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ASSOCIATION OF HLA DRB1-DOQB1 ALLELES WITH INFECTION,
PERSISTENCE, DEPURATION AND REINFECTION OF Chlamydia
trachomatis.

ABSTRACT

HLA class Il (HLA-Il) genes’ polymorphism influences the immune response to
Chlamydia trachomatis (Ct), it is considered a sexually transmitted infection.
However, associations between HLA-II alleles and Ct-infection have been little
explored in humans; this study was thus aimed at determining HLA-DRB1-DQB1
alleles/haplotypes’ effect on Ct-infection outcome in a cohort of Colombian women.
Cervical sample DNA was used as template for detecting Ct by PCR and typing HLA-
DRB1-DQB1 alleles/haplotypes by lllumina MiSeq sequencing. Survival models
were adjusted for identifying the alleles/haplotypes’ effect on Ct-outcome;
bioinformatics tools were used for predicting secreted bacterial protein T- and B-cell
epitopes. Sixteen HLA-DRB1 alleles having a significant effect on Ct-outcome were
identified in the 262 women analysed. DRB1*08:02:01G and DRB1*12:01:01G were
related to infection-promoting events. Only the DQB1*05:03:01G allele related to
clearance/persistence events was found for HLA-DQB1l. HLA-DRB1 allele
homozygous women were associated with events having a lower probability of
clearance and/or early occurrence of persistence. Twentyseven peptides predicted
in silico were associated with protective immunity against Ct; outer membrane and
polymorphic membrane protein-derived peptides had regions having dual potential
for being T- or B-cell epitopes. This article describes HLA-DRB1-DQB1
alleles/haplotypes related to Ct-infection resolution and the peptides predicted in
silico which might probably be involved in host immune response. The data provides
base information for developing future studies leading to the development of

effective prevention measures against Ct-infection.



Keywords: Chlamydia trachomatis, sexually transmitted infections, HLA DRB1-

DQB1, next-generation sequencing, epitope prediction.



ASOCIACION DE LOS ALELOS HLA DRB1-DQB1 CON LA
INFECCION, PERSISTENCIA, DEPURACION Y REINFECCION DE
Chlamydia trachomatis

RESUMEN

Las infecciones por Clamydia trachomatis (Ct) se encuentran dentro de las mas
comunes transmitidas sexualmente y de mayor impacto en la salud publica; la tasa
de infeccion bacteriana descrita para este microorganismo es variable segun segun
la region geogréafica y la poblacion de estudio. En los ultimos afios se han
desarrollado estudios que permiten ampliar la informacién sobre efectos de los
alelos HLA en el curso clinico de las infecciones por Ct; algunos de ellos han
permitido establecer la relacion directa entre la enfermedad pélvica inflamatoria
(EPI) con el HLA-A31 y la presencia de Ct. A su vez, se ha encontrado que alelos
como DQA1*0401 y DQB1*0402 presentan una asociacion significativa y al mismo
tiempo una alta prevalencia en infecciones por Ct. En algunas poblaciones de
mujeres se encontro la presencia de alelos DRB1y DQBL1 y una relacion directa con
la presencia de Cty la infertilidad tubarica.

Las infecciones causadas por Ct y su interaccion con el sistema inmune adn son
tema de estudio, uno de los métodos que permite el andlisis esta interaccion son los
modelos murinos. Algunos estudios en estos modelos han permitido demostrar que
los linfocitos T CD8+ son indispensables en la resolucién de las infecciones por Ct;
no obstante, los linfocitos T CD4+ y los alelos HLA clase Il han sido asociados con
la respuesta inmune frente al patégeno. Diversas hipétesis han comprobado que las
células epiteliales infectadas pueden presentar conjuntos alélicos del Complejo
Mayor de Histocompatibilidad (CMH) clase Il superpuestos, promoviendo asi la

inmunidad protectora hacia Ct.

Es asi como conocer los genes de los antigenos leucocitarios humanos (HLA) que
se relacionan con patologias derivadas de las infecciones por Ct, permite evaluar la

respuesta inmune de los hospederos. Algunos analisis realizados en poblaciones

7



de adolescentes mostraron que existen variantes alélicas que se relacionan con la
presencia de Ct; sin embargo, las asociaciones entre los alelos HLA-Il y las
infecciones por Ct han sido pobremente exploradas. En este contexto, el objetivo de
este estudio fue determinar el efecto de los alelos y haplotipos HLA DRB1-DQB1
sobre el resultado de la infeccion, persistencia, depuracion y reinfeccion por Ct en

una cohorte de mujeres colombianas.

Las muestas de este estudio corresponden a una cohorte bidireccional (prospectiva
y retrospectiva); para el andlisis prospectivo, se conté con muestras cervicales
recolectadas entre los afios 2007 y 2010 en centros hospitalarios de tres ciudades
colombianas: Hospital San Juan Bautista en la ciudad de Chaparral en el
departamento del Tolima; el Nuevo Hospital San Rafael en Girardot en
Cundinamarca y el Hospital de Engativa Nivel Il, en Bogota, capital de Colombia; el
objetivo de ese estudio fue determinar la historia natural de la infeccion por el virus

de papiloma humano (VPH).

Para desarrollar el presente estudio, se establecieron como criterios de inclusion la
disponibilidad de la muestra cervical para el andlisis de HLA- DRB1 y DQBL1,
mujeres que contaran con al menos cuatro seguimientos (visitas) y una periodicidad
entre las visitas de 6 meses (+ 3 meses), con el fin de determinar los efectos de los
alelos y haplotipos HLA relacionados con los distintos eventos promovidos por Ct.

Las muestras que cumplieron con los criterios de inclusion fueron sometidas a
deteccion de Ct, ésta se llevo a cabo mediante reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR), con sets de cebadores dirigidos hacia el ORF2 del plasmido criptico de Ct,
amplificando los cebadores KL5/KL6 un fragmento de 350 pb y los cebadores
KL1/KL2 un fragmento de 241 pb. La tipificacion de los alelos HLA se realiz6 por
NGS (de la sigla en inglés, Next Generation Sequencing) a partir de los exones 2y
3 de los loci DRB1-DQB1 (resoluciéon 3x) a través de la plataforma Illumina MiSeq.
Como analsis adicional, a través del uso de herramientas inmunoinformaticas, se

predijeron péptidos de proteinas derivadas de las serovariantes de Ct,



seleccionadas para la evaluacion de péptidos con alta actividad de union a los alelos
HLA-DRB1 y DQBL1.

Modelos proporcionales de Cox se llevaron a cabo con el fin de evaluar la relacion
alelos y haplotipos HLA-DRB1 y DQBL1 y el desenlace de las infecciones por Ct;
estos modelos fueron ajustardos por variables sociodemograficas y factores de
riesgo. Esto permitié establecer la probabilidad de desarrollar los distintos eventos
presentados por Ct en funcion del tiempo y sus coeficientes se expresaron como
tasa de riesgo (HR, de la sigla en inglés Hazard ratio), aquellos valores por debajo
de 1 se interpretaron como una menor probabilidad de ocurrencia del evento,
mientras que los valores por encima de 1 se asociaron con una mayor probabilidad
de ocurrencia del evento. Adicionalmente, se estimd el supuesto de riesgos
proporcionales con tests basados en los residuos de Schoenfeld, cuando no se
cumplieron los supuestos de proporcionalidad, se corrieron modelos paramétricos
(Lognormal, Log-logistic, Weibull y Gompertz), los valores por debajo de 1 se
relacionaban con una ocurrencia mas temprana del evento, mientras que los

coeficientes por encima de 1 indicaban una ocurrencia tardia del evento.

Un total de 262 mujeres se incluyeron en el analisis retrospectivo, la media de edad
fue de 41,7 afios (DE= 23,1), un 29,8% (n=78) de las mujeres iniciaron el estudio
con infeccién por Cty un 8,9% presentaron al inicio del estudio alguna anormalidad
cervical reportada por la citologia. En cuanto a los alelos HLA-DRB1, se identificaron
dieciséis alelos que presentan un efecto varible sobre el desenlace de las
infecciones por Ct. Se observéo que DRB1*08:02:01G y DRB1*12:01:01G se
relacionaron con eventos que promueven la infeccion. Solo se encontrd el alelo
DQB1 *05:03:01G relacionado con eventos de depuracién/persistencia para HLA-
DQBL1. Los sujetos homocigotos para HLA-DRB1 se asociaron a eventos con menor

probabilidad de depuracion y una aparicion temprana de la persistencia.

En cuanto a los haplotipos HLA DRB1-DQB1, se identificaron 47 con asociaciones
relacionados con los eventos de Ct. Se encontraron 17 haplotipos que favorencian
los eventos de infeccion (probabilidad 6 una ocurrencia temprana); 11 haplotipos se



asociaron con una ocurrencia tardia de los eventos de infeccion. Para depuracion,
3 haplotipos favorencian su ocurrencia temprana, mientras que 1 presentd menor
probabilidad. En cuanto a la reinfeccion, se relacionaron 8 haplotipos con un un
efecto favorable (mayor probabilidad u ocurrencia temprana). Finalmente, se

encontraron 9 haplotipos que presentaban una asociacion a mas de un evento.

Como resultado adicional, se realizo la prediccion de epitopes con fuerte unién
predicha a alelos HLA-DRB1-DQBJ1. Los resultados mostraron la prediccion de 109
pétidos, de los cuales 27 podrian estar asociados a inmunidad protectora frente a
Ct; aquellos derivados de las proteinas OMP y PMP exhibieron regiones con doble
potencial para ser un epitope de células T o B.

Gran parte de las infecciones por Ct cursan de forma asintomatica, por lo que
estudios epidemioldgicos aportan al conocimiento del impacto de las Infecciones de
Transmision Sexual (ITS) en la salud sexual femenina. Aqui describimos por primera
vez los alelos y haplotipos HLA-DRB1 y DQBL1 relacionados con la resolucion de las
infecciones por Ct y los péptidos potencialmente involucrados en la respuesta
inmune del hospedero. La informacion obtenida proporciona datos de base para el
futuro desarrollo de medidas de promocion y prevencion eficaces contra las

infecciones por Ct.

Palabras clave: Chlamydia trachomatis, infecciones de transmision sexual, HLA

DRB1-DQB1, secuenciacion de nueva generacion, prediccion de epitopes.
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1. INTRODUCCION

Chlamydia trachomatis (Ct) es la bacteria transmitida por via sexual de mayor
frecuencia y distribucion (Leonard & Borel, 2014). Para el 2014, la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) estimé alrededor del mundo, cerca de 90 millones de
personas infectadas, principalmente en paises en vias de desarrollo (Leonard &
Borel, 2014). No obstante, en los Ultimos afios se ha reportado un incremento en las
infecciones a nivel global, estimando que anualmente se presentan 131 millones de

casos (Nguyen et al., 2020).

Esta infeccidn bacteriana, afecta principalmente a mujeres entre los 18 a 20 afios y
hombres entre los 20 a 24 afios; los casos por Ct fueron 2,5 veces mas comunes
en mujeres que en hombres, esto puede ser explicado en el hecho que las mujeres
se realizan con mayor frecuencia controles a nivel cervical, lo que favorece la
deteccion de infecciones, aun cuando no se presenten sintomas (Markle et al.,
2013).

Dado que la mayoria de las infecciones por Ct, presentan un curso clinico
asintomatico (cerca del 70%), muchas de éstas, no son diagnosticadas
tempranamente, careciendo de seguimientos adecuados y tratamiento oportuno
(Markle et al., 2013). Esto trae graves consecuencias para la salud, como la
cervicitis, uretritis, vaginitis, Enfermedad Pélvica Inflamatoria (EPI), entre otras;
estas afecciones pueden traer graves complicaciones a largo plazo, como el cancer
cervical (Rowley et al., 2019; WHO, 2016). Entre la infeccion inicial y la aparicién de
sintomas (en los casos donde las infecciones cursan sintomaticas), éstos pueden

aparecer semanas o meses después de la exposicion (Markle et al., 2013).

En Colombia durante los afios 2009 al 2011 se reportaron registros individuales de
las ITS, siendo identificados en este periodo 4,276 casos de Ct (Paredes et al.,
2015). En el pais, la vigilancia sisteméatica de las ITS es deficiente, a pesar de que
en el aflo 2006 se reglamento el Sistema de Vigilancia en Salud Publica (Sivigila),

en el cual se incluye el reporte obligatorio de VIH (Virus de inmunodeficiencia
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humana), hepatitis B, sifilis gestacional y congénita (Gaitan-Duarte, 2017). A pesar
de lo anterior, no se cuenta con una vigilancia y reporte reglamentado de otras ITS,
como Ct, por lo que en la actualidad existe poca informacion que permita establecer
la dindmica y circulacién de esta bacteria en la poblacion colombiana (Gaitan-
Duarte, 2017).

Para nuestro pais, en el afio 2015 se realiz6 un estudio de prevalencia de Ct en el
departamento de Cundinamarca; éste incluyo poblacion adolescente (entre 14y 19
afos) sexualmente activa. La deteccion molecular se realizé en muestras de orina,
mostrando una positividad para Ct del 2,2%, y las infeciones bacterianas se
asociaron significativamente a factores de riesgo como el consumo de alcohol, otras

sustancias y conductas sexuales de riesgo (Paredes et al., 2015).

Por otra parte, un estudio realizado por la Fundacion Instituto de Inmunologia de
Colombia (FIDIC), con un disefio longitudinal, que incluyé a 219 mujeres
colombianas e infectadas por VPH (Virus del Papiloma Humano), mostré que la
frecuencia de infeccion por Ct podria ser mayor, ya que un 28,0% de las mujeres
iniciaron el seguimiento con infeccidn por Ct, con un incremento significativo en la
deteccion bacteriana a través de los seguimientos (Quinénez-Calvache et al., 2016).
Ademas, los resultados mostraron que factores relacionados con el comportamiento
sexual incrementan la probabilidad de adquirir infecciones por Ct (Quindnez-
Calvache et al., 2016). Si bien se ha avanzado en la comprension de factores
conductuales relacionados con el curso clinico de las infecciones bacterianas,

aquellos relacionados con el hospedero aun estan pendientes por resolver.

En este contexto, aquellos factores asociados a la respuesta inmune no han sido
evaluados ampliamente en el contexto de las infecciones por Ct; las moléculas del
Complejo Mayor de Histocompatibilidad (CMH) son las responsables de presentar
los péptidos derivados de la degradacién de los patégenos a los Linfocitos T, lo que
las convierte en inductoras de las respuestas inmunes adaptativas frente a

enfermedades infecciosas; con esto en mente, diversos estudios han sido dirigidos
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a comprender su rol en la dindmica de las infecciones, entre ellas las ocasionadas
por Ct (Geisler et al., 2004).

En los humanos, los genes del CMH codifican para los Antigenos Leucocitarios
Humanos (HLA, por sus siglas del inglés Human leukocyte antigens) (Geisler et al.,
2004). La principal funcion del sistema HLA es la defensa contra los
microorganismos a través de la presentacion de péptidos (procedentes de
patégenos) a células T para su reconocimiento y desarrollo de la respuesta inmune.
Las principales clases de moléculas HLA son: Clase | y Clase Il, cuya diferencia

radica en su estructura y funcion (Gonzalez-Galarza et al., 2020).

En general, el reconocimiento de antigenos enddgenos asociados con HLA clase |
se da por células T CD8+, mientra que los péptidos exdgenos relacionados con el
HLA clase II, son reconocidos por células T CD4+ (Anaya et al., 2000). Estas
moléculas son necesarias para la presentacion de antigenos a linfocitos T CD8+
citotéxicos o linfocitos T CD4+ ayudadores; es importante destacar que las células
T CD8+ son las responsables de eliminar los patdgenos intracelulares como Ct; sin
embargo, algunos experimentos en modelos murinos suguieren que las células T
CD8+ no tienen un rol central en la resolucién de la infeccion, sino que indican que
las moléculas HLA clase Il y las células T CD4+ son las esenciales en la depuracion
a largo plazo de las infecciones bacterianas (Geisler et al., 2004).

Teniendo en cuenta que uno de los factores determinantes en el desenlace de las
infecciones por Ct lo constituye la respuesta inmune del hospedero, y que para
nuestro pais se han reportado una alta prevalencia de la infeccion, se plante6 el
presente estudio de cohorte retrospectiva, que busca comprender el efecto de los
alelos HLA DRB1-DQBL1 en la infeccion, persistencia, depuracion y reinfeccion de
Ct en mujeres provenientes de tres ciudades de Colombia; con el desarrollo de esta
propuesta de investigacion, se aportd informacién que genera bases para que a

futuro se puedan desarrollar medidas de prevencién y promocién adecuadas.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En mujeres con vida sexual activa, las ITS son una causa importante de morbilidad,;
anualmente, estas infecciones generan gran impacto en la salud publica por las
secuelas psicolégicas, discapacidad, disminucion en la calidad de vida y dafio
progresivo de la arquitectura cervical (Costa-Lira et al., 2017, WHO, 2016). Ct
constituye la infeccion bacteriana mas frecuente entre las distintas ITS; se estima
que cerca de 131 millones de mujeres cursa con infecciones por esta causa,
presentandose mas del 60% de los casos en paises en desarrollo; muchas de éstas
infecciones pasan desapercibidas y sin tratamiento, debido a que presentan un
curso clinico asintomatico (Brunham & Rey-ladino, 2005; Costa-Lira et al., 2017)

La persistencia de las infecciones de Ct en el hospedero puede tener serias
consecuencias para la salud, siendo una importante causa de inflamacién pélvica,
abortos espontaneos, salpingitis e infertilidad (Karuna P. et al., 2019);
adicionalmente, debido a que su presencia facilita la adquisicion de otras ITS, en la
actualidad es considerada un cofactor en el progreso a lesiones cervicales inducidas
por VPH (Brunham & Rey-ladino, 2005; Carrero et al., 2018; Kinuthia et al., 2016;
Pinzon-Fernandez et al.,, 2019; Plummer et al.,, 1991; Shardulendra Prasad
Sherchand et al., 2016).

Las infecciones por Ct que afectan el tracto urogenital suele ser crénicas, con
sintomatologia solo en cerca del 20% de las mujeres que se infectan; factores como
conductas sexuales de riesgo, entre las que se incluyen la promiscuidad e inicio
temprano de la vida sexual, han contribuido al aumento y la distribucion de Ct. Entre
los factores del hospedero que afectan el curso clinico de las infecciones, se han
descrito algunos polimorfismos en los genes HLA clase | (HLA-A, -By -C) y clase lI
(HLA-DR y -DQ), asociados con enfermedades derivadas de las infecciones por Ct
(Brunham, 2017).

Ct es una bacteria intracelular obligada, por lo que la respuesta eficiente por parte

del hospedero incluye la respuesta celular y la humoral; estudios previos han
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buscado establecer los mecanismos que promueven dichas respuestas, asi como
los involucrados en los procesos inflamatorios, la cronicidad y patogénesis de las

infecciones bacterianas (Debattista, Joseph et al., 2003).

Durante la infeccion por Ct, la respuesta inmune inicia activando las células T CD4+
y CD8+; el rol de las células CD8+ ha sido de mayor estudio debido al
comportamiento intracelular de Ct; sin embargo, estudios de la historia natural de la
infeccion resaltan la respuesta mediada por las células T CD4+, dado su papel
central en la resolucion (persistencia o depuracion) natural de infecciones (Karuna
P. et al., 2019).

Otros factor relacionado con la respuesta inmune y que han sido foco de estudio, lo
constituyen los polimorfismos en los alelos HLA; estudios han revelado la asociacion
de algunos de estos con patologias como la EPI e infertilidad tubarica, derivadas de
las infecciones persistentes por Ct (Cohen et al., 2000, 2003; Conway et al., 1996;
Gaur et al., 1999; Geisler et al., 2004; Kimani et al., 1996; Kinnunen et al., 2002;
Ness et al., 2004; Olson et al., 2019). Los estudios desarrollados con el fin de
evaluar la influencia del HLA sobre las infecciones y los diferentes eventos
asociados a la presencia de Ct han sido pocos; aunque se ha determinado que en
gran medida el HLA clase Il tiene una importante influencia en algunos eventos
relacionados con Ct, es necesario desarrollar mas estudios que permitan

comprender en mayor contexto, la respuesta inmune frente a las infecciones por Ct.

Dado que la respuesta inmune contra Ct cumple un rol esencial en la determinacion
del curso clinico de estas infecciones, realizar estudios comprensivos que permitan
determinar las caracteristicas inmunogenéticas involucradas, resulta esencial y
aporta las bases que a futuro generen informacion que permita disefiar estrategias

optimas para el control de las infecciones por Ct.
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3. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Cudles son los alelos y haplotipos de HLA DRB1-DQB1 relacionados con la

infeccion, depuracion, persistencia y reinfeccion de las infecciones por Ct?
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4. JUSTIFICACION

Las ITS son una causa importante de morbilidad; entre las infecciones transmitidas
sexualmente mas comunes y de mayor impacto en la salud publica, se encuentra
Ct (Diaz & Diez, 2011). La tasa de infeccidon bacteriana es variable segun la region
geografica y la poblacion analizada; algunos estudios sugieren que las infecciones
por Ct que no se tratan pueden durar un afio o mas; adicionalmente, se ha descrito
que de las mujeres que inician tratamiento, cerca del 20% presentan falla
terapéutica y son reinfectadas por la bacteria (Olson et al., 2019). En la mayor parte
de los casos, las infecciones presentan un curso clinico asintomatico, por lo que no
son tratadas oportunamente y se mantienen persistentes en el hospedero, lo que

trae complicaciones para la salud sexual y reproductiva (Olson et al., 2019).

Estudios previos han establecido que limitaciones en la respuesta inmune son un
factor clave en la comprension del por qué algunas mujeres son mas susceptibles
a infecciones por Ct, no obstante, dichas asociaciones no se han evaluado
completamente (Olson et al., 2019). Usando la eliminacién de genes (Bam~-, I-A
(clase 1I-/-), CD4 (CD4--) en modelos murinos, se ha demostrado que las
respuestas inmunitarias (CD4+) son necesarias para la eliminacion de las
infecciones bacterianas, y del mismo modo se ha sugerido que la presentacion por
HLA clase Il tiene un rol esencial en el desarrollo de la inmunidad protectora
(Morrison et al., 1995; Olson et al., 2019; Wang et al., 2005).

El CMH es un sistema complejo presente en el cromosoma 6, que contiene mas de
200 genes; las glicoproteinas codificadas por el CMH se conocen en el humano
como HLA (Mosaad, 2015), las cuales son determinantes en la capacidad de montar
una adecuada respuesta inmune. Algunos estudios han descrito la presencia de
ciertos alelos HLA clase Il involucrados en suceptibilidad a presentar EPI e
infertilidad de origen tubarico (Ness et al., 2004); mientras que alelos HLA-DQ1

estan asociados a eventos de reinfeccion bacteriana (Olson et al., 2019).
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En este contexto, a través de estos estudios, se ha indicado que los alelos HLA
principalmente de clase Il, son los responsables de la presentacion antigénica y a
Su vez se encuentran involucrados en el reconocimiento de Ct y su posterior
eliminacion (Ness et al., 2004; Olson et al., 2019); no obstante, hasta el momento
existen pocos estudios que permitan ampliar la informacién sobre qué alelos
especificos se encuentran asociados con el curso clinico de las infecciones por Ct
y las posibles patologias presentadas por ésta. Dado que en la actualidad el
desarrollo de estudios que determinen la relacion e influencia del HLA en los
distintos eventos asociados a la presenica de Ct han sido escasos en nuestro pais,
el presente estudio es pionero y aportara informaciébn de los factores
inmunogenéticos del hospedero, involucrados en la resolucion o no de las

infecciones bacterianas pot Ct.
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5. MARCO TEORICO

5.1. Generalidades y ciclo de vida de Ct

Ct es una bacteria no movil, intracelular obligatoria y que exhibe un caracteristico
ciclo de vida bifasico (Horn, 2008; Horn et al., 2014). Su morfologia es esférica u
ovalada, con dos membranas (una interna y externa) y su division se da por fisién
binaria (Marrazzo & Suchland, 2014). Ct presenta tropismo por las células epiteliales
de la mucosa genital, reportandose un 20% de mujeres con resolucidén espontanea
sin tratamiento con antibidticos, lo que podria sugerir que factores como la
respuesta inmune del hospedero contribuye en la eliminacién de la infeccién
(Geisler et al., 2004).

Ct es una bacteria que se transmite principalmente por via sexual y cuya infeccion
persistente conlleva a el desarrollo de EPI e infertilidad (Tamayo A. et al., 2013).
Fue descubierta por Tang Chang y Wang en el afio 1957 y aislada como agente
causal del tracoma (Tamayo A. et al., 2013). Su ciclo de vida inicia con la adhesién
a la célula blanco, y para completarlo puede durar entre 48 a 96 horas, de acuerdo
a la especie y el numero de inclusiones. Los pasos esenciales en su ciclo de vida
son: la adhesion, entrada, conversién y divisién, son asincronos, lo que permite
observar una poblacion de células infectadas con inclusiones de tamafio variables
(F. Vromman et al., 2014).

El ciclo de vida de Ct presenta un desarrollo bifasico, la primera fase esta compuesta
por un cuerpo elemental (EB, de las siglas del inglés Elementary Body),
metabdlicamente inactivo, responsable de la invasion y la diseminacion de la
infeccion a las células vecinas; la segunda fase cuenta con cuerpo reticulado (RB,
de las siglas del inglés Reticulate Body) no infeccioso intracelular, pero
metabdlicamente activo (Wang, Fuyan et al., 2019). El EB es pequefio (diametro
entre 0,2-0,3 um), de pared rigida, su material genético esta densamente
empaquetado, presenta actividad metabolica reducida y hace contacto con el
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epitelio celular; posteriormente, ocurre una interaccion ligando-receptor en la que
por endocitosis se internaliza y se forma una vacuola parasitofora derivada de
lipidos de la célula hospedera; en esta inclusion, ocurre la diferenciacion a RB
(Figura 1) (F. Vromman et al., 2014).

Los RBs son mas grandes (1-2 um) y se multiplican dentro de una vacuola llamada
inclusién (F. Vromman et al., 2014). Después de un periodo de crecimiento
logaritmico, la supresion de nutrientes y el uso del trifosfato de adenosina de la
célula hospedera, estos maduran y posteriormente se transformaran en EB
infecciosas y se liberan a través de lisis e infectan nuevos blancos celulares (Figura
1) (Wyrick, 2010).
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Figura 1. Representacion grafica del ciclo de desarrollo de Ct (Marrazzo &
Suchland, 2014)

5.2. Clasificacion taxondmica de Ct

El orden de Chlamydiales se agrupa en el Phylum BXVI: Chlamydiae; dentro de este
orden, se distinguen 4 grupos a nivel de familia, 6 a nivel de género y 13 especies
(Bush & Everett, 2001; Greub, 2010). Los miembros de este orden fueron
inicialmente descritos en 1945 y denominados Miyagawanella; posteriormente,

hacia 1966 fueron renombradas como actualmente se les conoce (Bavoil et al.,



2013). Este phylum comprende méas de 9.000 familias génicas de las cuales cerca
del 5% son conservadas entre todos los Chlamydiae; de éstas, veinte son altamente
informativas y taxonomicamente confiables, permitiendo una mejor asignacion de
cepas a nivel de especie (D Domman & Horn, 2015; Daryl Domman et al., 2014;
Pillonel et al., 2015; Vouga et al., 2016).

Inicialmente las especies pertenecientes al orden de las Chlamydiales se
clasificaron con base en sus caracteristicas morfoldgicas, bioquimicas, replicativas
y a la especie que infectan; posteriormente, se realizé una clasificacion molecular
teniendo en cuenta la proteina principal de la membrana externa (MOMP), el operon
ribosomal y el gen RNase P RNA, con porcentajes de identidad superiores al 80%
(genes rRNA16s y/o 23s), coherentes con la norma propuesta de porcentaje de
identidad para la secuencias ribosomicas (Bom et al., 2011; Bush & Everett, 2001;
Everett et al., 1999; Everett & Andersen, 2000; Hartley et al., 2001; Sachse et al.,
2020).

A nivel taxondmico, Chlamydae ha sido dividido en dos grupos filogenéticos
principales, un grupo de familias que comprenden los no-Chlamydiaceae (como
Simkaniaceae y Parachlamydiaceae), distribuidos principalmente a nivel ambiental
y la familia Chlamydiaceae, con un género denominado Chlamydia y cuyas especies
infectan un amplio rango de vertebrados (Everett et al., 1999; Horn, 2008).

Dentro del género Chlamydia, se han descrito hasta el momento 13 especies, dentro
de las cuales Ct ha sido una de las especies de mayor importancia clinica y
epidemioldgica. Esta especie infecta exclusivamente a los seres humanos y sigue
siendo la principal ITS de origen bacteriano prevenible en todo el mundo (Anaene
et al., 2016; Dean et al., 2013; Greub, 2010; Lallemand et al., 2016; Shao et al.,
2013).

Para Ct se han descrito 18 serotipos: A, B, Ba, C, D, E, F, G, H, |, la, J, K, L1, L2,
L2a, L3, L3a (Tabla 1) (Marrazzo & Suchland, 2014). Las serovariantes asociadas
a infecciones oculo-genitales, pueden tener un curso clinico asintomatico y limitado

a tejido escamo-columnar de membranas mucosas; serovariantes A-C son
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responsables del tracoma, mientras que las D-K, Da, la y Ja afectan el tracto
urogenital; las serovariantes L son las responsables del linfogranuloma venéreo

(LGV), siendo sus infecciones son mas agresivas y ulcerativas (Marrazzo &

Suchland, 2014).

Patotipo Serovariante | Transmision | Enfermedad aguda Complicaciones
Ocular A-C Contacto, Conjuntivitis Triquiasis
fomites (tracoma) tracomatosa, ceguera.
Genital D - K (no LGV) Sexual Hombres: Uretirtis, Partos prematuros,
epididimitis, proctitis. | abortos, enfermedad
Mujeres: Uretritis, pélvica inflamatoria,
vaginitis cervicitis, infertilidad, embarazo
endometritis, ectopico, artritis
salpingitis, proctitis. reactiva adquirida
sexualmente, cancer.
Perianal Conjuntivistis -
infantil, neumonia.
L1, L2, L3 (LGV) Sexual Ulcera genial, Linfogranuloma
proctitis, venéreo.
linfoadenopatias.

Tabla 1. Serotipos de Chlamydia trachomatis, modificada de (Marrazzo &
Suchland, 2014)

5.3. Genomade Cty Factores de Virulencia

Dado su estricto caracter intracelular, que le permite crecer, sobrevivir y atravesar
un particular ciclo de vida, Ct ha evolucionado lentamente, caracterizandose por
conservar un genoma pequefio, constituido por un cromosoma de
aproximadamente 1,2 Mpb, eventos de duplicacion y transferencia de genes en
bajas tasas, asi como alta conservacion génica en términos de contenido y sintenia

(Clarke, 2011; Pillonel et al., 2015; Sachse et al., 2020; Stephens et al., 2009).

El genoma de Ct posee caso 900 genes codificadores de proteinas, incluido el gen
para la sintesis de peptidoglicano (Mestrovic et al., 2018). Adicionalmente, posee
plasmidos pequefios (aproximadamente 7,5 kpb), altamente conservados

(conservacion de secuencias interespecies superior al 80%), no-conjugativo, no-
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integrativo, con ocho marcos de lectura abiertos, un regulador iterén en el origen de
replicacion que controla el nimero de copias de plasmidos (con hasta 10 copias)
(Jelocnik et al., 2016; Nunes & Gomes, 2014; Pawtikowska-Warych et al., 2015);
aun no ha sido claramente establecido si estos plasmidos contienen genes de
resistencia a los antibiéticos (con excepcién de C. suis donde se demostré la
presencia del gen de resistencia a la tetraciclina); no obstante, son parte esencial
del genoma, por lo que son reconocidos como el mayor factor de virulencia de los
chlamydiales, ya que ademds participan en sintesis del glicogeno y codifican
proteinas responsables de la virulencia (De Vries et al., 2015; Everett et al., 1999;
Jelocnik et al., 2016; Pawlikowska-Warych et al., 2015).

El plasmido de Ct codifica para ocho proteinas, incluida la glicoproteina plasmidica
3 (Pgp3) que se encuentra en la envoltura de la Chlamydia y también en el
citoplasma de la célula hospedera, siendo aparentemente uno de los principales
factores de virulencia codificados por dicho plasmido (De la Maza et al., 2017). La
Pgp3 es capaz de promover la colonizacion de Ct al neutralizar los efectores
inmunitarios del hospedero, aunque este mecanismo de patogenicidad sigue sin ser
estudiado a fondo (De la Maza et al., 2017) .

Ademas de la presencia de plasmidos como factor de virulencia, se ha determinado
que la bacteria contiene genes que codifican para las proteinas necesarias que
forman el sistema de secrecion tipo Il (T3SS), el T3SS de las clamidias consiste en
dos conjuntos de proteinas: la inyectora (inyectosoma) y el translocador
(Abdelsamed et al., 2013). El inyectosoma esta formado por 20 a 25 proteinas de
secrecion dependientes del contacto; la proteina de membrana externa B
(CopB/CT578) forma un poro en la membrana celular del hospedero, permitiendo la
entrada del inyectosoma, con el fin de realizar la inyeccion de proteinas bacterianas

efectoras en el citosol de la célula blanco (Abdelsamed et al., 2013).

Adicionalmente, en Ct se ha observado que las toxinas representan un valor
importante como factor de virulencia. EI gen de la toxina reside en una region

genomica altamente polimorfica de 20,3 kpb denominada zona de plasticidad
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(Abdelsamed et al., 2013). La toxina de Ct comparte cierta homologia con el sitio
activo de la toxina A y B de Clostridium difficile; recientemente se ha reportado que
la toxina de la serovariante D de Ct (CT166) glicosila la GTPasa Racl causando
una reorganizacion de la actina en las células HelLa usadas en los ensayos, efecto
similar que se genera con la toxina B de Clostridium; esto genera una pérdida de
fibras de actina y por consiguiente una pédida de la morfologia celular (Abdelsamed
et al., 2013).

El factor similar a la proteasa de Ct (CPAF) es una proteasa conservada entre todas
las especies de Chlamydia. CPAF es producida como un zimdgeno y como
segmento interno que es capaz de inhibir la actividad proteolitica; también tras la
dimerizaciéon se comporta como una serina proteasa que una vez liberada en el
citosol de la célula hospedera o de forma extracelular, puede actuar como un factor
de virulencia al neutralizar proteinas con actividad anticlamidiana (factores C3 y B)
afectando de forma favorable la colonizacién de Ct, por lo que su funcion es un buen

ejemplo de factor de virulencia (De la Maza et al., 2017; Yang et al., 2016).

5.4. Importancia clinica de las infecciones por Ct

A nivel clinico las infecciones por Ct pueden conllevar a diversas complicaciones,
las cuales dependeran de la serovariante en infeccion y el epitelio colonizado;
algunas infecciones se relacionan con enfermedades a nivel ocular, las cuales si no
son detectadas y tratadas a tiempo pueden derivar en ceguera,; otras variantes que
causan infecciones a nivel genital traen graves consecuencias en la salud sexual y
reproductiva (Fehlner-Gardiner et al., 2002; Herrmann et al., 2015; Shardulendra P.
Sherchand et al., 2016).

En mujeres la infeccidon bacteriana puede ascender por el endometrio hasta las
trompas de falopio, generando cervicitis, salpingitis, EPI, oclusién tubéarica e
infertilidad (Ruiz, 2011). En los hombres Ct causa infecciones urogenitales, que
pueden causar epididimitis y prostatitis (Ruiz, 2011). También las infecciones por Ct
representan un aumento en el riesgo de adquirir otros agentes como el VIH, el VPH,
entre otros (Estrada, 2010).
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Las infecciones por Ct que afectan el tracto urogenital suele ser crénicas, con
sintomatologia solo en aproximadamente el 20% de los casos (Mylonas, 2012), y
cursan con procesos inflamatorios limitados, pero su persistencia en el cérvix
conlleva a hipertrofia cervical y la induccion de metaplasia (Igietseme et al., 2015);
este patdégeno bacteriano pueden coexistir con VPH (agente causal del Cancer de
Cérvix) posiblemente con un efecto sinérgico para las dos infecciones (Paavonen,
2012; Paba et al., 2008; Simonetti et al., 2009).

Una de las principales consecuencia de las infecciones por Ct, la constituye su
contribucion en la displasia cervical, estudios epidemiologicos indican un
significativo incremento en el riesgo de desarrollar anormalidad cervical en aquellas
mujeres que cursan con infecciones persistentes por Ct (Bhatla et al., 2013; Paba
et al., 2008; Singh et al., 1995). Aunque los mecanismos involucrados en la
patogénesis no son claros aun, estudios longitudinales muestran asociaciones de
riesgo entre la presencia bacteriana (principalmente variantes D, G e ) y la
progresion de lesiones de mal prondstico a nivel cervical (Anttila et al., 2001;
Koskela et al., 2000).

Entre los posibles mecanismos involucrados en la patogénesis de bacteriana se
incluyen la liberacién de 6xido nitrico, el favorecimiento de procesos inflamatorios,
la inhibicion de la apoptosis, la alteracion de la estructura celular, la liberacion de
especies reactivas del oxigeno, entre otros (Fan et al., 1998; Jenkins et al., 2015;
Paba et al., 2008).

Las infecciones por Ct, son de facil tratamiento cuando se detectan a tiempo, sin
embargo las limitaciones en el diagndstico han facilitado su transmisién entre
hospederos (Bhatla et al., 2013). De acuerdo con los lineamientos establecidos por
la OMS y la Agencias de Control y Prevencion de Enfermedades (CDC) se sugiere
como tratamiento para éstas: 1 gramo de azitromicina oral en dosis Unica o 100 mg
de doxiciclina oral dos veces al dia por siete dias. Esta recomendacion se baso6 en

un metaanalisis de 12 ensayos clinicos realizado en el 2002, donde se demostro
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que ambas son eficaces, con tasas de eliminacion bacteriana para azitromicina del
97% y para doxiciclina del 98% (Gutiérrez & Sanchez Mora, 2018).

5.5. Distribucién de Ct y métodos de deteccion

Ct afecta exclusivamente humanos, infectando principalmente el tracto urogenital y
es considerada la infeccion bacteriana transmitida por via sexual mas comun a nivel
mundial (WHO, 2011), especialmente en paises Africanos, del Medio Oriente y
Latinoamérica (O’connell & Ferone, 2016). Las infecciones por Ct son comunes en
mujeres jévenes sexualmente activas, la frecuencia de la infeccion y el fracaso en

los tratamientos varian entre regiones analizadas.

Se ha estimado 127,2 millones de casos nuevos de Chlamydia alrededor del mundo,
con una tasa de incidencia global para el 2016 es de 34 casos por cada 1000
mujeres y 33 por cada 1000 hombres (Rowley et al., 2019). Estudios de la OMS
mostraron que la regién de las Américas tuvo la tasa més alta de incidencia de

Chlamydia tanto en mujeres como en hombres (Rowley et al., 2019).

En cuanto a los procedimientos de diagnéstico de Ct, estos incluyen métodos
directos e indirectos; para la infecciones localizadas se ha usado como método de
diagnéstico los ensayos de deteccion directa del patdgeno, como los cultivos,
pruebas de deteccibon de antigenos (enzimoinmunoensayos, anticuerpos
fluorescentes y pruebas de inmunocromatografia), la hibridacién de &cidos
nucleicos y las pruebas de PCR (Meyer, 2016). Los métodos indirectos se valen del
uso de anticuerpos contra Ct, que se pueden aplicar con el fin de valorar las
infecciones cronicas/invasivas y las posibles complicaciones presentadas, aunque
el uso de técnicas que implementen anticuerpos no son recomendables para el
diagnoéstico de infecciones agudas del tracto genital inferior y anal, ya que los
anticuerpos solo son detectables semanas 0 meses después de iniciada la infeccion
(Meyer, 2016).

En cuanto a las técnicas de cultivo, las muestras optimas son aquellas procedentes

de endocérvix, uretra, canal anal y conjuntivas, no obstabte deben ser recogidas
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con dispositivos y medios de transporte especiales; las lineas celulares establecidas
para el crecimiento de Ct son las células McCoy, HelLa 229 y celulas de rifidn de
mono Buffalo Green (Meyer, 2016). La sensibilidad de los cultivos varia de acuerdo
a la técnica de recoleccion de las muestras, el almacenamiento, transporte y
presencia de sustancias toxicas que alteren el crecimiento de Ct en el cultivo
(Meyer, 2016). Una de las limitaciones del cultivo lo constituyen los tiempos de
oportunidad y las dificultades para la estandarizacion, aunque el uso de anticuerpos
especificos de MOMP para la tincidn de los cultivos se consider6é por mucho tiempo
la prueba de referencia (Meyer, 2016). Es por esta razén, que en la actualidad la
metodologia de los cultivos celulares no es empleada en laboratorios de
diagnoéstico, pero si es necesaria en algunos laboratorios de referencia para
controlar la susceptibilidad a los antibidticos y evaluacion de nuevos factores de
virulencia (Meyer, 2016).

Actualmente, los métodos de diagnostico comunmente usados para la
determinacion de este patdgeno son las técnicas de amplificacion de &acidos
nucleicos (Grillo-ardila C.F. et al., 2020). Las NAAT son las pruebas mas sensibles
para detectar Ct, ademas de su alta especificidad en comparacién con la técnica de
cultivo y algunos métodos inmunolégicos (Jorda et al., 2018; Meyer, 2016). La
mayoria de NAAT se basan en PCR donde se usan sondas marcadas con
fluorescencia para detectar los productos de amplificacién en tiempo real y disminuir
los tiempos de reporte, permitiendo asi tratamientos oportunos y el seguimiento de
nuevos casos (Grillo-ardila C.F. et al., 2020; Meyer, 2016). Una de las desventajas
principales de esta técnica es que las muestras podrian contener inhibidores de
amplificacion que causan falsos negativos (Grillo-ardila C.F. et al., 2020).

La tipificacién tradicional de cepas de Ct se basa en distintos métodos de
serotipificacion como la inmunofluorescencia, el inmunoensayo enzimatico y el
radioinmunoensayo que fueron herramientas de diagnostico hasta mediados de los
90 (Rawre et al., 2017). La caracterizacion se basa en la deteccion de la proteina
externa de membrana (MOMP) usando anticuerpos especificos, aunque la principal

limitante es que requiere el crecimiento de Ct en cultivos celulares; debido a esto,
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las técnicas de serotipificacion son aplicadas en los laboratorios clinicos y estudios

epidemioldgicos (Rawre et al., 2017).

En cuanto a las técnicas para la determinacion de serovariantes de Ct, se han
desarrollado otras herramientas de tipificacion, que dan alto grado de resolucion,
especificidad y brindan gran sensibilidad en estudios epidemiol6gicos moleculares
(Bavoil et al., 2013), estas son la tipificacién de secuencias multilocus (MLST) y los
analisis de repeticiones en tandem de un nimero variable de loci (MLVA) (Bom et
al., 2011; De Vries et al., 2015; Klint et al., 2007; Pedersen et al., 2008; Xia & Xiong,
2014).

Por otro lado, existen técnicas de diagnéstico rapido basadas en
inmunocromatografia; estas son capaces de detectar el antigeno LSP de Ct en
muestras genitales y de orina. En comparacién con los cultivos y la PCR, estas
pruebas son significativamente menos sensibles y menos especificas, aunque una
de sus ventajas es que se puede realizar cerca al paciente y proporcionar resultados
en pocos minutos, permitiendo que los pacientes reciban tratamientos inmediatos,

si los resultados son positivos (Meyer, 2016).

Por ultimo, el andlisis por RFLP ha permitido la distincion de las 18 serovariantes de
Ct (Ikehata et al., 2000). Esta técnica es considerada como una de las méas sensibles
y especificas, ademas proporcionar medios valiosos y sensibles para el andlisis y la
ejecucion de estudios epidemiolégicos que identifiquen las serovariantes mas

frecuentes en las poblaciones de riesgo (De Jesus De Haro-Cruz et al., 2011).

5.6. Respuestainmune frente la infeccién por Ct

La infeccion cronica por Ct esta caracterizada por la inflamacién del tracto genital y
la infiltracién en la mucosa de todos los tipos de células inflamatorias, predominando
la respuesta de linfocitos (Mascellino et al., 2011). Se conoce que la inflamacién y
el desarrollo de la infeccion presenta multiples factores como: la virulencia de la
cepa, factores ambientales y la respuesta inmune del hospedero; aunque las

infecciones por Ct inducen y mantienen la respuesta innata y adquirida, se ha
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observado que, en pocos casos, la respuesta inmune permite la eliminacion de la
infeccion, gracias a la capacidad que tiene Ct de evadir los mecanismos de defensa

del sistema inmune (Mascellino et al., 2011).

Estudios sobre los procesos que estan involucrados en la respuesta inmune
adquirida contra Ct en la mucosa genital son aun limitados (Estrada, 2010). Cuando
el patdgeno entra en contacto con el hospedero, las células endoteliales son la
primera linea de defensa; la respuesta inmune inicia con la secrecion de
quimioquinas (atrayentes del sistema inmune innato), junto con células
proinflamatorias, que llegan al sitio de infeccion (Estrada, 2010); dentro de éstas
células se encuentran los macrofagos, neutréfilos y células dendriticas, esta linea
de defensa busca fagocitar al microorganismo y destruirlo (Estrada, 2010). Después
de la infeccion, las celulas epiteliales producen distintos mediadores
proinflamatorios que aumentan la respuesta celular y asi estimulan el dafio sobre
los tejidos, produciendo un incremento en la molécula de adhesion endotelial que

permite la atraccion de celulas inmunitarias (Mascellino et al., 2011).

Los macréfagos y las celulas dendriticas en su superficie son capaces de expresar
moléculas del CMH, estableciendo su funcion como células presentadoras de
antigeno y activando la respuesta inmunidad adquirida (Estrada, 2010). El sistema
inmune adquirido estd compuesto por una funcién humoral (linfocitos B) y una
funcibn mediada por células (linfocitos T, relacionados directamente con la
respuesta a patdgenos intracelulares). Los linfocitos T son activados por las células
presentadoras de antigeno; por una parte, los linfocitos T citotoxicos (CD8+)
destruyen el patégeno al producir citocinas proinflamatorias, asi como al secretar
perforinas y granenzimas (Estrada, 2010). A su vez, en distintos estudios se ha
informado que los linfocitos T ayudadores (CD4+) se encuentran relacionados con
la resolucion de las infecciones genitales y los procesos de cicatrizacion, al activar
diferentes ramas de la respuesta inmune mediante la secrecion de diferentes grupos

de citocinas (Mascellino et al., 2011).
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Los estudios sobre los procesos de induccion de la respuesta inmune adquirida
contra Chlamydia especificamente en la mucosa genital aun son limitados
(Weissenbacher, 2014). Los primeros estudios en modelos murinos han
demostrado que los linfocitos T CD4+ son incapaces de eliminar el patégeno de la
mucosa genital hasta dos meses después de la infeccion inicial, por otro lado,
algunos informes publicados confieren la responsabilidad a los linfocitos T CD8+ a
la resolucion de las infecciones genitales por Ct (Weissenbacher, 2014). Una
infeccion de tipo crénico en los ratones desnudos estudiados podia persistir por
hasta 200 dias, mientras que en ratones normales la infeccion era resuelta entre 18-
21 dias después de una inoculacion vaginal; a su vez, se demostré que en las lineas
de ratones que carecian de las moléculas CMH clase Il fueron incapaces de eliminar
a Ct del tracto genital, resaltando la necesidad de las células CD8+ y CD4+ en la
resolucion de estas infecciones (Weissenbacher, 2014).

Al evaluar la alteracion de células CD4+, se encontr6 que las infecciones por Ct eran
mas frecuentes cuando los animales tenian recuentos bajos de estas células; estos
resultados sugirieron que un nimero bajo de Linfocitos T CD4+ podrian eliminar las
infecciones por Ct (Weissenbacher, 2014). Algunos estudios han demostrado que
ademas de las células CD4+ y CD8+, las células dendriticas también se encuentran
involucradas en el reconocimiento de antigenos de Ct. Tras el proceso de
fagocitosis por las células dendriticas en el tracto genital, los linfocitos CD4+ se
localizan en la mucosa genital estimulando la produccion de IFN-y de la primera a
la tercera semana después de la infeccidn; la produccion dominante del IFN-y
también se observa en los ganglios linfaticos iliacos y en los mesentéricos,

incrementando la respuesta ante el patdégeno (Weissenbacher, 2014).

Los linfocitos T CD4+ y los alelos HLA clase Il son moléculas esenciales en la
respuesta inmune protectora frente al Ct (Karuna P. et al., 2019). Un estudio
realizado en modelo murino probo la hipotesis de que las células dendriticas y las
células epiteliales infectadas por Ct presentan conjuntos superpuestos de epitopes
por CMH clase Il, que permiten unir las fases inductivas (los antigenos son

presentados por las células dendriticas) y efectoras (las células T especificas se
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expanden ante la presentacion antigénica), lo que, en conjunto, promueve la
inmunidad protectora; adicionalmente, se identificaron 26 péptidos (CMH clase I) y
4 (CMH clase Il) derivados de Ct a partir de células epiteliales infectadas; de manera
interesante, se puede resaltar que ninguno de los péptidos unidos a las células
epiteliales se solaparon con los péptidos presentados por las células dendriticas, lo
gue sugiere una discordancia entre los inmunoproteomas de ambos tipos celulares,
surgiendo implicaciones en la eliminacion de Ct y el futuro desarrollo de métodos de

prevencion como las vacunas (Karuna P. et al., 2019).

5.7. Antigenos leucocitario humanos (HLA: Human Leukocyte

Antigens)

El CMH es un sistema complejo que se localiza en el brazo corto del cromosoma 6,
ocupando una zona de cerca de 3,6 Mpb, esta regidn se caracteriza por presentar
un elevado grado de polimorfismos. En esta regibn se encuentran genes que
codifican el HLA clase I, Il y Ill, responsables de controlar la respuesta inmune por
medio del reconocimiento de lo propio y lo extrafio, siendo su rol de gran importancia

en la presentacion antigénica (Takashi S. et al., 2009).

Este segmento ha sido relevante en diversas investigaciones, ya que permite
identificar distintos polimorfismos, que intervienen en un amplio rango de fenotipos,
incluyendo enfermedades autoinmunes, infecciosas y oncoldgicas (Hosomichi K et
al., 2015)

La mayoria de los genes de la regiéon del CMH expresan polimorfismos que son
fundamentales para su funcionamiento, uno de los genes de mayor importancia es
el HLA (Mosaad, 2015). La molécula de HLA difiere en su secuencia de
aminoacidos, lo que genera una estructura diferente en la union al péptido (Mosaad,
2015). También se observa que los dominios mas alejados de la membrana (a1, a2
en HLA clase | and a1, B1 en HLA clase Il) presentan un alto grado de variabilidad,
mientras que los dominios de la membrana proximal (a3 en HLA clase | y 02, B2 en
HLA clase Il), asi como los dominios transmembranales y citoplasmaticos tienen un
polimorfismo bajo o nulo; la mayoria de la variabilidad se concentra en el exén 2 de
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los genes de HLA clase Il y en los exones 2y 3 de los genes de HLA clase | (Mosaad,
2015).

Las moléculas de HLA clase | son expresadas por casi todas las células, con
excepcion de los glébulos rojos, células germinales y embridn; éstas son
glicoproteinas polimérficas, que se unen de manera no covalente a la B2-
microglobulina, que sirve de soporte para la cadena a (Shankarkumar, U. et al.,
2002). Su funcion es la presentacion de antigenos de origen intracelular como
particulas virales, algunas degradadas por el proteosoma y los péptidos derivados
del reticulo endoplasmaético; hay tres tipos de moléculas clasicas de HLA clase I:
HLA-A, HLA-B y HLA-C (Klein, 2000; Shankarkumar, U. et al., 2002; Takashi S. et
al., 2009), las cuales son llevadas a la superficie celular, para presentarle los

péptidos cargados en la hendidura a los linfocitos T CD8+.

Respecto a las moléculas HLA clase Il, se pueden encontrar en células
profesionales presentadoras de antigeno, principalmente celulas dendriticas,
monocitos, macrofagos y Linfocitos B. Dichas células son responsables del
procesamiento y presentacion de antigenos de origen extracelular a los linfocitos T
CD4+ (Klein, 2000; Shankarkumar, U. et al., 2002; Takashi S. et al., 2009).

5.7.1. Nomenclatura alelos HLA

En cuanto a la nomenclatura de los alelos HLA, cada alelo contiene 4 conjuntos de
digitos separados por dos puntos. Todos los alelos tienen al menos cuatro digitos
agrupados en dos y la longitud depende de la secuencia del alelo; con respecto a la
nomenclatura, los dos primeros digitos corresponden a la familia alélica, que es
equivalente al antigeno seroldgico (Group, 2015; Marsh et al., 2010). Los siguientes
digitos son asignados en el orden en que la secuencia ha sido determinada, las
diferencias en los primeros cuatro digitos significan que existen sustituciones
nucleotidicas que cambian la secuencia de aminoéacidos de la proteina codificada.
Los alelos que difieren por la presencia de sustituciones sindbnimas dentro de la

secuencia codificante, se destacan con el uso de un tercer conjunto de digitos y se
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diferencian sélo por polimorfismos de secuencia en intrones o regiones 5 0 3’ no
transcritas (Group, 2015; Marsh et al., 2010).

El comité de nomenclatura de la OMS para el sistema HLA, determind que el
caracter dos puntos (:) seria empleado para separar partes importantes del nombre
de los alelos, entre la familia alélica y el codigo asignado. Los codigos genéricos
empleados tendran que aceptar mas de dos digitos, algunos codigos empleados
fueron removidos o contienen ahora () después del segundo digito de cada
miembro (Torres & Moraes, 2001).

Se cre6 un sistema codificado para reportar los alelos ambiguos, aquellos que
tienen secuencias nucleotidicas idénticas en los exones que codifican para
dominios de unién al péptido (exon 2 y 3 para HLA clase | y exén 2 para HLA clase
II), se acompafan del sufijo G que sigue la nomenclatura del alelo menor en el grupo
(Marsh et al., 2010). Para los alelos con secuencia nucleotidicas que codifican la
misma secuencia proteica de los dominios de unién a péptidos, se designan con

una P que sigue la nomenclatura del alelo menor del grupo (Marsh et al., 2010).

Las secuencias que han sido oficialmente reconocidas por el comité de
nomenclatura de la OMS para factores del sistema HLA se encuentran en la base
de datos IMGT/HLA, que provee mecanismos digitales como los reportes de alelos

y herramientas de alineamiento (Marsh et al., 2010).
5.7.2. Tipificacion HLA

La tipificacion basada en ADN tiene ventajas particulares sobre otras por su alta
especificidad y flexibilidad con respecto a los reactivos usados en la identificacion
de nuevos alelos (Bontadini, 2012). La amplia diversidad alélica ha generado que la
tipificacion del HLA sea de un reto altamente complejo. Uno de los primeros intentos
de tipificacién fue el analisis del polimorfismo de longitud de fragmentos de

restriccion (RFLP), pero esta técnica tenia limitaciones importantes (Erlich, 2012).
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El desarrollo de la técnica de PCR permiti6 la amplificacibn de los exones
polimorficos de los genes HLA 1 y 11, dividiéndose en dos categorias: los analisis con
sondas de hibridacion de oligonucleétidos (SSO), que generan productos con
polimorfismos detectados por una segunda técnica. El uso de inmovilizacion de
sondas en membradas y posteriormente las microesferas empleadas junto con
cebadores especificos de secuencias (SSP) permitio la tipificacion completa del
HLA (Erlich, 2012).

e PCR-SSP (polymerase chain reaction-sequence specific priming)

Es una técnica basada en la especificidad de cebadores; cada par de cebadores
amplifica uno o varios alelos; estos cebadores son seleccionados con el fin de
qgue la amplificacion sea especifica de una regién polimorfica (Arrazola-Garcia,
2005; Bontadini, 2012). Existen kits disponibles con una amplia gama de
cebadores, los productos amplificados obtenidos se detectan por medio de
electroforesis, lo que representa una herramienta Gtil, aunque de baja resolucion
(Bontadini, 2012).

e PCR-SSO (polymerase chain reaction-sequence specific oligonucleotide

probe)

Es una técnica basada en la amplificacion especifica del locus HLA por medio
de la PCR, con una posterior hibridacion del producto amplificado por medio de
sondas de oligonucleétidos de secuencias especificas (Arrazola-Garcia, 2005).
Se tienen oligonucleétidos de 20 pares de bases aproximadamente y son
capaces de reconocer alelos de igual secuencia (Bontadini, 2012). Este sistema
usa sondas especificas marcadas con digoxigenina; cuando la secuencia
complementaria esta presente en el producto amplificado, el anticuerpo
antidigoxigenina conjugado con fosfatasa alcalina permite la emision de luz, al
reaccionar con un sustrato quimioluminicente (Arrazola-Garcia, 2005). Es una

técnica util cuando se usa con un alto flujo de muestras, sin embargo, requiere
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tiempo y un ndmero elevado de sondas para lograr una mayor especificidad
(Bontadini, 2012).

e PCR-SSO rev (polymerase chain reaction-sequence specific oligonucleotide

reverse)

La SSO reverse dot blotting usa el mismo mecanismo de amplificacion que la
SSO, aunque el panel de sondas se une a un soporte solido y la muestra que
sera amplificada se hibrida con este soporte. Se han descrito distintas variantes,
entre ella las que usa una cola de poli-T para unir la sonda a la membrana, cada
sonda es especifica y se hibrida con el producto de PCR (Bontadini, 2012).
Posterior a la hibridacién, se adiciona un conjugado de estreptavidina-
peroxidasa que revela las reacciones positivas. Otro método que usa un principio
similar es el realizado en una bandeja de 96 pocillos, donde el ADN se amplifica
con un cebador biotinilado permitiendo la unién del producto con avidina y las
sondas se conjugan con fosfatasa alcalina, detectando las reacciones de forma

colorimétrica (Bontadini, 2012).

El desarrollo de nuevos enfoques como las microperlas usadas en la plataforma
Luminex, permite la medicion de mdultiples analitos de forma simultdnea en un
solo pozo de reaccion; estas perlas fueron disefladas para detectar
especificamente las secuencias de nucleétidos en los sitios polimérficos del
HLA. Algunas limitaciones descritas son los polimorfismos fuera de la region
amplificada o aquellos localizados en los sitios de unién del cebador (Bontadini,
2012).

e PCR-SBT: Tipificacion basada en secuenciacion

La principal ventaja de esta herramienta es su precision, al ser la Unica técnica
qgue permite detectar directamente las secuencias de nucleétidos de un alelo

permitiendo una asignacion exacta (Bontadini, 2012).
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La secuenciacion de Sanger ha sido uno de los métodos més usados para la
tipificacion del HLA, donde se usan cuatro diferentes fluorocromos para
identificar las bases nucleotidicas (Bontadini, 2012). La incorporacion de los
fluorocromos se realiza de forma aleatoria y detiene la elongacion de la cadena,
por lo que se producen fragmentos de tamafos variables; los fragmentos son
separados posteriormente por electroforesis capilar y cada una de las bases se
identifica y se diferencia por la fluorescencia emitida (Tipu & Shabbir, 2015). El
software de andlisis de la secuencia genera una secuencia de nucleétidos que
son comparados con una base de datos que contiene todos los alelos conocidos
(Bontadini, 2012).

Este tipo de secuenciacion se limita a las secciones con sitios polimarficos, como
el exdn 2 para el HLA clase Il y los exones 2 y 3 para el HLA clase I. Es una gran
herramienta para definir alelos e identificar los desconocidos, aunque tiene una
gran limitante que es la ambigiedad en la tipificacion, ya que el producto de la
amplificacion y secuenciacion de dos alelos juntos, no identifica la fase de
secuencias polimorficas, permitiendo que resulten dos 0 mas combinaciones de
alelos (Bontadini, 2012). Con el fin de resolver estas restricciones, se han
implementado métodos con SSO o SSP, seguidos de una amplificacién de dos
alelos heterocigotos y la secuenciacion de Sanger de alelos por separado
(Bontadini, 2012; Erlich, 2012).

En la actualidad, el uso de la secuenciaciébn de ultima generacion (Next
Generation Sequencing) es una alternativa Util para los resultados inconclusos
obtenidos mediante las herramientas anteriormente descritas (Erlich, 2012). Con
este fin, se han empleado distintas plataformas de secuenciacion como el
sistema de Roche 454, lon Torrent, lllumina y PacBio (Tipu & Shabbir, 2015).

Es asi como la tipificacion de los genes de HLA ha evolucionado desde la
deteccién de variacién en las moléculas expresadas, hasta la tipificacion alélica
de alta resolucion basada en secuenciacion; ademas, los métodos descritos en

la categoria de NGS han permitido una mayor resolucion y rendimiento, sin las
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interferencias generadas por los métodos tradicionales (Tipu & Shabbir, 2015).
Uno de los métodos de tipificacion basados en la secuenciacion es la plataforma
lllumina, que tiene mayor precision en la determinacion del genotipo y la
resolucion de alelos (Erlich, 2012; Tipu & Shabbir, 2015).
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6. ESTADO DEL ARTE

En los ultimos afios se han realizado grandes avances en el conocimiento de la
dindmica de las infecciones por Ct; no obstante, falta mayor informacién acerca de
los factores del hospedero (como los inmunogenéticos) relacionados con la
resolucién o no de las infecciones bacterianas (Brunham, 2017; De la Maza et al.,
2017).

Estudios previos han descrito polimorfismos involucrados en las enfermedades
inducidas por Ct, como tracoma (Conway et al., 1996), EPI (Kimani et al., 1996;
Ness et al., 2004) e infertilidad (Cohen et al., 2000, 2003; Kinnunen et al., 2002);
mientras que otros pocos estudios se han llevado a cabo con el objetivo de evaluar
la asociacion de alelos HLA con la prevalencia de infeccion y reinfeccién bacteriana
(Tabla 2) (Gaur et al., 1999; Geisler et al., 2004; Olson et al., 2019).

Un estudio desarrollado en 302 trabajadoras sexuales procedentes de Kenia,
contempl6 a través de un andlisis de regresion logistica multivariada, que el uso de
anticonceptivos orales aumentaba el riesgo de infeccién cervical por Cty, a su vez,
la presencia de HLA-A31 se relacionaba con una forma de EPI inducida por la

presencia de Ct (Kimani et al., 1996).

Un estudio de casos y controles con 153 mujeres, donde se queria comprobar si los
alelos HLA clase | (A, By C) o clase Il (DRB1 y DQBL1) influian en el riesgo de
cicatrizacion tracomatosa por infecciones con Ct, no encontré ningun tipo de
asociacion entre alelos HLA y la cicatrizacion por Ct; no obstante, se encontré que
uno de los antigenos clase |, especificamente el alelo HLA-A28 fue
significativamente mas comun entre los casos, mientras que el alelo HLA-A6801 era

igualmente comun en toda la poblacién analizada (Conway et al., 1996).

Otro estudio, en el que participaron 113 trabajadoras sexuales, determiné a través
de técnicas de ELISA y microinmunofluorescencia que los alelos HLA DQA1*0401
y DQB1*0402 estaban asociados significativamente con una alta prevalencia de Ct

y mayor cantidad de anticuerpos contra Chsp60, aunque estos anticuerpos no
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alteraron el riesgo de presentar EPI por Ct; esto indicé que el HLA-DQ podria estar

involucrado en la patogénesis de la enfermedad por Ct (Gaur et al., 1999).

De igual forma se ha investigado que factores epidemiolégicos de riesgo se
encuentran asociados a la infetilidad tubarica, la presencia de Cty la relacion entre
los alelos HLA clase Il. Un estudio donde se tipifico el HLA clase Il y se determind
la presencia de Ct en 47 mujeres con infetilidad tubérica y 46 con ligadura tubarica,
encontré que la presencia de los alelos DQA*0101 y DQB*0501 se correlaciona
positivamente con la presencia de Ct, mientras que mujeres con el alelo DQA*0102

se correlacionaban negativamente con la infeccion bacteriana (Cohen et al., 2000).

Por otra parte, un estudio de casos y controles que evalué la asociacion entre la
infetilidad tubarica y Ct, reporté que los alelos HLA-DQB1 y HLA-DQAL1 no fueron
significativos para los grupos analizados; sin embargo, los alelos HLA-DQA1*0102
y DQB1*0602 se encontraron en una frecuencia significativa en el grupo de casos

frente al grupos de controles (Kinnunen et al., 2002).

A través del tiempo se han desarrollado estrategias para comprender los
mecanismos inmunogenéticos que median las infecciones por Ct y las patologias
desarrolladas a partir de éstas, como la infertilidad tubarica. Es asi como, a través
de un analisis transversal en 63 mujeres con infertilidad tubéarica, donde 31 eran
seropositivas para Ct y 32 seronegativas, se establecié la presencia de dos alelos
clase Il (HLA-DRB1*1503 y DRB5*0101), que fueron detectados con menos
frecuencia en mujeres seropositivas para Ct, lo que puede indicar que es un
mecanismo de proteccion mediado inmunolégicamente contra la infecciones

bacterianas (Cohen et al., 2003).

Dadas las asociaciones previamente descritas entre los alelos HLA clase I, la
presencia de Ct, el desarrollo de patolégias agudas como la endometritis y la
infertilidad, un estudio realizado con 92 mujeres encontré que el alelo DQA*0301
fue mas frecuente en mujeres con endometritis e infetilidad, mientras que los alelos

DQA*0501 y DQB*0402 fueron menos comunes en esta misma poblacién de
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estudio, concluyendo que estos alelos pueden alterar la ocurrencia de las

infecciones en el tracto genital inferior (Ness et al., 2004).

Ademas de estudios de asociacion del HLA con patologias derivadas de Ct, algunos
estudios se han realizado con el fin de evaluar caracteristicas de la respuesta
inmune del hospedero asociadas con la prevalencia de la infeccion bacteriana; en
este sentido, un estudio que incluyé 485 adolescentes (124 masculinos y 361
femeninos) seguidos durante un periodo de 56 meses, reportd que las variantes
alélicas DQB1*0602 y DQB1*0603 y el haplotipo HLA-B*44-Cw*04 se relacionaron
con la infeccion por Ct de forma negativa, afectando la eliminacion del
microorganismo; esto a su vez, permite entender que la presentacion de antigenos
en la respuesta inmune adaptativa puede ser un factor importante en el control de

las infecciones por Ct (Geisler et al., 2004).

Finalmente, en un estudio realizado en una poblacion de 185 mujeres seronegativas
a HIV se encontré que el alelo DQB1*06 se asocio con eventos de reinfeccion por
Ct y se ve implicado como un marcador de riesgo para la presencia del
microorganismo (Olson et al., 2019). Es asi como los estudios desarrollados han
establecido la asociacion presentada entre el HLA y la presencia de Ct,
predominando los genes de HLA clase Il. De esta manera, es como la determinacién
y el desarrollo de andlisis exhaustivos en distintas poblaciones, permitira establecer
asociaciones longitudinales relacionadas con el desenlace de las infecciones por
Ct.

Tabla 2. Estudios de los alelos HLA asociados con las enfermedades e
infecciones relacionadas con Ct

Afio Pais lES o!e Poblacion Hallazgos Referencia
Estudio
302 mujeres HLA*A31 se asoci6 de forma (Kimani et al
1996 | Kenia | Cohorte trabajadoras EPI inducida por la "
) 1996)
sexuales presencia de Ct
151 casos con HLA*A28 fue
.| Casosy | tracoma cicatricial significativamente mas (Conway et
1996 | Gambia o
controles y controles comun entre los casos que al., 1996)
pareados entre los controles
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113 mujeres

Alelos DQB1*0402 se
asociaron estadisticamente

(Gaur et al.,

1999 | Kenia | Cohorte trabajadoras con una mayor cantidad de 1999)
sexuales .
anticuerpos contra Chsp60
* *
47 mujeres con DQA*0101 y DQB*0501 se
. o correlacionaron
infertilidad de " :
2000 | Kenia Transver origen tubarico y positivamente con presencia | (Cohen et al.,
sal . de Ct, DQA*0102 se 2000)
46 con ligadura de = .
correlacioné negativamente
trompas : . )
con la infeccion bacteriana
52 casos DQA1*0102 y DQB1*0602
2002 | Einlandia Casosy (infertilidad de se asociaron con mujeres | (Kinnunen et
controles | origen tubarico) y | con mujeres con infertilidad al., 2002)
61 controles de origen tubdérico
63 mujeres con
infertilidad por
factor tubarico DRB1*1503 y DRB5*0101,
. Transver | incluidas, de las se detectaron con menos | (Cohen et al.,
2003 | Kenia ) .
sal cuales 31 fueron frecuencia en mujeres 2003)
seropositivas para seropositivas a Ct
Cty 32
seronegativas
Se encontraron asociados a
485 adolescentes la infeccién bacteriana, los
Transver . ~, alelos DQB1*06 (Geisler et al.,
2004 | USA con infeccion L "
sal incidentes de Ct (principalmente *0602 y 2004)
*0603) y el haplotipo B*44-
Cw*04
EPI fue mas comun en
mujeres con el alelo
Transver | 92 mujeres con | DQA*0301, mientras que en | (Ness et al.,
2004 | USA :
sal EPI aguellas mujeres con alelos 2004)
DQA*0501 y DQB*0402 fue
menos comun
Se incluyeron 185
mujeres, de las
* 1A
2019| USA Cohorte cuales 147 no DQE_>1 06 e asocio con la | (Olsonetal,
presentaron reinfeccion bacteriana 2019)
reinfeccion,

mientras que en
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38 mujeres, si se
presentd
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7. OBJETIVOS

7.1. Objetivo general

Determinar los alelos y haplotipos de las moléculas HLA DRB1 y DQBL1 relacionados
con la infeccion, persistencia, depuracion y reinfeccion por Chlamydia trachomatis

en una cohorte de mujeres colombianas.

7.2. Objetivos especificos

e Describir las caracteristicas sociodemograficas y clinicas de la poblacion de
estudio.

e Estimar la tasa de infeccion, persistencia, depuracion y reinfecciébn para
Chlamydia trachomatis en la poblacion de estudio.

e Determinar las diferencias en la distribucion de las variables
sociodemogréficas, los factores de riesgo y los hallazgos cervicales, teniendo
en cuenta el curso clinico de la infeccion por Chlamydia trachomatis
(infeccidn, persistencia, depuracién y reinfeccion).

¢ Identificar los alelos y haplotipos HLA-DRB1 y DQB1 relacionados con la

infeccion, persistencia, depuracion y reinfeccion por Chlamydia trachomatis.
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8. METODOLOGIA

8.1. Disefoy poblacion de estudio

Este estudio hace parte de una cohorte birideccional; el componente prospectivo
busco determinar la historia natural de la infeccién por VPH; dicho estudio se llevo
a cabo entre abril de 2007 y marzo de 2010 y se invitd a participar mujeres entre 17
y 69 afios de edad (Del Rio-Ospina et al., 2020; Soto-De Leon et al., 2014).

Para el componente retrospectivo, se tuvieron en cuenta como criterios de inclusion:
la disponibilidad de la muestra cervical para tipificar HLA-DRB1 y DQB1, mujeres
gue contaran con al menos cuatro seguimientos (uno de linea base y tres visitas) y
una periodicidad entre visitas de 6 meses (+ 3 meses). Cabe destacar que las
mujeres no recibieron tratamiento con antibidtico para la infeccion, dada la

naturaleza retrospectiva de este estudio (Figura 2).
8.2. Definicion de sujetos de estudio

Las mujeres incluidadas en el estudio asistieron a los programas de promocion y
prevencion (P&P) de cancer de cérvix (CC) en centros hospitalarios de tres ciudades
colombianas: Hospital San Juan Bautista en la ciudad de Chaparral en el
departamento del Tolima; el Nuevo Hospital San Rafael en Girardot en

Cundinamarca y el Hospital de Engativa Nivel Il, en Bogota, capital de Colombia.

A todas las mujeres se les explicé del objeto del estudio, procedimientos, riesgos,
beneficios, entre otros, y aceptaron a través de la firma de un consentimiento
informado (Anexo 1), autorizando el uso de la muestra para el presente estudio y
futuros analisis. Junto con el cosentimiento informado, las mujeres diligenciaron un
cuestionario que recopild informacion sociodemografica, historial reproductivo y
comportamiento sexual. Todos los protocolos fueron evaluados y aprobados por los

Comités de Etica de cada hospital participante (Soto-De Leén et al., 2014).
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Figura 2 . Diagrama de flujo del disefio del estudio
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8.3. Obtencion del material biolégico y extraccién de ADN

El material bioldgico se obtuvo a partir de raspado cervical, recolectado durante la
realizacion de la citologia; una vez se tomaron las muestras se conservaron a 4°C,
en el medio de transporte de etanol al 95%. Posteriormente, fueron procesadas bajo
las técnicas estandarizadas y publicadas por el grupo de Biologia Molecular de la
FIDIC (Soto-De Leon et al., 2014).

A partir de alicuotas de muestras de cérvix, se realizd la extraccion de ADN
gendmico empleando el kit QlAamp 96 DNA Blood kit (Quiagen, Hilden, Alemania)
siguiendo el protocolo de la casa comercial. La calidad del ADN gendémico se
determind con concentraciones >10 ng/pL y una relacion de absorbancia 21.8/2.0 a
260/280. Este ADN genomico se emple6 para la deteccion molecular de Ct y la
tipifcacion de los alelos HLA-DRB1-DQBL1.

8.4. Deteccion molecular de Ct y Tipificacion de HLA-DRB1-DQB1

La deteccién de Ct se llevo a cabo mediante PCR, con sets de cebadores dirigidos
hacia el plasmido criptico (Quinénez-Calvache et al., 2016). Para la amplificacién
bacteriana, se emplearon dos conjuntos de cebadores: KL5/KL6 que amplifica un
fragmento de 350 pb del ORF2 del plasmido y KL1/KL2 que amplifica un fragmento
de 241 pb del ORF2 (Cribb et al., 2002; Occhionero et al., 2007).

Las condiciones de la PCR, se reportaron previamente (Quinénez-Calvache et al.,
2016). En resumen, se corrieron PCRs independientes para KL1/KL2 y KL5/KL6, se
realiz6 la mezcla con 3mM de MgClz, 1,25 mM de dNTPs, 20 pmol de cada cebador
y 1,25 pyL de Taq ADN polimerasa (5U/uL). El ciclo térmico para ambos sets de
cebadores inicia con una temperatura de 94°C por 5 minutos, seguido de 35 ciclos
de 1 minuto a 93°C, la fase de elongacion para los cebadores KL1/KL2 se mantuvo
en 1 minuto a 55°C y para los cebadores KL5/KL6 se uso por 1 minuto a 56,8°C,
posteriormente se mantuvo por 1 minuto a 72°C y la extension final a 72°C por 10

minutos (Quindnez-Calvache et al., 2016).
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La tipificacion de los alelos HLA se realizé por NGS, a partir de los exones 2 'y 3 de
los loci DRB1-DQB1 (resolucion 3x) a través de la plataforma lllumina MiSeq (San
Diego, CA, USA; Histogenetics, Ossining, NY, USA). EI ADN gendémico extraido fue
enviado Histogenetics, donde realizaron el procedimiento de NGS. La base de datos
IPD-IMGT/HLA (https://www.ebi.ac.uk/ipd/imgt/hla) publicada en enero de 2018 se

usé para la asignacion alélica. Se siguieron las directrices del Comité de
Nomenclatura de la OMS (Organizacion Mundial de la Salud) para Factores del
Sistema HLA para el reporte de alelos, usando los cddigos del Programa Nacional
de Donantes de Medula Osea (NMDP) y los codigos G para los alelos ambiguos
(aquellos con secuencias de nucledtidos idénticas en el sitio de reconocimiento del

antigeno en el exén 2).
8.5. Analisis estadistico

La descripcion de las variables se realiz6 teniendo en cuenta la naturaleza de éstas;
se emplearon medidas de tendencia central (media o mediana) y de dispersion
(desviacion estandar-DE o rangos intercuartilicos-RIC) para describir las variables
cuantitativas. Las variables cualitativas se mostraron en términos de frecuencias,
las diferencias entre grupos se estimaron con la prueba Chi2 o la prueba exacta de
Fisher. Las tasas de incidencia para los distintos eventos se informaron con
intervalos de confianza (IC) del 95% y se estimd la probabilidad de continuar libre

de eventos en el tiempo calculando la funcion de Kaplan Meier.

Para fines de este estudio, la infeccion por Ct se definié como la deteccion por PCR
del ADN bacteriano en cualquier punto del seguimiento (2 afios); la depuracion se
definié como la eliminacién de la infeccién, teniendo en cuenta un resultado previo
positivo para Ct; por otra parte, teniendo en cuenta que antes de ser eliminadas,
una fraccion de las infecciones fue persistente, este evento se evaluo en el estudio
y se definié como la deteccion bacteriana en dos 0 mas seguimientos consecutivos;
finalmente, la reinfeccién se defini6 como la deteccion de Ct después de la no

deteccion del ADN bacteriano en un seguimiento previo.
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Se desarrollaron modelos de riesgos proporcionales de Cox para evaluar la
probabilidad de desarrollar los desenlaces a través del tiempo; los coeficientes de
dichos modelos se expresaron en términos de Hazard ratios (HR) y se usaron para
identificar los alelos/haplotipos relacionados con los eventos evaluados (infeccion,
depuracion, persistencia y reinfeccion); para la interpretacion de estos coeficientes,
los valores de HR menores a 1 representaron una menor probabilidad de ocurrencia
del evento, mientras que los valores mayores a 1 se interpretaron como una
asociacion positiva, es decir, una mayor probabilidad de ocurrencia del evento de
interés. Adicionalmente, se estimé el supuesto de riesgos proporcionales con tests
basados en los residuos de Schoenfeld; las covariables consideradas para el ajuste

fueron aquellas con valores p<0,200 en el analisis univariado.

En aquellos casos donde no se cumplieron los supuestos de proporcionalidad, se
llevaron a cabo diferentes modelos (Lognormal, Log-logistic, Weibull y Gompertz)
de supervivencia paramétricos de tiempo de evento acelerado (reportando Times
Ratios-TR) (Lee & Go, 1997). El modelo con el menor valor en el criterio de
informacion de Akaike y el criterio de informacion bayesiano BIC fue seleccionado.
Los valores p obtenidos de cada uno de los modelos fueron corregidos con el
método Bonferroni (Armstrong, 2014). Para la interpretacion de los valores TR, se
tuvo en cuenta que aquellos menores a 1 significaban que la ocurrencia del evento
era mas temprana, mientras que valores mayores a 1 indicaban que la ocurrencia

del evento era mas tardia.

Todos los analisis se realizaron a dos colas con una significaciéon de 0,05. El
Software STATA14® fue empleado para los analisis descritos.

8.6. Prediccion decelulas Ty B

Teniendo en cuenta que el analisis in silico de los epitopes contribuye a predeccion
de péptidos que pueden ser opciones terapéuticas, se llevdé a cabo un trabajo
adicional, en el que a través de herramientas inmunoinformaticas se realizé la
prediccion de péptidos. En este contexto, secuencias de proteinas derivadas de las
serovariantes de Ct se descargaron de la base PATRIC 3.5.11 (https://www.
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patricbrc.org) (Tabla 3) y se analizaron primero mediante el predictor de secrecion
de via clasica (SignalP 5.0) (Almagro Armenteros et al., 2019), y las que no fueron
asignadas por este predictor se analizaron mediante el predictor de via no clasica
(SecretomeP 2.0) (Bendtsen et al.,, 2005). Las proteinas predichas como
secretadas, fueron seleccionadas para evaluar que péptidos que tenian una alta
actividad de unién al alelo HLA-DRB1 y HLA-DQB1, usando el servidor
NetMHCllpan 3.2 del Departamento de Biologia de Sistemas de la Universidad
Técnica de Dinamarca (Nielsen et al., 2008). Se considerd que los péptidos con un
rango <2,0% tenian una fuerte union. Se uso la herramienta BepiPred 2.0 (el umbral
de epitopes fue de 0,6) para calcular los epitopes de células B derivados de las
proteinas cuyos péptidos se asociaron a un efecto de proteccién (Jespersen et al.,
2017).

Tabla 3. Serovariante de Ct e informacién de acceso a la base de PATRIC

Serovariante Genoma ID Cepa No. acceso BioProject No. acceso GenBank
A 315277.5 A/HAR-13 PRJINA13885 CP000051.CP000052
B 813210 SC9o8 PRJINA244648 JPNC01000000
C 1431547.3 C/ITW-3 PRJINA230246 CP006945.1.CP006946.1
D 813136 SQ29 PRJINA338746 CP017731
E 813.93 E-DK-20 PRJINA316787 CP015304.CP015305
F 813.94 F-6068 PRJINA316787 CP015306.CP015307
H 813137 SQ20 PRJINA338746 CP017732
la 813140 SQ10 PRJINA338746 CP017737
J 813145 SQ05 PRJINA338746 CP017742
Ja 813146 SQ25 PRJINA338746 CP017743
K 813147 SQ15 PRJINA338746 CP017745
L2 813316 é(%l\;lélfn PRJNA386688 NHAUO01000000

LGV 813132 cdul:Tn PRJINA362456 CP019385
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9. RESULTADOS

9.1. Descripcion de la poblacién de estudio y tasas de infeccion,

persistencia, depuracion y reinfeccion de Ct.

Un total de 262 mujeres que cumplieron con los criterios de inclusion del estudio
retrospectivo fueron incluidas. La media de edad fue de 41,7 afios (DE= 23,1) y la

mediana de edad de inicio de vida sexual fue de 18,0 afios (RIC= 4,0) (Tabla 4).

Respecto a las caracteristicas sociodemograficas de la poblacion, los resultados
mostraron que el 11,9% de las mujeres empleaba como método de planificacion el
hormonal, la mayor parte reportaron estado civil casada o union libre (88,1%) y un
8,9% presentaron al inicio del estudio alguna anormalidad cervical reportada por la

citologia; otras caracteristicas de describen en la Tabla 4.

Tabla 4. Caracteristicas demogréficas y factores de riesgo de las 262 mujeres

incluidas en el estudio

Variable Afos
Edad media (DE) 41,7 (23,1)
Edad media de la primera relacion sexual (RIC) 18,0 (4,0)
n (%)
Etnia no mestiza? 7 (2,6)
Mas de tres parejas sexuales 55 (21,8)
Estado marital casado/cohabitando 231 (88,1)
Mas de dos embarazos 37 (14,5)

Historial de abortos 93 (35,5)
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Historial de enfermedades de transmision

sexual 60 (22,9)
Método anticonceptivo hormonal 29 (11,9)
Escolaridad, analfabeta/primaria 122 (47,8)
Procedencia, fuera de Bogota 180 (68,7)
Promedio mensual, ingresos menos del minimo 232 (89,6)
VPH positivo 218 (83,2)
Hallazgos citolégicos anormales 23 (8,9)

a Esta categoria incluia a las etnias indigenas y afrocolombianas
b El ingreso mensual medio minimo (tasa de 2020) de 877.802 pesos colombianos.

En cuanto a Ct, los resultados mostraron que el 70,2% (n=184) de las mujeres
iniciaron el estudio sin infeccidn bacteriana; la tasa de infeccion fue de 5,1 por cada
100 personas en un mes. Por otra parte, un 29,8% (n=78) de las mujeres iniciaron
el estudio con infeccién por Ct, la tasa de depuracion fue de 16,1 por cada 100
personas en un mes. Finalmente, en cuanto a la persistencia y la reinfeccion, las
tasas fueron 26,0 y 15,6 por cada 100 personas en un mes, respectivamente (Figura
3).

Los andlisis de Kaplan—Meier permitieron estimar la probabilidad del riesgo para
cada evento (infeccion, depuracién, persistencia y reinfeccién) de Ct a lo largo del
periodo de seguimiento y se muestran en la Figura 4. El 50% de las mujeres que
iniciaron sin infeccion por Ct habian adquirido la bacteria a los 12 meses de
seguimiento; por otro lado, en aquellas que iniciaron con infeccion bacteriana, cerca
del 75% habian depurado la infeccion pasados los 10 meses. Las infecciones de
mayor presistencia duraron alrederor de 15 meses en el hospedero. Finalmente, al
evaluar la proporcion de reinfeccion en funcion del tiempo, se observo que la mayor

parte de estos eventos ocurren al mes 8 (Figura 4).
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Figura 3. Diagrama de las tasas de infeccion, eliminacion, persistencia y reinfeccion.
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Figura 4. Graficos de Kaplan-Meier para evaluar la infeccion, depuracion, persistencia y reinfeccion de Ct en funcion del
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Al evaluar las diferencias en la distribucién de las variables sociodemograficas y
factores de riesgo entre los tres desenlaces considerados (infeccion, depuracion,
persistencia y redeteccion), se encontraron diferencias estadisticamente
significativas para las variables como edad, numero de parejas sexuales, método
anticonceptivo, entre otras (Tabla 5); estas covariables fueron empleadas para

hacer el ajuste a los modelos multivariados (semiparamétricos y parametricos).

Tabla 5 . Distribucion de covariables en relacion con el resultado del Ct.

Desenlace Ct

Infeccién Depuracion  Persistencia  Reinfeccién

CARACTERISTICA — n % n % n % n % ator
Edad (afios)
<30 27 14,7 12 154 8 11,4 8 15,1
30-40 38 20,7 27 34,6 17 24,3 14 26,4 0,001
>40 119 64,7 39 50,0 45 64,3 31 585
NUumero de parejas sexuales
Una 80 44,9 35 449 32 47,1 18 34,0
Dos 64 36,0 20 25,6 20 294 17 32,1 0,001
23 34 191 23 295 16 235 18 34,0
Método anticonceptivo
Ninguno 66 384 27 38,0 28 41,8 20 417
Hormonal 20 11,6 6 85 7 104 6 12,5 0,165
Otroa 86 50,0 38 535 32 47,8 22 458
Edad de inicio de relaciones
sexuales
<18afos 112 60,9 42 53,8 36 51,4 31 585 e
>18afios 72 39,1 36 46,2 34 48,6 22 415 ’
Abortos
No 72 529 39 52,7 23 46,0 19 48,7
Si 64 471 35 47,3 27 54,0 20 51,3 0.001
Antecedentes de otras ITS
No 141 76,6 65 83,3 61 87,1 38 71,7 -
SI 43 234 13 16,7 9 129 15 28,3

Presencia de VPH
Negativo 28 15,2 10 12,8 4 57 4 75 0,001
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Positivo

156 84,8

68 87,2

66 94,3

49 92,5

a La categoria de método anticonceptivo "otros" incluia los métodos de barrera y la cirugia

9.2. Efecto delos alelos HLA-DRB1-DQB1 en el desenlace de Ct

Un total de 47 alelos se identificaron para el locus DRB1, de los cuales el alelo

DRB1*04:07:01G se encontré en mayor frecuencia en la poblacion; para DQB1, se

encontraron 14 alelos, siendo DQB1*03:02:01G el de mayor aparicion en la

poblacion (Anexo 2).

Con el fin de identificar los alelos HLA-DRB1 y DQB1 que podrian presentar alguna

asociacion con los distintos eventos de Ct evaluados, se llevaron a cabo modelos

semiparameétricos y parameétricos ajustados a las covariables y corregidos con el

método Bonferroni (Anexo 3 y 4). Para HLA-DRB1, los resultados mostraron 19

asociaciones significativas (representadas por 16 alelos) (Tabla 6).

Tabla 6. Alelos HLA DRB1-DQB1 asociados a la infeccion, depuracion,

persistencia y reinfeccion de Ct

Locus Alelo Evento Coeff. 1IC95% Pcd Efecto
01:02:01G Infeccién 8,36 1,71-4,08 0,000 Mayor Probabilidad
01:03:01 Reinfeccién 0,01°¢ 0,00-0,05 0,000 Ocurrencia Temprana
03:02:01 Infeccién -0,98° -1,29-(-0,67) 0,000 Ocurrencia Temprana
03:02:02 Infeccién -0,55P -0,86-(-0,25) 0,000 Ocurrencia Temprana
04:10:01G Infeccion 2,91° 2,49-3,36 0,000 Ocurrencia Tardia
08:01:01G Infeccién -0,87° -1,20-(-0,54) 0,000 Ocurrencia Temprana
. 08:02:01G Persistencia 12,71 4,35-37,09 0,000 Mayor Probabilidad
@ Reinfeccién -0,322 -0,51-(-0,13) 0,030 Ocurrencia Temprana
= 09:01:02G Depuracion 5,58 2,91-10,49 0,000 Mayor Probabilidad
10:01:01G Persistencia 0,33 0,19-0,57 0,000 Menor Probabilidad
11:01:01G Persistencia 22,20 5,70-86,49 0,000 Mayor Probabilidad
11:01:02 Infeccion 3,00° 2,48-3,51 0,000 Ocurrencia Tardia
19:01:01G Infeccion 3,23° 2,73-3,73 0,000 Ocurrencia Tardia
Depuracion 5,53 2,91-10,49 0,000 Mayor Probabilidad
13:05:01 Persistencia 3,67 1,74-7,75 0,032 Mayor Probabilidad



14:01:01G Persistencia 3,92 1,86-8,25 0,000 Mayor Probabilidad

Infeccién 2,40P 1,87-3,10 0,000 Ocurrencia Tardia
14:02:01G -
Persistencia 27,79 5,30-145,59 0,000 Mayor Probabilidad
16:01:01 Reinfeccién -0,172 -0,27-(-0,08) 0,000 Ocurrencia Temprana
o Depuracion 4,97 1,79-13,74 0,024 Mayor Probabilidad
8 05:03:01G
o) Persistencia 3,92 1,86-8,25 0,000 Mayor Probabilidad

@ El modelo de riesgos proporcionales de Cox no cumplié el supuesto de proporcionalidad, se realiz6 el modelo paramétrico logistico
b El modelo de riesgos proporcionales de Cox no cumplié el supuesto de proporcionalidad, se realizé el modelo paramétrico
lognormal

¢ El modelo de riesgos proporcionales de Cox no cumplié el supuesto de proporcionalidad, se realizé el modelo paramétrico de
gompertz

d Los valores p obtenidos de cada uno de los modelos fueron corregidos con el método Bonferroni

El andlisis se ajusté por edad, edad de inicio de vida sexual, nUumero de parejas sexuales a lo largo de la vida, método de
planificacion, abortos, antecedentes de otras ITS e infeccion por VPH.

Los alelos que favorecen (mayor probabilidad o aparicion mas temprana) o no favorecen (menor probabilidad o aparicion mas
tardia) un evento se muestra como asociaciones verdes y rojas, respectivamente.

Para la infeccion por Ct, un total de 8 alelos fueron significativos, 4 de ellos
(DRB1*01:02:01G, *03:02:01, *03:02:02 and *08:01:01G) favoreciendo la infeccion
bacteriana (con efecto de mayor probabilidad 6 ocurrencia temprana), mientras que
los otros 4 alelos (DRB1*04:10:01G, *11:01:02, *12:01:01G and *14:02:01G) no
favorecian el evento es decir presentaban baja probabilidad y ocurrencia tardia del

mismo.

En cuanto a los eventos de depuracion, dos alelos (DRB1*09:01:02G y *12:01:01G)
presentaron un efecto a favor de la eliminacion bacteriana, es decir mayor
probabilidad (Tabla 6).

En cuanto a la persistencia, los resultados mostraron que 5 alelos
(DRB1*08:02:01G, *11:01:01G, *13:05:01 *14:01:01G y *14:02:01G) tuvieron un
comportamiento favorable a la permanencia de la bacteria, con un efecto de mayor
probabilidad, y solo uno (DRB1* 10:01:01G) presenté un comportamiento contrario

con una menor probabilidad de persistencia (Tabla 6).

En cuanto a los eventos de reinfeccion, 3 alelos (DRB1*01:03:01, *08:02:01G y
*16:01:01) fueron significativamente asociados favoreciendo el evento de

ocurrencia temprana del mismo (Tabla 6).
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Finalmente, tres alelos DRB1 se encontraron relacionados con mas de un evento;
el alelo DRB1*08:02:01G presentd una mayor probabilidad de persistencia y
ocurrencia tardia de la reinfeccion. El alelo DRB1*12:01:01G tuvo un
comportamiento de ocurrencia tardia en el evento de infeccion y se observd una
mayor probabilidad de presentar depuracion. El alelo DRB1*14:02:01G presento un
comportamiento diferente en distintos eventos; se determind un efecto de
ocurrencia tardia para la infeccion, mientras que se observo una mayor probabilidad

para el evento de persistencia.

En cuanto a HLA-DQBL1 se identificaron 14 alelos en la poblacién estudiada; de
éstos, soélo el alelo DQB1*05:03:01G se relacioné con méas de un evento, siendo
observado un efecto de mayor probabilidad en los eventos de depuracién y de
persistencia (Tabla 6).

Por otra parte, se evaluo6 el efecto de la homocigocidad de alelos HLA-DRB1 y HLA-
DQB1. Los resultados mostraron que para homocigocidad de HLA-DRB1 se
observd menor probabilidad en la depuracion y mayor probabilidad en la

persistencia (Tabla 7).

Tabla 7. Efecto de la homocigocidad de HLA DRB y DQBL en la infeccion,
depuracion, persistencia y reinfeccion de Ct.

Desenlace Ct

Locus Infeccibn Depuracion Persistencia Reinfeccion
Coeff -0,27 0,58 0,20 NA

DRB1 IC95% -0,57-0,51 0,37-0,52 0,05-0,36

P 0,922 0,000 0,000

Pc . 0,000 0,000

HR 0,57 1,30 0,54 0,49
DOB1 IC95% -0,25-0,37 0,80-2,11 0,26-1,12 0,10-2,23

P 0,721 0,279 0,101 0,358

Pc
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9.3. Efecto de los haplotipos HLA-DRB1-DQB1 en el desenlace de Ct

Se identificaron 142 haplotipos HLA DRB1-DQBL1 en la poblacién de estudio (Anexo
5y 6); los resultados mostraron 56 asociaciones significativas (representadas en 47
haplotipos) (Tabla 8). Para los eventos de infeccion se encontraron 27 asociaciones,
donde 16 favorecen el evento de infeccidn, es decir presentan mayor probabilidad
y ocurrencia temprana (p.ej. DRB1*01:02:01G-DQB1*03:03:02G), mientras que 11
haplotipos mostraron una ocurrencia tardia de las infecciones bacterianas; un
ejemplo de esto es el haplotipo DRB1*12:01:01G-DQB1*03:02:01G (Tabla 8 y
Anexo 5).

Para los eventos de depuracion, se observo que los haplotipos DRB1*09:01:02G-
DQB1*03:01:01G y DRB1*12:01:01G-DQB1*03:02:01G tenian un comportamiento
favorable estableciendo una ocurrencia temprana del evento, por el contrario, el
haplotipo DRB1*04:05:01-DQB1*03:01:01G presentdé una menor probabilidad del
mismo (Tabla 8 y Anexo 5).

Para la persistencia, los resultados mostraron 18 asociaciones, donde 16 favorecian
el evento, es decir presentaba una mayor probabilidad 6 una ocurrencia temprana,
siendo los haplotipos DRB1*04:05:01-DQB1*03:01:01G y DRB1*11:01:01G-
DQB1*03:02:01G los de mayor efecto. Por el contrario, los haplotipos
DRB1*10:01:01G-DQB1*05:01:01G y DRB1*14:02:01G-DQB1*05:01:01G no
favorecen el evento de persistencia de Ct, ya que mostraron una menor probabilidad

u ocurrencia tardia.

En los casos de reinfeccion, se encontraron 8 haplotipos asociados; todos ellos
tenian un comportamiento que favorecia el evento, es decir mayor probabilidad 6

ocurrencia temprana (Tabla 8 y Anexo 6).

Por ultimo, encontramos que 9 haplotipos presentaban relacion con mas de un
evento; 6 de ellos presentaron un efecto en el mismo sentido, por ejemplo
DRB1*04:05:01-DQB1*02:01:01G con ocurrencia temprana de la infeccion y
reinfeccién de Ct, y el haplotipo DRB1*12:01:01G-DQB1*03:02:01G con ocurrencia
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tardia en la infeccion y mayor probabilidad de depuracién (Tabla 8). Por otro lado,
los haplotipos DRB1*01:01:01G-DQB1*03:01:01G, DRB1*13:05:01-
DQB1*03:01:01G y DRB1*13:05:01-DQB1*03:02:01G, presentaron un efecto
contrario en los eventos, es decir ocurrencia tardia en eventos de infeccion y

ocurrencia temprana en persistencia (Tabla 8).

Tabla 8. Haplotipos HLA DRB1-DQB1 asociados con la infeccion, depuracion,
persistencia y redeteccion de Ct

Haplotipo
Evento Coeff. 1C95% Pcd Efecto
DRB1 DOQB1
Infeccion 2,73° 2,21-3,25 0,000 Ocurrencia Tardia
01:01:01G 03:01:01G
Persistencia 0,482 0,31-0,66 0,000 Ocurrencia Temprana
01:01:01G 03:02:01G  Persistencia 4,76 2,03-11,14 0,000 Mayor Probabilidad
01:01:01G 03:03:02G Infeccién 3,10° 2,61-3,59 0,000 Ocurrencia Tardia
01:02:01G 03:03:02G Infeccién 14,82 4,54-48,31 0,000 Mayor Probabilidad
Persistencia 9,52 2,77-32,71 0,000 Mayor Probabilidad
01:03:01 02:01:01G
Reinfeccién 0,01°¢ 0,00-0,05 0,000 Ocurrencia Temprana
01:03:01 03:01:01G Infeccién -1,27° -1,64-(-0,90) 0,000 Ocurrencia Temprana
01:03:01 03:02:01G Infeccién 2,97° 2,44-3,49 0,000 Ocurrencia Tardia
Persistencia 9,52 2,77-32,71 0,000 Mayor Probabilidad
01:03:01 05:01:01G
Reinfeccién 0,01°¢ 0,00-0,05 0,000 Ocurrencia Temprana
03:01:01G 05:01:01G Infeccién 14,08 5,36-36,96 0,000 Mayor Probabilidad
03:02:01 04:02:01G Infeccién -0,98° -1,29-(-0,67) 0,000 Ocurrencia Temprana
03:02:02 03:01:01G Infeccién -0,55° -0,86-(-0,25) 0,000 Ocurrencia Temprana
04:02:01 03:01:01G Infeccién 0,83° 0,41-1,26 0,000 Ocurrencia Temprana
04:03:01G 02:01:01G  Persistencia 5,25 2,10-13,15 0,000 Mayor Probabilidad
04:03:01G 03:01:01G Infeccién 539 2,58-10,95 0,000 Mayor Probabilidad
04:03:01G 03:02:01G  Persistencia 6,89 2,82-16,83 0,000 Mayor Probabilidad
Infeccién -0,80° -1,30-(-0,48) 0,000 Ocurrencia Temprana
04:05:01 02:01:01G ) ) .
Reinfeccién -0,472 -0,61-(-0,34) 0,000 Ocurrencia Temprana
Depuracion 0,23 0,11-0,47 0,000 Menor Probabilidad
04:05:01 03:01:01G ) ) -
Persistencia 51,72 10,70-249,94 0,000 Mayor Probabilidad
04:05:04 03:02:01G Infeccién 3,08° 2,57-3,59 0,000 Ocurrencia Tardia
04:08:01 02:01:01G Infeccién 3,10° 2,60-3,61 0,000 Ocurrencia Tardia
04:08:01 03:01:01G Infeccién 3,10° 2,60-3,61 0,000 Ocurrencia Tardia
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07:01:01G 02:01:01G Reinfeccién 0,01°¢ 0,00-0,05 0,000 Ocurrencia Temprana

07:01:01G 03:02:01G Persistencia 525 2,10-13,15 0,000 Mayor Probabilidad
07:01:01G 05:01:01G Persistencia 9,52 2,77-32,71 0,000 Mayor Probabilidad
Reinfeccién 0,01°¢ 0,00-0,05 0,000 Ocurrencia Temprana
07:11 04:02:01G Infeccion 2,63° 2,14-3,12 0,000 Ocurrencia Tardia
08:01:01G 03:01:01G Infeccién -0,87° -1,20-(-0,54) 0,000 Ocurrencia Temprana
08:02:01G 03:01:01G Persistencia 31,40 5,96-165,42 0,000 Mayor Probabilidad
09:01:02G 03:01:01G Depuracién 5,53 2,91-10,49 0,000 Mayor Probabilidad
10:01:01G 05:01:01G  Persistencia 0,36 0,21-0,62 0,000 Menor Probabilidad
11:01:01G 03:01:01G Persistencia 21,83 5,62-84,75 0,000 Mayor Probabilidad
11:01:01G 03:02:01G Persistencia 51,72 10,70-249,94 0,000 Mayor Probabilidad
11:04:01G 02:01:01G Persistencia 10,34 2,87-37,24 0,000 Mayor Probabilidad
11:04:01G 03:02:01G Infeccién 0,65 0,38-0,92 0,000 Ocurrencia Temprana
11:04:01G 05:01:01G Infeccién -1,27b -1,64-(-0,90) 0,000 Ocurrencia Temprana
Infeccion 3,23° 2,73-3,73 0,000 Ocurrencia Tardia
12:01:01G 03:02:01G
Depuracién 5,558 2,91-10,49 0,000 Mayor Probabilidad
13:01:01G 05:02:01G Reinfeccién -0,172 -0,27-(-0,08) 0,000 Ocurrencia Temprana
13:01:01G 06:02:01G Infeccién 9,58 4,44-20,64 0,000 Mayor Probabilidad
13:03:01G 04:02:01G Infeccién -1,07° -1,44-(-0,71) 0,000 Ocurrencia Temprana
Infeccion 2,50P 1,87-3,13 0,000 Ocurrencia Tardia
13:05:01 03:01:01G
Persistencia 4,20 1,97-8,95 0,000 Mayor Probabilidad
Infeccion 2,50° 1,87-3,13 0,000 Ocurrencia Tardia
13:05:01 03:02:01G
Persistencia 4,20 1,97-8,95 0,000 Mayor Probabilidad
14:02:01G 03:02:01G Infeccién 0,69° 0,41-0,97 0,000 Ocurrencia Temprana
14:02:01G 04:02:01G Persistencia 31,42 5,96-165,42 0,000 Mayor Probabilidad
14:02:01G 05:01:01G Persistencia 0,482 0,31-0,66 0,000 Ocurrencia Temprana
15:01:01G 05:02:01G Infeccién -0,98° -1,29-(-0,67) 0,000 Ocurrencia Temprana
15:01:01G 06:03:01G Infeccion 9,58 4,44-20,64 0,000 Mayor Probabilidad
16:01:01 05:02:01G Reinfeccién -0,172 -0,27-(-0,08) 0,000 Ocurrencia Temprana
16:01:01 06:03:01G Reinfeccién -0,172 -0,27-(-0,08) 0,000 Ocurrencia Temprana
16:02:01G 05:01:01G Infeccién 2,73° 2,21-3,25 0,000 Ocurrencia Tardia

@ Elmodelo de riesgos proporcionales de Cox no cumplio el supuesto de proporcionalidad, se realizé el modelo paramétrico logistico
b El modelo de riesgos proporcionales de Cox no cumplié el supuesto de proporcionalidad, se realiz6 el modelo paramétrico
lognormal

¢ El modelo de riesgos proporcionales de Cox no cumplio el supuesto de proporcionalidad, se realizé el modelo paramétrico de
gompertz

d Los valores p obtenidos de cada uno de los modelos fueron corregidos con el método Bonferroni

El andlisis se ajusté por edad, edad de inicio de vida sexual, nimero de parejas sexuales a lo largo de la vida, método de
planificacion, abortos, antecedentes de otras ITS e infeccion por VPH.
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Los alelos que favorecen (mayor probabilidad o aparicion mas temprana) o no favorecen (menor probabilidad o aparicion mas
tardia) un evento se muestra como asociaciones verdes y rojas, respectivamente.

9.4. Péptidos asociados a eventos de Ct

Para la prediccion de epitopes se seleccionaron proteinas reportadas en otros
estudios, y que presentaban alguna asociacién con la inmunidad protectora o la
susceptibilidad hacia las infecciones por Ct (De la Maza et al., 2017). Con el fin de
garantizar que estas proteinas son transportadas al medio externo y entran en
contacto directo con el sistema inmune, se llevé a cabo la prediccion de su via de
secrecion (Tabla 9) (De la Maza et al., 2017; Hong Yu et al., 2012).

Tabla 9. Prediccién de vias de secrecion clasica y no clasica para las proteinas Ct

Via de secreciéon

Nombre de la proteina Clasica No clasica
SignalP 5.0 SecretomeP 2.0

3-oxoacyl-[acyl-carrier protein] reductase - X
Anti-sigma B factor antagonist RsbV - X
Clp protease proteolytic subunit ClpP - -
Clp protease proteolytic subunit ClpP-2 - -
HSP60 family chaperone GroEL-1 - -
HSP60 family chaperone GroEL-2 - -
HSP60 family chaperone GroEL-3 - -
HSP60 family chaperone GroEL-4 - -

Hypothetical protein-CPAF X -
Hypothetical protein-OMP-A (MOMP) X -
Hypothetical protein-OMP-C X -
Hypothetical protein-PMP-A - X
Hypothetical protein-PMP-B - X
Hypothetical protein-PMP-D X -
Hypothetical protein-PMP-F X -
Hypothetical protein-PMP-G - X

Inclusion membrane protein-11_incA - -
LSU ribosomal protein L6p (L9e)-Rplf - X
NAD-dependent glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase - -

Ortholog of Bordetella pertussis - -
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Outer membrane protein B precursor X -
Outer membrane protein H precursor-OMP-H X -

Virulence plasmid protein (VPP) pGP3-D - X

Un total de 23 proteinas fueron preseleccionadas, de las cuales 14 mostraron
sefales de secrecion por la via clasica o no clasica (Tabla 9); posteriormente, a
través de herramientas inmunoinformaticas se obtuvo una prediccion de 109

péptidos en 13 proteinas (de las 14 seleccionadas) (Anexo 7-20).

De los péptidos predichos, se encontraron epitopes de células T que se unian
fuertemente a las moléculas HLA-DRB1 pero no a las moléculas HLA-DQB1. Para
la proteina OMP (A, B, C y H), se predijeron 25 péptidos donde 7 se relacionaron
con la proteccién, debido a que se encontré una fuerte unién predicha a alelos que
presentaban efectos favorables sobre la infeccién (ocurrencia tardia) y un efecto no
favorecedor para la persistencia (baja probabilidad) (Anexo 17-20). De acuerdo a
los trabajos experimentales desarrollados para esta proteina, donde se demuestra
que es capaz de inducir la proteccién de forma sélida, ademas de contar con
especificidad sobre epitopes de varias serovariantes, es un buen candidato a ser

evaluado en la formulacion de vacunas (De la Maza et al., 2017).

Por otro lado, para la PMP (A, D y G) se observé un efecto opuesto, 19 péptidos de
los 38 evaluados tuvieron prediccion de unién fuerte con alelos que favorecian los
eventos de infeccion, persistencia y reinfeccion (mayor susceptibilidad); sin
embargo, 14 péptidos presentaron una unién con alelos que confirieron proteccion
contra Ct para los eventos de infeccién y alelos con efectos favorables en eventos

de depuracion (mayor probabilidad) (Anexo 10-15).

Adicionalmente, los resultados mostraron la prediccion de varios péptidos derivados
de una misma proteina, y que son especificos para un determinado HLA, por
ejemplo los péptidos derivados de la proteina PMP-C, que presentan prediccién de
union al alelo DRB1*14:02, se relacionan a dos eventos de forma opuesta; para la
infeccion presentan un efecto favorable (ocurrencia tardia) y para la persistencia

uno no favorable (mayor probabilidad); estos hallazgos podrian en parte explicar
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porque se observaron efectos contrarios para un mismo alelo HLA respecto a los

eventos de Ct.

Para diversas proteinas estudiadas se observaron comportamientos variables; en
el analisis de la proteina 3-oxoacyl-[acyl-carrier protein] reductase, se encontraron
5 péptidos, donde 4 tenian fuertes uniones predichas a alelos que presentaban
efectos favorables (mayor probabilidad) sobre los eventos de infeccion y
persistencia, el péptido restante se asocio al alelo DRB1*09:01 que establecia una
mayor probabilidad de depuracién, otorgando un efecto protector en el hospedero
(Anexo 7).

De las diferentes proteinas evaluadas, sélo para CPAF no se encontraron epitopes
de union fuerte predichos para alelos HLA-DRB1-DQB1, por lo que no se presento

relacion con algun evento (Anexo 9).

Finalmente, se analizaron las regiones proteicas con potencial para ser epitope de
células B; los resultados mostraron que 11 de éstos presentaron regiones con
potencial para ser epitopes de células B, destacando asi su posible papel como

mediadores de la respuesta inmune humoral y/o celular (Tabla 10).
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Tabla 10. Prediccion del epitopes de células T o B

Nombre proteina Evento Locus Alelo Efecto Péptido

3-OXO-RED Depuracion *09:01 Mayor probabilidad RGSPGQTNYAAAKAGIIGFS
Infeccién *04:10 Ocurrencia tardia MAESLSTNVISLADTKAKDN

OMP-C o o, . SYVCKPVEYVISVSNPGDLV
Depuracién 09:01 Mayor probabilidad VENPVPDGYAHSSGORVLTE
*04:10 ANKKGGAIYAQYVNLEQNQD

Infeccién 1. Ocurrencia tardia SGDFAGSRILFLNNQOITFE
PMP-A 12:01 EDVANRTSIFNQPVHLYNGT?
Depuracion *09:01 Mayor probabilidad PFFSPKGMIVFSGANLLDDA?
TCENSHRLQFLKNSSDKQGG

Infeccién *04:10 Ocurrencia tardia SITNITGIIEIANNKATDVG

PMP-B VSFENITSLKVQTNGAEEKG
RNNPVCKYRVLSSNEAGQVI

Persistencia *10:01 Menor probabilidad ITLENGSFIFERNQANKRGA
DRB1 YFHKGSEYSYQASVYGGKFL

A GAIAAQEIVSIONNQAGISF
PMP-D 04:10 NCELVDNGYVLFRDNRGRVY
PMP-E *04:10 RGKAEQPILSIETTNDGQLG
Infeccién *12:01 Ocurrencia tardia GAIRSGGPIRFLNNODVLFY?2
*04:10 VAGVRGGGIAAVODGOQOQGVS

PMP-G 12:01 EIGVGLPIVITPSKLYLNEL?
' GTIYSKTDLLLLNNEKFSFY2

OIKASIS B Depuracién *09:01 Mayor probabilidad IQXES(’:\IPEI\IQ?I/ITAPNAS'%LVN\I/DDIEF\Q/E
OMP-H Infeccion *04:10 Ocurrencia tardia SVSLAEBI IETDIID\Z\IK/SI:R/SI_%A[)DST:-I(—QDI\IAI\\I
Persistencia *10:01 Menor probabilidad AAELRKKFEDLSAEYNTAQG

VPP Depuracién *09:01 Mayor probabilidad EPLKDQQIILGTTSTPVAAK

Se muestra la prediccién del epitopo de células T (verde) o de células B (rojo); las regiones con doble prediccion se muestran en purpura
a Péptidos que podrian estar relacionados con mayor probabilidad de eliminacion cuando son presentados por el mismo alelo
b Este péptido ademas se relaciond con la menor probabilidad de persistencia de Ct cuando se presenta por el alelo DRB1*10:01
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10. DISCUSION

Ct es la bacteria mas comun transmitida por contacto sexual a nivel mundial; su
infeccion crénica puede generar consecuencias graves para la salud sexual y
reproductiva (Leonard & Borel, 2014). La evaluacion simultanea de la respuesta
inmune del hospedero y la dinamica de la infeccion por Ct proporciona una
alternativa para desarrollar herramientas de control eficaces (Unemo et al., 2017;
Ziklo et al., 2016).

En Colombia, el seguimiento de las infecciones por Ct y las patologias generadas
como consecuencia de ésta son probremente evaluadas, lo que puede llevar a un
diagnoéstico tardio y, a la vez, tiempos de respuesta poco oportunos a los
tratamientos. En nuestro conocimiento, este es el primer estudio inmuno-
epidemioldgico que ha evaluado el efecto de los alelos HLA DRB1-DQB1 en el
resultado de la infeccién por Ct.

Para HLA-DRB1, sélo se ha visto asociado DRB1*15:03, relacionado con eventos
de infeccion y a algunas patologias asociadas a Ct (Cohen et al., 2003). En nuestro
andlisis, se encontré que los alelos HLA-DRBL1 se asociaron a la presencia de Cten
el cuello uterino, especificamente se relacion6 una mayor cantidad de alelos
asociados al favorecimiento de la infeccion (DRB1*01:02:01G, *03:02:01, *03:02:02
y *08:01:01G); algunos de éstos, son menos frecuentes a los reportados
previamente, en comparacion con los encontrados en la poblacion estudiada. Si
bien la diversidad alélica puede explicarse mediante procesos coevolutivos entre los
patdgenos y el CMH, los cambios en la frecuencia de algunos alelos pueden ser
atribuidos a la composicion racial de la poblacion estudiada. La baja frecuencia de
alelos asociados a proteccion puede deberse a una adaptacion de los patdégenos
para persistir en la poblacion con alelos mas frecuentes, pero asociados a
susceptibilidad (Borghans et al., 2004; Hedrick, 2002).

Estudios anteriores han reportado asociaciones entre los alelos DQB1*06 y

DQB1*04:02 con eventos de infeccién, reinfeccion por Cty el aumento del marcador
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de persistencia bacteriana (cHSP60) (Geisler et al., 2004; Olson et al., 2019). No
obstante, en nuestra poblacién de estudio, estas mismas asociaciones no fueron
halladas; en nuestro caso, reportamos la asocacion a los eventos de Ct solo para el
alelo DQB1*05:03:01G, esta discrepancia presentada, y de acuerdo con reportes
previos, podria deberse a diferencias en las poblaciones analizadas, puesto que
estudios anteriores fueron llevados a cabo en la poblacion africana, que presenta
antecedentes genéticos propios de su étnia y que podrian contribuir a la modulacion
en la respuesta inmune frente a la infeccidén bacteriana (Mosaad, 2015; Ness et al.,
2004). Sin embargo, una mayor cantidad de alelos HLA-DQB1 mostraron efectos
significativos al ser configurados como haplotipos (Tabla 8); esto puede deberse a
la diversidad de las poblaciones existentes en Colombia, en gran medida por la
mezcla étnica y algunos eventos de migracion ocurridos durante la colonizacion
(Homburger et al., 2015).

Las diferencias en los alelos asociados dentro de nuestra poblacion de estudio en
comparacién con analisis previos, puedes deberse a la técnica de tipificacion
empleada y la diversidad intra e interpoblacional que ha sido reportada como
consencuencia del alto nivel polimorfico presentado por el sistema HLA (Sanchez-
mazas & Meyer, 2014).

Nuestros reultados mostraron que la homocigocidad de alelos HLA-DRB1 favorece
la permanencia de Ct en el hospedero (Tabla 7); se ha reportado que la
homocigocidad esta relacionada con la susceptibilidad a la infecciones, mientras
que la heterocigosidad se asocia con una mayor probabilidad de depuracion; esto
puede explicarse por la mayor cantidad de epitopes restringidos a HLA-II que puede
presentar a las células T un heterocigoto, con respecto a un homocigoto; esta
propiedad permite potenciar la respuesta inmune, favoreciendo la eliminacién de los
patogenos (Blackwell et al., 2009; Burgner et al., 2006; Hedrick, 2002).

Datos adicionales obtenidos, destacaron la importancia de algunos péptidos
predichos para diferentes proteinas bacterianas, entre ellos los encontrados para la

proteina n3-oxoacyl-[acyl-carrier protein] reductasa 1, donde el péptido
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RGSPGQTNYAAAKAGIIGFS que presentd una union predicha fuerte al alelo
DRB1-*09:01 se asoci6 a eventos que favorecian la eliminacion de Ct (Anexo 7).
Esta proteina junto con su péptido derivado fue descrito previamente en un estudio
de inmunoproteémica, donde se observl que a través de la inoculacion de células
dendriticas previamente pulsadas con una mezcla de péptidos (que incluia el
péptido anteriormente mencionado) se podia desencadenar una respuesta capaz
de proteger de forma parcial a los ratones de la infeccion intranasal y del tracto
genital por Ct (Karunakaran et al., 2008). De esta forma, se confirma que el uso de
predicciones bioinforméticas es de gran ayuda y permite realizar acercamientos
hacia el uso y confirmacion biolégica de sus productos, por lo que se reduce

sustancialmente la cantidad de experimentos que hay que realizar in vitro o in vivo.

Por otro lado, se ha descrito en modelos murinos transgénicos que péptidos
derivados de la proteina CPAF asociados con HLA-DR4 (HLA-DRB1*04:01),
presentan un efecto que induce la proteccion hacia Ct (Weidang et al., 2013); sin
embargo, en el presente estudio, no encontramos prediccidén de péptidos para esta
proteina (Anexo 9); esto puede deberse a la baja frecuencia de este alelo en nuestra

poblacién (menos del 0,2%), lo que ademas sugiere un efecto alelo-especifico.

Las proteinas OMP y PMP exibieron varias regiones con epitopes de células T,
siendo los mas importantes aquellos relacionados con eventos asociados a la
eliminacién de las infecciones de Ct (Anexo 10-20). Interesantemente, encontramos
discrepancias entre varios eventos que podrian explicarse por mutaciones
presentadas en el nucleo de unién para algunos péptidos predichos derivados de
PMP (PMP-B y PMP-F), y que permiten discriminar entre variantes invasivas (L2 y
LGV) y no invasivas (A, B, C, D, E, F, H, J, Jay La) (Anexo 12 y 14). Ha sido
previamente reportado que la vacunacién con varios serovares de las OMPs (D, E
and F) provoca una respuesta de anticuerpos que neutralizan las bacterias in vitro
(Olsen et al., 2015). Por otra parte, las PMPs son capaces de desencadenar una
respuesta inmune frente a la infeccion por Chlamydia a nivel genital, ocular y una
respuesta seroldgica en humanos (Inic-Kanada et al., 2015; Karunakaran et al.,

2008; Vasilevsky et al., 2016). Ademas, ratones vacunados con péptidos derivados
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de PMPs (G, E y F) o con los inmundgenos en formulacién, desarrollan inmunidad
contra la infeccion por Chlamydia a nivel del tracto genital y pulmonar, reduciendo
de forma significativa las unidades formadoras de inclusion de la bacteria (H Yu et
al., 2008; Hong Yu et al., 2012).

Estos hallazgos, junto con los previamente descritos, soportan la idea de que los
epitopes de células T derivados de los antigenos aqui analizados (principalmente
moléculas derivadas de la superficie, en particular las que se encuentran totalmente
conservadas) servirian como candidatos 6ptimos para una proponer una vacuna
basada en subunidades; de esta forma, se requiere ampliar la actividad cientifica e

investigativa con el fin de confirmar esta hipotesis.

Dado que las herramientas empleadas hasta el momento en el control de Ct no han
mostrado un impacto significativo en la reduccion de la carga de las infecciones
bacterianas, el desarrollo de nuevos blancos profilacticos o terapéuticos estan
siendo de alta prioridad. Al evaluar epitopes de células B vinculados con eventos
que favorecen la eliminacion de Ct, se encontré6 que algunos pueden estimular
especificamente las células B mientras que otros pueden ser presentados tanto a
células T como B (Tabla 10); considerando que las células T CD4 son esenciales
para resolver la infeccion genital primaria (incluyendo su capacidad de potencial la
respuesta B) y las células T CD8 son importantes para eliminar las células
infectadas por Ct mediante mecanismos efectores, péptidos que estimulan los
diferentes tipos de respuesta efectora (B, T CD4 y T CD8), podrian considerarse
mas adecuados para controlar la infeccién por Ct y, por lo tanto, como candidatos
prometedores para futuros blancos para formulaciones profilacticas (Tabla 10).
Adicionalmente, péptidos antigénicos reconocidos por las células T CD4 y CD8
podrian ser prometedores candidatos a herramientas diagndsticas y terapéuticas,
ya que una de las principales limitaciones para desarrollar una vacuna eficaz, radica
en la identificacion de epitopos de Ct capaces de ser reconocidos por ambos tipos
de células (Russi et al., 2018); ademas, una respuesta inmunitaria mediada por

anticuerpos reduciria la carga bacteriana, lo que facilitaria una mayor eliminacion
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de la infeccion a través de una respuesta celular (Olsen et al., 2015; Russi et al.,
2018).

Sin embargo, no se puede excluir el papel de otros factores involucrados en la
repuesta inmune y que también podrian estar relacionados con la respuesta a los
diferentes desenlaces, por lo que esto constituye una limitante del estudio. En este
sentido, futuros estudios deben llevarse a cabo a fin de validar las propiedades
inmunogénicas de los epitopes predichos con el fin de incluirlos en el desarrollo de

una vacuna contra Ct.

El abordaje de nuevos objetivos profilacticos y terapéuticos debera convertirse en
una prioridad, ya que las herramientas y mecanismos usados hasta la fecha para el
control de Ct no han tenido un impacto significativo en la reduccion de las
infecciones bacterianas. El desarrollo de este proyecto permite ampliar la
informacion propuesta por otras investigaciones y desarrolla futuras propuestas
cientificas que generen medidas de prevencion eficaces contra las infecciones por
Ct, adicionalmente, se describe por primera vez los alelos y haplotipos HLA-DRB1
y HLA-DQBL1 relacionados con la resolucion de la infeccion por Ct y los péptidos

potencialmente implicados en la respuesta inmune del hospedero.
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11. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

Factores como la edad, nimero de parejas sexuales y la presencia de VPH,
mostraron diferencias estadisticamente significativas en su distribucién de acuerdo

a los eventos de Ct evaluados (infeccion, persistencia, depuracion y persitencia).

Alelos HLA-DRB1 y HLA-DQB1 se encontraron asociaciados significativamente con
la resolucién o no de las infecciones por Ct; muchos de los alelos identificados en
el presente estudio, son reportados por primera vez como relacionados con un

efecto en el curso clinico de las infecciones por Ct.

Se encontr6 que la homocigocidad de los alelos HLA-DRB1 favorecia la
permanencia de Ct en el hospedero, observando que estos alelos se relacionaron
con efectos de menor probabilidad en los eventos de depuracion y un efecto de

mayor probabilidad en la persistencia.

Los alelos identificados para el locus DRB1 representan un efecto significativo sobre
los distintos eventos evaluados; estudios previos han relacionado en mayor
proporcién la presencia de DQB1 con efectos favorables y no favorables sobre las
infecciones por Ct, pero es claro que las poblaciones estudiadas tienen diferentes
origenes étnicos y geograficos, lo que destaca la importancia de llevar a cabo
analisis extensos en la poblacion colombiana debido a su alto grado de variabilidad

genética.

Se identificaron 142 haplotipos HLA DRB1-DQB1 en la poblacion de estudio, de los
cuales 47 (56 asociaciones) se asociaron significativamente a los distintos eventos
evaluados; en estudios previos estos alelos de forma individual fueron reportados
con un impacto directo sobre las infecciones por Ct, mientras que en nuestro
estudio, al configurarse como haplotipos, presentaron efectos significativos sobre

los eventos analizados.
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La predicion de péptidos mostré que algunos de ellos pueden ser reconocidos por
las células T CD4 y B; estos podrian ser prometedores candidatos a herramientas
diagnésticas y terapéuticas, puesto que una de las principales limitaciones para
desarrollar una vacuna eficaz radica en identificar epitopes bacterianos capaces de
ser reconocidos por ambos tipos de células, facilitando una mayor eliminacion de la

infeccion.

Recomendaciones

Se recomienda llevar a cabo futuros estudios con un mayor niumero de participantes
y de muestras que permiten dar un panorama mas amplio de alelos/haplotipos y

algunos claves involucrados en el curso clinico de las infecciones por Ct.

El analisis principal del estudio se centro en la identificacion de los alelos HLA-
DRB1-DQB1 asociados con los desenlaces de las infecciones por Ct, a su vez, se
mostro el abordaje a traveés de herramientas inmuno-informaticas que permitieron
predecir blancos potenciales a ser usados en futuras vacunas; no obstante, los
analisis futuros deben estar dirigidos a validar las propiedades inmunogénicas e
inmunoldgicas in vitro e in vivo de los epitopes predichos, y su seguridad y eficacia
en modelos experimentales y, posteriormente en humanos. Dichos datos
proporcionaran conocimientos relevantes para comprender la utilidad de los
péptidos como componente de la vacuna y la influencia de los factores del huésped

en el curso clinico de la infeccién por Ct.

Dada la importancia de la respuesta mediada por LT CD8 frente a Ct, valdria la pena
estudiar, a futuro, la asociacion de los alelos del CMH clase | clasicos (HLA-A, -By
-C) en el desenlace de la infeccion por Ct en la poblacion colombiana.
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12. PRODUCTOS

12.1. Generacién de nuevo conocimiento

Tipo de Resultado Beneficiario Medio de
producto verificacion
Identifying
HLA DRB1- Articulo
DQB1 alleles Comunidad publicado en la
associated académicay revista
Articulo with Chlamydia cientifica de Scientific
cientifico trachomatis infection caracter Reports (FI:
and in silico nacional e 4.380; Q1).
prediction of internacional
potentially-related (Anexo 21)

peptides
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Anexo 1. Consentimiento informado

Participante N:

PROYECTO
"COMPARACION DE LA PRUEBA SEROLOGICA DE ELISA DE ANTICUERPOS ANTI-VPH CON LA CITOLOGIA
Y CON LA DETECCION DEL ADN VIRAL, AL SER UTILIZADAS COMO PRUEBAS DE TAMIZACION PARA LA
DETECCION DE INFECCION PERSISTENTE POR EL VIRUS DE PAPILOMA HUMANO™

FIDIC FUNDACION INSTITUTO DE INMUNOLOGIA DE COLOMBIA

Solo ingresara al estudio previo a la firma de este consentimiento informado.
Se le recuerda que su participacion es totalmente voluntaria.

El virus de papiloma humano o VPH causa el cancer de atero.

Es el segundo cancer mas frecuente en las mujeres del mundo y el primero en
paises en vias de desarrollo como el nuestro.

Su patrticipacion en este estudio es una generosa contribucion al desarrollo de la
ciencia y a la mejoria de la salud de nuestros semejantes, asi como su propio
beneficio.

Procedimientos a sequir

Si usted esta de acuerdo en participar en este estudio, previa evaluacion médica,
se le_solicitara la donacion de una (1) muestra de sangre de 5 cc y una (1) muestra
citolégica_cervicovaginal para andlisis de ADN viral que se tomara en el momento
de realizar la colposcopia.

Periodo de participaciéon

Tiempo necesario para la toma de la muestra de sangre (Aproximadamente 5
minutos).

Riesgos

Este estudio se considera de bajo riesgo. El volumen de sangre por individuo es
minimo (5cc). Se puede tener algo de dolor o enrojecimiento en el area de la veno-
puncion y en raras ocasiones se presenta sensacion de mareo de la que se recupera
espontaneamente. La toma de la muestra cervical no presenta molestias
adicionales a la colposcopia.

Beneficios

Usted recibira a través de su servicio de salud, el resultado de laboratorio de la
seropositividad o no para el Virus del Papiloma Humano. Esto ayudarad a su
médico tratante para la toma de decisién en su caso particular. Ademas significa un
nuevo conocimiento acerca de los mecanismos de defensa del ser humano contra
la infeccion por Virus del Papiloma Humano y hace parte del proceso de
evaluacion de la prueba que podria, en el futuro, ser la base para el desarrollo de
métodos de diagndstico mas precisos y posibles vacunas.

Confidencialidad

Su nombre no sera usado en ningun informe de este estudio.

Hallazgos nuevos de importancia para su salud
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Cualquier informacién adicional e importante encontrada durante el periodo
de duracion del estudio, que pudiese resultar importante para su salud, le sera
comunicada inmediatamente.

IMPORTANTE: Si existe alguna parte de este documento que no entienda, por
favor pregunte a uno de los investigadores antes de firmar.

Por medio de la presente constancia, en pleno y normal uso de mis facultades
mentales, otorgo en forma libre mi consentimiento a la FUNDACION INSTITUTO
DE INMUNOLOGIA DE COLOMBIA para que me sea practicada la prueba de
tamizaje para la deteccion de anticuerpos contra el virus del papiloma humano
(VPH), mediante la técnica ELISA. Declaro que se me ha suministrado informacion
sobre la prueba y aspectos concernientes a la infecciéon por el VPH, dentro del
desarrollo de un trabajo de investigacion que busca detectar este virus en la muestra
de mi sangre que se toma cuando la citologia vaginal presenta resultados anormales
para recibir posteriormente las indicaciones que se requieran en el manejo de esta
infeccion.

La informacion acerca del resultado de esta prueba se maneja con confidencialidad

por parte del equipo de salud que participa de la investigacion.

Soy consciente que la sangre que donaré y la colaboracion que prestaré, sera utilizada
con fines de investigacién solamente y que nadie obtendra ningun tipo de lucro con ellas.
Soy también consciente que mi participaciéon en este estudio no representa ningun
peligro para mi salud y que el procedimiento para latoma de la muestra es seguro.

Nombre:
Identificacion

Direccion:

Lugar y fecha:

Testigol
Firma e identificacion del testigo:

Parentesco con Relacion con el sujeto de investigacion
Testigo2
Firma e identificacion del testigo:

Parentesco con Relacion con el sujeto de investigacion

BOGOTA,
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AUTORIZACION PARA USO DE LA MUESTRA

Una vez procesada la muestra cervical y realizada la deteccion del VPH, existe
muestra que sobra y que es almacenada en las instalaciones de FIDIC sede Bogota.
Esta muestra podria emplearse para nuevos estudios, por lo que requerimos que
usted apruebe su uso, lo cual seria un generoso aporte de su parte para el avance
del conocimiento sobre CC.

De igual manera, en futuros estudios se manejara la confidencialidad en su
informacion personal. Por lo anterior, sirvase marcar su decision con respecto a
esto:

Autorizo conservar el volumen restante de la muestra que he aportado, para
estudios de investigacion complementarios, colaborativos con otras instituciones
nacionales y/o internacionales, siempre Yy cuando exista: (i) acuerdo
interinstitucional entre las entidades participantes; (ii) aprobacién por un comité de
ética para la realizacién del estudio y (iii) se conserve en anonimato mis datos de
identificacion.

Si No

Firma del participante del estudio
Documento:

Datos del Investigador que administra el consentimiento

Firma:

Nombre:

Cargo:

, dia , del mes de , del afo

Si tiene cualquier pregunta acerca de este estudio puede comunicarse con el
Laboratorio de Biologia Molecular de la Fundacion Instituto de Inmunologia de
Colombia (FIDIC) en Bogota, al teléfono: (1) 3244671/72/73/74 extension 143-144
y preguntar por el Dr Manuel Alfonso Patarroyo 0 a la extension 132 con las
coordinadoras del proyecto de VPH.
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Anexo 2. Frecuencia de los alelos de HLA-DRBL1 y alelos HLA-DQBL1 en la poblacion de estudio

Alelo No. observados % Alelo No. observados % Alelo No. observados %
DRB1 DRB1 DQB1
01:01:01G 19 3,47 08:06 1 0,18 02:01:01G 74 13,5
01:02:01 15 2,74 08:07 4 0,73 03:01:01G 110 20,07
01:02:01G 5 0,91 09:01:02G 5 0,91 03:02:01G 124 22,63
01:03 1 0,18 10:01:01G 10 1,82 03:02:03 1 0,18
01:03:01 7 1,28 11:01:01G 12 2,19 03:03:02G 8 1,46
03:01:01G 30 5,47 11:01:02 2 0,36 04:02:01G 56 10,22
03:02:01 2 0,36 11:02:01 6 1,09 05:01:01G 62 11,31
03:02:02 4 0,73 11:04:01 1 0,18 05:02:01G 10 1,82
04:01:01G 1 0,18 11:04:01G 13 2,37 05:03:01G 9 1,64
04:02:01 9 1,64 11:14:01 1 0,18 06:01:01G 5 0,91
04:03:01 1 0,18 12:01:01G 5 0,91 06:02:01G 37 6,75
04:03:01G 8 1,46 13:01:01G 29 5,29 06:03:01G 30 5,47
04:04:01 20 3,65 13:02:01G 23 4,2 06:04:01G 8 1,46
04:05:01 9 1,64 13:03:01 2 0,36 06:09:01G 14 2,55
04:05:04 10 1,82 13:03:01G 3 0,55 Total 548 100%
04:06:01G 1 0,18 13:04 2 0,36
04:07:01G 72 13,14 13:05:01 4 0,73
04:08:01 2 0,36 14:01:01G 8 1,46
04:10:01G 0,36 14:02:01 13 2,37
04:11:01 10 1,82 14:02:01G 8 1,46
07:01:01G 43 7,85 14:04:01 0,18
07:11 2 0,36 14:06:01 0,18
08:01:01G 5 0,91 15:01:01G 38 6,93
08:02:01 21 3,83 15:02:01G 5 0,91
08:02:01G 7 1,28 15:03:01G 3 0,55
08:03:02 1 0,18 16:01:01 6 1,09
08:04:01 6 1,09 16:02:01G 29 5,29
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Anexo 3. Alelos HLA-DRB1 asociados a la infeccidn, depuracion, persistencia y reinfeccion de Ct

el Infeccidn Depuracién Persistencia Reinfeccion
Alelo Coeff  1C95% P Pc® [Coeff 1C95% P Pc? | Coeff IC95% P Pc? | Coeff IC95% P Pcd
DRB1
01:01:01G 0,242 -0,83 0,247 . 0,94 0,64-1,39 0,791 14 0,72-2,72 0,314 14,51 2,48-84,62 0,003 0,090
01:02:01G 8,36 1,71-4,08 0 0.000 0,27 0,09-0,75 0,013 0,442 1,27 0,56-2,83 0,558 0,002 . . .
01:03:01 -0,032 -1,56 0,937 1,71 0,90-3,22 0,096 4,25 1,37-13,12 0,012 0,384 0,01° 0,00-0,05 0,000 0,000
03:01:01G 0,182 -0,84 0,378 . 0,55 0,33-0,92 0,024 0,816 0,31 0,68-1,40 0,129 16,88* 1,55-183,05 0,020 0,600
03:02:01 -0,98?2 -0,62 0 0.000 0,74 0,43-1,26 0,272 . NA . . -0,072  -0,20-0,05 0,237
03:02:02 -0,55? -0,61 0 0.000 0,48 0,30-0,76 0,002 0,068 0,82 0,46-1,46 0,506 NA
04:01:01G 0,002 . . NA NA NA
04:02:01 0,072 -1,16 0,798 NA NA NA
04:03:01G 2,86 0,80-10,13 0,103 NA NA NA
04:04:01 NA . . NA . . NA . . NA . .
04:05:01 2,37 0,81-6,92 0,112 0,64 0,36-1,13 0,127 1,09 0,46-2,60 0,838 -0,092  -0,52-0,34 0,672
04:05:04 1,18 0,34-4,12 0,787 1,02 0,26-4,02 0,969 1,43 0,74-2,73 0,277 5,86 0,91-37,68 0,062
04:06:01G 1,02 0,18-5,74 0,978 NA . . . NA . . NA . . .
04:07:01G 0,94 0,57-1,56 0,836 16 1,07-2,37 0,002 068 1,1 0,63-1,91 0,723 0,082  0,02-0,14 0,007 0,210
04:08:01 0,85 0,39-1,98 0,716 . 0,41 0,19-0,88 0,022 0,748 0,73 0,36-1,48 0,384 NA
04:10:01G 2,91* 2,49-3,36 0 0.000 NA . . NA . . NA . . .
04:11:01 -0,352 -0,54 0,011 0.495 0,92 0,57-1,51 0,764 0,61 0,33-1,14 0,123 0,10 0,01-0,82 0,032 0,960
07:01:01G -0,112 -0,56 0,419 0,78 0,38-1,60 0,512 152 0,35-6,62 0,57 0,03¢ 0,00-0,31 0,002 0,060
07:11 0,292 -0,93 0,224 NA 1,03 0,47-2,23 0,935 NA . .
08:01:01G -0,872 -0,66 0 0.000 NA . . 153 0,47-4,98 0,473 . -0,172  -0,36-0,02 0,081 .
08:02:01G -0,41a -1,07 0,129 0,68 0,27-1,69 0,416 12,71 4,35-37,09 0 0 -0,322 -0,51--(-0,13) 0,001 0,030
08:03:02 0,002 . . . 1,11 0,54-2,25 0,768 NA . . . 0,002
08:04:.01 0,632 0,09-1,16 0,02 0.900 0,92 0,53-1,60 0,785 2,5 1,33-4,72 0,004 0,128 NA
08:06 159 0,46-549 0,46 NA NA 0,002
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08:07
09:01:02G
10:01:01G
11:01:01G

11:01:02
11:02:01
11:04:01G
11:14:01
12:01:01G
13:01:01G
13:02:01G
13:03:01G

13:04

13:05:01
14:01:01G
14:02:01G

14:04:01

14:06:01
15:01:01G
15:02:01G
15:03:01G

16:01:01
16:02:01G

1
-0,342
0,73
1,02
3,002
0,7
-0,11a
0,252
3,232
0,442
1,4
-0,102
4,87
NA
-0,072
2,402
0,002
0,002
1,33
0,392
0,102
2,77
1,29

-0,91
0,09-5,66
0,48-2,14
2,48-3,51
0,18-2,62

-0,67

-0,71
2,73-3,73
0,03-0,85
0,67-2,90

-2,7
1,30-18,27

-0,99
1,87-3,10

0,49-3,57
-0,98
-1,59

0,83-9,27

0,71-2,34

0,139
0,765
0,955
0
0,601
0,511
0,17
0
0,032
0,361
0,875
0,019

0,768
0

0,569
0,12

0,792
0,097
0,395

0.000

0.000
1.440

0.855

0.000

6,45
5,53
0,85
1,02
1,52
1,34
1,32

NA
5,53
0,82
1,82
1,24

NA
0,83
4,97
151

NA

NA
1,05
3,67

1

1,23

1,27-32,75
2,91-10,49
0,50-1,45
0,54-1,91
0,40-5,66
0,68-2,64
0,69-2,52

2,91-10,49
0,50-1,32
0,69-4,73
0,67-2,31

0,55-1,27

1,79-13,74
0,87-2,62

0,61-1,79
1,34-10,04

0,55-2,76

0,024
0
0,565
0,948
0,531
0,385
0,388
0
0,42
0,22
0,483

0,414

0,002
0,140

0,848
0,011

0,608

0,816
0

0,068

0,374

0,54 0,31-0,96 0,038 1.292

NA
1,69
0,33
22,2

NA
0,84
2,81

NA

NA
0,52
0,54
2,24
1,39
3,67
3,92

27,79 5,30-145,59

NA
1,00
0,64
1,04

NA
2,07
1,28

0,87-3,31
0,19-0,57
5,70-86,49

0,35-1,98
1,10-7,18

0,27-1,01
0,22-1,36
0,65-7,68
0,72-2,70
1,74-7,75
1,86-8,25

0,34-1,18
0,60-1,80

0,98-4,36
0,48-3,38

0,12
0,000
0,000

0,696
0,031

0,054
0,196
0,198
0,319
0,001
0,000
0,000

0,16
0,861

0,055
0,613

0,000
0,000

0,992

0,032
0,000
0,000

0,032
0,03a
-0,102
2,42b
0,002
0,012
3,620
NA
0,032
-0,022
0,102
NA
NA
-0,022
-0,022
0,002
NA
NA
6.,6°
NA
NA
-0,172
0,012

-0,09-0,15
-0,05-0,12
-0,23-0,02
0,48-12,10

-0,08-0,11
0,68-18,05

-0,05-0,12
-0,13-0,08
-0,04-0,25

-0,10-0,05
-0,25-0,21
-0,90-0,91

1,77-22,76

-0,27-(-0,08)
-0,06-0,08

0,626
0,425
0,122
0,279

0,792
0,131

0,425
0,662
0,187

0,567
0,843
0,988

0,004

0,000
0,798

0,120

0,000

@ El modelo de riesgos proporcionales de Cox no cumplié el supuesto de proporcionalidad, se realizé el modelo paramétrico logistico

b El modelo de riesgos proporcionales de Cox no cumplié el supuesto de proporcionalidad, se realizé el modelo paramétrico de Weibull

¢ El modelo de riesgos proporcionales de Cox no cumplié el supuesto de proporcionalidad, se realizé el modelo paramétrico de gompertz
dLos valores p obtenidos de cada uno de los modelos fueron corregidos con el método Bonferroni
El analisis se ajusté por edad, edad de inicio de vida sexual, nUmero de parejas sexuales a lo largo de la vida, método de planificacion, abortos e infeccion por VPH.
Los alelos que favorecen (mayor probabilidad o aparicion mas temprana) o no favorecen (menor probabilidad o aparicion mas tardia) un evento se muestra como

asociaciones de color verde y rojo, respectivamente.
Los valores en negrita indican significacion estadistica basada en el IC 95%, p<0,05.
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Anexo 4. Alelos HLA-DQB1 asociados a la infeccion, depuracion, persistencia y reinfeccion de Ct.

Infeccion Depuracion Persistencia Reinfeccion

Alelo Coeff  1C95% P Pc® [Coeff 1C95% P PcP [Coeff 1C95% P Pc? [ Coeff IC95% P Pcd
DQB1
02:01:01G 0,012 -0,22-0,25 0,911 0,57 0,37-0,89 0,015 0,18 1,43 0,64-3,19 0,376 . -0,062 -0,33-0,20 0,640
03:01:01G 0,93 0,59-1,45 0,752 0,77 0,52-1,13 0,187 1,73 1,04-2,87 0,032 0,416 1,93> 0,93-3,98 0,075
03:02:01G 0,022 -0,19-0,25 0,796 0,94 0,68-1,31 0,745 1,02 0,67-1,57 0,893 0,09a 0,01-0,16 0,012 0,144
03:02:03 NA . . 1,72 0,47-6,19 0,407 NA . 0,042 -0,08-0,17 0,532
03:03:02G -0,252 -0,68-0,18 0,252 NC . . 1,69 0,87-3,31 0,12 0,082 -0,03-0,20 0,155
04:02:01G -0,272 -0,56-0,00 0,051 1.087 0,65-1,79 0,757 1,08 0,57-2,05 0,798 -0,03¢ -0,11-0,05 0,458
05:01:01G 0,76 0,42-1,35 0,353 . 0,97 0,70-1,34 0,859 0,94 0,53-1,67 0,839 -0,052 -0,20-0,10 0,530 .
05:02:01G 3,7 1,27-10,76 0,016 0,208 1,55 0,66-3,64 0,307 . 2,07 0,98-4,36 0,055 . -0,122 -0,21-(-0,03) 0,006 0,078
05:03:01G -0,072 -0,57-0,42 0,768 4,97 1,79-13,74 0,002 0,024 3,92 1,86-8,25 0,000 0,000 -0,022 -0,25-0,21 0,843
06:01:01G 0,302 -0,10-0,88 0,12 3,67 1,34-10,04 0,011 0,132 1,04 0,60-1,80 0,861 NA
06:02:01G 0,88 0,38-2,05 0,777 0,97 0,56-1,67 0,927 0,64 0,34-1,18 0,16 7,46 1,58-3520 0,011 0,132
06:03:01G 0,252 -0,15-0,65 0,218 0,82 0,50-1,32 0,42 0,52 0,27-1,01 0,054 -0,022  -0,13-0,08 0,662
06:04:01G -0,272 -0,74-0,18 0,241 1 0,44 0,15-1,26 0,128 0,002 .
06:09:01G 0,302 -0,23-0,84 0,272 1,82 0,69-4,73 0,22 1,05 0,45-2,43 0,894 0,102 -0,04-0,25 0,187

a El modelo de riesgos proporcionales de Cox no cumplié el supuesto de proporcionalidad, se realiz6 el modelo paramétrico logistico

b El modelo de riesgos proporcionales de Cox no cumplié el supuesto de proporcionalidad, se realizé el modelo paramétrico de Weibull
¢ El modelo de riesgos proporcionales de Cox no cumplié el supuesto de proporcionalidad, se realizé el modelo paramétrico de gompertz
dLos valores p obtenidos de cada uno de los modelos fueron corregidos con el método Bonferroni
El andlisis se ajusté por edad, edad de inicio de vida sexual, nUmero de parejas sexuales a lo largo de la vida, método de planificacion, abortos e infeccion por VPH.
Los alelos que favorecen (mayor probabilidad o aparicion mas temprana) o no favorecen (menor probabilidad o apariciébn mas tardia) un evento se muestra como
asociaciones de color verde y rojo, respectivamente.
Los valores en negrita indican significacion estadistica basada en el IC 95%, p<0,05
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Anexo 5. Haplotipos HLA DRB1-DQB1 asociados a la infeccion y depuracion de Ct

) Infeccion Depuracion
Haplotipo
Coeff IC95% P PcP Coeff IC95% P PcP
DRB1 DQB1

01:01:01G -03:01:01G 2,732 2,21-3,25 0,000 0,000 0,77 0,46-1,27 0,309
01:01:01G -03:02:01G -0,162 -0,42-0,09 0,218 . 1,00
01:01:01G -03:03:02G 3,102 2,61-3,59 0,000 0,000 1,00 . .
01:01:01G -04:02:01G NA . . 0,34 0,11-1,00 0,051
01:01:01G -05:01.01G 0,382 -0,02-0,80 0,069 0,80 0,55-1,18 0,276
01:02:01G -02:01:01G -0,182 -0,93-0,57 0,638 1,00 . .
01:02:01G -03:01.01G NA . . 1,13 0,62-2,08 0,675
01:02:01G -03:02:01G 0,192 -0,34-0,73 0,476 . 1,00
01:02:01G -03:03:02G 14,82 4,54-48,31 0,000 0,000 1,00
01:02:01G -04:02:01G 0,002 . . 1,00 . .
01:02:01G -05:01.01G 0,202 -0,16-0,58 0,282 1,13 0,62-2,08 0,675
01:03:01 -02:01:01G NA . . . 1,53 0,74-3,17 0,245
01:03:01 -03:01:01G -1,278 -1,64-(-0,90) 0,000 0,000 1,24 0,67-2,31 0,483
01:03:01 -03:02:01G 2,972 2,44-3,49 0,000 0,000 1,00
01:03:01 -04:02:01G 2,76 1,22-6,25 0,014 1.736 1,00 . .
01:03:01 -05:01:01G 0,62 0,11-3,40 0,587 1,31 0,86-2,00 0,203
01:03:01 -05:02:01G NA . . 1,00 . . .
03:01:01G -02:01:01G 0,182 -0,23-0,61 0,378 . 0,57 0,35-0,91 0,019 1,976
03:01:01G -05:01:01G 14,08 5,36-36,96 0,000 0,000 1,00
03:02:01 -02:01:01G 0,002 . . . 1,00
03:02:01 -04:02:01G -0,982 -1,29-(-0,67) 0,000 0,000 1,00
03:02:02 -02:01:01G -0,602 -1,07-(-0,14) 0,010 1.240 1,00 . . .
03:02:02 -03:01:01G -0,552 -0,86-(-0,25) 0,000 0,000 0,48 0,30-0,76 0,002 0,208
04:01:01G -03:02:01G 0,002 1,00
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04:02:01
04:02:01
04:02:01
04:02:01
04:03:01G
04:03:01G
04:03:01G
04:04:01
04:04:01
04:04:01
04:04:01
04:05:01
04:05:01
04:05:01
04:05:01
04:05:04
04:05:04
04:05:04
04:05:04
04:05:04
04:07:01G
04:07:01G
04:07:01G
04:07:01G
04:07:01G
04:07:01G
04:08:01
04:08:01
04:10:01G

-02:01:01G
-03:01:01G
-03:02:01G
-05:01:01G
-02:01:01G
-03:01:01G
-03:02:01G
-02:01:01G
-03:01:01G
-03:02:01G
-05:01:01G
-02:01:01G
-03:02:01G
-03:01:01G
-05:01:01G
-02:01:01G
-03:01:01G
-03:02:01G
-04:02:01G
-05:01:01G
-02:01:01G
-03:01:01G
-03:02:01G
-03:02:03

-04:02:01G
-05:01:01G
-02:01:01G
-03:01:01G
-04:02:01G

0,212
0,832
0,092
0,002
1,46
5,32
572
0,502
0,59
0,492
-0,042
-0,80?
3,18
0,022
NA
0,062
1,33
3,082
0,81
2,76
0,052
0,112
0,93
NA
-0,072
1,13
3,102
3,102
1,24

-0,15-0,58
0,41-1,26
-0,41-0,61

0,10-20,24
2,58-10,95
2,01-16,28
0,16-0,84
0,17-2,06
0,13-0,86
-0,29-0,20
-1,30-(-0,48)
1,04-9,64
-0,26-0,31

-0,18-0,31
0,73-2,41
2,57-3,59
0,28-2,29
1,22-6,25
-0,38-0,49
-0,30-0,53
0,57-1,54

-1,24-1,08
0,42-3,05
2,60-3,61
2,60-3,61

0,248
0,000
0,711

0,776
0,000
0,001
0,004
0,415
0,007
0,746
0,000
0,041
0,845

0,605
0,345
0,000
0,693
0,014
0,800
0,598
0,806

0,896
0,805
0,000
0,000
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0,000

0,000
0,124
0,496
0,868

0,000
5.084

0,000

1.736

0,000
0,000

1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,46
1,00
1,00
0,64
0,23
NA
0,49
NA
1,00
1,02
NA
0,74
0,66
1,53
1,63
1,52
2,68
0,32
0,32
NA

0,77-2,77

0,36-1,13
0,11-0,47

0,27-0,89

0,26-4,02

0,43-1,26
0,46-0,93
1,02-2,29
0,51-5,19
0,69-3,34
1,25-5,74
0,14-0,72
0,14-0,72

0,237
0,127
0,021

0,969

0,272
0,019
0,039
0,401
0,293
0,011
0,006
0,006

2.184

1.976
4.056

1.144
0,624
0,624




04:11:01
04:11:01
04:11:01
07:01:01G
07:01:01G
07:01:01G
07:01:01G
07:01:01G
07:01:01G
07:11
07:11
08:01:01G
08:01:01G
08:02:01G
08:02:01G
08:02:01G
08:03:02
08:04:01
08:04:01
08:04:01
08:04:01
08:06
08:07
09:01:02G
09:01:02G
10:01:01G
11:01:01G
11:01:01G
11:01:02

-02:01:01G
-03:02:01G
-04:02:01G
-02:01:01G
-03:01:01G
-03:02:01G
-03:03:02G
-04:02:01G
-05:01:01G
-03:02:01G
-04:02:01G
-03:01:01G
-04:02:01G
-03:01:01G
-04:02:01G
-05:01:01G
-04:02:01G
-03:01:01G
-03:02:01G
-04:02:01G
-05:01:01G
-06:02:01G
-04:02:01G
-03:01:01G
-03:03:02G
-05:01:01G
-03:01:01G
-03:02:01G
-05:01:01G

-0,352
-0,352
NA
-0,022
-0,062
1,31
-0,112
0,062
0,102
-0,352
2,632
-0,872
-0,492
-0,082
-0,362
0,002
0,002
0,192
111
NA
NA
0,002
0,002
0,012
-0,342
0,73
0,87
-0,092
NA

-0,62-(-0,08)
-0,62-(-0,08)

-0,31-0,26
-0,59-0,46
0,49-3,50
-0,71-0,48
-0,18-0,31
-0,60-0,81
0,62-(-0,08)
2,14-3,12
1,20-(-0,54)
-1,21,0,21
-0,66-0,48
0,70-(-0,02)

-0,35-0,73
0,37-3,32

-0,22-0,26
-91
0,09-5,66
0,41-1,86
-0,41-0,22

0,011
0,011

0,863
0,812
0,582
0,706
0,605
0,77
0,011
0,000
0,000
0,173
0,760
0,037

0,492
0,848

0,875
0,139
0,765
0,735
0,568
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1.364
1.364

1.364
0,000
0,000

4,588

NA
0,92
0,72
0,55

NA
1,00

NC
1,19
1,53

NA

NA

NA

NA
1,11
0,89
0,34

NA
0,92

NA
1,00
0,92

NA
6,45
5,53
1,00
0,85

0,9
0,77
1,00

0,57-1,51
0,41-1,25
0,32-0,96

0,20-6,87
0,74-3,17

0,54-2,25
0,51-1,54
0,11-1,00

0,53-1,60

0,53-1,60

1,27-32,75
2,91-10,49

0,50-1,45
0,53-1,53
0,46-1,28

0,764
0,252
0,038

0,839
0,245

0,768
0,68
0,051

0,785

0,785

0,024
0,000

0,565
0,708
0,321

3.952

2.496
0,000




11:02:01
11:02:01
11:02:01
11:02:01
11:04:01G
11:04:01G
11:04:01G
11:04:01G
11:04:01G
11:04:01G
11:14:01
12:01:01G
13:01:01G
13:01:01G
13:01:01G
13:01:01G
13:01:01G
13:02:01G
13:02:01G
13:02:01G
13:02:01G
13:02:01G
13:03:01G
13:03:01G
13:03:01G
13:03:01G
13:04
13:04
13:05:01

-03:01:01G
-03:02:01G
-04:02:01G
-05:01:01G
-02:01:01G
-03:01:01G
-03:02:01G
-04:02:01G
-05:01:01G
-06:03:01G
-04:02:01G
-03:02:01G
-03:01:01G
-05:02:01G
-05:03:01G
-06:02:01G
-06:03:01G
-03:01:01G
-05:01:01G
-06:02:01G
-06:04:01G
-06:09:01G
-03:01:01G
-03:02:01G
-04:02:01G
-05:01:01G
-03:01:01G
-04:02:01G
-03:01:01G

0,082
0,002
NA
NA
2,46
-0,202
0,652
-0,542
-1,272
0,022
0,252
3,232
3,12
NA
0,002
9,58
0,272
-0,262
1,17
-0,262
-0,272
0,302
-0,102
NA
-1,072
NA
4,87
-0,742
2,502

-0,26-0,43

1,07-5,67
-0,55-0,14
0,38-0,92
-0,95-(-0,12)
-1,64-(-0,90)
-0,56-0,61
-0,71
2,73-3,73
1,46-6,67

4,44-20,64
-0,89
-1,18

-0,77
-0,92
-1,07
-2,7

-0,73
1,30-18,27

-1,05
1,87-3,13

0,646

0,034
0,25
0,000
0,011
0,000
0,935
0,17
0,000
0,003

0,000
0,224
0,377

0,185
0,241
0,272
0,875

0,000
0,019

0,006
0

110

4,216
0,000

1.364
0,000

0,000
0,372

0,000

0,000

2.356
0,744

1,89
NA
1,00
1,81
NA
1,32
1,00
NA
1,16
NA
NA
5,53
2,28
3,04
NA
NA
1,05
0,77
1,28
4,21
1,00
1,82
1,24
1,00
NA
1,24
NA
NA
1,38

1,25-2,87

1,01-3,23

0,69-2,52
0,53-2,54

2,91-10,49
0,69-7,49
1,18-7,83

0,67-1,65
0,18-3,34
0,75-2,20
1,82-9,73

0,69-4,73
0,67-2,31

0,67-2,31

0,68-2,81

0,003

0,043

0,388
0,694

0,000
0,173
0,021

0,818
0,737
0,355
0,001
0,22
0,483

0,483

0,361

0,312

0,000

2.184

0,104




13:05:01
14:01:01G
14:01:.01G
14:02:01G
14:02:01G
14:02:01G
14:02:01G
14:02:01G
14:02:01G

14:04:01

14:06:01
15:01:01G
15:01:01G
15:01:01G
15:01:01G
15:01:01G
15:02:01G
15:03:01G

16:01:01

16:01:01

16:01:01
16:02:01G
16:02:01G
16:02:01G
16:02:01G
16:02:01G
16:02:01G
16:02:01G
16:02:01G

-03:02:01G
-05:03:01G
-06:03:01G
-03:01:01G
-03:02:01G
-04:02:01G
-05:01:01G
-06:04:01G
-06:09:01G
-03:01:01G
-06:03:01G
-05:01:01G
-05:02:01G
-06:02:01G
-06:03:01G
-06:04:01G
-06:01:01G
-06:02:01G
-03:01:01G
-05:02:01G
-06:03:01G
-03:01:01G
-03:02:01G
-03:03:02G
-04:02:01G
-05:01:01G
-05:02:01G
-05:03:01G
-06:03:01G

2,502
-0,072
0,002
0,222
0,692
-0,572
NA
-0,702
0,002
0,002
0,002
-0,082
-0,982
1,05
9,58
0,002
0,392
0,102
-0,232
2,77
NA
1,18
-0,302
0,012
1,33
2,732
-0,632
0,002
3,12

1,87-3,13
-0,99

-0,65
0,41-0,97
-1,09

-0,93

-0,48
-0,62
0,39-2,82
4,44-20,64

-0,98

-1,59

-0,69
0,83-9,27

0,64-2,15
-1,41
-0,22.0,26
0,73-2,41
2,21-3,25
-0,95

1,46-6,67

0,768

0,179
0,000
0,039

0,003

0,47
0,000
0,917
0,000

0,12
0,792
0,184
0,097

0,586
0,406
0,875
0,345
0,000
0,010

0,003
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0,000
4.836

0,372

0,000

0,000

0,000
1.240

0,372

0,83
4,97
NA
1,42
1,00
1,11
0,64
NA
NA
NA
NA
1,30
NA
0,97
NA
NA
0,59
NA
NA
1,23
3,04
0,66
0,43
NA
NA
NA
NA
NA
2,28

0,55-1,27
1,79-13,74

0,83-2,44

0,54-2,25
0,39-1,04

0,70-2,43

0,56-1,67
0,18-1,93

0,55-2,76
1,18-7,83
0,35-1,24
0,25-0,74

0,69-7,49

0,414
0,002

0,199

0,768
0,073

0,395

0,927
0,391

0,608
0,021
0,198
0,003

0,173

0,208

2.184

0,312




16:02:01G -06:04:01G NA . . . 1,00 . .
16:02:01G -06:09:01G NA . . . 0,77 0,18-3,34 0,737
@ El modelo de riesgos proporcionales de Cox no cumplié el supuesto de proporcionalidad, se realizé el modelo paramétrico logistico
b El modelo de riesgos proporcionales de Cox no cumplié el supuesto de proporcionalidad, se realizé el modelo paramétrico de Weibull
¢ El modelo de riesgos proporcionales de Cox no cumplié el supuesto de proporcionalidad, se realizé el modelo paramétrico de gompertz
dLos valores p obtenidos de cada uno de los modelos fueron corregidos con el método Bonferroni
El andlisis se ajust6 por edad, edad de inicio de vida sexual, nimero de parejas sexuales a lo largo de la vida, método de planificacion, abortos e infeccién por VPH.

Los alelos que favorecen (mayor probabilidad o aparicién mas temprana) o no favorecen (menor probabilidad o aparicion mas tardia) un evento se muestra como
asociaciones de color verde y rojo, respectivamente.

Los valores en negrita indican significacion estadistica basada en el IC 95%, p<0,05
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Anexo 6. Haplotipos HLA DRB1-DQB1 asociados a la persistencia y reinfeccion de Ct.

. Persistencia Reinfeccion
Haplotipo
Coeff IC95% P Pcd Coeff IC95% P Pcd
DRB1 -DRB1
01:01:01G -03:01:01G 0,482 0,31-0,66 0,000 0,000 NA
01:01:01G -03:02:01G 4,76 2,03-11,14 0,000 0,000 NA
01:01:01G -03:03:02G NA NA ) . .
01:01:01G -04:02:01G NA . . -0,322 -0,51-(-0,13) 0,001 0,070
01:01:01G -05:01:01G 1,54 0,76-3,11 0,228 -0,182 -0,33-(-0,04) 0,012 0,840
01:02:01G -02:01:01G NA . . . 5,04 1,10-23,06 0,037 2.590
01:02:01G -03:01:01G 2,81 1,48-5,32 0,001 0,077 0,012 -0,08-0,11 0,792
01:02:01G -03:02:01G NA NA
01:02:01G -03:03:02G NA NA
01:02:01G -04:02:01G NA . . NA . .
01:02:01G -05:01:01G 1,32 0,55-3,13 0,525 . 5,30° 0,88-31,89 0,069 .
1:03:01 -02:01:01G 9,52 2,77-32,71 0,000 0,000 0,01° 0,00-0,05 0,000 0,000
1:03:01 -03:01.01G NA NA
1:03:01 -03:02:01G NA NA
1:03:01 -04:02:01G NA . . . NA . . .
1:03:01 -05:01:01G 9,52 2,77-32,71 0,000 0,000 0,01° 0,00-0,05 0,000 0,000
1:03:01 -05:02:01G NA . . 0,002 i ) )
03:01:01G -02:01:01G 0,3 0,06-1,46 0,139 16,88 1,55-183,05 0,020 1.400
03:01:01G -05:01:01G NA 5,040 1,10-23,06 0,037 2.590
3:02:01 -02:01:01G NA NA ) .
3:02:01 -04:02:01G NA -0,072 -0,20-0,05 0,237
3:02:02 -02:01:01G NA . . NA
3:02:02 -03:01:01G 0,91 0,51-1,61 0,753 NA
04:01:01G -03:02:01G NA NA
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4:02:01
4:02:01
4:02:01
4:02:01
04:03:01G
04:03:01G
04:03:01G
4:04:01
4:04:01
4:04:01
4:04:01
4:05:01
4:05:01

4:05:01

4:05:01
4:05:04
4:05:04
4:05:04
4:05:04
4:05:04
04:07:01G
04:07:01G
04:07:01G
04:07:01G
04:07:01G
04:07:01G
4:08:01
4:08:01

-02:01:01G
-03:01:01G
-03:02:01G
-05:01:01G
-02:01:01G
-03:01:01G
-03:02:01G
-02:01:01G
-03:01:01G
-03:02:01G
-05:01:01G
-02:01:01G
-03:02:01G

-03:01:01G

-05:01:01G
-02:01:01G
-03:01:01G
-03:02:01G
-04:02:01G
-05:01:01G
-02:01:01G
-03:01:01G
-03:02:01G
-03:02:03

-04:02:01G
-05:01:01G
-02:01:01G
-03:01:01G

NA
NA
NA
NA
5,25
NA
6,89
NA
NA
1,00
NA
1,12
1,05

51,72

NA
NA
NA
1,00
1,45
NA
1,04
1,00
1,14
NA
1,00
1,66
0,70
0,70

2,10-13,15

2,82-16,83

0,72-1,75
0,32-3,44

10,70-
249,94

0,76-2,77

0,53-2,04
0,32-3,07
0,65-1,99

0,57-4,82
0,34-1,44
0,34-1,44

0,000

0,000

0,593
0,93

0,000

0,252

0,908
0,993
0,633

0,35
0,338
0,338
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0,000

0,000

0,000

NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
0,08°
NA
-0,472
-0,092

-0,072

NA
0,002
NA
NA
5,86
NA
0,002
0,022
0,102
0,042
0,042
NA
NA
NA

0,00-1,18

-0,61-(-0,34)
-0,52-0,34

-0,21-0,07

0,91-37,68

-0,06-0,11
0,03-0,17
-0,08-0,17
-0,01-0,11

0,067

0,000
0,672

0,327

0,062

0,591
0,004
0,532
0,164

0,000

0,280




04:10:01G
4:11:01
4:11:01
4:11:01
07:01.01G
07:01:.01G
07:01.01G
07:01:01G
07:01.01G
07:01:01G
7:11

7:11
08:01:.01G
08:01:01G
08:02:01G
08:02:01G
08:02:01G
8:03:02
8:04:01
8:04:01
8:04:01
8:04:01
8:06

8:07
09:01:02G
09:01:02G
10:01:01G
11:01:01G

-04:02:01G
-02:01:01G
-03:02:01G
-04:02:01G
-02:01:01G
-03:01:01G
-03:02:01G
-03:03:02G
-04:02:01G
-05:01:01G
-03:02:01G
-04:02:01G
-03:01:01G
-04:02:01G
-03:01:01G
-04:02:01G
-05:01:01G
-04:02:01G
-03:01:01G
-03:02:01G
-04:02:01G
-05:01:01G
-06:02:01G
-04:02:01G
-03:01:01G
-03:03:02G
-05:01:01G
-03:01:01G

NA
1,12
0,66
2,31
1,44

NC
5,25
NA
1,00
9,52
1,12
NA
1,45
1,45
31,4
0,68
1,00
NA
2,81
NA
1,00
2,81
NA
NA
1,74
1,74
0,36
21,83

0,51-2,46
0,35-1,26
1,02-5,21
0,32-6,32

2,10-13,15

2,77-32,71
0,51-2,46

0,44-4,79

0,44-4,79
5,96-165,42

0,29-1,62

1,48-5,32
1,48-5,32

0,89-3,39
0,89-3,39
0,21-0,62
5,62-84,75

0,774
0,213
0,044
0,628

0,000

0,000
0,774

0,538
0,538
0,000
0,394

0,001
0,001

0,101
0,101
0,000
0,000
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3.388
0,000

0,000

0,000
0,077

0,077

0,000
0,000

NA
NA
0,100
0,032
0,01°
NA
0,002
0,082
0,082
0,01°¢
NA
NA
-0,172
-0,172
NA
-0,002
-0,32a
0,002
NA
NA
NA
NA
0,002
0,032
0,032
0,002
-0,102
2,420

0,01-0,82
-0,04-0,10
0,00-0,05

-0,03-0,20
-0,03-0,20
0,00-0,05

-0,36-0,02
-0,36-0,02

-0,10-0,10
-0,51-(-0,13)

-0,09-0,15
-0,05-0,12

-0,23-0,02
0,48-12,10

0,032
0,393
0,000

0,155
0,155
0,000

0,081
0,081

0,949
0,001

0,626
0,425

0,122
0,279

2.240

0,000

0,000

0,070




11:01:01G

11:01:02

11:02:01

11:02:01

11:02:01

11:02:01
11:04:01G
11:04:01G
11:04:01G
11:04:01G
11:04:01G
11:04:01G

11:14:01
12:01:01G
13:01:01G
13:01:01G
13:01:01G
13:01:01G
13:01:01G
13:02:01G
13:02:01G
13:02:01G
13:02:01G
13:02:01G
13:03:01G
13:03:01G
13:03:01G
13:03:01G

-03:02:01G

-05:01:01G
-03:01:01G
-03:02:01G
-04:02:01G
-05:01:01G
-02:01:01G
-03:01:01G
-03:02:01G
-04:02:01G
-05:01:01G
-06:03:01G
-04:02:01G
-03:02:01G
-03:01:01G
-05:02:01G
-05:03:01G
-06:02:01G
-06:03:01G
-03:01:01G
-05:01:01G
-06:02:01G
-06:04:01G
-06:09:01G
-03:01:01G
-03:02:01G
-04:02:01G
-05:01:01G

51,72

NA
0,82
NA
1,00
NA
10,34
2,1
NA
NA
NA
NA
NA
NA
1,00
NA
1,00
0,112
0,52
0,48
NA
NA
0,39
1,17
NA
NA
NA
NA

10,70-
249,94

0,34-1,97

2,87-37,24
0,78-5,63

-0,07-0,29
0,27-1,03
0,15-1,52

0,12-1,24
0,50-2,76

0,000

0,666

0,000
0,137

0,235
0,064
0,216

0,111
0,704
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0,000

0,000

0,072

NA
0,012
NA
NA
0,012
NA
3,562b
NA
NA
NA
NA
NA
0,032
-0,022
-0,172
0,002
NA
-0,022
0,102
NA
6,06°
0,002
0,102
-0,172
0,002
-0,172
NA

-0,20-0,34

-0,08-0,11

-0,08-0,11

0,68-18,05

-0,05-0,12
-0,17-0,12
-0,27-(-0,08)

-0,13-0,08
-0,00-0,21
0,96-38,36

-0,04-0,25
-0,36-0,02

-0,36-0,02

0,61

0,792

0,792

0,131

0,425
0,768
0,000

0,662
0,060
0,055

0,187
0,081

0,081

0,000




13:04
13:04
13:05:01
13:05:01
14:01:01G
14:01:.01G
14:02:01G
14:02:01G
14:02:01G
14:02:01G
14:02:01G
14:02:01G
14:04:01
14:06:01
15:01:01G
15:01:01G
15:01:01G
15:01:01G
15:01:01G
15:02:01G
15:03:01G
16:01:01
16:01:01
16:01:01
16:02:01G
16:02:01G
16:02:01G
16:02:01G
16:02:01G

-03:01:01G
-04:02:01G
-03:01:01G
-03:02:01G
-05:03:01G
-06:03:01G
-03:01:01G
-03:02:01G
-04:02:01G
-05:01:01G
-06:04:01G
-06:09:01G
-03:01:01G
-06:03:01G
-05:01:01G
-05:02:01G
-06:02:01G
-06:03:01G
-06:04:01G
-06:01:01G
-06:02:01G
-03:01:01G
-05:02:01G
-06:03:01G
-03:01:01G
-03:02:01G
-03:03:02G
-04:02:01G
-05:01:01G

1,39
1,45
4,2
4,2
3,76
1,00
0,89
NA
31,42
0,482
0,48
1,00
NA
1,00
0,082
NA
0,73
0,112
NA
1,03
NA
NA
2,11
NA
1,34
0,242
1,74
NA
NA

0,70-2,53
0,44-4,79
1,97-8,95
1,97-8,95
1,76-8,03

0,42-1,88

5,96-165,42

0,31-0,66
0,15-1,52

-0,12-0,30

0,35-1,52
-0,07-0,29

0,61-1,76

0,93-4,77

0,51-3,50
0,10-0,39
0,89-3,39

0,368
0,538
0,000
0,000
0,001

0,772
0,000

0,000
0,216

0,403

0,411
0,235

0,887

0,072

0,550
0,001
0,101
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0,000
0,000
0,077

0,000
0,000

0,077

NA

NA :
2,920 1,24-6,86
-0,022 -0,10-0,05
-0,022 -0,25-0,21
0,002 :
-0,042 -0,22-0,13

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA :
-0,072 -0,20-0,05
7,46 1,58-35,20

NA
0,002

NA

NA

NA .
0,17  -0,27-(-0,08)
0,172 -0,27-(-0,08)

0,012 -0,06-0,08
0,002 -0,13-0,13
NA
NA
NA

0,014
0,567
0,843

0,603

0,237
0,011

0,000
0,000
0,798
0,988

0,980

0,77

0,000
0,000




16:02:01G -05:02:01G NA . . . NA

16:02:01G -05:03:01G NA . . . NA . .
16:02:01G -06:03:01G NA . . . -0,022 -0,17-0,12 0,768
16:02:01G -06:04:01G NA . . . NA . .
16:02:01G -06:09:01G NA . . . 0,102 -0,00-0,21 0,060

@ El modelo de riesgos proporcionales de Cox no cumplié el supuesto de proporcionalidad, se realizé el modelo paramétrico logistico

b El modelo de riesgos proporcionales de Cox no cumplié el supuesto de proporcionalidad, se realiz6 el modelo paramétrico de Weibull

¢ El modelo de riesgos proporcionales de Cox no cumplié el supuesto de proporcionalidad, se realizé el modelo paramétrico de gompertz

dLos valores p obtenidos de cada uno de los modelos fueron corregidos con el método Bonferroni

El andlisis se ajustd por edad, edad de inicio de vida sexual, nUmero de parejas sexuales a lo largo de la vida, método de planificacion, abortos e infeccion por VPH.
Los alelos que favorecen (mayor probabilidad o aparicion mas temprana) o no favorecen (menor probabilidad o aparicibn mas tardia) un evento se muestra como
asociaciones de color verde y rojo, respectivamente.

Los valores en negrita indican significacion estadistica basada en el IC 95%, p<0,05
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Anexo 7. Péptidos de la proteina Ct 3-oxoacyl-[acyl-carrier protein] reductase con unién al CMH-II de acuerdo al evento

Evento Locus Alelo %Rank
*01:02 Mayor Probabilidad 1 AIINISSIVGLRGSPGQTNY? IVGLRGSPG 1.76
*03:02 Ocurrencia temprana - - - -
*04:10 Ocurrencia tardia - - - -
Infeccién *08:01 Ocurrencia temprana - - - -
“11:01 1 YNVCSAVIRPMIKARSGAII IRPMIKARS 0.44
) . p 2 YAAAKAGIIGFSKALSKEVG IIGFSKALS 1.85
1201 Ocurrencia tardia - - - .
*14:02 - - - -
*| . C
Depuracién *(1)281 Mayor Probabilidad l RGSPGQTNY,?\AAKAGIIGFS YAAA_KAGII 0.?7
DRB1 *08:02 Mayor Probabilidad 1 YNVCSAVIRPMIKARSGAII? IRPMIKARS 0.80
*10:01 Menor Probabilidad - - - -
“11:01 1 YNVCSAVIRPMIKARSGAII IRPMIKARS 0.44
. . ) 2 YAAAKAGIIGFSKALSKEVG IIGFSKALS 1.85
Persistencia 1401 : ; : a
T *14.02 _ Mayor Probabilidad N N N N
*13:05 1 YNVCSAVIRPMIKARSGAII? IRPMIKARS 0.44
. 2 YAAAKAGIIGFSKALSKEVG? IIGFSKALS 1.85
*01:03 1 GSPGQTNYAAAKAGIIGFSK®? YAAAKAGI! 1.53
Reinfeccion *08:02  Ocurrencia temprana 1 YNVCSAVIRPMIKARSGAII? IRPMIKARS 0.80
*16:01 - - - -
Depuracién DOB1 *05:03 Mayor Probabilidad - - - -
Persistencia *05:03 Mayor Probabilidad - - - -

aPpgéptidos que se unen fuertemente a alelos asociados con efectos que aumentan la susceptibilidad a Ct
b péptidos que se unen fuertemente a un alelo asociado con dos eventos diferentes que tienen efectos que aumentan la susceptibilidad a Ct: Mayor probabilidad
de persistencia y Ocurrencia temprana de la infeccion
¢ Péptidos que se unen fuertemente a alelos asociados con efectos que reducen la susceptibilidad a Ct
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Anexo 8. Péptidos de la proteina de Ct anti-sigma B con union al CMH-II de acuerdo al evento

Evento Locus Alelo Efecto Cantidad de péptidos %Rank
*01:.02 Mayor Probabilidad - - - -
*03:02 Ocurrencia temprana - - - -
*04:10 Ocurrencia tardia - - - -
Infeccion *08:01 Ocurrencia temprana 1 GIRVLLQSYHQVGKNAGKIA YHQVGKNAG 1.56
*11:01 1 IRVLLQSYHQVGKNAGKIAL YHQVGKNAG 0.47
*12:01 Ocurrencia tardia - - - -
*14.02 - - - -
Depuracién *09:01 Mayor Probabilidad - - - -
*12:01 - - - -
DRB1  x0g:02  Mayor Probabilidad 1 IRVLLQSYHQVGKNAGKIAL® YHQVGKNAG 0.73
*10:01 Menor Probabilidad - - - -
. . *11:01 1 IRVLLQSYHQVGKNAGKIAL YHQVGKNAG 0.47
Persistencia 1401 - - - -
~*14.02 _ Mayor Probabilidad N - . .
*13:05 1 IRVLLQSYHQVGKNAGKIAL? YHQVGKNAG 0.47
*01:03 - - - -
Redeteccion *08:02  Ocurrencia temprana 1 IRVLLQSYHQVGKNAGKIAL® YHQVGKNAG 0.73
*16:01 - - -
— —
PD(:}ZliJsr'?ecr:Sina DQB1 *8282 Mayor Probabilidad . . . .

apgéptidos que se unen fuertemente a alelos asociados con efectos que aumentan la susceptibilidad a Ct

bpéptidos que se unen fuertemente a un alelo asociado con dos eventos diferentes que tienen efectos que aumentan la susceptibilidad a Ct: Mayor probabiliad de

persistencia y Ocurrencia temprana de la infeccion
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Anexo 9. Péptidos de la proteina de Ct CPFA con union al CMH-1I de acuerdo al evento

Evento Locus Alelo Efecto Cantidad de péptidos %Rank
*01:02 Mayor Probabilidad - - - -

*03:02 Ocurrencia temprana - - - -
*04:10 Ocurrencia tardia - - - -
*08:01 Ocurrencia temprana - - - -

Infeccién
*11:01 - = - -
o0l Ocurrencia tardfa
*14.02 - - - -
. *09:01 Mayor Probabilidad - - - -
Depuracion T 201 . - - -

DRB1 *08:02 Mayor Probabilidad - - - -
*10:01 Menor Probabilidad - - - -

*11:01 - - : :
rersistencia —140L_yyaior probabili - - - -
*14:02 jorp y - - - -
*13:05 - - - 5
*01:03 - - - -
Reinfeccion *08:02 Ocurrencia temprana - - - -
*16:01 - - - -
Depuracién *05:03 Mayor Probabilidad - - - -

DQB1

Persistencia *05:03 Mayor Probabilidad - - - -
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Evento

Infecciéon

Depuracién

Persistencia

Reinfecciéon

Anexo 10. Péptidos de la proteina de Ct PMP-C con union al CMH-1I de acuerdo al evento

Locus

DRB1

Alelo

Efecto

Cantidad de

péptidos

%Rank

*01:02  Mayor Probabilidad 1 EDTLSPGVTVLEAAGAQISC? VTVLEAAGA 1.63
*03:02 Ocurrencia temprana - - - -
*04:10 Ocurrencia tardia 1 MAESLSTNVISLADTKAKDN® VISLADTKA 1.93
*08:01  Ocurrencia temprana - - - -
1 ITGNTVVFDSLPRLGSKETV FDSLPRLGS 0.38
*11:01 2 LNPGESLQYKVLVRAQTPGQ YKVLVRAQT 0.48
. . 3 GSKETVEFSVTLKAVSAGDA FSVTLKAVS 1.74
1201 Ocurrencia tardia - - - -
14:02 1 CLRCPVVYKINIVNQGTATA YKINIVNQG 0.85
2 YVCKPVEYVISVSNPGDLVL YVISVSNPG 1.53
09:01 N 1 SYVCKPVEYVISVSNPGDLV® YVISVSNPG 0.76
Mayor Probabilidad 2 VENPVPDGYAHSSGQRVLTF® YAHSSGQRV 1.10
*12:01 - - - -
1 NPGESLQYKVLVRAQTPGQF? YKVLVRAQT 1.33
0a- " 2 CVGENTVYRICVTNRGSAEDP YRICVTNRG 1.65
08:02 Mayor Probabilidad 3 RCPVVYKINIVNQGTATARN® YKINIVNQG 1.89
4 YVCKPVEYVISVSNPGDLVL YVISVSNPG 1.98
*10:01  Menor Probabilidad 1 YVCKPVEYVISVSNPGDLVL? YVISVSNPG 1.55
1 ITGNTVVFDSLPRLGSKETV FDSLPRLGS 0.38
*11:01 2 LNPGESLQYKVLVRAQTPGQ YKVLVRAQT 0.48
3 GSKETVEFSVTLKAVSAGDA FSVTLKAVS 1.74
*14:01 - - - -
+14:02  Mayor Probabilidad 1 CLRCPVVYKINIVNQGTATA YKINIVNQG 0.85
2 YVCKPVEYVISVSNPGDLVL YVISVSNPG 1.53
1 ITGNTVVFDSLPRLGSKETV? FDSLPRLGS 0.38
*13:05 2 LNPGESLQYKVLVRAQTPGQ? YKVLVRAQT 0.48
3 GSKETVEFSVTLKAVSAGDA? FSVTLKAVS 1.74
*01:03 - - - -
1 NPGESLQYKVLVRAQTPGQF® YKVLVRAQT 1.33
%08:02 Ocurrencia temprana 2 CVGENTVYRICVTNRGSAEDP YRICVTNRG 1.65
3 RCPVVYKINIVNQGTATARN® YKINIVNQG 1.89
4 YVCKPVEYVISVSNPGDLVLP YVISVSNPG 1.98
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*16:01 1 YVCKPVEYVISVSNPGDLVL? YVISVSNPG 1.04

Depuracién *05:03 . - - -
Persistencia DQB1 50503 Mayor Probabilidad -

aPéptidos que se unen fuertemente a alelos asociados con efectos que aumentan la susceptibilidad a Ct

b Péptidos que se unen fuertemente a un alelo asociado con dos eventos diferentes que tienen efectos que aumentan la susceptibilidad a Ct: Mayor probabilidad
de persistencia y Ocurrencia temprana de la infeccion

¢ Péptidos que se unen fuertemente a alelos asociados con efectos que reducen la susceptibilidad a Ct
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Anexo 11. Péptidos de la proteina de Ct PMP-A con union al CMH-II de acuerdo al evento

Evento Locus

Alelo

Efecto

Cantidad de péptidos

Péptido

%Rank

*01:02 Mayor Probabilidad - - - -
%03:02 Ocurrencia temprana 1 SHMFGDSFVADLPEHITSEG FVADLPEHI 0.56
) 2 SSCPEGTNYIINRKLILSDF YIINRKLIL 1.17
*04:10 Ocurrencia tardia 1 ANKKGGAIYAQYVNLEQNQD® IYAQYVNLE 1.40
*08:01 Ocurrencia temprana - - - -
Infeccion 1 RKLILSDFSLLNKVSSGGAF FSLLNKVSS 0.84
*11:01 2 FSESSIEFTDLRKLVAFGSE FTDLRKLVA 0.90
] . 3 FRNLAGKISFLGKNSSASIH ISFLGKNSS 1.80
r12:01 Ocurrencia tardia 1 SGDFAGSRILFLNNQQITFEY ILFLNNQQI 1.49
' 2 EDVANRTSIFNQPVHLYNGTY IFNQPVHLY 1.68
*14.02 1 SCPEGTNYIINRKLILSDFS YIINRKLIL 1.47
*09:01 1 PFFSPKGMIVFSGANLLDDA® IVESGANLL 1.11
Depuracién +12:01 Mayor Probabilidad 1 SGDFAGSRlLFLNNQQITFEd ILFLNNQQI 1.49
DRB1 ' 2 EDVANRTSIFNQPVHLYNGT® IFNQPVHLY 1.68
*08:02 Mayor Probabilidad - - - -
*10:01 Menor Probabilidad - - - -
1 RKLILSDFSLLNKVSSGGAF FSLLNKVSS 0.84
) ) *11:01 2 FSESSIEFTDLRKLVAFGSE FTDLRKLVA 0.90
Persistencia 3 FRNLAGKISFLGKNSSASIH ISFLGKNSS 1.80
*14:01 1 IAFSGNTMLHITKKASLDRH? LHITKKASL 0.54
*14:02 Mayor Probabilidad 1 SCPEGTNYIINRKLILSDFS YIINRKLIL 1.47
1 RKLILSDFSLLNKVSSGGAF? FSLLNKVSS 0.84
*13:05 2 FSESSIEFTDLRKLVAFGSE? FTDLRKLVA 0.90
3 FRNLAGKISFLGKNSSASIH? ISFLGKNSS 1.80
*01:03 - - - -
Reinfeccion *08:02 Ocurrencia temprana - - - -
*16:01 - - - -
Depuracién DOB1 *05:03 Mayor Probabilidad - - - -
Persistencia *05:03 Mayor Probabilidad - - - -

apPéptidos que se unen fuertemente a alelos asociados con efectos que aumentan la susceptibilidad a Ct
¢ Péptidos que se unen fuertemente a alelos asociados con efectos que reducen la susceptibilidad a Ct

d Péptidos que se unen fuertemente a un alelo asociado con dos eventos diferentes que tienen efectos que reducen la susceptibilidad a Ct: Mayor probabiliad de

eliminacion y Ocurrencia tardia de la infeccion
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Anexo 12. Péptidos de la proteina de Ct PMP-B con union al CMH-II de acuerdo al evento

Evento Locus Alelo Efecto Cantidad de péptidos %Rank
%01:02 Mayor Probabilidad 1 EQKEGSKLIMEPGAVLSNQN? LIMEPGAVL 1.82
2 WVSGVGTFLAQQGTPLSEEF? FLAQQGTPL 1.90
1 DTDLLIDYVVDTTISKNTAK? YVVDTTISK 0.57
. - 2 YYSRGTSVAIDAKPRQDFIL? VAIDAKPRQ 0.72
03:02 Ocurrencia temprana
3 GWLADLRISMDLKEPSKDSS? ISMDLKEPS 1.02
4 GVVSYGHIKHDTTTLYPSIH? IKHDTTTLY 1.52
Infeccion 1 TCENSHRLQFLKNSSDKQGG® LQFLKNSSD 0.65
*04:10 Ocurrencia tardia 2 SITNITGIIEIANNKATDVG® IEIANNKA 1.44
3 VSFENITSLKVQTNGAEEKG® LKVQTNGAE 1.55
*08:01 Ocurrencia temprana - - - -
*11:01 1 ASVYGGKFLYFLLNKQHGWA YFLLNKQHG 1.67
*12:01 Ocurrencia tardia . . ~ '
1402 1 ADSQEVLFSINKATKDGGAI FSINKATKD 1.68
2 QDLEEIRIKYNKAGTFETKK IKYNKAGTF 2.00
Depuracion DRB1 :2281 Mayor Probabilidad
*08:02 Mayor Probabilidad - - - -
1 RNNPVCKYRVLSSNEAGQVI® YRVLSSNEA 0.88
*10:01 Menor Probabilidad 2 ITLENGSFIFERNQANKRGA® FIFERNQAN 1.04
3 YFHKGSEYSYQASVYGGKFL® YSYQASVYG 1.30
Persistencia *11:01 1 ASVYGGKFLYFLLNKQHGWA YFLLNKQHG 1.67
*14:01 - - - -
“14:02 Mayor Probabilidad 1 ADSQEVLFSINKATKDGGAI® FSINKATKD 1.68
2 QDLEEIRIKYNKAGTFETKK® IKYNKAGTF 2.00
*13:05 1 ASVYGGKFLYFLLNKQHGWA? YFLLNKQHG 1.67
%01:03 1 WVSGVGTFLAQQGTPLSEEF? FLAQQGTPL 1.27
Reinfeccion . 2 TAKKGGGIYAKKAKMSRIDQ? IYAKKAKMS 1.91
*08:02 Ocurrencia temprana - - - -
+16:01 1 RNNPVCKYRVLSSNEAGQVI? YRVLSSNEA 0.48
2 FAEKDVSFENITSLKVQTNG? FENITSLKV 0.50
Depuracién DQB1 *05:03 Mayor Probabilidad - - - -
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Persistencia *05:03 Mayor Probabilidad - -

aPéptidos que se unen fuertemente a alelos asociados con efectos que aumentan la susceptibilidad a Ct
¢ Péptidos que se unen fuertemente a alelos asociados con efectos que reducen la susceptibilidad al Ct
¢ Péptidos con mutaciones del nicleo de union respecto a variantes invasivas y no invasivas
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Anexo 13. Péptidos de la proteina de Ct PMP-D con union al CMH-1l de acuerdo al evento

Evento Locus Alelo Efecto Cantidad de péptidos %Rank
1 FAGKESHITALNATEGHAIV?2 ITALNATEG 1.52
*01:02 Mayor Probabilidad 2 SVDFSRNIASLGGGALQASE? IASLGGGAL 1.66
3 RTLSAENLVAIDGYKGAYGG? LVAIDGYKG 1.93
*03:02 Ocurrencia temprana 1 ISWNPTGYRLDPQKAGALVF YRLDPQKAG 1.52
. 1 b IVSIQNNQA 0.49
y *04:10 Ocurrencia tardia GAIAAQEIVSIQNNQAGISF b QNNQ
Infecciéon 2 NCELVDNGYVLFRDNRGRVY YVLFRDNRG 1.81
*08:01 Ocurrencia temprana - - - -
“11:01 1 KDNIVKTFASNGKILGGGAI FASNGKILG 0.56
) 2 AASGKVLFVANDKKTSFIEN FVANDKKTS 1.60
12:01 Ocurrencia tardia 1 ALWEEGAVLSALKNARFAHN LSALKNARF 0.31
) 2 AILGREVAILHNAAVVFEQN VAILHNAAV 1.12
*14.02 1 KDNIVKTFASNGKILGGGAI FASNGKILG 1.51
L. *09:01 - - - i
Depuracion 1201  Mayor Probabilidad 1 ALWEEGAVLSALKNARFAHN LSALKNARF 0.31
DRB1 : 2 AILGREVAILHNAAVVFEQN VAILHNAAV 1.12
*08:02 Mayor Probabilidad - - - -
*10:01 Menor Probabilidad - - - -
“11:01 1 KDNIVKTFASNGKILGGGAI FASNGKILG 0.56
) 2 AASGKVLFVANDKKTSFIEN FVANDKKTS 1.60
Persistencia *14:01 1 GKILGGGAILATGKVEITNN2 ILATGKVEI 0.38
Mayor Probabilidad 2 ANFANGGAIAASGKVLFVAN? IAASGKVLF 1.58
*14:02 1 KDNIVKTFASNGKILGGGAI FASNGKILG 1.51
13:05 1 KDNIVKTFASNGKILGGGAI? FASNGKILG 0.56
' 2 AASGKVLFVANDKKTSFIEN? FVANDKKTS 1.60
*01:03 1 TQEEFPLFSKKEGRPLSSGY? FSKKEGRPL 1.87
. » *08:02 . - - - N
Reinfeceion *16:01 Ocurrencia temprana 1 CELVDNGYVLFRDNRGRVYG? YVLFRDNRG 1.03
- 2 GAIAAQEIVSIQNNQAGISF? IVSIQNNQA 1.49
Depuracién *05:03 . - - - -
Persistencia DQB1 *05.03 Mayor Probabilidad - . : -

aPéptidos que se unen fuertemente a alelos asociados con efectos que aumentan la susceptibilidad a Ct
b péptidos que se unen fuertemente a un alelo asociado con dos eventos diferentes que tienen efectos que aumentan la susceptibilidad a Ct: Mayor probabilidad
de persistencia y Ocurrencia temprana de la infeccion
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Anexo 14. Péptidos de la proteina Ct PMP-F con unién al CMH-II de acuerdo al evento

Evento Locus Alelo Efecto Cantidad de péptidos %Rank
*01:.02 Mayor Probabilidad - - - -
. 1 VNWAPVGYIVDPIRRGDLIA? YIVDPIRRG 1.06
*03:02  Ocurrencia temprana a
2 LRNNKGSIYFDNNTATHAGG IYFDNNTA 1.93
*04:10 Ocurrencia tardia 1 RGKAEQPILSIETTNDGQLG® ILSIETTND 0.45
Infeccién *08:01  Ocurrencia temprana - - - -
*11:01 - - - -
*12:01 . . 1 GAIRSGGPIRFLNNQDVLFY! IRFLNNQDV 1.14
— Ocurrencia tardia P
1402 1 SNNSGPIVFNYNQGGKGGAI IVENYNQGG 0.96
' 2 LLGVRKLFHINNNIVTPYTL® FHINNNIVT 1.08
., *09:01 - 1 LTPFAQALFSRTEPASIRES® FSRTEPASI 1.44
Depuracibn DRB1 ————— Mayor Probabilidad a
*12:01 1 GAIRSGGPIRFLNNQDVLFY IRFLNNQDV 1.14
*08:02 Mayor Probabilidad - - - -
*10:01 Menor Probabilidad - - - -
*11:01 - - - -
Persistencia _ *14:.01 - - - -
1402 Mayor Probabilidad 1 SNNSGPIVFNYNQGGKGGAI® IVENYNQGG 0.96
' 2 LLGVRKLFHINNNIVTPYTL® FHINNNIVT 1.08
*13:05 - - - -
*01:03 - - - -
Reinfeccion *08:02  Ocurrencia temprana - - - -
*16:01 - - - B
Depuracién *05:03 . - - - B
Persistencia DQB1 0503 Mayor Probabilidad . . a N

apPéptidos que se unen fuertemente a alelos asociados con efectos que aumentan la susceptibilidad a Ct
¢ Péptidos que se unen fuertemente a alelos asociados con efectos que reducen la susceptibilidad a Ct

dPéptidos que se unen fuertemente a un alelo asociado con dos eventos diferentes que tienen efectos que reducen la susceptibilidad a Ct: Mayor probabilidad de

eliminacion y Ocurrencia tardia de la infeccion
¢ Péptidos que se unen a mutaciones del ndcleo en relacién con variantes invasivas y no invasivas
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Evento

Anexo 15. Péptidos de la proteina de Ct PMP-G con unién al CMH-II de acuerdo al evento

Locus

Alelo

Efecto

Cantidad de péptidos

Péptido

%Rank

*01:02 Mayor Probabilidad 1 SMGSGGKITTLRAKAGHQIL? ITTLRAKAG 1.99
20302 Ocurrencia temprana 1 MANEAPIAFVANVAGVRGGG FVANVAGVR 1.55
2 LSADYGDMIFDGNLKRTAKE MIFDGNLKR 1.65
*04:10 Ocurrencia tardia 1 VAGVRGGGIAAVQDGQQGVS® IAAVQDGQQ 1.96

Infeccion *08:01 Ocurrencia temprana - - - -
*11:01 1 CFGNLLGSFTVLGRGHSLTF FTVLGRGHS 0.88

d

+12:01 Ocurrencia tardia ; EIGVGLPIVITPSKLYLNEL ) IVITPSKLY 0.54
GTIYSKTDLLLLNNEKFSFY LLLLNNEKF 1.24
*14:02 1 MANEAPIAFVANVAGVRGGG FVANVAGVR 1.43

*09:01 - - - -
Depuracién  DRBL 1201 Mayor Probabilidad 1 EIGVGLPIVITPSKLYLNEde IVITPSKLY 0.54
2 GTIYSKTDLLLLNNEKFSFY LLLLNNEKF 1.24

*08:02 Mayor Probabilidad - - - -

*10:01 Menor Probabilidad - - - -
_ _ *11:01 1 CFGNLLGSFTVLGRGHSLTF FTVLGRGHS 0.88

Persistencia T w201 " : i N
*14:02 _ Mayor Probabilidad 1 MANEAPIAFVANVAGVRGGG FVANVAGVR 1.43
*13:05 1 CFGNLLGSFTVLGRGHSLTF? FTVLGRGHS 0.88
*01:03 1 GSGGKITTLRAKAGHQILFN? LRAKAGHQI 1.64

) *08:02 _ - - - -
Reinfeccion 1601 Ocurrencia temprana 1 VSFDGEGVVFFSSNVAAGKG? VVFFSSNVA 0.72
2 RDALGQGYRYISGGYSLGAN? YRYISGGYS 1.59

—DePUIACON _ pQB1 ——oo.0o—— Mayor Probabilidad _ - _ _

apéptidos que se unen fuertemente a alelos asociados con efectos que aumentan la susceptibilidad a Ct

b péptidos que se unen fuertemente a un alelo asociado con dos eventos diferentes que tienen efectos que aumentan la susceptibilidad a Ct: Mayor probabilidad

de persistencia y Ocurrencia temprana de la infeccion
¢ Péptidos que se unen fuertemente a alelos asociados con efectos que reducen la susceptibilidad a Ct
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Anexo 16. Péptidos de la proteina de Ct LSU con union al CMH-1I de acuerdo al evento

Evento Locus Alelo Efecto pépti %Rank
*01:02 Mayor Probabilidad - - - -

*03:02 Ocurrencia temprana - - - -

*04:10 Ocurrencia tardia - - - N
Infeccién *08:01 Ocurrencia temprana - - - -
*11:01 - R . -
*12:01 Ocurrencia tardia - - - -
*14:02 - R - -
Depuracion :22581 Mayor Probabilidad 1 IAVKGNEVFV'I_’PAAHVVDRPC VFVTF_’AAHV 1._13
DRB1 *08:02  Mayor Probabilidad 1 GIRYENEYVRRKAGKAAKTG?  YVRRKAGKA 158
*10:01 Menor Probabilidad - - - -
. . *11:01 - - - -
Persistencia *14:01 1 VEKNTLISIKGINKQLVGEF? IKGINKQLV 0.71
——— "~ Mayor Probabilidad :
*14:02 - - . -
*13:05 - - R -
*01:03 1 GIRYENEYVRRKAGKAAKTG? YVRRKAGKA 0.77
Reinfeccion *08:02  Ocurrencia temprana 1 GIRYENEYVRRKAGKAAKTGP YVRRKAGKA 1.58
*16:01 - - - -
%‘% DOB1 %Mayormobabilidad : : : :

aPpgéptidos que se unen fuertemente a alelos asociados con efectos que aumentan la susceptibilidad a Ct

b péptidos que se unen fuertemente a un alelo asociado con dos eventos diferentes que tienen efectos que aumentan la susceptibilidad a Ct: Mayor probabilidad
de persistencia y Ocurrencia temprana de la infeccion

¢ Péptidos que se unen fuertemente a alelos asociados con efectos que reducen la susceptibilidad a Ct
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Anexo 17. Péptidos de la proteina de Ct OMP-A con unién al CMH-II de acuerdo al evento

Evento Locus Alelo Efecto Cantidad de péptidos Péptido Core %Rank
a
*01:02 Mayor Probabilidad 1 VSFDADTIRIAQPKLAKPVL IRIAQPKLA 1.14
2 AVTIETRLIDERAAHVNAQF? LIDERAAHV 1.48
*03:02 Ocurrencia temprana 1 MRMGYYGDFVFDRVLKTDVN FVFDRVLKT 1.00
Infeccién *04:10 Ocurrencia tardia - - - -
*08:01 Ocurrencia temprana - - - -
*11:.01 - - - -
*12:01 Ocurrencia tardia - - - -
*14.02 1 SGFDTANIVPNTALNQAVVE IVPNTALNQ 0.90
*N0-
Depuracion oo, % Mayor Probabilidad
*08:02  Mayor Probabilidad - - - -
*10:01  Menor Probabilidad - - - -
. . *11:.01 - - - -
Persistencia T 401 - - . : -
*14:02  Mayor Probabilidad 1 SGFDTANIVPNTALNQAVVE IVPNTALNQ 0.90
*13:05 - - - -
*01:03 1 VSFDADTIRIAQPKLAKPVL? IRIAQPKLA 1.00
Reinfecciéon *08:02 Ocurrencia temprana - - - -
*16:01 - - - -

Depuracion DOB1 05:03

Persistencia *05:03

Mayor Probabilidad

apgéptidos que se unen fuertemente a alelos asociados con efectos que aumentan la susceptibilidad a Ct
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Anexo 18. Péptidos de la proteina de Ct OMP-B con unién al CMH-II de acuerdo al evento

Efecto Cantidad de péptidos Péptido %Rank
*01:02 Mayor Probabilidad - - - -
*03:02 Ocurrencia temprana 1 SQANPEVFIADSDGKLNFKE FIADSDGKL 1.15
*04:10 Ocurrencia tardia - - - -
Infeccion *08:01 Ocurrencia temprana - - - -
*11:01 - - - -
*12:01 Ocurrencia tardia - - - -
*14.02 - - - -
* . C
Depuracién *2281 Mayor Probabilidad 1 RHASCPIDYIIANSQANPEV YIIANSQAN 1.90
DRB1 *08:02 Mayor Probabilidad 1 HASCPIDYIIANSQANPEVFP YIIANSQAN 1.97
*10:01 Menor Probabilidad 1 HASCPIDYIIANSQANPEVF® YIIANSQAN 0.34
Persistencia . Huol u u u -
1401y jayor Probabilidad - - - -
*14:02 Y 1 HASCPIDYIIANSQANPEVF YIIANSQAN 3.79
*13:05 - - - -
*01:03 - - - -
Reinfeccion *08:02 Ocurrencia temprana 1 HASCPIDYIIANSQANPEVF® YIIANSQAN 1.97
*16:01 1 YRLPMNAYRDFTSEPLNSES? YRDFTSEPL 1.24
Depuracién *05:03 o - - - -
Persistencia DQB1 0503 Mayor Probabilidad . . . .

apPéptidos que se unen fuertemente a alelos asociados con efectos que aumentan la susceptibilidad a Ct

b Péptidos que se unen fuertemente a un alelo asociado con dos eventos diferentes que tienen efectos que aumentan la susceptibilidad a Ct: Mayor probabilidad
de persistencia y Ocurrencia temprana de la infeccion

¢ Péptidos que se unen fuertemente a alelos asociados con efectos que reducen la susceptibilidad a Ct
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Anexo 19. Péptidos de la proteina de Ct OMP-C con union al CMH-II de acuerdo al evento

Evento Locus Efecto Cantidad de péptidos %Rank
*03:02 - - - -
No infeccion :(l)ggé Ocurrencia tardia - - - -
*01:02 Mayor Probabilidad 1 EDTLSPGVTVLEAAGAQISC? VTVLEAAGA 1.63
*03:02 Ocurrencia temprana - - - -
*04:10 Ocurrencia tardia 1 MAESLSTNVISLADTKAKD® VISLADTKA 1.93
*08:01 Ocurrencia temprana - - - -
Infeccién 1 ITGNTVVFDSLPRLGSKETV FDSLPRLGS 0.38
*11:01 2 LNPGESLQYKVLVRAQTPGQ YKVLVRAQT 0.48
. . 3 GSKETVEFSVTLKAVSAGDA FSVTLKAVS 1.74
1201 Ocurrencia tardia : - - -
$14:02 1 CLRCPVVYKINIVNQGTATA YKINIVNQG 0.85
2 YVCKPVEYVISVSNPGDLVL YVISVSNPG 153
_ *09:01 N 1 SYVCKPVEYVISVSNPGDLV® YVISVSNPG 0.76
Depuracién ’ Mayor Probabilidad 2 VENPVPDGYAHSSGQRVLTF® YAHSSGQRV 1.10
DOB1 1 NPGESLQYKVLVRAQTPGQFP YKVLVRAQT 1.33
b
*08:02 Mayor Probabilidad é CVGENTVYRICVTNRGSAEDb YRICVTNRG 1.65
RCPVVYKINIVNQGTATARN YKINIVNQG 1.89
4 YVCKPVEYVISVSNPGDLVL YVISVSNPG 1.98
*10:01 Menor Probabilidad 1 YVCKPVEYVISVSNPGDLVL? YVISVSNPG 1.55
1 ITGNTVVFDSLPRLGSKETV FDSLPRLGS 0.38
Persistencia *11:01 2 LNPGESLQYKVLVRAQTPGQ YKVLVRAQT 0.48
3 GSKETVEFSVTLKAVSAGDA FSVTLKAVS 1.74
#14:02 Mayor Probabilidad 1 CLRCPVVYKINIVNQGTATA YKINIVNQG 0.85
2 YVCKPVEYVISVSNPGDLVL YVISVSNPG 1.53
1 ITGNTVVFDSLPRLGSKETV? FDSLPRLGS 0.38
*13:05 2 LNPGESLQYKVLVRAQTPGQ? YKVLVRAQT 0.48
3 GSKETVEFSVTLKAVSAGDA? FSVTLKAVS 1.74
*01:03 - - - -
Reinfeccion %08:02 Ocurrencia temprana 1 NPGESLQYKVLVRAQTPGQF YKVLVRAQT 1.33
’ 2 CVGENTVYRICVTNRGSAED YRICVTNRG 1.65
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3 RCPVVYKINIVNQGTATARN YKINIVNQG 1.89
4 YVCKPVEYVISVSNPGDLVL YVISVSNPG 1.98
*16:01 1 YVCKPVEYVISVSNPGDLVL YVISVSNPG 1.04
Depuracién *05:03 - - - - -
Persistencia *05:03 Mayor Probabilidad - -

aPéptidos que se unen fuertemente a alelos asociados con efectos que aumentan la susceptibilidad a Ct

b Péptidos que se unen fuertemente a un alelo asociado con dos eventos diferentes que tienen efectos que aumentan la susceptibilidad a Ct: Mayor probabilidad
de persistencia y Ocurrencia temprana de la infeccion

¢ Péptidos que se unen fuertemente a alelos asociados con efectos que reducen la susceptibilidad a Ct
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Anexo 20. Péptidos de la proteina de Ct OMP-H con union al CMH-II de acuerdo al evento

Evento Locus Alelo Efecto Cantidad de péptidos Péptido Core %Rank

*01:02 Mayor Probabilidad - - - -
*03:02  Ocurrencia temprana - - - -

04:10 o . . 1 VLLNEDIVLSIDSSADKTDA® VLSIDSSAD 0.76

: currencia tardia

Infeccién 2 SSADKTDAVIKVLDDSFQNN® IKVLDDSFQ 1.95
*08:01  Ocurrencia temprana - - - -
*11:01 - - - -
*12:01 Ocurrencia tardia - - - -
*14:02 - - - -

*00-

Depuracién DRB1 % Mayor Probabilidad
*08:02  Mayor Probabilidady - - - -

*10:01 Menor Probabilidad 1 AAELRKKFEDLSAEYNTAQG® FEDLSAEYN 0.29
Persistencia %
T 402 Mayor Probabilidad - . - -
*13:05 - - - -
*01:03 - - - -
Reinfeccion *08:02  Ocurrencia temprana - - - -
*16:01 - - - -

Depuracion DQB1 05:03

Persistencia *05:03

Mayor Probabilidad

¢ Péptidos que se unen fuertemente a alelos asociados con efectos que reducen la susceptibilidad a Ct
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Anexo 21
(Articulo publicado)



