porcentaje
. . Frecuencia | Porcentaje ‘1
Cualitativa la variable valido acumulado
Indeterminado 6 11.5 11.5 11.5
Region Subtipo Al 1 1.9 1.9 13.5
Gag Subtipo B 45 86.5 86.5 100.0
Total 52 100.0 100.0
Indeterminado 6 11.5 11.5 11.5
Region Subtipo B 45 86.5 86.5 98.1
Pol CRF02_AG 1 1.9 1.9 100.0
Total 52 100.0 100.0

Tabla 21. Descripcidn de frecuencias y porcentajes del recuento de CD4 (células/mL) en

los militares peruanos de Lima y Callao, 2015 — 2018.

Variable Medicién de . . | Porcentaje | Porcentaje
- . Frecuencia | Porcentaje L)
Cuantitativa | la variable valido acumulado
<200 2 3.8 3.8 3.8
CD4 200-350 10 19.2 19.2 23.1
(céulas/mL) 350-500 11 21.2 21.2 44.2
-T1 >500 29 55.8 55.8 100.0
Total 52 100.0 100.0
200-350 9 17.3 18.8 18.8
CD4 350-500 12 23.1 25.0 43.8
(células/mL) >500 27 51.9 56.3 100.0
-T2 Total 48 92.3 100.0
Perdidos 4 7.7
Total 52 100.0
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en los militares peruanos de Lima y Callao, 2015 — 2018.

Tabla 22. Descripcién de frecuencias y porcentajes de la carga viral (copias/mL) del VIH-1

Variable Medicion de . . | Porcentaje | Porcentaje
. ) Frecuencia | Porcentaje L
Cuantitativa la variable valido acumulado
<40 40 76.9 80.0 80.0
Indetectable ) ) '
oV <1000 copias 5 9.6 10.0 90.0
(copias/mL) >1000 copias 5 9.6 10.0 100.0
P Total 50 96.2 100.0
T1 -
Perdidos 2 3.8
Total 52 100.0
<40
eV Indetectable 46 88.5 88.5 88.5
(copias/mL) - | <1000 copias 3 5.8 5.8 94.3
T2 >1000 copias 3 5.8 5.8 100.0
Total 52 100.0 100.0
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5. Discusién

Segun los analisis, se reitera la prevalencia del subtipo B en el Pert con el 97%, dato
coincidente con Yabar et al., 2012 y Russell et al., 2000; lo que se evidencio en esta
poblacién, sin embargo, se reportd en un participante una forma recombinante circulante
(CRF02_AG), cuyo analisis filogenéetico tuvo diferente alineamiento para ambos
marcadores, ya que el fragmento amplificado pol (region de la prt y rt) presento tanto al
subtipo A como al G, pero el fragmento amplificado para gag, que comprende la region p24
— p7, se caracterizo por presentar solo al subtipo A, mientras que para la concatenacion de
marcadores (gag-pol), se observa el dominio del subtipo G, lo que demuestra la importancia
del andlisis filogenético de ambos marcadores para la determinacion de las formas

recombinantes.

Con relacion al analisis del Test D de Tajima, todos los valores D fueron negativos, lo que
indica eventos “cuellos de botella”, producto de la presion selectiva de los antirretrovirales,
generando mutaciones no sindnimas, inserciones o deleciones (Tajima, 1989), por lo que no
es posible asegurar que estos valores sean significativos, datos que coinciden con los
reportados por Yabar, 2017, asi como, también es concordante la determinacion de la
diversidad genética a nivel de nucle6tidos, la que fue mayor en el gen gag (ambos tiempos),
evidenciandose ademas un incremento en el segundo tiempo mediante la concatenacion de

genes.

Se identifico a la mutacion K103KN en dos militares peruanos cuya carga viral fue de 8740
y 3970 copias/mL, con un recuento de CD4 de 252 y 287 células/mL, respectivamente, lo
que podria sugerir, que sea una mutacion relacionada con la falla viroldgica, dato relacionado
con lo reportado por Namale et al., 2019. Por lo tanto, la aparicion de esta mutacion responde
al fracaso de la terapia y con ello la aptitud viral del subtipo B, elevandose la carga viral y
disminuyendo el recuento linfocitario. Ademas, se identificaron las mutaciones D30N y
L90M relacionadas con el fitness viral del VIH-1 del subtipo B, cuya presencia en el virus
disminuye la capacidad replicativa hasta un 10%, lo que concuerda con aquellos participantes
que se encontro este tipo de mutaciones, quienes no presentaron alta carga viral, por el
contrario, mostraron niveles indetectables o <20copias/mL, estos hallazgos coinciden con los

reportados por Santos & Soares, 2010, asi como mencionar que un factor clave para la
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aparicion de cepas resistentes, y por lo tanto un incremento en la diversidad y recombinacién
genética, es la transcriptasa reversa (rt), ya que, al carecer de un sistema de correccion de
exonucleasa, caracteristico de las ADN polimerasas celulares, es propenso a la incorporacion
erronea de nucleotidos durante la sintesis de ADNc, que se integra en el genoma del huésped,
produciendo una nueva variante. Esta incapacidad de reparacion de la rt del VIH-1 confiere
una alta tasa de mutaciones al virus (aproximadamente 5-10 nucle6tidos de incorporaciones
erréneas por genoma por ciclo viral), esto conlleva a un escape frecuente del sistema inmune

del huésped y la aparicion de cepas resistentes bajo presion selectiva del farmaco.

Por el contrario, no se encontraron a las mutaciones 1437T/V en gag y L76V en la proteasa
(pol) en los militares peruanos, mutaciones asociadas con la resistencia al Darunavir, por lo
que, no hubo evidencia de resistencia al antirretroviral mencionado, dato discordante con lo
reportado por Lambert-Niclot et al., 2008, los que encontraron una asociacion entre las
mutaciones antes mencionadas. Por lo tanto, las variaciones dentro de las secuencias del gen
gag pueden ser aun mas intolerantes a las mutaciones, ya que codifican proteinas del nicleo,
a diferencia de las variaciones dentro de las secuencias pol, que son particularmente
relevantes para el acceso a los ARVSs, ya que esta region codifica las proteinas rt y prt, contra
las cuales se dirigen la mayoria de farmacos (Wainberg, 2004), es decir, las variaciones en
estas regiones afectan la susceptibilidad a los medicamentos y el desarrollo de resistencia a
los mismos. Asi mismo, los resultados obtenidos del indice de resistencia hacia los grupos
de inhibidores, donde se presentd la mayor resistencia hacia los INTR (primer tiempo: 19.6%
y segundo tiempo: 18%), datos no concordantes con Wegner et al., 2000; cuya prevalencia
en militares estadounidenses fue del 4%, lo que podria sugerir que el VIH en el Per( presenta
diferente divergencia genética en comparacion con las cepas extranjeras y por lo tanto,

diferentes niveles de resistencia a los grupos de inhibidores.

Se identifico a la mutacion Y188YFHL asociada con resistencia a todos los INNTR en este
estudio, dato relacionado con lo reportado por Rambaut, 2004, el que menciono que la
recombinacion permite la aparicion de cepas con multiples mutaciones de resistencia o una
sola mutacidn que puede generar resistencia a todo un grupo de inhibidores. Por otro lado, se
resalta la importancia en la identificacion de la variabilidad genética del VIH-1,

especialmente en la aparicion de cepas recombinantes, debido a que estas pueden diseminarse
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rapidamente en poblaciones vulnerables o de alto riesgo, como en redes de transmisién sexual
donde circulan diferentes subtipos, que pueden originar patrones complejos de transmision
en el pais, datos concordantes reportados primero por Burke en 1997 y luego por Laguna-
Torres et al., 2005.

Con relacién al comportamiento sexual, el servicio militar influye sobre el mayor nimero de
parejas sexuales ocasionales, duplicando el nimero en comparacion a la poblacion general,
ya sean factores como su relativa juventud o por sus actitudes, obteniendo un fuerte estimulo
a través de la presion de grupo durante el entrenamiento o como parte de la “cultura” militar
(ONUSIDA, 1998). Es asi como los militares se encontrarian mas expuestos al VIH y a otras
ITS, teniendo la disposicion de aceptar y asumir riesgos innecesarios, como tener contacto
sexual arriesgado sin proteccion con otro grupo de alto riesgo, factores que coinciden con los
reportados por Apolaya-Segura y Carcamo-Cavagnaro, 2013; siendo un posible modelo de
“poblacion puente”, para la transmision del virus de una poblacion de alto riesgo (HSH y TS)
hacia la poblacion general. Es importante sefialar que el contacto sexual sin proteccion entre
sujetos previamente infectados puede originar infecciones mixtas, las que pueden generar
una disminucion de la respuesta inmunoldgica y consecuentemente acelerar el progreso al

SIDA, dato mencionado y en concordancia con Allen et al., 2003.

Finalmente, este estudio contribuyé con la identificacion de las variantes genéticas del VIH-
1 a partir de militares peruanos infectados y los cambios que ocurren en el perfil de resistencia
a los ARVs durante uno a tres afios de seguimiento, donde se siguié un disefio longitudinal
de andlisis de cohorte, para la evaluacion y comparacion de los eventos moleculares en ambos
tiempos de toma de muestra del personal militar. Los resultados esperados permitieron
determinar los factores que promueven la variacién del virus, lo que en su conjunto ayudé a

mejorar el TAR y consecuentemente la salud y el bienestar de la poblacion estudiada.

53



6. Conclusiones

v" Se identifico al subtipo B como el predominante en los militares peruanos, asi como la
importancia del analisis filogenético no sélo del gen pol, sino también del gen gag, en

especial para las formas recombinantes del VIH-1.

v Se demostrd un incremento para el segundo tiempo del 0.030833 al 0.045609 de la
diversidad genetica a nivel de nucledtidos del VIH-1, ademas de la identificacion de
eventos recombinantes con otros subtipos como BF1, BD y una forma recombinante
del tipo CRF02_AG.

v' Se identificaron a las mutaciones M41LM, M184MV y L210LW, que confieren
resistencia a todos los INTR, y la mutacién M184V relacionada con un alto nivel de
resistencia a Lamivudina (3TC) y Emtricitabina (FTC); mutaciones relacionadas con
la resistencia a los IP como M461M, 154V, V82AV y L90LM; y la mutacion
Y188YFHL que mostrd resistencia a todos los INNTR.

v' Se determind a los principales factores de riesgo relacionados con la variabilidad y
transmisibilidad del VIH-1 en los militares peruanos, asi como el recuento de CD4 y el
monitoreo de la carga viral del VIH-1 como indicadores del fracaso de la terapia

antirretroviral.
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7. Recomendaciones

v' Para esta investigacion solo se trabajé con dos primers tanto en la primera como la
segunda ronda de PCR para la amplificacion del fragmento Gag, por lo que se
recomendaria disefiar o trabajar con primers alternativos para lograr obtener una mayor

sensibilidad de amplificaciones en la PCR.

v’ Se recomendaria en los trabajos posteriores realizar un secuenciamiento masivo (NGS)
para captar poblaciones minoritarias (<1%), ya que el método de Sanger tiene una
captacion poblacional viral del 20%, lo que ayudaria a obtener mayor informacion

sobre las cepas o formas circulantes minoritarias en los pacientes.

55



8. Referencias bibliogréaficas

Allen TM, Altfeld M. (2003). HIV-1 superinfection. J Allergy Clin Immunol.; 112(5):829-
35.

Apolaya-Segura M, Carcamo-Cavagnaro C. (2013). Influencia del servicio militar voluntario
sobre el comportamiento sexual de una poblacion de jovenes. Rev Peru Med Exp
Salud Publica, 30(3):386-92.

Applied Biosystems. Argentina Approves Applied Biosystems ViroSeq™ HIV-1
Genotyping System Version 2 for Diagnostic Procedures. (2000). (Acceso Julio de
2010). Disponible en: http://www6.appliedbiosystems.com/press_releases/argentina

Applied Biosystems, Brazilian National Ministry of Health Sign Agreement for Large-Scale,
HIV-1 Genotyping Study. (2001). (Acceso: Julio 2010). Disponible en:
http://www.applera.com/corpcomm/applerapress.nsf/printer/F39A6DECCE317E43
88256C140000439F?0penDocument.

Avila-Rios, S., Sued, O., Rhee, S., Shafer R., Reyes-Teran, G., Ravasi, G. (2016).
Surveillance of HIV Transmitted Drug Resistance in Latin America and the
Caribbean: A Systematic Review and Meta-Analysis. Plos One, 11(6):e0158560. doi:
10.1371/journal.pone.0158560

Babajide K, Ayemoba O, Terfa K, Ake J, Crowell TA, Adamu Y, Mohammed T, Okoye I,
Odeyemi S, Crawford K, Hughes L, Akintunde E, Umar T, Hamm TE, Njoku OS.
(2017). Virological Suppression and Patterns of Resistance Amongst Patients on
Antiretroviral Therapy at 4 Nigerian Military Hospitals. Curr HIV Res., 15(2):146-
151. doi: 10.2174/1570162X15666170517103704.

Berger EA, Murphy PM, Farber JM. (1999) Chemokine receptors as HIV-1 coreceptors: roles
in viral entry, tropism, and disease. Annu Rev Immunol.;17:657-700.

Boletin Instituto Nacional de Salud. (2008). Boletin: EI 1° de abril se inicia la evaluacion de
la resistencia del VIH por genotipificacion para pacientes en TARGA.

Brodine SK, Shaffer RA, Starkey MJ, Tasker SA, Gilcrest JL, Louder MK, Barile A, VanCott
TC, Vahey MT, McCutchan FE, Birx DL, Richman DD, Mascola JR. (1999). Drug
resistance patterns, genetic subtypes, clinical features, and risk factors in military
personnel with HIV-1 seroconversion. Ann Intern Med.,131(7):502-6.

Burke DS. (1997). Recombination in HIV: An Important viral evolutionary strategy. Emerg
Infect Dis; 3(3): 253-58.

Casafias, M. (2008). Modelos de interpretacion de la resistencia del Virus de la
Inmunodeficiencia Humana a los farmacos antirretrovirales. Valoracion de la
capacidad predictoria de la respuesta viroldgica. Tesis Doctoral. Departamento de
Microbiologia, Universidad de Granada.

56


http://www6.appliedbiosystems.com/press_releases/argentina

Carrion, A. G., Laguna-Torres, V. A., Soto-Castellares, G., Castillo, M., Salazar, E., Negron,
E., ... Kochel, T. J. (2009). Molecular characterization of the human
immunodeficiency virus type 1 among children in Lima, Peru. AIDS Research and
Human Retroviruses, 25(8), 833-835. https://doi.org/10.1089/aid.2009.0016

Centro Nacional de Epidemiologia, Prevencion y Control de Enfermedades. (2018). Boletin
mensual diciembre 2018: Situacién epidemiologica del VIH-SIDA en el Perd.
Ministerio de Salud. Perd.

Centro Nacional para la Prevencion y el Control del VIH/SIDA. (2009). VIH/SIDA y Salud
Publica. Manual para personal de salud. México: Instituto Nacional de Saul Publica.
Recuperado de
http://www.censida.salud.gob.mx/descargas/biblioteca/manualvihsidaysaludpub.pdf

Centro Nacional de Salud Publica - Instituto Nacional de Salud (2017). Método de
Genotipificacion del VIH (Susceptible). Ed.01.

Centro Nacional de Salud Publica - Instituto Nacional de Salud (2016). Método de ensayo de
PCR ADN Proviral para el diagnostico del VIH-1. Ed. 01.

Cen S, Huang Y, Khorchid A, Darlix JL, Wainberg MA, Kleiman L. (1999). The role of
Pr55(gag) in the annealing of tRNA3Lys to human immunodeficiency virus type 1
genomic RNA. J Virol, 73(5):4485-8.

Chermann, J.C., Barré-Sinoussi, F., Dauguet, C., Brun-Vezinet, F., Rouzioux, C.,
Rozenbaum, W., Montagnier, L. (1983). Isolation of a new retrovirus in a patient at
risk for acquired inmunodeficiency syndrome. Antibiot Chemother, 32: p. 48-53.

Clavel F, Hoggan MD, Willey RL, Strebel K, Martin MA, Repaske R. (1989). Genetic
recombination of human immunodeficiency virus. Journal of virology., 63(3):1455-
9.

Coffin, JM. (1995). HIV population dynamics in vivo: Implications for genetic variation,
pathogenesis, and therapy. Science 267: 483-488

Codina, C., Martin, T.M., Ibarra, O. (2002). La infeccion por el virus de la Inmunodeficiencia
Humana. Sociedad Espafiola de Farmacia Hospitalaria, 21:p. 1493-1516.

Dawson L, Yu XF. (1998).The role of nucleocapsid of HIV-1 in virus assembly. Virology,
251(1):141-57.

Delwart EL, Herring B, Rodrigo AG, Mullins JI. (1995). Genetic Subtyping of Human
Immunodeficiency Virus Using a Heteroduplex Mobility Assay. PCR Methods Appl;
4:5202-S216.

De Cock, K.M., Adjorlolo, G., Ekpini, E., Sibailly, T., Kouadio, J., Maran, M., Brattegaard,
K., Vetter, K.M., Doorly, R., Gayle, H.D. (1993). Epidemiology and transmission of
HIV-2. Why there is no HIV-2 pandemic. Jama, 270(17): p. 2083-6.

57



Direccion General de Epidemiologia. (2015). Situacion del VIH-SIDA en el Per. Boletin
epidemioldgico.

Direccién General de Epidemiologia. (2016). Situacion del VIH-SIDA en el Pert. Boletin
epidemioldgico.

Direccion General de Epidemiologia. (2018). Situacion Actual del VIH-SIDA en el Perd.
Boletin epidemioldgico.

Domingo E, Holland JJ. (1997). RNA virus mutations and fitness for survival. Annu Rev
Microbiol.; 51:151-78.

Draenert, R., S. Le Gall, K. J. Pfafferott, A. J. Leslie, P. Chetty, C. Brander, E. C. Holmes,
S. C. Chang, M. E. Feeney, M. M. Addo, L. Ruiz, D. Ramduth, P. Jeena, M. Altfeld,
S. Thomas, Y. Tang, C. L. Verrill, C. Dixon, J. G. Prado, P. Kiepiela, J. Martinez-
Picado, B. D. Walker, and P. J. Goulder. (2004). Immune selection for altered antigen
processing leads to cytotoxic T lymphocyte escape in chronic HIV-1 infection. J. Exp.
Med. 199:905-915.

Drake JW, Charlesworth B, Charlesworth D, Crow JF. (1998). Rates of spontaneous
mutation. Genetics; 148: 1667-1686.

Feng YX., Campbell S., Harvin D, Ehresmann B, Ehresmann C, Rein A. (1999). The human
immunodeficiency virus type 1 Gag polyprotein has nucleic acid chaperone activity:
possible role in dimerization of genomic RNA and placement of tRNA on the primer
binding site. J. Virol., 73, 4251-4256.

Fernadez-Caballero, J. (2017). Resistencia a antirretrovirales: nuevos métodos de deteccién,
nuevas aplicaciones. Tesis doctoral. Universidad de Granada.

Freed, E.O. (2015). HIV-1 assembly, release and maturation. Nat Rev Microbiol 13, 484-
496.

Garcia, F. J. (2019). Rol de los componentes del complejo nuclear de unién al cap, CBP80 y
CTIF, en la sintesis de la proteina estructural Gag de VIH-1. Tesis para optar el grado
de Doctor en Ciencias con mencion Microbiologia. Universidad de Chile (USACH).

Gomez, L. (2012). Resistencia antirretroviral y variantes genéticas del VIH-1 em pacientes
cubanos com fallo a la terapia. Tesis para optar el grado de Master em Ciencias.
Instituto de Medicina Tropical "Pedro Kouri". Cuba.

Gonda, M.A., Wong-Staal, F., Gallo, R. C., Clements, J. E., Narayan, O., Gilden, R.V.
(1985). Sequence homology and morphologic similarity of HTLV-I11 and visna virus,
a pathogenyc lentivirus. Science, 227(4683): p.173-7.

Goulder, P. J., C. Brander, K. Annamalai, N. Mngqundaniso, U. Govender, Y. Tang, S. He,
K. E. Hartman, C. A. O’Callaghan, G. S. Ogg, M. A. Altfeld, E. S. Rosenberg, H.
Cao, S. A. Kalams, M. Hammond, M. Bunce, S. I. Pelton, S. A. Burchett, K.
Mcintosh, H. M. Coovadia, and B. D. Walker. (2000). Differential narrow focusing

58



of immunodominant human immunodeficiency virus Gag-specific cytotoxic T-
lymphocyte responses in infected African and Caucasoid adults and children. J. Virol.
74:5679-5690.

Guimarées, ML., Velarde-Dunios, K., Segurondo, D., Morgado, M. (2012). The HIV-1
epidemic in Bolivia is dominated by subtype B and CRF12_BF "family" strains. J.
Virol. 9:19.

Hall, T.A. (1999). BioEdit: a user-friendly biological sequence alignment editor and analysis
program for Windows 95/98/NT. Nucl. Acids. Symp. Ser. 41:95-98.

HIV sequence database. The Circulating Recombinant Forms (CRFs). Update Jun 7, 2010.
(Acceso: Julio 2010). Disponible en:
http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.htmI#CRF48

Hu WS, Temin HM. (1990). Retroviral recombination and reverse transcription. Science.,
250(4985):1227-33.

Instituto Nacional de Salud (2003). Manual de procedimientos de electroforesis para
proteinas y ADN. Serie de Normas Técnicas N°38.

Joint United Nations Programme on HIV/AIDS. AIDS and the Military: UNAIDS Point of
View. Geneva: UNAIDS Best Practice Collection; 1998.

Joint United Nations Programme on HIV/AIDS (UNAIDS) and World Health Organization
(WHO). AIDS epidemic update: June 2016.

Joint United Nations Programme on HIV/AIDS (UNAIDS) and World Health Organization
(WHO). AIDS epidemic update: 2017

Jones, N. A., X. Wei, D. R. Flower, M. Wong, F. Michor, M. S. Saag, B. H. Hahn, M. A.
Nowak, G. M. Shaw, and P. Borrow. (2004). Determinants of human
immunodeficiency virus type 1 escape from the primary CD8 cytotoxicT
lymphocyte response. J. Exp. Med. 200:1243-1256.

Karn, J. and Stotlzfus, C. (2012). Transcriptional and Posttranscriptional Regulation of HIV-
1 Gene Expression. Cold Spring Harb Perspect Med. 2, a006916.

Kimura, M. (1980). A simple method for estimating evolutionary rates of base substitutions
through comparative studies of nucleotide sequences. J. Mol. Evol., 16, 111-120.

Kumar S, Tamura K, Nei M. (1994). MEGA: Molecular Evolutionary Genetics Analysis
software for microcomputers. Comput Appl Biosci., 10(2):189-91.

Kiepiela, P., A. J. Leslie, I. Honeyborne, D. Ramduth, C. Thobakgale, S. Chetty, P.
Rathnavalu, C. Moore, K. J. Pfafferott, L. Hilton, P. Zimbwa, S. Moore, T. Allen, C.
Brander, M. M. Addo, M. Altfeld, 1. James, S. Mallal, M. Bunce, L. D. Barber, J.
Szinger, C. Day, P. Klenerman, J. Mullins, B. Korber, H. M. Coovadia, B. D. Walker,

59



and P. J. Goulder. (2004). Dominant influence of HLA-B in mediating the potential
co-evolution of HIV and HLA. Nature 432:769-775.

Kuiken C., Thakallapalli R., Eskild A., de Ronde A. (2000). Genetic analysis reveals
epidemiologic pattern in the spread of human immunodeficiency virus. American
Journal of Epidemiology, 152(9): 814-822

Lama JR, Sanchez J, Suarez L, Caballero P, Laguna A, Sanchez JL et al. (2006). Linking
HIV and antiretroviral drug resistance surveillance in Peru: a model for a third-
generation HIV sentinel surveillance. J Acquir Immune Defic Syndr. 42(4):501-5.

Lambert-Niclot S, Flandre P, Malet I, Canestri A, Soulié C, Tubiana R, Brunet C, Wirden M,
Katlama C, Calvez V, Marcelin AG. (2008). Impact of gag mutations on selection of
darunavir resistance mutations in HIV-1 protease. J Antimicrob Chemother.
62(5):905-8. doi: 10.1093/jac/dkn338.

Lasky, L. A., Nakamura, G., Smith, D. H., Fennie, C., Shimasaki, C., Patzer, E., Berman, P.,
Gregory, T., and Capon, D. J. (1987). Delineation of a region of the human
immunodeficiency.

Laguna-Torres VA, Olson J, Sanchez J, Montano S, Chauca G, Romero A, et al. (2005).
Distribucion de los subtipos del VIH-1 en nueve paises de América del Sur, 1995-
2002. Rev. Per(. Med. Exp. Salud Publica., 22(1):12-17.

Leslie, A. J., K. J. Pfafferott, P. Chetty, R. Draenert, M. M. Addo, M. Feeney, Y. Tang, E. C.
Holmes, T. Allen, J. G. Prado, M. Altfeld, C. Brander, C. Dixon, D. Ramduth, P.
Jeena, S. A. Thomas, A. St John, T. A. Roach, B. Kupfer, G. Luzzi, A. Edwards, G.
Taylor, H. Lyall, G. Tudor-Williams, V. Novelli, J. Martinez-Picado, P. Kiepiela, B.
D. Walker, and P. J. Goulder. (2004). HIV evolution: CTL escape mutation and
reversion after transmission. Nat. Med. 10:282-289.

Llano, A. (2004). Factores del huésped que afectan a la progresion de la infeccion por el
Virus de la Inmunodeficiencia Humana de tipo 1 (VIH-1). Tesis para optar el grado
de Doctor en Ciencias Bioldgicas. Universidad Auténoma de Barcelona.

Li J, Lu JF, Dong HH, Bao ZY, Liu SY, Li HP, Zhuang DM, Liu YJ, Li H, Wang Z, Wu H,
Li JY. (2006). Phenotypic resistance of resistant strains of HIV type-1 subtype B in
China. Chin Med J (Engl).,119(23):1972-7.

McMichael, A., and P. Klenerman. (2002). HIV/AIDS. HLA leaves its footprints on HIV.
Science 296:1410-1411.

McMichael, A. J., and S. L. Rowland-Jones. (2001). Cellular immune responses to HIV.
Nature 410:980-987.

Manigart O, Courgnaud V, Sanou O, Valea D, Nagot N, Meda N, et al. (2004). HIV-1
superinfections in a cohort of commercial sex workers in Burkina Faso as assessed
by an autologous heteroduplex mobility procedure. AIDS., 18(12):1645-51.

60


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17199941
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17199941

Martin DP, Williamson C, Posada D. (2005). RDP2: recombination detection and analysis
from sequence alignments. Bioinformatics., 21(2):260-2.

Meng ZF, Zhang XY, Xin RL, Xing H, He X, Xu JQ, Shao YM. (2011). A new approach for
sequencing virion genome of Chinese HIV-1 strains subtype B and BC from plasma.
Chin Med J (In English)., 124(2):304-8.

Método de ensayo del Centro Nacional de Salud Publica - INS. (2017). Genotipificacion del
virus de inmunodeficiencia humana (VIH) Suceptibilidad. Ed. 01.

MINSA: A Step Forward in the Fight Against AIDS. (2006). In. Lima: Ministerio de Salud
del Peru (MINSA): The first two years of universal access to antiretroviral treatment
in Peru.

Myers JE, Taylor BS, Rojas Fermin RA, Reyes EV, Vaughan C, José L et al. (2012).
Transmitted drug resistance among antiretroviral-naive patients with established HIV
type 1 infection in Santo Domingo, Dominican Republic and review of the Latin
American and Caribbean literature. AIDS Res Hum Retroviruses. 28(7):667-74.

Nadai Y, Eyzaguirre LM, Constantine NT, Sill AM, Cleghorn F, Blattner WA et al. (2008).
Protocol for nearly full-length sequencing of HIV-1 RNA from plasma. PLoS One.,
3(1):e1420.

Namale G, Kamacooko O, Bagiire D, Mayanja Y, Abaasa A, Kilembe W, Price M,
Ssemwanga D, Lunkuse S, Nanyonjo M, Ssenyonga W, Mayaud P, Newton R,
Kaleebu P, Seeley J. (2019). Sustained virological response and drug resistance
among female sex workers living with HIV on antiretroviral therapy in Kampala,
Uganda: a cross-sectional study. Sex Transm Infect. 95(6):405-411. doi:
10.1136/sextrans-2018-053854.

Néjera I, Holguin A, Quifiones-Mateu ME, Mufioz-Ferndndez MA, Néjera R, LOpez-
Galindez C, Domingo E. (1995). Pol gene quasispecies of human immunodeficiency
virus: mutations associated with drug resistance in virus from patients undergoing no
drug therapy. J Virol., 69: 23-31.

Nei M. and Kumar S. (2000). Molecular Evolution and Phylogenetics. Oxford University
Press, Nueva York.

Nisole, S., and Saib, A. (2004). Early steps of retrovirus replicative cycle. Retrovirology 1,
9.

Nopkesorn T, Mock PA, Mastro TD, Sangkharomya S, Sweat M, Limpakarnjanarat K et al.
(1998). HIV-1 subtype E incidence and sexually transmitted diseases in a cohort of
military conscripts in northern Thailand. J Acquir Immune Defic Syndr Hum
Retrovirol. 18(4):372-9.

Peters H. O., Mendoza M. G., Capina R. E., Luo M., Mao X., Gubbins M., Nagelkerke N. J.,
MacArthur ., Sheardown B. B., Kimani J., Wachichi C., Thavaneswaran S., Plummer

61



F. A. (2008). An Integrative Bioinformatic Approach for Studying Escape Mutations
in Human Immunodeficiency Virus Type 1 gag in the Pumwani Sex Worker Cohort.
JOURNAL OF VIROLOGY ., 82(4):1980-1992

Pinto ME, Struchiner CJ 2006. HIV-1 diversity: a tool for studying the pandemic. Reports in
Public Health 22: 473-484.

Piantadosi A, Chohan B, Panteleeff D, Baeten JM, Mandaliya K, Ndinya-Achola JO et al.
(2009). HIV-1 evolution in gag and env is highly correlated but exhibits different
relationships with viral load and the immune response. AIDS., 23(5):579-87

Plantier JC, Leoz M, Dickerson JE, De Oliveira F, Cordonnier F, Lemee V, et al. (2009). A
new human immunodeficiency virus derived from gorillas. Nature
medicine.,15(8):871-2.

Popper, S.J., Sarr, A.D., Travers, K. U., Gueye-Ndiaye, A., Mboup, S., Essex, M.E., Kanki,
P.J. (1999). Lower human inmunodeficiency virus (HIV) type 2 viral load reflects the
difference in pathogenicity of HIV-1 and HIV-2. J Infect Dis., 188(4): p. 1116-21.

Rambaut A, Posada D, Crandall KA, Holmes EC. (2004). The causes and consequences of
HIV evolution. Nat Rev Genet. 5(1):52-61.

Rath, B. A., von Kleist, M., Castillo, M. E., Kolevic, L., Caballero, P., Soto-Castellares, G.,
... Oberhelman, R. A. (2013). Antiviral resistance and correlates of virologic failure
in the first cohort of HIV-infected children gaining access to structured antiretroviral
therapy in Lima, Peru: a cross-sectional analysis. BMC Infectious Diseases, 13, 1.
https://doi.org/10.1186/1471-2334-13-1

Requejo HI. (2006). Worldwide molecular epidemiology of HIV. Rev Saude Publica.,
40(2):331-45.

Russell, K. L., Carcamo, C., Watts, D. M., Sanchez, J., Gotuzzo, E., Euler, A., Blanco, J. C.,
Galeano, A., Alava, A., Mullins, J. I., Holmes, K. K., Carr, J. K. (2000). Emerging
genetic diversity of HIV-1 in South America. AIDS., 14(12):1785-91.

Sambrook J, Fritsch EF, Maniatis T. (1989). Molecular cloning: A laboratory manual. Cold
Spring Harbor Laboratory Press. USA. Ed. 2nd.

Santos, A. F., & Soares, M. A. (2010). HIV Genetic Diversity and Drug Resistance. Viruses,
2(2), 503-531. https://doi.org/10.3390/v2020503

Shafer RW. (2002). Genotyping testing for Human Immunodeficiency Virus Type 1 drug
resistance. Clin. Microbiol. Rev. 15(2): 247-77.

Soria, J., Bull, M., Mitchell, C., La Rosa, A., Dross, S., Kraft, K., ... Frenkel, L. (2012).
Transmitted HIV resistance to first-line antiretroviral therapy in Lima, Peru. AIDS
Research and Human Retroviruses, 28(4), 333-338.
https://doi.org/10.1089/aid.2011.0131

62



Soriano V, Briones C, Gomez-Cano M, Perez-Olmeda M, de Medndoza C. (1999).
Resistencia a los farmacos antirretroviricos. In: Soriano V, Gonzalez-Lahoz J, editors.
Manual del SIDA: IDEPSA. p. 739-52.

Stanford University. Stanford Protocol Manual. Revision 01-10-2008.

Tamura K., Stecher G., Peterson D., Filipski A. y Kumar S. (2013). MEGAG6: Molecular
Evolutionary Genetics Analysis version 6.0. Molecular Biology and Evolution30:
2725-2729.

Tajima F. (1989). Statistical methods to test for nucleotide mutation hypothesis by DNA
polymorphism. Genetics 123: 585-595.

Tajima F. (1993). Simple methods to test molecular clock hypotheses. Genetics 135: 599-
607.

Taylor BS, Sobieszczyk ME, McCutchan FE, Hammer SM. (2008). The challenge of HIV-1
subtype diversity. The New England journal of medicine.; 358(15):1590-602.

Tebit DM, Nankya I, Arts EJ, Gao Y. (2007). HIV diversity, recombination and disease
progression: how does fitness "fit" into the puzzle?. AIDS Rev.; 9(2):75-87. Review.

Thompson JD, Higgins DG, Gibson TJ. (1994). CLUSTAL W: improving the sensitivity of
progressive multiple sequence alignment through sequence weighting, position-
specific gap penalties and weight matrix choice. Nucleic Acids Res., 22(22):4673-
80.

Thomson MM, Najera R. (2005). Molecular epidemiology of HIV-1 variants in the global
AIDS pandemic: an update. AIDS Rev.; 7(4):210-24.

Trebelcock WL, et al. (2019). HIV pretreatment drug resistance among cisgender MSM and
transgender women from Lima, Peru. Journal of the International AIDS Society;
22:25411.

Urbaneja MA, Kane BP, Johnson DG, Gorelick RJ, Henderson LE, Casas-Finet JR. (1999).
Binding properties of the human immunodeficiency virus type 1 nucleocapsid protein
p7 to a model RNA: elucidation of the structural determinants for function. J Mol
Biol., 287(1):59-75.

Van der Auwera G., Heyndrickx L. (2000). HIV-1 group M gag Heteroduplex Mobility
Analysis (HMA) Subtyping Kit. Protocolo version 3.

Wainberg, M. A. (2004). HIV-1 subtype distribution and the problem of drug resistance.
AIDS (London, England), 18 Suppl 3, S63-68.

Wegner SA, Brodine SK, Mascola JR, Tasker SA, Shaffer RA, Starkey MJ, Barile A, Martin
GJ, Aronson N, Emmons WW, Stephan K, Bloor S, Vingerhoets J, Hertogs K, Larder
B. (2000). Prevalence of genotypic and phenotypic resistance to anti-retroviral drugs

63



in a cohort of therapy-naive HIV-1 infected US military personnel. AIDS.,
14(8):1009-15.

World Health Organization. HIV Drug Resistance. Global report on early warning indicators
of HIV drug resistance. (2016). Disponible en:
http://apps.who.int/iris/bitstream/10665/246219/1/9789241511179-eng.pdf?ua=1

Yabar C., Chavez P., Varas Z, Rodriguez R. (2006). Identificacion molecular de mutaciones
puntuales relacionadas con resistencia a drogas en VIH-1 de pacientes peruanos. Rev
Peru Med Exp Salud Publica, 23(3):149-157.

Yabar C, Salvatierra J, Quijano E. (2007). Variabilidad del gen de la envoltura del VIH-1 en
tres grupos humanos con diferentes conductas sexuales de riesgo para adquirir 1TS-
VIH. Rev Peru Med Exp Salud Publica, 24(3):202-210.

Yabar, C. A., Salvatierra, J., & Quijano, E. (2008). Polymorphism, recombination, and
mutations in HIV type 1 gag-infecting Peruvian male sex workers. AIDS Research
and Human Retroviruses, 24(11), 1405-1413. https://doi.org/10.1089/aid.2008.0130

Yabar CA, Acufia M, Caballero P. (2010). First report of HIV-1 subtypes C and H in Peru
from HIV-infected patients receiving Highly Active Anti-Retroviral Therapy
(HAART). XV International AIDS Conference. Abstract book.

Yabar, C. A, Acuiia, M., Gazzo, C., Salinas, G., Cardenas, F., Valverde, A., & Romero, S.
(2012). New subtypes and genetic recombination in HIV type 1-infecting patients
with highly active antiretroviral therapy in Peru (2008-2010). AIDS Research and
Human Retroviruses, 28(12), 1712-1722. https://doi.org/10.1089/A1D.2012.0040

Yabar, C.A. (2017). Eventos moleculares que afectan la evolucion del Virus de la
Inmunodeficiencia Humana tipo 1 (VIH-1) en sujetos peruanos infectados, en Lima
y Callao. Tesis para optar el grado de Doctor en Ciencias Bioldgicas. Universidad
Nacional Mayor de San Marcos (UNMSM). Lima, Perd.

64



9. Anexos

Anexo 1
FORMULARIO FOR-CNSP-
165
AUTORIZACION DE USO DEL MATERIAL BIOLOGICO
PARA LAS INVESTIGACIONES EN EL CENTRO Edicion N°
NACIONAL DE SALUD PUBLICA. 01

Mediante la presente se autoriza al investigador(a) principal (IP) el uso exclusivo del material
bioldgico en las instalaciones del Centro Nacional de Salud Publica, segin protocolo
aprobado por el comité de investigacion:

Nombre y Apellidos del IP; JONATHAN JESUS KEVIN GUERRERO RODRIGUEZ
Unidad o Laboratorio: LAB. VTS-VIH/SIDA

Titulo de la investigacion:  “Diversidad genética vy resistencia molecular del VIH-1 que
infecta a militares peruanos de Lima y Callao, 2015- 2018”

Cadigo AGISNET:

Periodo de ejecucién (Fecha de inicio v fin de la investigacion): Noviembre — Febrero

El material bioldgico objeto de la presente investigacion corresponde a las siguientes
muestras:

MUESTRAS DE SANGRE TOTAL

Las cuales fueron obtenidas a partir de: (marcar segun corresponda)
Vigilancia ( ) Proyecto de Investigacion ( X) Brote () Control de Calidad ()
Especificar: MUESTRAS DE SANGRE TOTAL

Para uso exclusivo en el protocolo de investigaciéon mencionado, con el compromiso de
garantizar la confidencialidad de la informacién obtenida a partir de las mismas y asegurar
la aplicacion de las medidas de bioseguridad para reducir el riesgo de exposicion y de
biocustodia para evitar el uso indebido del material biolégico.

Esta autorizacion entrard en vigencia a partir de la aprobacion del protocolo mediante
Resolucidn Directoral de la Oficina General de Investigacion y Transferencia Tecnologica.

Lima, 28 de noviembre del 2018

Firmay Sello Firma
Director General del CNSP Investigador Principal
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Anexo 2. Flujograma de Extraccion de ARN/ADN proviral.

=

1

Add Lysis Buffer A into
microcentrifugation tube
Transfer the ground tissue to the
Lysis Buffer A
Mix thoroughly
Add Lysis Buffer B and RNase A
Incubate 10 min at 65°C
Add Precipitation Solution
Incubate 5 min on ice
Centrifuge for 5 min
Collect supernatant

Add Plant gDNA Binding Solution
and ethanol

Transfer the solution
to a GeneJET DNA purification column

Centrifuge 1 min

Discard flow-through
Add Wash Buffer |

Centrifuge 1 min
Discard flow-through

Add Wash Buffer Il

Centrifuge 3 min
Discard flow-through and
collect tube
Transfer spin column into
1.5 ml collection tube

Add 100 pl of Elution Buffer
Incubate 5 min

Centrifuge 1 min

Collect the flow-through
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Anexo 3. Solucion Clean Up

Componentes Para 1 placa (uL) Para 2 placas (uL)
Acetato de sodio 3M, pH 5.4 360 720
Etanol 7500 15000
H>O grado molecular 1740 3480
Nota: Guardar la mezcla a -20°C hasta su uso.
Anexo 4. Aminoacidos, codigos de unay tres letras.
CODIGO (LLETRA) | CODIGO (3 LETRAS) AMINOACIDO
A Ala Alanina
R Arg Arginina
N Asn Asparagina
D Asp Aspartato
C Cys Cisteina
Q GIn Glutamina
E Glu Acido Glutdmico
G Gly Glicina
H His Histidina
I lle Isoleucina
L Leu Leucina
K Lys Lisina
M Met Metionina
F Phe Fenilalanina
P Pro Prolina
S Ser Serina
T Thr Treonina
wW Trp Triptofano
Y Tyr Tirosina
\Y/ Val Valina

67




Anexo 5. Arboles filogenéticos del gen pol del VIH-1.

o
e
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Anexo 5A y 5B. Arbol filogenético del gen pol del VIH-1 en la poblacion militar (ambos tiempos). Método de Maxima Verosimilitud con 500
réplicas. Celeste = Primer tiempo — poblacion militar; Verde = Segundo tiempo — poblacién militar; Negro = Control Positivo ADN (cepa HXB2);

Rojo = Subtipos B; Gris = Subtipos no B.
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Anexo 5C. Arbol filogenético del gen pol del VIH-1 en la poblacion militar (ambos tiempos). Método
de Méaxima Verosimilitud con 500 réplicas. Celeste = Primer tiempo — poblacion militar; Verde =
Segundo tiempo — poblacién militar; Negro = Control Positivo ADN (cepa HXB2); Rojo = Subtipos
B; Gris = Subtipos no B.
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Anexo 6. Arboles filogenéticos del gen gag del VIH-1
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Anexo 6A y 6B. Arbol filogenético del gen gag del VIH-1 en la poblacion militar (ambos tiempos). Método de Méaxima Verosimilitud con 500
Rojo = Subtipos B; Gris = Subtipos no B.

réplicas. Celeste = Primer tiempo — poblacion militar; Verde = Segundo tiempo — poblacién militar; Negro = Control Positivo ADN (cepa HXB2);
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Anexo 6C. Arbol filogenético del gen gag del VIH-1 en la poblacion militar (ambos tiempos). Método
de Méxima Verosimilitud con 500 réplicas. Celeste = Primer tiempo — poblacién militar; Verde =
Segundo tiempo — poblacién militar; Negro = Control Positivo ADN (cepa HXB2); Rojo = Subtipos

B; Gris = Subtipos no B.
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Anexo 7. Arboles filogenéticos de los genes concatenados (gag-pol) del VIH-1.

Anexo 7A 'y 7B. Arbol filogenético de los genes concatenados gag-pol del VIH-1 en la poblacién militar (ambos tiempos). Método de Maxima
Verosimilitud con 500 réplicas. Celeste = Primer tiempo — poblacion militar; Verde = Segundo tiempo — poblacién militar; Negro = Control Positivo
ADN (cepa HXB2); Rojo = Subtipos B; Gris = Subtipos no B.
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Anexo 7C. Arbol filogenético de los genes concatenados gag-pol del VIH-1 en la poblacion militar
(ambos tiempos). Método de Méaxima Verosimilitud con 500 réplicas. Celeste = Primer tiempo —

poblacion militar; Verde = Segundo tiempo — poblacion militar; Negro = Control Positivo ADN (cepa
HXB2); Rojo = Subtipos B; Gris = Subtipos no B.
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Anexo 8. Secuencias Gag del VIH-1 de los militares peruanos en ambos tiempos de toma de muestra.
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Anexo 9. Secuencias Pol del VIH-1 de los militares peruanos en ambos tiempos de toma de muestra.
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TRSRRERRLT EARTTTCOCE CORARATEER ARCCRIRAT CATAGESGER
TAAACARRT CARTTTEOO . CCAASATESE AAMTAARRAAT CATASSAOEE
TRERRGR2RT GARTTTGOCR SERAGATEEAE ARCCRRRZRAT GATAGERGER
TRERRGACET ARRTTTGOCAR SEARRATEGAE ARCCRRRRAT GATAGERGER
TRERRCAMET RRRTTTGOCR SEARRATEEAE ARCCRRRRAT GATRAGEEGER
TRERRGRRRT FARTTTGOCR SEARGATEER ARCCRRRZRAT GATAGEEGFER
TRERRGRRT RARTTTGOCR SEARGATEGR ARCCRRRAT GATAGEEGFER
TACAAARRT CAMTTTAOT . CCAARATELE AAMTAARRAT CATASSAOEE
TACARCARART CACTTTACT R CCARRATEER AAMTAABRRAT CATADCAOER
TRERRERRET EARTTTECCR SERAREBATEERE RRCCRABRAT GERATRGEREER
TACAACAMRT CARTTTEOO . CCAARATELE CAMTAARRAT CATASSAOEE
TACARCAART GARTTTCOCA CCARACATCER ARMCAARRAT CATACCCGER
TACARCAART GARTTTCOCA CCARACATCER ARMCAARRAT CATACCCGER
TARCALMATEY CrATTITACCR CCAMRRTEEE AACTRAABRLAT CATACCINCCE
TARAAATAY CrATTITACCR CCAARRTEER AACTRAARLAT CATADCNCCR
TACARCARRT AARTTTAC S CEARMCATEER AACTARRRAAT CATACCCEER
TACARCARRT AARTTTAC S CEARMCATEER AACTARRRAAT CATACCCEER
TRERRGART FARTTTGOCR SEARGATEER ARCCRARLAT GATAGERGER
TRERRERRET EARTTTECCR SEARGATEER RRCTCRERRAT GERATRGEREER
TRERRGRRRT FAGTITSOCR SEARGATEER ARCCRAR2AT GATAGEEEFER
TAERRCARRT CASTTTECCR CEARCATESE ARCTRADAAT CATRASCEEER
TACARCAART GEATTTCOCA CCAACATCER ARMCAARRAT CATACCCGER
TACARCAART GERATTTCOCA CEBACATCER AMCAARRAT CATACCEGER
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CTCTOCACET AARACTRCAC CTACTCTATT AARTACCACCT ACACCTCTCR
CTCOECACAT AABRCTTATAL CTACRCTATTY AATACCACME ACAMCTCTCR
CTECEEACAT AARMGTTATAE GTACRSTATY AATAGEACME ACACTESTCR
CTICTOCACAT AARCCTATAC CTACCCTATT ACTACCACTT ACACCTCICRE
TICTCOCACET AARCCTRATAC CTACCCTRTT ACTACCACCT ACACCTCTCR
TICOCCACRET AARCCTATAC CTACARCTATT AARTACCACCT ACACCTCICRE
TICOSCACET AARCCTETAC CTACRCTATT AARTACCACCT ACACCTCTCR
CTCTOCACET AARCCTRATAC CTACRCTATT ACTACCACCT ACACCTCTCR
CTCTESRORET ARRCCTATAS STACRSTATT ASTACEACTT ACRCCTETCR
TICYCCACAT AARCTTATAC CTACACTATT ACTACCACER ACACCTCICRE
TIGCEZEACAET RARACTTATRAC BTACERECTATT ACTACCRECANW ERCACCTCICE
CTICTCCRCRET AARCYTAYAR CTACACTCTT AARTACCACCT ACACCOCECR
CTCTOCACET AARCTTETAC CTACRCTCTT AARTACCACCT ACACCOSTCR
TICTCCACET AARCCTRATAC CTACRCTCTT ACTACCACCT ACACCTCTCR
TICTEEACET AARGUTETAL GTACRETGTT ASTACEAMTT ACACCTGTCR
CTCTOCACET AARCCTREYIC CTACRCTATT ACTACCACCT ACACCTCTCR
CTCTCCACAT RARBRCTATTC CTACBRCTATT ACTACCACTT ACACCTCTICR
ATCTCCCCRT AARCCTATAC CTACARCTATT ACTACCACCT ACACCTCICRE
ATCTCCCCRT AARCCTATAC CTACRCTATT ACTACCACCT ACACCTCOICR
CTCTCRACET AARCTTCTAC CTACRCTATT AATACCACCT ACCCCTCTCR
CTCTCRACAC AARCTTCTAC CTACACTATT AARTACCACTT ACCCCTCICRE
CTCOSCACET AARCCTRETAC CTACRCTATT ARTACCACCT ACACCTCTCR
CTECEEAAT AAACUTATAS CTACBGTATY ARTACCAMTT ACAMTTCTICR
CRETEEACAT ARRGCTACRE STACRETATT ABTAREEACTT ACACTCTSICR
CACTSCACET AARCCTACAS CTACRCTATT BATACCACCT ACACCTOICR
CTCTOCACET AARCCTRAOCE CTACRCTCTT ACTACCAOOT ACCCCTCTER
CTICTOCACAT AARCCTAOSE CTACACTCTT ACTACCACTT ACCCCTCICR
TICODCACET AARCCTRETAC CTACRCTATT ACTACCACCT ACACCTCTCR
TICOCCACRET AARCCTATAC CTACARCTATT ACTACCACCT ACACCTCICRE
CTETEEACAT AARMGTTATAE GTACRSTATY AATAGEACTT ACAMCTESTCR
CICTOCACAT AARCTTACAC CTACACTATT AATACCACTT ACACCTCICRE
CTCOSCCORT AARCCTATAC CTACRCTATT ARTACCACCT ACACCTATCR
CTCCOCCOAT AARCYTATAC CTACACTATT AARTACCACCT ACACCTATER
TICTOCACET AMBCYTETAC CTACRCTATT DOTACCACCT ACACCTMTCRE
TICTCCACET AMBCYTATAC CIMCACTATT ACTACCACCT ACACCTRTCR
CTCTESECET ARRCCTATAS STACRSTATT ARTACEACTT ACRCCTETCR
CTCTCCCORT AARCCTRATAC CTACRCTATT ARTACCACCT ACACCTCTCR
CTCTEEAMAT AAACTTARAS CTACBGTATTY AATACCAMTT AMNCCTSTICR
CTICTCCACET AARCTTRARAC CTACRCTATT ARTACCACCT ACACCTCICRE
ATCTOCRCRT AABRCCTCAMT CTACRCTATT ACTACCOOCT ACACCTCTCR
ATCTRCACET AARCCTCRAC CTACARCTATT ACTRAACCOCT ACACCTCICRE
CTCTESECRET ARRCCTRATAS STACRSTATT GETACEACTT ACRCCTETCR
CTCTCCCORT AARCCTRATAC CTACRCTATT ACTACCACCT ACACCTCTCR
CTCTOSCORT AARCCTATAC CTACRCTATT ACTACCRACCT ACACCTOICR
CTCTSSECET ARRSCTRATAS STACRSTATT ASTACEACTT ACRCCTETCR
CTCTEEAAT AADCUTATAS CTACRSTATT ARTARCCAMTT ACAMCTGTICR
CTCTCOCACET AACCCTRATAC CTACRCTATT AARTACCACCT ACACCTCTER
CTCOOCACAT ARBCCTATAC CTACACTATT AATACCACTT ACACCTCICRE
CTCOCCACET AARCCTRATAC CTACRCTATT AATACCACCT ACACCTCTCR
CTCTCCACAT RAABCOTATAC CTACBRCTATT ACTACCACTT ACACCTCTICR
CTCTEEA AT ARBGITATAG CTACRGTATT ASTASCACTT ACAMCCTGTCR
TTCTCEAAT AADCUTATAL CTACRACTATT AATARCCAMTT ACAMCTGTICR
TTCTEEAMAT AARCUTATAL CTACBGTATTY ARTACECAMTT ACAMTTCICR
CTICTOCACAT AARCCTATAC CTACACTATT ACTACCACCT ACACCTATCRE
CTCTOCACET AARCCTETAC CTACRCTATT ACTACCACCT ACACCTATCR
TICTCCACRET AARCTTCTAC CTACARCTATT AARTACCATCT ACACCTCICRE
CTCTSSACET ARRCTTETAR STACRSTATT ARTRAEATCT ACRCCTETCR
CTCTOCACET AARCCYRTAC CTACRCTATT ACTACCRCMT ACACCTCTCR
CTCTOCACAT AABRCCTATAL CTACRCTATT ACTACCACCT ACACCTCTCR

AARCTTATAC CTACRCTATT ACTCCCATCT ACCOCTGICE
CTICTCCACAT AARCTTATAC CTACRCTATT ACTCCCATCT ACCCCTCTCR
CICYCCACET AABRACTRTAC CTACACTATT AARTACCACCT ACACCTCTER
CTECEEACAT AABRATATAME GTACRSTATY AATAGEACTT ACAMCTESTCR
CACTCCACET AARCCTRATAC CTACRCTATT ACTACCACCT ACACCTCTCR
CRCTCCACAT RAABCCTATAC CTACBRCTATT ACTACCACTT ACACCTCTICR
CTCTOCACET AARCCTCTSE CTACRCTCTT ARTACCACTT ACACCTCTCR
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CTCTECCCAT AAACCTOTAL CTACACTATT
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AATEATTEE AAERIATTE TIGRACTCRED TIGETIECRC TCIARETTIT PhiIT COCATTACTC CTATTCACAT SCOTACCACTE AR BN CACCARTOER
ECATRATTEE RAARRAATCTE TIRLOTCAEC TIGGIITECAT TITARRTTIT Pz OOCATTACTC CTATTGCARA, TOTADCACTE AN B R CACEEATCER
ECATEATTIEE AAERARTCTE TIEROTCRAEC TIGSIIGCAT TIITARRTTIT Pn2IT COCATTASTC CTATTEAMA, TCTAOTASTE ARR AR CAECERTEER
ECATEATTCGE RAACRAADCTTE TIGACTCARE TIGECTECAT TITARRTTIT PsT COOCATTRACSTC CTETTCARAT TCTALCTCACSTE ARR B R CRACEARTOER
ECATRATTRE AACRAACITRE TICACTCRER TIRSCTECRC TITRARRTTIY POsIT COCATTACTC CTATTCARA. TOTACTACTE AR B CACCARTEER
ECATRATTOE AACRAACTIC TIGACTCRASE TRASETTECARC TITAARTTTY PHST COCATTACTC CTATTCARAT TCTACTCACTE AR B CRACCARTEER.
ECATEATIEE AACRAATTIC TIGRLCTCRAER TIGSIIGCAL TIIARRTTIE PHM1SIT COOCATTRACSTC CTETTCARA. TETADCACSTE ABRRTTARACC CRCCARTEER
ACATEATTEE AACRIATTE TIGRAOOTREE TIEETIECRC TIIASETTIT BPnTI COCATTACTC CTATTCARAT TCTACCACTE AARTTARRA CRCCARTESE
ACATERTTEE RARERABTCTE TTERCOCRAR TISETTSCAC TTTRRRTTTT POTIT COCRTTRAGTC CTETTGERREAC TSTRCCRAGTE ARETTARRCC CRCGRRTGER
ACATRATTES ARGRAATCTE TTIGACCCRGT TISSTISCRC TTTARRTTIT mnsT SSTATTASTS CTATTSLLLS TOTAOCLITI LILTTAIIALS CLTSIITIOL
ACATERTTCE ARCRRRTCTE TTERACOCRGC TISETISIAC TTTARRTTITT PHL9TT COCATTAGCTC CTATTGARAC TCTACCACTC AARTTARAMC CACCARTGER
ACATRATTES ARGRIATCTE TTIGACTCRGC TISSTIECRC TTTARRTTITIT e — CoTATTASTC CTALTTOLLLC COTACCRSTI ALLTTIIISS CLOSLITOCL
ACRTRRTTCE RRCRRATOTE TICEACTCAGC TIGEITGIAC TITRRRTTIT PT0II COCATTACTC CTATTGARAC TCEACCACTE AARTTARACC CRCCAATCCR
ATATRATTES ARGRAATCTE TTIGACTCRGAE TTISSTTSCAC TTTARRTTTIT BoiT e EATTASTE CTLTTELLLC TATAOCRETEL ALLTTARLES CLomLIToEL
ATATARTTES AACRAATCTC TTCACTUAGE TTCCTTGOALT TTTARRTTTT - -
ST naure: oo Dmeac mmmon RO SoImor Gammac Tmomem marmasc ccoane
ACATRATTES ARGRAATCTE TTGACTCRGE TISSTTSCRC TTTARRTTTIT —— CECATTAATE CTATTELLLS TETAOCASTA AiaTTiiisms~ masmiaTom
ACATRATTES ARGRIATCTE TTIGACTCRGC TISSTTSCAC TTTARRTTITIT pi— COMATTAGTC CTATTCARAC TCTACCACTE ARATTARACC CACGAATORE
ACATRATTES ARGRIATCTE TTIGACTCRGC TISSTIECRC TTTARRTTITIT moarT COMATTACTC CTATTCARAC TOTACIACTE ARATTARACC CACGEATCLE
RCRTRRTTCE ARGRRATOTE TIGACTCREC TIGERTSCRAC TITARRTTIIY PRSI COCATTAGTC CTATTEACAC TETACCAGTE RARTTARALC CAGGARTGER
ACATRATTRS ARGRIATCTE TIGATICRGT TIASSTESCAC TTTARRTTTIT moaIT CrATTALTE CTATTOACAS TETACCALTE ARETTARies mRocaiTooi
AMATARTTES AACRAATCTC TTCACTUAGRE TTCCTTGOALT FITARRTTTY it e p—— i- ToTmormoTE ARmoTatioc mascaieoon
ACATRATTES ARGRIATCTE TIGACTCRGAE TISSTTECRC TTTARRTTITT - -
by py P prs - ey :? mc;r:‘ E‘I':'I'T‘F—.l-::f' mﬂmg :;:1‘1’1;:5{: r"Lr:r::'hGG&
ACATRATTES ARGRIATCTE TTIGACTCRGC TISSTTSCAC TTTARRTTITIT moELT m::mrlsi - - a m:sn::z::n _1:1:1 F_Eu = foza
AMATARTTES AACRAATCTC TTCACTUAGT TTCCETGOALT TTTARRTTTT e P —— i ——— —tln_'_nuuﬁc: Py
ACATRATEE RARGRIATCTE TTEACTCRGT TTSSTTECAC TTTARRTTTT i = o= -y ey -
Emn_'t'rn:; A2CRASTOTE TTEACICRCER TISSTIGCRC TIIRSRTTTT :‘:EEGI__ p——— :Gmm,__ﬂ _':u“_‘__:rl_s__l = mxﬂ_u“ by
MATAATTES AACRARTCTC TTCACTUACT TTCCTTGOALT TTTARRTTTT BEo0T COCRTTRET e SREEC SR
PHEO0IT COCRTYRACTC CIX 237 TETACCAGTE ARATTRRRRC CROGRATEER
ACATRATTES ARGRIATCTE TIGACTCRGAE TISSTTECRC TTTARRTTITT
ACATRATTES ARERIATCTE TTEACTCRER TTSSITECR, TTTRRATTTT e COCRTTRAGIC CIRTTGEARAC TETACCRCTR ARRTTARRACC CRECGERICGR
e e ————— PE1TT CCCRTTRETC CTATTEARAC TETACCRETE RERRTTRRREC CREERRTEGR
ACATRRATTES ARACRIATOTE TTEACTCREC TTSCITECR, TTTRRRTTTC it COCETRREIC CI= AR TETACCRGIR RRATTARACC CREGERIGER
—— iimiiiToTE ToELommios TTESATEOLS TTTLILITTTT PME2TT DOCATTACTC CTATTEARA™ TETADCACSTE AAATTAAAEL CRACCEATEER
ATATARTTES ARACRAATITE TICACCTALT TTGEATGOALC TTTARATTTT RG3T COCATTREDC CTATTERRAC TETACCRETR ARRTTRRACE CREGRRTEER
.y e ARCIIATOTE TTCACTCACE TTCOTTCORC TTTARETTET PME3IT COrATTACOT CTATTARRAL™ TETADCACTE ARRTTARARCT CRACARTEDE
ACATEATTEE ARCRAATCTC TICACTCAGE TTCCITGCAC TITARRTTTT G4l COIETTAFIC CTATTEAIRC TEIACCAEIR ARRTTARRAC ZRSEERTEER
ACATALTTES AACRIATCOTE TTRAACYCACT TTCOTTGCAC TTTARATTIT PrE4IL COCRTTRGTC CIATTGAMREC TGTACCRGTA ARATTRRRAC CRGEGERTGER
ACATARTTES ARCAIATCTE TIAMYNYARC TTGCTTGOAC TTTARATTTC BGEST COCATTAGIC CTATTGERRAC TETRCTRACTR ARRTTRRRAC CREGRATEER
ACATAATTEES ACCAAATATE TTGCACTUAGE TTCETTGTAC TITAAATTTT ME5IT CIIETTASTI ITARTTERRRAD TETARIIAETE RRAITRRZAL IREERITEERL
ACATRATTCEC ACCARATATC TTCACTCACE TTCCITCIAC TTTAANENNN PETL COCERTTAGIC CIATIGARAC TCIACTRAGTIR 2RRTTRRACC CREEARTEER
ATATEATTGS RAGRAATCTE TTGACCCRGT TTSGETSCAC TTTARATTTT PETII COCATTAGIC CTATTGARRC TSTRCCAGTR RRRTTARREC CREGRRTGEE
AZTRATRATTES AREREATCTE TIGACCOCRGT TISSCTECARC TTTARRTTTT PmEEL CCOCETTREIC CTE E22 TEIRIIRETR RRRTTERRED CREERETEER
ACATEATTCS AACRAATCTA TTCACTCARR TTCOOTGTAC CTTARATTTY FESIT COCRTTASIC CTIATTERRACD TETROCRETR RRRTTRRASC CREGRRTEER
ECATRATTEE RAGRARTCTR TTEACTCRER TIEECTETAC CTTARRTTIT »ET COCATTACTC CTATTGARAT CRAEEARTEER
ACATRATTES ARGRAATCTE TTIGACTCRGT TISSTIGSCRC TTTARRTTTIT FESIT COIRTTAGIC CTARITERRRAC CRECRRTEE
ZOATRATTESS ARCR22TOTE TTEACTCORGD TISSTTECRD TTTARRTTTT ar OOCATTAETC CTRTTEARAT CACGARTEER
PHAO0IT COCRTTRETC OTX 23 CREFFARTEER
Prea3T COCRTTRETC CTATTGRRAS CREGIRTEGER
SR PR | U (R R DR PR [ p—." | FHESTT COCRTTRETC OTX 23 CREFFARTEER
310 220 30 240 350 PreS4T COCATTRAGTC CIR 23 CREFFARTEER
COCRTTACYEC CTATTGARAC TCTACCRETE RARRTTRRRCC CRAGEARTEER PHA4TT OOCATTASTC CTATTGARM™ TETAOTASTA AARTTARAS CASCARTGARL
COCATTRAETC CTX 227 TETACCRETE ARATTRRRET CREGRATGEER PHEET OCYATTAETC CTR RAC TCTACCACTE AARTTARACC CRCCEATCER
COCRTTRAETC CTR 23T TETAOCRGTR ARATTRRLES CREGRATGEER PMESTT COCATTAGTC CTATTEARA” TSTACCASTE ARRTTA
COOCATTAGTC CTATTERRAS TETACTCRGSTE RRRATTRRRAED CREETRATEER PHasT OCTATTRASTC B BA TETACOCACSTE ARRTTARARCT CRCCARTEER
OOCARTTRAETC s BAC TETAOCRACTE ARRTTRARMLCED CACCTRETCER PHA9TT OCTATTRCTC B BAC TETACOCACTE ABRR B R CRACEARTOER
COCATTASTC CTATTEATAS TETACCRASTRE RraTTReass CRSEERTEER PHSAT OOCATTRETC s A3 TETAROCRESTE RRATTRELST
COCATTIAGIC CIEATTGRETAC TEIRACTAGCTE RARRTTRRRED CRACRETREER PEATT COCATTACTC CTATTCARA” TCTACCACTE ARRTTARRCT
CCTATTRETC A AR TETADOCRAETE ARARTYTAARMT COGCARTOER PS3T COrATTACSTC CTATTEARA”™ TETAMTASTE AALTTA
COCIATTRACETC s BAC TETADOCAETE ABRRTIABRMT OOCCEARTEER PS3IT COCATTRETC B AR TSTACOCASTE ARR
CTSRTTAETIC ITRTTERRARD RSTAIDIASTE ARRTTRRRSD IREEETEER PHS4AT COCATTRAGTC CTETTEEMAC TGTACCRAGTE ARR
COCRTTAEIC CTATTERRAC RSTARDCRSGTE RRATTRRRSC CREFIRTEER PMSATT COCATTRCTC CTATTEARAC TETACCRCTE ARR
CCTARTTASIC I FAC TEITAIIAEIE ARRTTARAED CREERATEER PMSST COCRTTRAGTC CTATTGERREAC TSTRCCACTE AN
CCTATTRETC CTRTTERRAC TETACCRLTE ARATTRRACEC CRECRATECR BE5IT OOCATTAGTC CTEATTEARM" TETACTRETE AR
CITRTTASIC DT SR FEFIAIIASIR RRRTTRRASD IREFERATSER PHSET COCATTAGTC CTATTGARAC TETACCACTE AR
CCCATTAGIC CTATTGRRAC SHTACCAGTR ARRTTRREREC CREERATEER PHMSSEIT COCATTAGTC CTATTGARAC TETACCACTE AR
COCRTTAETC CTATTGAGAC SETACTRGTA RARRTTRRRAGC CAGGEARTEER e SemmiTTizTC STh LiC TETACCAETL ARE
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TETAITAGTE ARRTTARRAMSC

TCTACTACTE ARRTTARLCT

TCTACTASTE ARRTTARLCC

TEIEOCAETE ARRCTAR MG
EENOONNTDGT  RRROanDE
TCTACTASTE ARRTTARLCC

TETACDCASTE

TETACDCASTE

TEIACCRETRE

TETACDCASTE

TETACDCASTE

360 270 320 am
TCOOOCAARR CTITRAAARAT COUCETTC ACRRSAREE R
TCOOOCAADE CTITRAAABAT COUCATTCAC ACRACARRAE
TEECOCRARE CTTRAACRAT SEOCR AERRCARRAR
TSSCOCAARR STCRAAMRAT SO0 ACELSACR AT
TCOOOCARARR CTCRAARRT AR RCACE AN
TCCAMTARRR STTRAARAT ACRLCARAAR
TCEAOTARRRE CTTRAACRAT ACRACABEED
TCOOOCAARR CTTRAAMBAT SO0 ACRRCARERR
TCSCOCARRR STTRAARAT ARBRCARREN
TCECOCARRR CTTRAACRAT ACRACABARE
TCOOOCAARR CTTRAAMBAT SO0 ACRRCARERR
TEEOOCARRR GCTERAARRT AR RAR R AR
TCEOOCARRRE CTERAARAT ACRACABEED
TEEOOCARRR GTTRAARRT AR RAR R AR
TEEOOCARRR GTTRAARRT AR RAR R AR
TCOOOCARARR CYTRAARRT ACRRSAREE R
TCOOOCAARR CTTRAAABAAT SO AR R
TCSEOrARRR STTRAARAT AR AT
TEEEORARR CTTRAACRAT AR REN
TCOOOCAARR CTTRAABAAT SO0 Yo % e N % %
TCSCOCAARR STTRAAMRAT SO0 ACRLCARE AL
TCOOOCAARR CTTRAABAAT SO0 ACRRITARE RN
TCOOOCARARR CYTRAARRT ACRRCARERR
TCSCOCARRR CTERAARAT ACRLCARE AL
TCECOCARRE CTERAARAT ACRACARE RS
TCOOOCRARE CTTRRAACRAT G0
TCECOCARRR CTTRAACRAT
TEEOOCRARE CTTRAARRT S50
TEEOOCARRS GITARACRRT AR RAR R AR
TCEEOrARRR CTTRAARAT ACRACABEED
TACCOrAARR CTTRAAABAT SO ACRRSAREE R
TEEOOCARER GTTRAARRT AR RAR R AR
TEEOOCRACE CGIIRRARCRAT =0 AERRCARERR
TCOOOCARARR CYTRAARRT ACRCTAREE R
TEEOOCAARR CTTRARAEAT SO0 AERCCARRRR
TCSCOCARRR STTRAARAT ACRLCARAAR
TCOOOrARRR CTYTREAARRT ACRRITARE RN
TCSCOCARRR STEARAARAYT AR AT
TCSCOCAARRE CSTRARAABAT SO0 AR AT
TCOOOCAARR CTTRAAMBAT SO0 ACRRCARERR
TCOOOCARARR CYTRAARRT ACRRCARERR
TEEOOCRAS: CTTRAACRAT S50 ACRRCABREAR
TCOOOCAALE CYTRAARRT ACRRCARERR
TEEOOCARRR GTTRAARRT AR RAR R AR
TCECOCAR AR CTTRAACRAT ACRACABEED
TEEOORARE GTIRRRRECT S50
TEECCOCEAGEE GETTRRRCRET
TCOOOCAARR ATTRAARAT OO
TCOOOCAARR ATTRAARAT OO ACRRSAREE R
TCEOOCARRR CTERAARRT " AERLCAREAR
TCOOOCARARR CTARAARRT ACRRSAREE R
TCOOOCARRR CYTRAAACT ACRRITARE RN
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TCOODCAAAR STTRAAMRAT CEOCATTEAM ACRACARRAE ATAARRCIAT
TCOUDCAARR CTTAMAMRAT COUTATTCAC ACCACARRAE ATAARRCIAT
TCOUDCAARR CTTAMAMRAT COUTATTCAC ACCACARRAE ATAARRCIAT
TCEODCAAEE CTTRAAAMEAT GEITATTGAr AGRACARRAR ATAARRSCAT
TCEOOCAASE CTTRAAMRAT CECTCATTCAC ACBRACARRAE ATAARRCCAT
TCETOCRAALE CTTRAAMRAT CECTCATTCRC ACRACARRAE ATAARRCCAT
TCEIDOCRARE CTTREAEBNCRAT CEITATTCGAC ACRRECARAAA

TCOODCRARR CTYTRAAMEAT COITATTCAC ACARCARRLA

TCEODOCAARR CTTRAAMRAT CECTCATTCAC ACBRACARRAE ATAARRCCAT
TCOODCAARR CTTRAAMALT COITATTCAr ACERACARRAR ATAARRCTAT
TCOODCAARE CTTRAAAMELT COITATTCAr ACRACARRAR ATAARRCTAT
TCOODCAASE STTRAAMRAT CEOCATTCAC ACRACARRAE ATAARRCIAT
TCOUDCAASE CTTAMAMRAT COUTATTCAC ACRACARARAE ATAARRCIAT
TCOGOr AR AR CTTAMAMRAT COUTATTCAC ACERACARARAE ATAARRCIAT
TAGGOCAARER CTTRAAAMEAT GEITATTGAr AGRACARRAR ATAARRSCAT
TCGODCAARR CTTRAAAMEAT GEITATTGAr ABCACAHRAR ATAARRSCAT
TCOUDCAARR CTTAMAMRAT COUTATTCAC ACCACARRAE ATAARRCIAT
TCGODMMAAR CTITRAAAMEAT CEITEATTGAr AGRRCARRMLT ARARRCCAT
TCGODITARR CITRARAAMEAT CEITATTGAr AGRRCARRALT ARARRCCAT
TCEODOCAARR CTTRAAMRAT CECTCATTCAC ACBRACARRAE ATAARRCCAT
TCEODOCAARR CTTRAAMRAT CECTCATTCAC ACBACACEAS ATAARRCCAT
TCOODCAARR CTTRAAMEAT COITATTCAr ACRACARRAR ATAARRCTAT
TCOODCAAAR STTRAAMRAT CEOCATTEAM ACRACARRAE ATAARRCIAT
TCOODCAALE STTRAAMRAT CECCATTAA™ ACRACACRAR ATAARRCIAT
TCOOOCAARE CTTAAAMRAT COITATTAAC ACERACADEAE ATAARRCCAT
TCOODCAALE STTRAAMRAT CEOCATTCAC ACRACARRAE ATAARRCIAT
TCOODCAALE STTRAAMRAT CEOCATTCAC ACRACARRAE ATAARRCIAT
TCOUDCAASE CTTAMAMRAT COUTATTCAC ACERACARARAE ATAARRCIAT
TCOUDCAASE CTTAMAMRAT COUTATTCAC ACERACARARAE ATAARRCIAT
TCGODCAARR CTTRAAAMEALST GEITATTETC ABCACARRAR ATAARRSCAT
TCEOOCAARR CTTRAAMECT CECTCATTCAC ASCRCARREAE ATAARRCCAT
TCEODOCAARR CTTRAAMRAT CECCATTCHC ACBRACAREAE ATAARRCCRAT
TCOODCAARR CTTRAAMEAT COITATTCAr ACRACARRAR ATAARRCTAT
TCEODOCAAAS CTTRAAMRAT CECTCATTCAC ACBACARRAE ATAARRCCAT
EEERNN BN RN NERACARRAR RTRARRECAT
TCCODCAARE CTTRAAMEAT COITATTCAr ACRACARRAR WIAARRCCAT
TCOODCAARR CTTRAAMEAT COITATTCAr ACRACARRAR ATAARRCTAT
TCOODCAARAR STTRAAMRAT CEOCATTAA™ ACRACARRAE ATAARRCIAT
TCOUDCARARR CTTAMAMRAT COUTATTAAC ACERACARARAE ATAARRCCAT
TCOUDCAARR CTTAMAMRAT COUTATTCAC ACERACARARAE ATAARRCIAT
TCGODCAARR CTTRAARCEAT GEITATTGAr AGRACARRAR ATAARRSCAT
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TARCTACAART ARCCCARRAT TICAARLATT
TACTECARET ARCCCARRAT CICARABRAATT
TACTECARET ARCCCARRAT CICARABRAATT
TARTRCRIRT ARCECARRAT CTICARRAATT
TRATEACAAET ARCCCARRAT CTICAABRLATT
TACTECARET ARCCHARRAT CTICARABRAATT
TARCTRCRARAT ARRCCARRAT CTICARRAATT
TRCTACAAET ARCCRAARRAT TICAABLATRE
TRCTACAAET CAARRAT TICAABAATRE
TARCTRACAAAT CCAARRAT TTCARARAATT
TARCTRACAAAT S5 ARCCRAARRAT TICRAARLATT
TARCTACAART ARCCARARRAT CTCAAREATT
TAETECARET ARCCARRRAT CTCARABRAATT
TRETECARET ARCCARRRAT TICAARAATT
TCCTACRAART ARCCARARAT TICAAREATT
TACTECAART TTETACACAR EATCEARAAGS ARCCEARRAT CTCAARAATT
TACTECRAART TTETACACRR RATEL ARDE ARMCGSEARMAT CTCAARAATT
TARCTRCAAAT TTETACRACASZ ATCEARAALE ARCCCARRAT TICARARAATT
TACTRAERARAT TICTACRACAR ETCEARAALDE ARACERARRAT TICRARARRATY
TARCTECRART TTCTACBACAD AT AR COCRARRAT FICARRAATT
TACTRERAMY TIETACREAR ETCEARAARE ARCSCARRAT TICARARAATY
TARCTRACAMAT TTETR RS NTCEADAADES ARCCOARRAT TTCARARAATT
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ETCERARAADE

ATCCARAADE

ARCCRAAREAT
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TICRBERATH
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TRCTACAART TTCTACACRAA ATCOARAANS ABRCCIARRAT

TRCTACAART ATCCACRCRAL BT ARCCRAARRAT

TARCTACAIRT ATCCACACAR ATCEAMAACE ABRCCRABRAT

TACTACAIRT TTCCACBACRE B S5 ARSCCABRRAT

TACTACAIRT TTCCACBACRE B ARCCCARRAT
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COCOOTCARRE ATOCATACRESE TACTOCALSTE TITCOCATAR 2

EEEOCTE2RRE ATOCATRCRE FAODDCARTE TITGOCETAR

EEEOCTE2RE ATOCATRCRE TROCYOCARTE TITGOUCETAR

EEEOCTE2RE MTOCATECRE TROCTOCRALSTE TIDGOUCETAR

COCOOTCARRE ATOTCATACAR TREOTOCASTS TITCOCATAR

COCOOTCARRE ATOCATACRESE TACTOCALSTE TITCOCATAR B

y X AR ATCCATECAS TEOTOCASTE TTITCOCATAR

EECCCTEA2R ATOCATACRR TACTOCASTE TITCSOTETAR ACRARBRALEE

EECCCTEA2R ATOCATACRR TACTOCASTE TITCSOTETAR ACRARBRALEE

ECCICTEARRE ATCCATACRAR TAOCTOCALSTE TITGOTCATAA ACAARRRALR

ECCICTEARRE ATCCATACRAR TAOCTOCALSTE TITGOTCATAA ACAARRRALR

ECCICTEARRE ATCCATACRAR TAOCTOCALSTE TITGOTCATAA ACAARRRALR

CoCOOTCARRE ATOCATACAR TACTOCACSTE TITCOLATAR ACSEARBRRAIS

COCOOTCARRE ATOOCTETAR TACTOCACDTE TITCOUATAR ACSARRRAIS

COCOOTCARRE ATOCATETAA TACTOCALDTE TITCOCATAA ACEARBRRASTE

ECCOCTEARE ATCCATECRAR TAOTCOCALSTE TITEOTCEATAA BACAARBRR AR

ECCOCTEARE ATCCATECRAR TAOTCOCALSTE TITEOTCEATAA BACAARBRR AR

COCOOTCARE ATOCATACAR TACTOCACSTE TITCOTANAR ACEARBRRAITE

COCOUTCARRE AVITATACAR TACTOCACSTE TITCOFYATAAR ACEARBRRASTE

COCOOTCARRE ATOCATACAR TACTOCACDTE TITCOCATAA ACEARBRRATE

ECCOCTEARE ATCCATECRAR TAOTCOCALSTE TITEOTCATAA BACAARBRR AR

EEEUCTE2RE ATOCATRCRRE TROMUCRAETM TITGOFATAL BCRARRATRRE

COCOOTCARRE ATOCATACRR TACACTACTC TITCOCATAA ACEARBRRAAR

CCCOCTCARE ATCCATEACRR TACTOCACTE TITCOTCATAA ACAARRBASTR

CCCOCTCARE ATCCATEACRR TACTOCACTE TITCOTCATAA ACAARRBASTR

EECCCTE22R ATOCATACRR TACTOCACSTE TITCOTCETAR ACIARBAICE

EECCCTEa2R ACCCATACRR TACTOCACSTE TITCOTCETAR ACEARBAICE

EECCCTE22R ATOCATACRR TACTOCACSTS TITSOCETAR ACEARBAICE

ECCICTEARRE ATOCATAMRAR TAROTOCRAETS TITGOCETAR

ECCICTEARE AMCCATACRAR TAROTOCRAETE TITEOEATAR

y X AR AMTTATAECAS TEOTOCASTE TTTCOCATAR

COCOOTCARRE ATOCATACRESE TACTOCALSTE TITCOCATAR 2

COCOOTCARRE ATOCATACAR TREOCTOCASTE TITCOCATAR

ECCOCTEARE ATCCATECRAR CAOTCCRAATE TITCOTATAA BACAARBR AR

ECCOCTEARE ATCCATECRAR CAOTCCRAATE TITCOTATAA BACAARBR AR

ECCOCTEARE ATCCATACRR TACTOCAATE TITSOCARTAR B

COCOOTCARRE ATOCATACAR TAEOCTOCAATE TITCCARTAR

EEEOCTEARE ATOCATACRSE TARCTOCACTE TITCOCSTAR

EEEOCTERER ATOCATRCRE TROCTOCRALSTE TITSOCETAR

EEEOCTE22E ATOCATRACR Y TROCTOCALSTE TITCICETAR

ESCOCTSARE ATOMATACMRY TAOTOCALSTE TTTSOCAETAR B

ECCOCTCARE ATOCATACRERA TACTOCACTE TITCOCATAR B

ECCOCTCARE ATOCATACRERA TACTOCACTE TITCOCATAR B

ECEOCTEARE ATOCATAFRAA TAROCTOCACTE TITCOTEATAR

EEEOCTE2RR ATOCATRCRR TRCTOCARTE TITECIATAR

EEECCTE2RR ATOCATRCRR TRACTOCALSTE TITEOCRTRAE RCRARBAICE

ECCOCTEARE ATCCATECRAR TAOTCOCALSTE TITEOTCATAA BACAARBRR AR

ECCOCTEARE ATCCATECRAR TAOTCOCALSTE TITCOTATAR BACAARBR AR

ECCOCTEARE ATCCATECRAR TAOTCOCALSTE TITCOTATAR BACAARBR AR

COCOOTCARRE ATOCATACAR TREOCTOCASTE TITCOCATAR

y X AR ATCCATECAS TEOTOCALSTE TTITCOCATAR

COCOOTCARRE ATOCATACAR TREOCTOCASTE TITCOCATAR

ECCOCTEARE ATCCATEACRR TAOCTOCRALSTE TITSOCETAR B

EEEOCTERER ATOCATRACRE TRAOCTOCRETE TIDSGOUCETAR B

EEEOCTEARE ATOCATACRSE TARCTOCACTE TITCOCSTAR

EEEOCTERRRE ACDCRATAMAE TROTOCRAATE TTTIGOCATHRL

COCOOTCARRE ACTTATACAS TACTOCAATE TITCOUATAR ACEARRALCE

ECCOCTSARE ATOMATACRY TAOTOCALSTE TTTSOTATAL ACRARBAACR




CCEOCTGAAR ATOCATACRR TACTCCACTR TTTCOTATAR ACAARRAACE
CCCOCTEARR ATOCATACRA TACTOCAGTE TTITCOCATRA BOAARRAMCR
CCCOCTCAZAR ATOCATACRA TACTCOCACTE TTTCOCATAA BCAARRAMCE
CCECCTEARE ATOCATACRA TACTCCRATE TTTCOCATAL RCAARRAMCE
CCECCTCARE ATOCATACRA TACTCCRATE TTTCOCATAL REAARRAMCE
CCECCTCARE ATOCATACRA TRCACCACTE TTTCOCATAL BCAARRAMCE
CCCOCTCAAR ATOCATACAR TACACCACTE TTITCOCATAR ACAARRAMCE
CCECCTCARE ATCOCATACRA TACTCCACTE TTTCOCATAL BCAARRAMCE
= AR ATOCATACMRAR TACTOCACTE TTTCOCATAR ACAARBRAASTR
CCCOCTEARR ATOCATACRA TACTOCAGTE TTITCOCATRA BOAARRAMCR
CCCOCTCARR ATOCATACRA TACTOCACTE TTTCCFATAA BCAARRAMCE
CCECCTCARE ATOCATACRA TACTCCACTE TTTCOCRETAL BCAARRAMCE
CCECCTCARE ATOCATACRA TACTCCACTE TTTCOCATAR BCAARRAMCE
CCECCTCARE ATCOCATACRA TACTCCARTE TTTCCYATAL BCAARRAMCE
CCCOCTCAAR ATOCATACAR TACTCCARTE TTTCOFATAA ACAARRAACE
CCECCTCEARE ACCCATATRA TACTCCACTE TTTCOCATAL BCAARRAMCE
CCCOCTCARR ACCCATATRAA TACTOCACTE TTITCOCATAA BCAAARAMCE
CCCOCTEARR ATOCATACRA TACTOCAGTE TTITCOCATRA BOAARRAMCR
CCCOCTCAZAR ATOCATACRA TACTCOCACTE TTTCOCATAA BCAARRAMCE
CCECCTCARE ATOCATACRA TACTCCACTE TTTCOCATAL RCAARRAMCE
CCCOCTEARR ATOCATACRA TRCTCOCAGTE TTTCOCATRA BOAARRAMCR
CCECCTCARE ATOCATACRA TACTCCACTE TTTCOCATAR BCAARRAMCE
CCCOCTCAAR ATOCATACAR TACTCCACTE TTITCOCATAR ACAARRAACE
CCECCTCARE ATOCATACRA TACTCCRATE TTTCOCATAL BCAARRAMCE
CCCOCTCAZR ATOCATACRR TACTOCAATE TTTCOCATAA ACAAARARCE
CCEOCTCEARR ATOCATACRR TACTOCAGTE TTITCYCATAA BCARRRAMRR
CCCOCTEARR ATOCATACRR TACTOCAGTE TTITCICATAA BCADRRAMAR
CCECCTCARE ATOCATACRA FACTCCRATE TTTCOCATAL RCAARRAMCE
GEGOCTGEARR ATCOCATACRR TACTOCAATE TTTGOCETAR BCARARARER
CCECCTCARE ATOCATACRA TACTCCACTE TTTCOCATAR BCAARRAMCE
CCCOCTCAAR ATOCATACAR TACTCCACTE TTITCOCATAR ACAARRAACE
CCECCTCARE ATCOCATACRA TACTCCACTE TTTCOCATAL BCAARRAMCE
CCCOCTCARAR ATOCATACRA TACTOCACTE TTTCOCATAA BCAAARAMCE
CCCOCTEARR ATOCATACRA TACTOCAGTE TTITCOCATRA BOAARRAMCR
CCEOCTEARE A ACRA TACTCCAGTE TTTCCOCATAA BCAMRAMACR
S PRSI repupy PRSSE [SySpup pIGUPIUN [ prpn e [——
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CACTECTARR TCERCARRAT TACTACATTY CACACAACTT ARTARCACAR
CACTEMTACY TCEACARRAT TRCTACATTY CACACARCTT BAVARCACAR
CACTEMTACE T ARAT TACTRCATTT CACACARCTT BAYAACACAR
CACTECTAAC TCCRCARRAT TACTACATTY CRCACAACTT BRATAACACCE
CACTECTAAC TCERCARRAT TACTACATTT CRCACARCTT AATAR
TCCIACTAAR TCCRACARRAT TACTACATTTY CACACACCTT ARTARRACAR
TCCTACTAAR TACACARAAT TACTACATTY CACACACCTT ARTAARACAR
CRCTECTARR T ARAT TACTACATIT CACACARCTC BAATAACACAR
CACTECTARR TCCRCARRAT TACTACATTY CACACARCTC ARTARCACAR
CACTECTAAR TCEACARRAT TRCTACATTY CACACACCTT BATARCACAR
CACTECTAZE TCERCARRAD TACTACATTY CRCACACCTT BEATAADACAR
CACTRECTARE TCERCARRAT TACTACATTY CRCACAACTT BATARCACAR
CACTRCTARE T ARAT TACTACATTT CACACARCTT BATAACACAR
CACTECWARE TCCACARRAT TACTACATTY CACACARCTT ARTARARACAR
CACTACWAAR TCCACARRAT TACTACATTTY CACACAACTT ARTARRACAR
CRCTECTARR T ARAT TACTACATIT YACACAACTE BATAACACAR
CACTECTAAR TCORCARRAT TACTACATTY CACRCAACTC BRTAACACAR
CACTECTARR TCEACARRAT TRCTACATTY CACACARCTT BATARMCACAR
CACTECTAZE TCERCARRAT TACTACATTY CRCACAACTT BATARCACRR
CACTRECTAZE TCERCARRAT TRCTACATTY CRCACADCTT RALTARCACRR
CACTRCTARE T ARAT TACTACATTT CACACAQCTT BATAADACAR
CACTECTARE TCCACARRAN TACTACATTY CACACADCTT ARTARRACAR
CACTACTAAR TCCACARRAT TACTACATTY CACACAACTT ARTARRACAR
CACTECTAAC TCORCARRAT TACTACATTY TACRCAACTT BRTAACACAR
CACTE¥TAAR TCORCARRAT TACTACATTY CACRCAACTT BARTAACACAR
CRCTECTARRE T ARAT TACTRACATIT CACACARCTC BAVARCACAR
CACTRCTARE TCERCARRAT TACTACATTT CACACAACTC BATABCACAR
TCCTRECTARE TCORCARRAL TRCTACATTT CRCACAR ARTARCACAR
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TCCTACTARE: TCCACARRAC TACTACATTT CRCACARCTT
CACTACTARE TCCRCARRAT TACTACATTT CRCACARCTT
CACTECTARE TH ARAT TACTRCATTT CRCACARCTT
CACTACTAR: TCCACARRAT TRCTACATTT CRCACARCTR
CACTACTAR: TCCACARRAT TACTACATTT CRCACARCTT
TACTACTAR: TCCACARRAT TRCTACATTT CACRCARCTC
TACFRCTARE TCCRCARRAT TACTACATTT CRCACAMCTT
TCCTRCTARE TH BRLT TRCTRCATTT CRCRCACCTT
TCCTACTARE TCCACARRAT TACTACATTT CRCACACCTT
CACTECTARR TH ARAT TACTACATTT CRCACARCTT
CACTACTAR: TCCACARRAT TACTACATTT CRCRCARCTT
CACTACTARE TCCRCARRAT TACTACATTT CRCACARCTT
CRETACTRE: TEERE2R2AT TRETASACTT CRERERACTT
CACTACTARE TCCACARRLC TACTACATTT TRCACAACTT
CACTECTARR TH ARAC TACTACATTT TACRCAACTT
CACTACTACE TCCACARRAT TACTCCATTT CRCACAACTT
CACTACTARE TCCRCARRAT TACTMEATTT CRCACAACTT
CACTROTARE TCCACARRLC TACTACATTT CRCACAACTT
CACTACYARE TCCACARRLT TACTACATTT CRCACAACTT
CACTECTARR TH ARAT TACTACATTT CRCACARCTT
CRETACT2R: TEEAE2R2AT TRETASATTT CRERERACTT
TACCRCTARE TH ARAT TACTACATTT TRCRCAACTT
TACCACTARE TARACARRAT TAETACATTT TARMSARCTT
CACTACTARE TCCACARRLT TACTACATTT CRCACARCTC
CACTACTAR: TCCACARRAT TACTACACTT CRCACARCTC
TCCTACTARE TCCRCARRAT TRCTACATTT CRCACARCTT
TCCTACTARE TH ARAT TACTRCATTT CRCACARCTT
CACTACTARE TCCACARRLT TACTACAYTT CRCACAACTT
CACTACTARE TCCACARRAT TACTACATTT CRCACAACTT
CACTACTAR: TCCACARRAC TACTACATTT TACACAACTT
CACTACTARE TCCRCARRAC TACTACATTT TRCACAACTT
CACTACTARE TCCACARRAT TACTACATTT TRCRCAACTT
CACTACTARE TCCACHARAT TRCTACATTT TRCACAACTT
CACTECTARR TH ARAC TACTACATTT CRCACARCTT
CACTECTAR: TCCACARRAC TACTACATTT CRCACARCTT
CACTECTARE TH BRAC TACTRCATTT TRCRCARCTT
CACTECTARE TCCRCARRAC TRCTRCATTT TRCRCARCTT
CACTACTARE TCCACARRLT TRCTACATTT CRCACAACTT
CACTACTAR: TCCACARRAT TACTACATTT CRCACARCTT
CACTACTAR: TCCACARRAT TACTACATTT CRCRCARCTT
CACTACTARE TCCRCARRDT TACTACATTT CRCACAMCTT
CRETACT2R: TEEAE2R2AT TEETASACTT TRERERACTT
CACYRCTARE TCCACARRLT TCCTACACTT TRACACAACTT
CACTACTAR: TCCACARRAT TACTACATTT CRCACARCTT
CACTACTARAR: TCCACARRAT TACTACATTT CRCACAACTT
CACTROCARE TCCACARRAT TACTACATTT TRCACACCTT
CACTROCARE TCCACARRAT TACTACAYTT TRACACACCTT
CACTWCTARE T ARLT TORTREATYT TRCACAACTT
CACTACTARC TCGACARRAT TRETRCATYT TRCACARCTT
CACTACTARE TCCACARRAT TRCTACATTT CRCACAACTT
CACTACTARE TCCRCARRAT TACTACATTT CRCACARCTT
CACTACTARE TCCACARRLC TACTACATTT TRCACAACTT
CRCTRCTARE TH ARL{ TACTACATTT TRCACAACTT
CACTACTAR: TCCACARRAT TACTACATTT CRCACARCTT
CACTECTARE TH BRAT TACTRCATTT CRCACARCTT
CACTACTARE TCCACARRAT TRATREATTT CRCACARCTT
CACTACTARE TCCACARRLT TRATACATTT CRCACAACTT
TCCTACTARE TH ARAT TACTACATTT CRCACARCTC
TCCTACTARE: TCCACARRAT TACTACATTT CRCACARCTC
CACTECTARE TH ARLF TWRERCATTT CRCACAACTT
CACTACTARE TCCRCARRAT TACTACATTT CRCACARCTT
CACTACTARE TCCACARRLT TRCTACATTT CRCACAACTT
CACTACTAR: TCCACARRAT TACTACATTT CRCACARCTT
CACTACTAR: TCCACARRAT TACTACATTT CRCRCARCTT
CACTACTARE TCCRCARRAT TACTACATTT CRCACAACTT
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CICARCACTT CTOSCAACTT CRATTACGAR TACCACATCOC CCCASCCITRE
CICARCACTT CTOCCAACTT CADTTACGAR TACTACATCOC CCCACCCTTRE
CICARCACTY CTOSCARCTT CROTTACGAR TACCACATOC CCCAGCCTTR
CTCRRACACTT CTESEARGTC CAATTAGGAR TACCACETIT CECAEGETTA
CTCARCACTY CTOCCARCTC CRATTACGAR TACCACATOC CCCACCETTR
CICARCACTT TTCCCAACTT CRATTACCRE TACTACATCOC MCCACCCTTRE

A2 TTACCARCTT CRATTACCAR TACCACETCC RACCARR
CICARACACTY CTOCCAACTT CRATTACCAR TACCACATOC CCCACCCTITR
CTCARCACTY CTOCCAACTT CRATTACGAR TACCACATCOC CCCASCETTR
CTICARCACTY CTOSCCARCTT CRATTACGAR TACCACATOC CCCAGCOCTR
CTCARCACTT CTOCCACCTT CRATTACGAR TACCACATCOC CCCACCOCTR
CTCARCACTT CTOCCAACTT CRATTACGAR TACCACATCOC CTCACCCITC
CICARCACTT CTOCCAACTT CRATTACGAR TACCACATCOC CTCASCCITS
CICARCACTY CTOSCCARCTT CRATTACGAR TACCACATCOC TCCAGCEITS
CTCARCACTTY CTOSCARCTT CRATTACGAR TACCACATCOC TCCAGCCITS
CTCARCACTY CTOCCAACTT CRATTACGAR TACCACRTCOC CCCACCETTR
CTCARCACTTY CTOCCAACTT CRATTACGAR TACCACATCOC CCCACCOTTR
CTCARCATTT TTCCCAACTT CRATTACGAR TACCACATCOC CCCACCATTR
CTICAACATTY CTOCCAACTT CRATTACCAR TACCACATOC FOCACCATTR
CTCACCACTY CTOCCAACTT CRATTACCAR TACCACATOC CTCACCCITR
CTCRACCACTY CTSCCAACTT CRATTACGAR TACTACATCOC CRCACCCTTR
CTCARCAYTT CTCCCAACTT CRAYTACGAR TACCMCATCOC TCCACCCTTR
CTCARCACTT CTOCCAACTT CRATTACGAR TACCACATCOC TCCACCCITRE
CICARCACTT CTCCCAACTT CRATTACGAR TACCACATOC ACCACCCITS
CICARCACTT CTOCCAACTT CRATTACGAR TACTACATCOC CCCACCCTTR
CICARCACTY CTOSCCARCTT CRATTACGAR TACCACATOC CCCAGCATTR
CTCARCACTT TTCCCAACTT CRATTACGAR TACCACATCOC CCCACCATTR
CACARCACTY CTOCCAACTT CRATTACGAR TACCACRTCOC CCCACCETTR
CACRRACACTT CTOCCAACTT CRATTACGAR TACCACATCOC CCCASCCITRE
CICARCACTY CTOCCAACTT CRATTACCCR TACCACATOC CCCACCCTITR
CTCAACACTY CTACCAACTT CRATTAACCE TACCACATOC CCCACCCITR
CTCARCATTY CTOCCAACTT CAOTTACGAR TACCACRTCOC CCCACCETTR
CTCARCATTY CTOCCRACTT CRATTACGAR TACTACATCOC CCCASCCTTR
CTCACCACTT CTOCCARCTT CRATTACGAR TACCACATCOC CCCACCCITRE
CTICACCAYTY CTOCCAACTT CRATTACCAR TACCACATOC FOCACCOTTR
CTICARCACTT CTCCCAACTT CRATTACGAR TACCACATCOC CCCACCCITRE
CICARCACTY CTOSCCARCTT CRATTACGAR TACCACATOC CCCAGCCTTR
COCARCACTT CTOCCARCTT CRATTACGAR TACCACATCOC CCCACCCITR
CTCARCACTT CTOCCAACTT CRATTACGAR TACCACATCOC TCCACCOTTR
CICARCACTT CTOCCAACTC CRATTACGAR TACCACATCOC CCCASCCITRE
CICARCACTT CTOCCAACTC CRATTACGAR TACCACATCOC CCCASCCTTRE
CICARCACTY CTOCCAACTT CRATTACCAR TOOCCCATOC CCCACCCTITR
CTCARCACTY CTOCCAACTT CRATTACGAR TCOCCCATOC CCCACCETTR
CTCARCACTT CTOCCAACTT CRATTACGAR TACCACRTCOC CCCACCATTR
CTCARCACTT TTCCCAACTT CRATTACGAR TACCACATCOC CCCACCATTR
CICARACACTY CTOCCAACTT CRATTACCAR TACCACATOC CCCACCOCTR
CTICAACACTY CTOCCARCTT CRATTACCAR TACCACATOC CCCACCOCTR
CTCRAMAMTT CTESEARRTT CAATTASGAR TACCACETOT CECAGGETTA
CTICRRAGACTT CTESEARRTT CAATTAGGEAR TACCACETIT CECABGETTA
CTCARCACTT CTOCCACCTT CRATTACGAR TACCACROCC CCCACCCITR
CICARCACTT CTARCACCTT CRATTAACAR TACCACACCC CCCABCCTTRE
CTICARCACTT CTOCCAACTT CRATTACGAR TACTACATCOC ACCACCCTTRE
CICARCACTY CTOSCCARCTT CRATTACGAR TACCACATOC MCCAGCCCTTR
CTCARACACTY CTOCCAACTY CRATTACCAR TACCACATOC CCCACCCITR
CTCARCACTY CTOCCAACTT CRATTACGAR TACCACRTCOC CCCACCETTR
CICARCATTT CTOCCAACTC CRATTACGAR TACCUCATCOC TCCASCCITRE
CTCARCATTT CTOCCARCTC CRAYTACGAR TACCCCATCOC TCCACCCITRE
CICARACACTY CTOCCAACTT CRATTACCAR TACCACATOC YFOCACCOTTR
CTCARCACTT CTOCCAACTT CRATTACGAR TACCACATOC MCCACCCETR
CTICARCACTY CTOSCCARCTT CRATTACGAR TACCACATOC CCCAGCCTTR
CTCARCACTT CTOCCARCTY CRATTACGAR TACCACATCOC CCCACCCITR
CTCARCACTT CTOCCAACTT CRATTACGAR TACCACATCOC CCCACCCTTRE
CICARCACTT CTOCCAACTT CRATTACGAR TACCACATCOC CCCACCETTR
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CRATTRCGEE TACTRCETCC CECRGGSETTR
CRATTREGEE TACTRCETCC CECRGGSETTR
CRATTRCGEE TACTRCETCC CEOGGEEECTIR
CRATTRCGER TACCRCETCC CECGAGECTR
CRATTREGRE TACCRCETCOC CFCRGEATTE
CARTTRCGEE TACTRCETCC CECRGGEATTE
CRATTRCGEE TACTRCETCC CECRGGSETTR
CRATTRCGEE TACCRCETCC CECRGGEETTR
CARTTRCGEE TACTRCETCC CECRGEETTR
CARTTRCGRR TACCRCETCC CECRGSETTIR
CRATTRCGEE TACCTRCREOCC CECRGGEETTR
CRATTRCGER TACCRCEOCC CECRGGEETTR
CRATTRCERR TACCRCETOC CSCRGSSTIR
CRATTRCGEE TACTRCETCC CECRGERTTIR
CRATTRCGRR TACCRCETCC CECRGSETTIR
CRATTRCGEE TACTRCETCC CECRGSETTR
CRATTREGER TACTRCETCC CECRGGSETTR
CRATTRCERR TACCRCETOC CECRGSSTIR
CRATTRCGEE TACTRCETCC CGCRGGEATTRE
CRATTRCGRE TACCRCETOC MSCRGEATTE
CRATTRCGEE TACTRCETCC CTCRGGSETTIR
CRATTRCGER TACCRCETCC CTCRGSETTR
CRATTRCERR TACCICRTCC CSCRGEATTR
CRATTRCGEE TACCICETCC CECRGGEATTRE
CRATTRCGER TACCRACETCC COCRGCENIR
CRATTACCGR TACCACATOC COCAGCSTTRE
CRATTRCGEE TACCRCETCC TECRGGSETTR
CRATTRCERR TACCRACETOC TECRGSSTIR
CRATTRCGEE TACTRCETCC RGCRGGETTR
CRAYTRCCAR TACTRCETCOC RCCRCCETTR
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ACTACTEERET GISSEISATE CRTATTITITIC
ACTACTCEAT CTCCCTEATC CATATITITC
ACTACTCEAT CTCCCTEATC CATATITITC
ACTACTCEAT CTCCCTCEAYC CATATITITC
ACTACTCEAT CTCCCTEACE CATATITITC
ACTACTEERET GIRSETSATE CRTATTITTIC
ACTACTACAT GTACCTEATC CATRTTTTTC
ACTACTCEAT CTCCCTEATC CATATITITC
ACTACTCEAT CTCCCTEATC CATATITITC
ACTACTCEAT CTCCCTEATC CATATITITC
ACTACTCEAT GTCCCTEATCE CATATITITC
ACTACTCEAT CTCCCTEATC CATATITITC
ACTACTCEAT CTCCCTEATC CATATITITC
ACTACTRCAT CTCCCTEATC CATATITITC
ACTACTCEAT GTCCCTEATC CATATITITC
ACTACTCEAT GTCCCTEATCE CATATITITC
ACTACTCEAT CTCCCTEATC CATATITITC
ACTACTCEAT GTCCCTEATC CATATITCTC
ASTACTGEAT GIGSEISATE CATATTTICIC
ACTACTCEAT CTCCCTEATC CATATITITC
ACTACTCEAT GTCGCTEATCE CATATITITC
ACTACTACAT CTCCCTCEATC CATATITITC
ACTACTACAT CTCCCTEATC CATATITITC
ASTACTGEAT GIGSEISATE CATATTITTIC
ACTACTCEAT CTCCCTEATC CATATITITC
ACTACTCEAT GTCGCTEATCE CATATITITC
ASTACTGEAT GIGSEISATE CATATTITTIC
ACTACTCEAT GTACCTEATC CATATITITC
ASTACTGGEAT GIAGEISATE CATATTITTIC
ACTACTCEAT CTCCCACATC CATATITITC
ACTACTACAT GTAGCCACATC CATATITITC
ASTATTGGEAT GIGSEISATE CATATTITTIC
ACTATTCEAT CTCCCTEATC CATATITITC
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AARBACKACE AATCTATAMT ACTACTCCAT CICOCCTCATC CATATTTTIC
AARBRCAACE AATCAATEAC RCTWCTCCAT CICCCTCATC CATATTTTITIC
AARBACKARR AATCACTAMT ACTACTCCAT CICOCCTCATC CATATTTTIIC
AABBRCARRR AATCACTEAC RCTACTCCAT CICSCTGATC CATATTTTITC
AARRRCAARR AATCACTEAC ACTACTCCAT CICCCTGATC CCTATTITITC
AARBRCARRR AATCACTEAC RCTACTCCAT CICSCTCATC CCTATTITITC
AARRRCAARP AATCACTEAC ACTCTTCCAT CICCCTGATC CATATTITITC
AABBRCAARD AATCACTEAC RCTATTCCAT CICCCTCATC CATATTTITC
AAABRCAARR ACTCACTELC ACTACTCCAT CTCCCTCATC CATATTITTITC
AARRRCAARR ACTCACTEAC ACTACTCEAT CIGCCTEATE CATATTITITC
AAABRCAARD AATCACTELC ACTACTCCAT CICCCTCATC CATATTITITC
AARRRCAMRR AATCADTAAC ACTACTCEAT CIGCCTEATC CATATTITITC
ARRBACKCAR AATCACTAMT ACTACTACAT CICOCCCCATC CATATTTTITIC
AARRRCACAR AATCACTREAC ACTACTACAT CIGCCYGATC CATATTITITC
AACARACKARR AATCACTAMT ACTAYTRCAT CICOCCTGATC CATATTTTIC
AACARCAMRR AATCACTREAC ACTACTCEAT CIGCCTGATE CATATTITITC
ARRATCAARR AATCACTAMT ACTACTACAT CICOCCTCATC CATATTTIIC
AABATCAARR AATCACTEAC RCTACTACAT CIRACTCATC CATATTTITC
ARRBACKARR AATCACTAMT ARTACTCCAT CICOCCTCATC CATACTCITC
AABBRCARRR AATCACTEAC RCTACTCCAT CICCCTGATC CATACTITIC
ARBBACKARR AATCACTAMT ACTACTCCAT CICOCCTCATC CATATTTTIIC
BADBRCARRR AATCACTEAT CCTACTCCAT CICCCTGATC CATATTTITC
AARRRCAARR AATCACTEAC ACTACTCCAT CICCCGCATC CATATTITITC
AAABRCARRR AATCACTEAC ACTACTCCAT CICCCGCATC CATATTITITC
AAARRCAMME AATCACTEAC ACTACTCCAT CICCCTGATC CATATITITC
BARRRCAARR AATCACTEAC ACTACTCEAT CIGCCTEATC CATATTITITC
AAABRCAARD AATCACTELC ACTACTCCAT CICCCTCATC CATATTITITC
AARRRCAARR AATCACTREAC ACTACTCEAT CIGCCTEATE CATATTITITC
AAABRCAARR AATCACTEAC ACTACTCCAT CICCCTCATC CATACTICTC
AARRRCAMRR AATCACTEAC ACTACTRCAT CIGCCTEATC CATACTICTC
AARBACKARR AMCCACTAMT ACTACTCCAT CICOCCTCATC CATATTTTITIC
AARRRCAMRR AACCACTREAC ACTACTCEAT CIGCCTGATC CATATTITITC
AARBACKARR AATCACTAMT ACTACTACAT CICOCCTCATC CATATTTTIIC
AABBRCARRR AATCACTEAC BCTACTACAT CIRACTCATC CATATTTITC
AABBACKARR AATCACTAMT ACTRCTCCAT CICOCONCATC CATATTTITC
AABABRCAARR AATCACTEAC RCTACTCCAT CICCCTGATC CATATTTITIC
AARBACKARR AATCACTAMT ACTACTCCAT CIACCRCATC CATATTTITC
AARBRCAACE AATCACTEAC RCTRCTCCAE CIRCCACATC CATATTTITC
AARARRCAARR AATCACTEAC ACTACTCCAT CICCCTGATC CATATITITC
AAABRCAARD AATCACTEAC RCTACTCCAT CICCCTCATC CATATTITITC
AAARRCAARR AATCACTEAC BCTATTACAT CICCCTGATC CATATTITITC
AARRRCARRR AATCACTRAAC ACTATTACAT CICCONGATC CATATTTITC
AAABRCACAR ADTCACTELC ACTACTCCAT CTCCCTCATC CCTATTTEIC
RARRRCACER ADTCACTREAC ACTACTCEAT CISSCTER — ———
AAABCCAACT AATCACTREAC ACTACTCCAT CICCCTCATC CATATTTTITC
RARRCCAMCE AATCACTREAC ACTACTCEAT CIGCCTEATC CATATTITITC
AACAACKARR AATCACTAMT ACTACTCCAT CICOCTCATC CATATTTTIIC
RARRRCAMRR AATCACTREAC ACTACTACAT CIGCCTGATC CATATTITITC
ARRBACKALE ACTCACTAMT ACTACTCCAT CICOCCTCATC CATATTTITC
AARBRCAACE ACTCACTRAC RCTACTCCAT CICSCTGATC CATATTTITC
AARBACKARR ACTCACTAMT ACTATTCCAT CICOCCTCATC CATATTTITIC
OARBBRCARRR ACTCACTEAC RCTATTCCAT CICSCTGATC CATATTTITC
AARBACKALE AATCACTAMT ACTCCTACAT CICOCCGCATC CATATTTITC
AARBRCAACE AATCACTEAC ACTCCTACAT CICCCGCATC CATATTITTITIC
AAARRCAMME AATCACTEAC ACTACTCCAT CICCCHGATC CATWITITIC
AAABRCARRR AATCACTEAC RCTACTCCAT CICCCGCATC CATATTTITC
AARARRCAARR AATCACTEAC ACTACTCCAT CICCCTGATC CATATITITC
AAABRCAARD AATCACTEAC RCTACTCCAT CICCCTCATC CATATTITITC
AARROCAARR AATCACTEAC ACTACTCCAT CIRACCTGATC CATATTITITC
AARRAQCARRR AATCACTEAC ACTACTCEAT CTACCTGATC CATATTITITC
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ACTTCOCTTE CATCAACACT TCACCRACTE TACTCCATTT ACCATEOCTRE
ACTTCOCTTRE TCACRRACTE TACTCCATIT ACCATACCTE
ACTTCOCTTE CATRAACACT TCACARACTE TACTCCATTT ACCATEOCTRE
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CCATARACAR TCACACROTR ATCACTACAR TCTCCTCOCR
CCATRERACEE TCRCACROTR ATCACTRCAL TCTCCTCOCR
CTATARACRAR TCACACRLTR ATCACTACAR TCTACTICCRE
CTATEMACREE TCRCACROTR ATCACTRCAL TCTCCTTICCR
ACARACRE TCACACROCR ATCACTRCAL TCTCCTICCR
CTANBRACEE TCRCACROCR ATCACTRCAL TCSTCCTTOCE
CIMTERACRE TERCRCROTR ATCRARTRACRR TEIGOTTIOCR
EICTARACREE TEASM AR ATCR
CTATARARAR TEACSRMADTR ATCARCTACAN
CTATARACRE TCRCACROTR ATCACTRCAR
CTATARARAR TEACSRMADTR ATCACTACAA TETACTICCR
CTATERACEE TCACACROTR ATCACTRCAL TCTACTTICCE
CTACARATAR TCACACRLTR ATCACTACAR TCTCCTCOCR
CTACERATREE TCACACROTR ATCACTRCAL TCTCCTCOCE
SCRAERRATREE TERCRCROTR ATCRCTRACRAR TEIGOTIOCR
CTACARATER TCACACROTR ATCACTRCAL TSTCCTTOCE
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ETACRRA 2R TEACAMACTE COCATTACEAT ATCARCTATAM
ACRRLCRR TCACACACCA CCCARTACRT ATCRCTRCRA
ETACRARATAR TCEACAMALTE COCATTACEAT ATCRCTACAN
ACERACRE TCACACROCR COCATTACAT X ACRA
STACRRAARAR TEACACACTR GEEATTA ATCRETACRR
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CTTAGRGOCT TTTAGARRTC BAAATOTRAGE ARTRGTTATC TATCRATACR
CTTRAEAECCT TITAGRERETC BRAATCOCRGE ABTRGTTATC TATCEATACE
CTTGEACCCT TTTACARRALC BAMATOCAGE CRTACTTATC TATCRRTACE
CTTGEACCCT TTTACARRALC BAAATOCAGE CRTACTTATC TATCRRTACE
CTTACASITTY TTITACARRLT BAAATITACE CATACATATC TATCARTACR
CTTRERECCT TTITAGRREAC BRARTCOCAGE CETRAZTATC TATCRERTACE
CTTRAERCCCT TICAGRRRECE BRARTCOCRCE ARTRCTTATC TATCRERTACR
CTTRERECCT TICAGREREGCE BRAATCOCRGE AETRGTTATC TATCEATACE
TYTRAEAEOCT TITAGREEAC BRAATCOCRGE CETRGTTATC TATCERTACE
TTTRAERCOCT TTTAGAREAC ERAATCOCRGE CETRSTTATC TATCRERTACR
CTTAGRGOCC TTTAGARRALC BRAAATOTRAGRE CRTAMGTTATC TATCRATACR
CTTREAECCC TTITAGREEAC BRAATCOCRGE CETRGTTATC TATCERTACE
TITRGAEOCT TITAGREEAC BRAATCOCRGE RETRGCTATT TATCERTACE
CTTREACCCT TTTACARRAC BAAATCCAGE ARTACCTATT TATCRRTACE
CTTAGACCOCT TTTACARRALC BAAATCCAGE ARTACTTATT TATCRRTACE
CTTRERECCT TTITAGRREAC BRAATCOCRGE ARTRCTTATT TATCRERTACR
CTTRAGRCCCT TTTAGRRREAC BRARTCOCRCE CRTRCTTATC TATCRSTACE
CTTACRACCOCT TTTACARRALC BAAATCOCAGE CRTACTTATC TATCRSTACE
CTTRERRGCT TITAGRERETC BRAATCOCRGE CETRGTTATC TATCERTACE
CTTRERRGCT TITAGREETC BERAATCOCRGE CETRGTTATC TATCERTACE
CTTGEACOCT TTTACARRAC BAAATCTAGE CRTACTTATC TATCAATACRE
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CTTAGRACCCT TTTACARRALC BAAATOCAGE CRTACTTATC TATCRRTACE
TITACACCOCT TTTACARRALC BAAATOCAGE CRTACTTATC TATCRARTACE
TITACACCOCT TTTACARRALC BAAATOCAGE CRTACTTATC TATCRSTACR
CTTRERRCCT TTTAGRREAC BRARTCOCRGE CETRSTTATC TATCRRTACR
CTTRAGRRCCT TTTAGRRRAC BRARTCOCRCE CETRCTTATC TATCREATATR
CTTRERECCT TITAGRERECE BERAATCOCRGE CETRGTTATC TATCERTACE
CTTRERECCT TITAGREECE BRAATCOCRGE CETRETIATC TATCERTACE
CTTRERCCOCT TTTACGRREAC BERAATCCRCE CERTRGNFATC TATCRERTAOR
CTTRGRECCT TITAGREEAC BRABCCOCRGE CETRATTATC TATCERTACE
CTTRGRECCT TITAGREEAC BRABCCOCRGE CETRATTATC TATCERTACE
CTTAGACCCT TTTACARRACC BAMATCCAGE ARTACTTATC TAOCRARTACR
CTTACACCOCT TTTACARRACE BAAATOCAGE ARTACTTATC TATCRRTACE
CTTRERECCT TTITRGRREAC BRARTCOCRGE ARTSETTATT TATCRERTACE
CTTRAGRECCT TTITAGRRRAC BRARTCCRCE ARTSETTIATT TATCRERTACR
ATTCEACCTT TTTACARRAS BAANTITALE ASTASTCATC TCTCAATACR
MITGERACCCT TTITAGREEAC BRAATCOCRGE AGTRGTCRTC TETCEATACE
CTTRAERECCC TTITAGAGCRG BRAATCOCRGE AGTSEDSATC TROCEATATE
CTTRAERCOCC TTTRGACCORG BRAATOCRCE ACTSCTGEATC TROCERTAITRE
CTTGERAGOCT TTTAGARRALC BRAAATIOTRAGE CERTRGTTATC TATCRATRCR
CITGEAECCT TTITAGREEAC BRAATCOCRGE CETRGTTATC TATCEATACS
FTITACACCCT TTTACARRAC BAAATOCAGE CRTACTTATC TATCRRTACE
CTTAGACCOCT TTTACARRALC BAAATOCAGE CRTACTTATC TATCRRTACE
CTTACRACCOCT TTTACARRACE BAMATCOCAGE CRTACTRAATC TATCRRTACE
CTTRERECCT TTITAGRRRECC BRAATCOCRGE CRTRCTEATC TATCRERTACR
S LN JTpupny DI e e Dtru PRy e p——
26D 270 =20 250 200
TCEATEATTT GIATGCTASER TCTGAECTTAC ARRTACCCCR GCATRSRACR
TREATEATTT GIATGTAGGER TCDGACTTEG ABRTAGGECRE RCATERRGCR
TREATEATTT GIATCINGGER TCDGACTTAG ABRTAGGECE RCATERRGCR
TCCATCATTY CTATCTASCR TCTGACTTAS ARRTACCAA ACATACMOCR
TCCATCGATTY CTATCTAGCR TCTGATTTAG ARRTACCACA ACACRCMLOCR
TEEATEATTT GIATGTAGGER TCTGAYITAG ARRTAGGACR RCATRGRATE
TCCATCATTY CTATCTACCA TCTGACTTAS ARRTACAMCS ACATACANTA
TCCATCATTY CTATATACCA TCTGACTTAS ARRTACCOCR GCATACAACR
TCCATCATTY CTATATACCA TCTGACTTAS ARRTACCOCR GCATACAACR
TCEATEATTT CIATCTASGER TCTEACTTAS ARZRTACCCCR GCATRSRAECR
TEEATEATTT GIATGCTERGT TCTGEACTTAS ARETACGCCE GCATRSRGCR
TEEATEATTT GIATGTAGER TCDGACTTAG ABRTAGGECR GCATRGRGRR
TEEATEATTT GIATGTAGER TCDGACTTAG ARRTAGGECE GCATRGRGRR
TEEATEATTT GIATCTAGEM TCDGACTTAG ABRTAGACCR GCATRGSRGCR
TCCATCATTY CTATCTASCR TCTGACTTAS ARRTACCOCA RCATACMOCR
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BAAARTROACE AACTCACACA OCATFTICTTC ARCTOCCCAT TTACCRCACT
BAARTROARE AACTCACACE CrATITCITE ACATOCOCOCT TTACCRCACT
AAMATACAAL AACTCACACA CUATTICTITIC ACATCCOOCT TTACCACADCT
BAARTROACE AATTCACACA RCATCTCITE ARCTECCCEAT TTACCRCACT
RAMATALOACE AATTCACACA RCATCTCTTC ARCTCCCCAT TTACCRCALT
BACATROACE AACTAACCCR RACATCTCTITC ARCTOCCCAC TTACCRCACT
BACRTROACE AACTAACCCR ACATCTCITE ARCTOCOCEAC TTACCRCACT
AAMATACACEC AACTCACACA ACATCTICTITC ACCTCCCOCT TTACCACADT
RAMATALOACE AACTCACACA RCATCTCTTC ACCTCCCCCT TTACCRCALT
BAMATACACEC AACTCACACA RCATCTCITC ACCTCCCCAC TTACCROCCT
BAARTROACE AACTCACACE BCATCTCITE ACCTOCOEAC TTACCROOOC
AAMATACACEC AACTAACASA ACATCTCTITIC AACTCCOCAC TTACCACADCT
BAARTRCACE AACTAACACA RACATCTCITC ARCTOCCCAC TTACCRCACT
BAMATRCACE AACTCACACA RCATCTCITC ACRTCCCCCT TTACCRCALT
BADRTROACE AACTCACACA RCATCTCITE ACCTOCCEAT TTACCRCACT
AAMATRCACE AACTCACACE ACATCTICITC ACCTCCCCAT TTAFCRACROT
AAAATROAAC AACTCACACA ACATCTCITC ARRTOCCOCT TTACRRCACT
BAMATACAAC AACTCACACA RCATCTCITC ARRTCCCOCT TTACRRCALT
AARATACACEC AACTCACACA ACATCTCITC ARCTCCE TTACCRCACT
RAAATALOACE AACTCACACE RCATCTCTTC ACCTCCD TTACCROACT
BAAARTROACE AACTCACACA RACATITCITC ACCTOCCCAT TYACCRCACT
BAARTROACE AACTPACACA RCATITCITG ARCTOCCEAT TTACCRCACT
AARATACACEC AACTCACACW ACACCTCTES ARCTCCCCAC TIWFTACACT
RAARTALOACD ACCTCACACR RCATCTCTTC ARCTCCD TTACCROACT
BAARTROACE ACCTCACACR ACATCTCITG ARCTOGE TIACCRCACT
BAARTROACEC AACTAMACACA RCATCTCITE ACCTOCCOCC TTACCRCACT
AAMATRCACE AACTAACACE ACATCTICTTC ACCTCCOOCC TCACCRCROT
RAAATRLOACE AACTCACACA RCATCTCTTE ACCTCCCCAT TTACCRCALT
BAMATACACEC AACTCACACA RCATCTCITE ACCTCCCCAT TTACCRCALT
BACATMCARE ACCTCACEOE ACAYCTCTITE ARCTOCOCEAT TTACCRCACT
AACATACAAEL ACCTCACCOC ACACCTCITC ARCTCCE TIACCRCACC
BAAARTRCACC ACCTAACACA ACATCTACTC ACATOCG TTACCRCACT
BAMATRCACC ACCTAACACE RCATCTACTC ACRTCCCCAT TTACCRCALT
AAMATACACE AACTCACACA ACATCTCTIEG ARCTCCE TTRMCRACACT
BAARTROACE AACTCACACA RCATCTCITC ARCTOCCCEAT TTACCRCAOT
AAMATRCACE ACTTCACACE ACATCTICTTC ACCTOCOCAT TTACCRCROT
AAARTROACE ACTTCACACA ACATCTCITC ACCTOCC TTACCRCACT
AAMATACACEC AACTAACAAA TCATCTATTEA ACCTCCCCAT TTACCACADCT
BAARTROACEC AACTAMCARA TCAFCTATTE ACCTECCCEAT TTACCRCACT
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SeAAREAE CATIALAAAL ARTCTATT TOTTTOCATC CocTAmcanc BOSTT TOCATOCTCR. TARRTGEACR CTACRGOCTE TASTCCTEOT
ACACRARARE CATCAGARAG BACTTOCATT TCTTTGGATG GOCTATGARC i oI AT o e
ACACEAAMALC CATCACARAC AMCCTCOCATT CCTITTRCATC COTTATCARC g ToETooTeR T—'[‘“ ST CoETEmTER et
ACACEAAMAC CATCACARAC AMCCTOCATT CCITTGEATC COTTATCARC i ToETOoCTER -r_-[ul SERCR STROACCUTR TRRERECTECC
BCACRRARRR ARAG RACCCCOCATT OCTTTGEATG GOTTATGARC TOCRTCCTER TRRATOCACR CIACRSCOTR TRRRGCTSCC
AEACRAAARR CATCAEARAG BAMCCCOCATT r.:rr_r:;raﬂg GETTATEARC mor ITOCETOCTER TARATCCACR SIACASTOTR TRETECTECC
amaaai CErraseaan AT TrreeaTe Sorraeas PoII TOCATOCTER. TARRTGEACR GTACEGYCTE TAGTGCTEOT
< BE1T TOCATOCTGR. TARRTGEACR CTACRGOCAR TASTCCTEOT
ACACEAAMAL CATCACARAC AMCCCOCATT TCITTGCATC COTTATCARC moaTT
ACACEAAARR CATCACARAC AMCCTOCATT CCITTGEATC COTTATCARC
Py Hnlmsmsmmgsmm BEsT TOATOCTER. TARRTGEACR GTACEGOCTE TAGTGCTEOT
IECERAIE ICiRiRc IAoOTOCAAT CUTTIEEAIE ETIRTERRC BE3TT TOCAYOCTGRE. TARRTGEACR CTACRGOCTE TASTCCTECT
o iiiis Camaias A T e BEaT TOCATOCTGR. TARRTGEACR CIGCRGOCTE TASTCCTECT
Ioiraiiii caTmoiiie EacereraTr CrrTrocaiTe cosrEToane PEaII TOCATCCTGE. TARRTGEACR GTGCREGOCTE TAGTGCTEDT
S—— == BEST TOCATOCTGR. TARRTGEACR CTACRGOCTE TARTGCTEOT
e PESII TOTATOCTER. TARRTGEACR GTACEGOCTE TARTGCTEOT
IR CITenRAs ocooTTT CoToresre comrETes BETT TOCATOCTGR. TARRTGEACR CTACRGOCTE TASTCCTEOT
Toarmaiais caraceaas e o e BETII TOCATOCTCR. TARRTGEACR CTACRGOCTE TASTCCTROT
p— PrZET TOCRTOCOCER TRRATEEACRE ETACRECCTRE TRRRECTECD
ACACRRAARR CATCAGARAG EACMTCCATT CCTTTGEATG GOGTATGARC meaIT TerEiTomemE TAIITooLTA STASRoCCTI TALioTToos
ACACEAAARR CATCACARAC AMCCYOCATT CCITTGEATC COTTATCARC T rATOTer TARATLOLIE Lrarmerra ToETarooo
ACACEAAARR CATCACARAC AMCCYOCA-T CCTTTGEATC COTTATCARC
T T Ty o memes BG0T TOCATOCTGR. TARCTGEACR CTACRGOCTE TASTCCTECT
= o= PGOIT TOTATCOCTER. TARRTGEACR GTACEGOCTE TAGTGOTEOT
ACACRRAARR CATCAGARAG AMCCCCCATT CCTTTGEATG GOTTATGARC BEAT ToTATooToL TITATooLon ATicnoooTI TRiTooTooo
ACACRARARAR CATCAGARAG AMCCCOCATT CCTTTGEATC GOTTATGAAC . TOCETOCTER TERITOCATR CrACEoToTR TRETECTECT
IEICERRAIE CIChRIRC IIOCCTEAT COTTEEEAIC EETIRTERRC mG2I TOCATCCTGE. TARRTGEACR GTACEGOCTE TAGTGCTEOT
ACACRRAARR CATCAGARAG AMCCCCCATT CCTTTGEATG GOTTATGARC i— PArATOCTEL TALATECLEE CTACRECCTI TACTETTEOC
ACACRRAARR CATCAGARAG EAAMCCCCCATT CCTTTGEATG GOTTATGARC i SirieorTo: TERiTooia foacmoooTI Ta
ACACAACIAR CATCAGARAG AMCCCOCATT CCITTGEATC GOTTATGASC meaT IITETOTTER TRAATOSRT ToATEmoTR TReTERTESS
ACACAACIAR CATCAGARAG AMCCCCCATT CCTTTGEATC GOUTATCASC g S eATOoTEA TARATLOATA LTACRoCLTI TASTECTECC
ACATRAAAAR CATCAGARAG AMCCTCCATT CCITTGEATC COCTATCARC mEET ToCETOCTEL TALATEEIoN STLCREoCTRI TRoTIoTooC
BCATEZAMRR TATCAGARAG AMCCTCCATT CCTTTGEATC GOGTATGARC i TeCAiToTEL TAIiTooLIA STACRoCLTI TAcTocToo-
ACACRRAARR CATCAGARAG EAAMCCTCCATT TCITTGEATG GEATATGARC p— AT orTo: TARETooSTE LoAmoceTI TAccorTooo
ACACAAAARAR CATCAGARAG AMCCTCCATT TCITTGEATC COATATCAAC RETIT TEATCTEL TARATECLE ATACRECTI TALToTTOo—
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TOCATOCTE: TARATCCACA CTACRCOCTE TARCACTCOT BOAMARMCAC
TOCATOOTER TRARATECAME CTACRECCTE TAACROTEOT RCAARRACAT
TICATOCTE: CARATCCACR CTACRCOCTE TACTCCTGOT BOAMARACAC
TICATOCTCR CABATCCACE CTACBRCUCTE TACTCCTCOC RCAARRACALC
TOCATOCTEE TARATCCACR CTACACUOCTE TARAACTACT RCAARRACA[
TOCATOCTER TARATCCACR CTACACUCTE TARAACTACT RACARARACAC
TOCATOCTES TARATCCACR CTACBCOCTE TACTCCTGOT BOAMARACAC
TOCATOCTE: TARATCCACA CTACRCOCTE TACTCCTCOT BCAMARMCAC
TOCATOCTCER TARATCCACR CTACRCCOCTE TACTCCTCOT RCAARRACA™
TOCATOCTCER TARATCCACR CTACRCUOCTE TARACCTCOC BCAABRACAR
TOCATOCTE: TARATCCACR CTACRCOCTE TARACCTCOD BCAAARACAR
TOCATOCTER TARATCCAMR: CTACRCCOCTE TACTCCTCEOT BCAARRACA
TOCATOCTE: TARATCCACR CTACRCOCTE TACTCCTGOT BCAMARACAC
TOCATOCTER TARATCCACR CTACRCUCTE TAATCCTCOC RCAARRDCALC
TOCATOCTCEE TARATCCACE CTACRCCOCTE TAATCCTCOT RCAARRACA™
TOCATOCTCR TARATCCACR CTACACUCTE TARAACTCOT ACAARRCCA™
TOCATOCTE: TARATCCACA CTACRCOCTE TARRACTCOT BCAMARCCAC
TOCATOCTC: TARATCCACA CTACRCOCTE TAANCCTCOT BCAMARACAN
TOCATOCTE: TARATCCACR CTACRCTCTE TACTCCTCOT BCAAARCCAT
TOCATOCTER TARATCCACR CTACRCTCTE TACTCCTCOC RCAARRCCAT
TOCATOCTER TARATCCACR CICCACOCTE TAATCCTCOC RCAARRACA[
TOCATOCTCR TARATCCACR CTACACUCTE TAATCCTCOT RCAARRACA
TOCATOCTES CARATCCACR CTACBCOCTE TAGARCTCOD BOAARRACAT
TOCATOCTCE: CARATCCACE CTACRCOCTE TACACCTCOT RCAAREACAY
TOCATOCTCEE TARATCCACE CTACRCCOCTE TACTCCTAOT RCAARRACA™
TOCATOCTCR TARATCCACR CTACACUCTE TACTCCTACT RACAARRACA
TICATOCTCR CABATCCACE CICCRCCOCTE TACACCTCOC RCAARRACAT
TICATOCTE: CARATCCACA —TCCRCOCTE TACRCCTCOT BCAMARMCAN
TOCATOCTER TARATCCAMR: CTACRCCOCTE TAAYCCTEOT BACAARRCCAC
TOCATOCTES TARATCCACR CTACRCOCTE TAATCCTGOT BCAMARCEAC
TOCATOCTER TARATCCACR CTACRCUCTE TACTCITCOC RCAARRCCALC
TOCATOCTER TARATCCACR CTACACUCTE TACTCITCOT ACAARRCCAC
TOCATOCTCE TARRTCCACR CTACACUCTE TAR COC ACAARADCAC
TOCATOOTER. TARATGEAR GTACAGITTRE TH COC ACAARRDCAY
SN PN Py PR [Ty [ R P "
1060 1070 1020 1000

ACCTEEACTS TCRATGACAT ACACARCTTE CTCCCCRARAT TCAATTC
ACCTCCEACTE CTCCCARMAT TCAATTC
ACCTCCEACTE CTCCEARLAY TCAATTC
ACCTCCACTE CTCCEARRAT TCRAATTC
ACCTOCACTC CTCCCARRAT TCAATTC
ACCTOCACTC CTCCCARACT TRAATTC
ACCTREACTS CTRCEARACT TRAAATTC
ACCTEEACTS CTCCEGARAT TRAATTC
ACCTCCACTE CTCCEGARAT TCRAATTC
ATCTECACTS CTCCCARRAT TRAATTC
ATCTCCACTE CTCCCARRAT TCAATTC
ACCTCCACT—

ACCTCCEACTE CTCCCARLAT TRAATTC
ACCTEEACTS CTCOCARMAT TCAATTC
ACCTCCACTE CTCCEARRAT TCRAATTC
ACCTCCACTE CTCCEARRAT TCRAATTC
ACCTECACTE CTCCCARRAT TCAATTC
ACCTEEACTS CTCCCEARRAT TWRATTC
ACCTECACTS CTOCCARRAT TRAATTC
ACCTCCEACTE CTCCCARMAT TCAATTC
ACCTECACTE CTCCCARRAT TCAATTC
ACCTCCACTE CTCCEARRAT TCRAATTC
ACCTOCACTC CTCCCARACT TCAATTC
ACCTOCACTC CTCCCARRAT TCAATTC
ACCTEEACTS

ACCTCCACTE

ACCTCCACTC TCRATCACAT ACAARLCTTE CTCCCARBRAT TRAATTC
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AECTECACTE TCARTEACRT ECACRRC—
LSCTGEACTS TCRATGACAT ACRGRRC —

ACCTECACTE TCAATCACAT ACACRRC—

ACCTECACTE TCAATCACAT ACACARCTYE CIGCEARAAT TAAATTG
ACTTECCACTE TCRAATCACAT ACACERCYTE CTCCCARMAT TRARTTC
ACCTCCACTC TCRATGACAT ACRACALCTTE CTACCARLAT TCRATTC
ACCTECACTE TCAATCACAT ACACRARTYE CTACCARAAT THRAATTG
ACCTECACTE TCAATCACAT ACACARACTYE CTGCEABAAT TEAATTG
ACCTECACTE TCAATCACAT ACACARACTYE CTGCEABAAT TEAATTG
ACCTECACTE TCRAATCATAT ACACARCCOTE CTRACCARMAT TCAATTC
ACCTECACTE TCAATCATAT ACACARACCTE CTRACCARMAT TEAATTCS
ACCTCCACTE TCRATGACAT ACRACALCTTE CTCCCARAAT TCRATTC
ACCTECACTE TCAATCACAT ACACRACTYE CTGCEARAAT TCAATTG
ACTTECACTE TCAATCACAT ACACARMCTTE CTGCCARAAT TARNTIC
ACCTCCACTE TCRATGACAT ACRACELCTTE CTCCCARLAT TRAATTC
ACCTCCACTE TCRATCACAT ACACALCTTE CTACCARLAT TCRATTC
ACCTCCACTC TCRATGACAT ACRACALCTTE CTACCARLAT TCRATTC
ACCTECACTE TCAATCACAT ACACRRACTTE CTACGARAAT TCAATTG
ACTTECACTE TCAATCACAT ACACARCTTE CTACCARAAT TARNTIC
ACCTCCACAC TCRATGACAT ACACALCTTE CTCCCARAAT TRAATTC
ACCTCCACTE TCRATGACAT ACRACALCTTE CTCCCARLAT TCRATTC
ACTTACAOTE TCAATCACAT ACACARCTTE CTARARAAT TCANTTC
ACCTECEACTE TCAATGACAT ACACARCTTE CICCCARMAT TCAATTC
ACCTCCACTE TYRAATCACAT ACRARLCTTE CTCCCARAAC TCRAATTC
ACCTCCACTE TCRATGACAT ACRARLCTTE CTCCCARAATY TCRAATTC
ACTTECACTE TCAATCACAT ACACARMCTTE CTCCCARAAT TCAATTC
ACCTCEACTE TCAATGACAT ACACARCTTE CICCCRAMAT TCAATTC
ACCTCCACTE ECAATGATAT ACACARCTTE CICCCARMAT TRAATTC
AECTEACTES TCRAATEAMAT EOACERE

ASCTEEACTS TCRATEACAT ACAGRRACTTE GISSEARRAAC TEAATTS
ACCTGEACTS TCAATGACAT ACACRRME———

ACCTCCACTE TCAATGACAT ACACARCTTE CICCCARMAT TRAATTC
ACCTCEACTE TCAATGACAT ACACARCTTE CICCCARMAT TRAATTC
ACCTCCACTE TCRATGACAT ACRACELCTTE CTCCCARAAT TRAATTC
ASCTEEACTS TCRATEACAT ACAGRAACTTE GTSSEARREAT TERATTS
ACCTECACTS TCAATCEACAT ACACALCTTE GCTSSCARAAT TCAATTS
ACCTCEACTE TCAATGACAT ACACARCTTE CICCCARMAT TRAATTC
ACCTCEACTE TCAATGACAT ACACARCTTE CICCCARMAT TRAATTC
ASCTEEACTS TCRATEACAT ACRERRACTTE GISSEARRAAC TRAATTS
ACCTECACTS TCAATCEACAT ACARRAACTTE CTSCCARAAC TRAATTS
ACCTCCACTE TCAATGACAT ACACARCTTE CICCCARMAT TCAATTC
ACCTEEACTE TCAATGAYAT ACACARCTTE CICCCARMAT TCAATTC
ACCTECEACTE TCAATGACAT ACACARCTTE CICCCARMAT TCAATTC
ACCTECACTS TCAATEACAT ACACARCTTE GTSSCARAAT TCAATTS
ACCTECACTE TCAATCAVAT ACAARACTYE CTIGCEABAAT TRAAATTG
ACCTECEACTE TCAATGACAT ACACARCTTE CICCCARMAT TCAATTC
ACCTECEACTE TCAATGACAT ACACARCTTE CICCCARMAT TCAATTC
ACCTECACTS TCRAATEACAT ACACARCTTE GTSSCARAAT TRAATTS
ACCTECACTE TCAATCACAT ACACARCTYE CIGCEARAAT TAAATTG
ACCTECACTE TCAATCACAT ACACARCTYE CIGCEARAAT TAAATTG
ACCTGEACTE TCRATG——

ACCTECACTE TCRAATCACAT ACACARCYTE CTCCCARMAT TCAATTC
ECCTEERACTE TCEATEACRAT ECRAERACTIE GICGCCABRAT TRAATIE
ECCTEERCTE TCEAATEETAT EACRAERAATTE GIGCCABRAT TRAATIGE
B

ACCTCEACTE TCAATGACAT ACACARCTTE CICCCARMAT TCAATTC
ACCTECACTE TCRAATCACAT ACACARCYTE CTCCCARMAT TCAATTC
ACCTCCACTC TCRATGACAT ACACALCTTE CTCCCARAAC TRAATTC
ACCTECACTE TCAATCACAT ACACRACTTE CTGCEARAAT TCAATTG
ACCTECACTE TCAATCACAT ACACARACTYE CTGCEABAAT TEAATTG
ACCTCCACTE TCRATCE —




Anexo 10. Sensibilidad de los programas utilizados para la deteccion de recombinacion
genetica del VIH-1 en ambos tiempos.

Programas Primer Tiempo Segundo Tiempo
Pol (%) Gag (%) Pol (%) Gag (%)
COMET HIV-1v2.2 100.0 100.0 100.0 100.0
REGAV3.0 100.0 82.6 100.0 82.6
JpHMM 100.0 97.8 100.0 95.7
RIP v3.0 100.0 100.0 100.0 97.8

Anexo 11. Eventos recombinantes del VIH-1 de la poblacién militar.
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Anexo 11Ay 11B. Eventos recombinantes por la plataforma jpHMM HIV-1 (fragmento del gen Pol)
A) Tipo de recombinacion A1/C/G del participante PM062 en el primer tiempo. Al= Rojo; G= Verde;
C= Marron. B) Tipo de recombinacion A1/G del participante PM062 del segundo tiempo. Al= Rojo;
G= Verde.
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Anexo 11C y 11D. Eventos recombinantes por la plataforma REGA HIV-1(fragmento del gen Pol)
C) Tipo de recombinacion CRF02_AG del participante PM062 en el primer tiempo. D) Tipo de
recombinacion CRF02_AG del participante PM062 en el segundo tiempo.
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Anexo 11E y 11F. Eventos recombinantes por la plataforma REGA HIV-1(fragmento del
gen Pol) E) Tipo de recombinacién B/D del participante PM010 en el primer tiempo. B=
Celeste; D= Rosado F) Tipo de recombinacion B/D del participante PM024 en el segundo
tiempo. B= Celeste; D= Rosado.
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Anexo 11G. Evento recombinante (Plot) B/D en el participante PM043 del segundo tiempo por la
plataforma RIP HIV-1(fragmento del gen Pol). B= Rojo; D= Verde.
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Anexo 11H. Evento recombinante por la plataforma jpHMM HIV-1 (fragmento del gen Gag)
Fragmento de la porcién p24 — p7 del gen Gag, Subtipo Al = Rojo.
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Anexo 12. Conteo de mutaciones de resistencia por grupo inhibidor en el personal militar.
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CONTEO DE MUTACIONES DE RESISTENCIA A INTR
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Anexo 12. A) Conteo de mutaciones de resistencia del VIH-1 a Inhibidores de la Proteasa en el
personal militar en ambos tiempos. B) Conteo de mutaciones de resistencia del VIH-1 a Inhibidores
no nucledsidos de la Transcriptasa Reversa en el personal militar en ambos tiempos. C) Conteo de
mutaciones de resistencia del VIH-1 a Inhibidores nucledsidos de la Transcriptasa Reversa en el
personal militar en ambos tiempos.

101



Anexo 13. Recuento linfocitario y carga viral del VIH-1 de la poblacion militar.

Primer tiempo

Segundo tiempo

Paciente Diferencia de = n R n
(codigo tiempo egg; 0 Carga viral egg; 0 Carga viral

asignado) | (Anfos, meses) (células/mL) (copias/mL) (células/mL) (copias/mL)
PMO001 1 afo, 3 meses 816 <40* 1048 <40*
PMO002 1 afio, 3 meses 343 Target Not Detected 567 <40*
PMO003 1 afo, 5 meses 415 ND 476 <20**
PMO005 1 afo, 5 meses 874 Muestra rechazada 954 <20**
PMO006 1 afio, 1 mes 795 Target Not Detected 1363 Target Not Detected
PMO007 1 afio, 1 mes 666 Target Not Detected 611 Target Not Detected
PMO008 1 afio, 1 mes 593 Target Not Detected 733 Target Not Detected
PMO009 1 afio, 1 mes 473 Target Not Detected 467 Target Not Detected
PMO010 1 afo, 4 meses 319 <40* 310 79.3
PMO0O11 1 afio, 4 meses 501 2013 678 Target Not Detected
PMO012 1 afio 1010,5 Target Not Detected 1215 <20**
PMO013 1 afio 363 Target Not Detected 486 <40*
PMO015 1 afio, 5 meses 492,43 Target Not Detected 573 <20**
PMO016 1 afio, 1 mes 751 Target Not Detected 967 Target Not detected
PMO017 1 afio, 7 meses 632 279 588 <20**
PMO019 1 afio 683,65 <40* 617 Target Not Detected
PMO020 2 afos, 8 meses 373 Target Not Detected 266 Target Not Detected
PMO021 1 afio, 2 meses 785,75 Target Not Detected 1000 Target Not Detected
PMO023 1 afio 352 Target Not Detected 366 Target Not Detected
PMO024 1 afio 434 Target Not Detected 429 Target Not Detected
PMO025 1 afio, 2 meses 39 Target Not Detected 271 Target Not Detected
PMO027 2 afnos, 6 meses 891 Target Not Detected 1003 Target Not Detected
PMO028 1 afio, 1 mes 333 Target Not Detected 464 85
PMO029 7 meses 415 Target Not Detected 455 Target Not detected
PMO030 1 afio, 2 meses 504 Target Not Detected 566 <20**
PMO031 1 afo, 6 meses 931 <40* 758 <20**
PMO032 1 afio, 10 meses 604 Target Not Detected 604 Target Not Detected
PMO033 6 meses 878 Target Not Detected 878 Target Not Detected
PM034 1 afo, 7 meses 320 61 333 2350
PMO035 2 afnos, 7 meses 209 Target Not Detected 393 Target Not Detected
PMO037 1 afio, 3 meses 238 Target Not Detected 310 Target Not Detected
PM038 2 afios, 1 mes 252 8740 267000
PM039 1 afio, 2 meses 436 722 571 <20**
PMO040 1 afio, 3 meses 907 Target Not Detected <20**
PMO042 1 afio, 5 meses 397 Target Not Detected 347 Target Not Detected
PMO043 1 afio, 5 meses 664 Target Not Detected 413 Target Not Detected
PMO044 1 afio, 6 meses 403 Target Not Detected 445 Target Not Detected
PMO047 1 afio, 9 meses 757 Target Not Detected Target Not Detected
PM048 1 afio, 2 meses 509 Target Not Detected <20**
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PM049 1 afo, 5 meses 320 2840 287 3970
PMO051 1 afio, 5 meses 635 Target Not Detected 589 Target Not Detected
PM053 1 afio 594 58,8 698 <40*
PMO054 1 afio, 5 meses 665 491 498 <40*
PMO055 11 meses 340 Target Not Detected 369 <20**
PMO056 1 afio 552 Target Not Detected 523 Target Not Detected
PMO057 1 afio, 5 meses 518 Target Not Detected 537 <20**
PMO060 1 afio 177 178000 350 155

PMO061 1 afio, 3 meses 1115 Target Not Detected 976 Target Not Detected
PMO062 1 afio, 3 meses 795 Target Not Detected 858 <20**
PMO063 1 afio, 3 meses 207 Target Not Detected 335 Target Not Detected
PMO065 1 afio, 3 meses 711 Target Not Detected 854 Target Not Detected
PMO067 6 meses 534 2120 616 <20**

*: Limite detectable de carga viral del VIH-1 (copias/mL) por el equipo Abbot m2000 durante el
periodo 2015 — 2016.

**: Limite detectable de carga viral del VIH-1 (copias/mL) por el equipo Cobas 6800 durante el
periodo 2017 hasta la actualidad.
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Anexo 14. Prueba de tasa relativa de Tajima para el gen pol del VVIH-1 en ambos tiempos.

POL

POBLACION GRUPO
miLTaR | PRIMER SEGUNDO .\ 2roNO  DIVERGENCIA  SITIOS IDENTICOS X2 P

TIEMPO TIEMPO (HXB2)

PMO001 0 1 26 0 1021 1.00 0.31731
PMO003 0 8 39 0 1030 8.00  0.00468
PMO005 0 31 40 0 1005 31.00 0.00000
PMO006 0 0 53 0 1034 0.00  1.00000
PM008 0 5 23 0 991 5.00 0.02535
PMO009 0 0 44 0 992 0.00  1.00000
PMO010 1 0 36 0 1019 1.00 0.31731
PMO11 0 1 32 0 1052 1.00 0.31731
PMO12 2 1 17 0 1050 0.33  0.56370
PM013 0 0 22 0 1033 0.00  1.00000
PMO15 0 5 28 0 1004 5.00 0.02535
PMO17 9 6 36 1 1018 0.60  0.43858
PMO19 2 7 21 0 1016 2.78  0.09558
PM020 2 0 36 0 980 2.00 0.15730
PMO021 4 15 25 0 719 6.37  0.01162
PMO023 0 1 34 0 1037 1.00 0.31731
PM024 4 2 37 1 1014 0.67 0.41422
PMO025 0 0 44 0 1042 0.00  1.00000
PMO027 4 2 33 0 972 0.67 0.41422
PMO028 6 14 38 0 1034 3.20 0.07364
PMO029 0 0 46 0 1040 0.00  1.00000
PMO030 0 2 28 0 1027 2.00 0.15730
PMO031 0 1 39 0 1040 1.00 0.31731
PMO032 3 2 41 0 902 0.20  0.65472
PMO033 1 44 44 0 1002 41.09  0.00000
PMO034 8 2 30 1 931 3.60 0.05778
PMO035 0 3 41 0 1034 3.00 0.08326
PMO037 0 0 45 0 1034 0.00  1.00000
PMO038 2 4 35 0 1003 0.67 0.41422
PMO039 1 1 33 0 1031 0.00  1.00000
PM040 1 0 31 0 1051 1.00 0.31731
PM043 1 1 41 0 1044 0.00  1.00000
PMO044 3 23 28 1 826 15.38  0.00009
PM048 1 2 19 0 1041 0.33  0.56370
PMO049 0 47 0 1031 1.00 0.31731
PMO51 0 20 0 1042 1.00 0.31731
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PMO053
PMO054
PMO55
PMO056
PMO057
PMO060
PMO062
PMO063
PMO065
PMO067

ONPFP OO WWOoO o o

O O O WEL ULOON

37
15
49
40
36
53
83
29
27
28

O O OO O O o O o

1034
599

1040
1044
1009
1018
875

1032
1060
1005

2.00
0.00
0.00
0.50
1.00
3.00
0.00
1.80
2.00
0.00

0.15730
1.00000
1.00000
0.47950
0.31731
0.08326
1.00000
0.17971
0.15730
1.00000
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Anexo 15. Prueba de tasa relativa de Tajima para el gen gag del VIH-1 en ambos tiempos.

, GAG
POBLACION GRUPO
miLtar | PRIMER  SEGUNDO N0 DIVERGENCIA SITIOS IDENTICOS X2 p
TEMPO  TIEMPO oo

PMO001 3 4 11 0 380 0.14  0.70546
PMO03 2 1 20 0 262 033 0.56370
PMOO5 0 0 17 0 383 0.00  1.00000
PMO06 0 0 32 0 375 0.00  1.00000
PMO008 5 16 21 0 366 576  0.01638
PMO09 0 0 32 0 376 0.00  1.00000
PMO010 0 2 8 0 247 200  0.15730
PMO11 0 5 13 0 390 500  0.02535
PMO012 0 1 15 0 391 1.00  0.31731
PMO13 1 4 12 0 380 1.80  0.17971
PMO15 0 2 19 0 385 200  0.15730
PMO17 4 6 26 0 369 0.40  0.52709
PMO019 4 3 13 0 301 0.14  0.70546
PMO020 3 1 25 1 376 1.00 031731
PMO021 3 1 11 0 251 1.00 031731
PMO023 1 2 16 1 380 033 0.56370
PMO024 2 2 25 0 373 0.00  1.00000
PMO25 0 0 26 0 379 0.00  1.00000
PMO027 3 2 18 0 383 020  0.65472
PM028 7 4 13 0 381 0.82 036571
PMO029 0 0 31 0 286 0.00  1.00000
PMO030 0 2 19 0 387 200  0.15730
PMO031 0 0 24 0 328 0.00  1.00000
PM032 4 2 20 0 364 067  0.41422
PMO33 0 0 30 0 378 0.00  1.00000
PMO034 2 3 13 0 268 020  0.65472
PMO35 3 3 18 0 384 0.00  1.00000
PMO37 0 3 28 1 376 3.00  0.08326
PMO038 2 2 18 1 347 0.00  1.00000
PMO39 3 3 26 0 375 0.00  1.00000
PM040 2 17 21 0 358 11.84  0.00058
PM043 7 3 21 0 345 1.60  0.20590
PMO044 0 0 22 0 386 0.00  1.00000
PM048 4 1 14 0 378 1.80  0.17971
PMO049 0 0 27 0 367 0.00  1.00000
PMO051 7 1 19 0 381 450  0.03389
PMO53 1 0 22 0 379 1.00 031731
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PMO054
PMO55
PMO056
PMO057
PMO060
PMO062
PMO063
PMO065
PMO067
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22
12
20
21
28
48
16
16
18
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379
361
331
383
370
350
385
350
376

0.20
1.00
5.33
4.00
1.00
1.00
1.00
0.67
133

0.65472
0.31731
0.02092
0.04550
0.31731
0.31731
0.31731
0.41422
0.24821
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