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1. INTRODUCCION

Se estima que un tercio de la poblacion mundial esta infectada con M. tuberculosis, 9
millones desarrollan tuberculosis anualmente y 2 millones cada afio mueren resultado de

la infeccion (1).

Por otra parte la carga global de la diabetes mellitus estd incrementando. La prevalencia
actual se estima que es de 285 millones de casos y se calcula alcanzara los 438 millones
de caso para el 2030. Un estimado del 70% de los adultos con DM habitan en paises de
tercer mundo y en vias de desarrollo y el mayor incremento en las tasas de DM2 se
predice ocurrird en los paises en vias de desarrollo. La mayoria de estas regiones son
también zonas de una carga elevada de tuberculosis (1).

2. MARCO TEORICO
ESTUDIOS DE ASOCIACION EPIDEMIOLOGICA

La asociacion entre diabetes mellitus y tuberculosis ha sido demostrada en varios
estudios de cohorte y casos controles. Un meta-andlisis de estudios de cohorte realizado
en el 2008 mostré que la DM incrementa el riesgo de tuberculosis (RR 3.11, 95% IC 2.27-
4.26). El riesgo medido a través de los estudios casos-controles ha sido muy heterogéneo
con ORs entre 1.16-7.83. (2). Estudios de cohorte prospectiva mas recientes, mejor
disefiados considerando un mayor niamero de factores de riesgo para el desarrollo de
tuberculosis, han mostrado un incremento en el riesgo y el cual es proporcional a la
severidad de la DM (3).

De forma interesante, algunos estudios han reportado que la fuerza de la asociacién entre

tuberculosis y DM incrementa con la incidencia de tuberculosis en la poblacién estudiada.

De hecho la incidencia de tuberculosis en el pais de nacimiento es uno de los mayores

predictores del riesgo de desarrollo de tuberculosis (4).

Por otra parte los estudios de cohorte en poblaciones de baja incidencia de tuberculosis
como Australia y Dinamarca han encontrado un incremento modesto de desarrollar
tuberculosis en pacientes que padecen DM (4, 5). Cuestionando de esta forma el

escrutinio de tuberculosis latente de forma sistemética en esta poblacion de pacientes.



DM Y TUBERCULOSIS EN HISPANOS

En México, se han hecho calculos asumiendo un RR de 3 y una prevalencia de DM en
México de 6%. Con lo anterior se concluiria que la DM estaria implicada en el 67% de los
casos de TB activa en los individuos que padecen DM, y representaria el 11% de los

casos en la poblacidon mexicana (6).

Otro estudio de casos y controles realizado en la frontera de nuestro pais determiné un
riesgo relativo mayor para el desarrollo de tuberculosis en individuos hispanos con DM
comparado con blancos y negros (OR=2.95; 95% Cl=2.61, 3.33 vs OR=1.31; 95% ClI=
1.19, 1.45 y OR= 0.93; 95% IC=0.78, 1.09). En esa poblacion de pacientes en los afos
90’s, se demostrd que la DM triplicaba el riesgo de desarrollar tuberculosis en hispanos
aun ajustando estado socioeconémico y el factor migratorio. El riesgo de tuberculosis
atribuible a DM entre los hispanos de edad media fue de (25.2%), similar al atribuido a
infeccién por VIH (25.5%).El riesgo de tuberculosis se correlacioné con la severidad de la
DM. Ademas de forma interesante, el riesgo de tuberculosis en relacion a DM complicada
o pobremente controlada fue mayor en hispanos que en otros grupos raciales/étnicos. Por
lo tanto el descontrol glucémico no explica de forma completa el riesgo para la
tuberculosis en pacientes DM de diferentes grupos raciales. Un estudio reciente de una
cohorte prospectiva realizado en el sureste Mexicano encontré una alta frecuencia de DM
en pacientes con tuberculosis pulmonar (29.6%), similar a lo reportado en otras regiones

en poblacion México-Americana (7).

SUSCEPTIBILIDAD GENETICA A TB OCASIONADA POR LA DM

En una cohorte hispana de 2,500 pacientes que habitaban en la frontera de México/EUA
con una tasa elevada de DM y tuberculosis, se encontrd que cerca del 30% de los casos
de tuberculosis eran atribuidos a DM. Con el objetivo de identificar la expresion de genes
que predisponian a la tuberculosis, dieron seguimiento a 9 individuos (3 hombres y 6
mujeres), edad entre 32-74 afios con una media de 57 afios) desde la glucosa anormal en
ayuno (Glucosa en ayuno 100-126 mg/dl) hasta el desarrollo de diabetes franca (Glucosa
en ayuno >126 mg/dl). Se determiné la expresion génica de 312 genes recienemente

identificados como la sefial de transcripcion en la tuberculosis. Unicamente 13 tuvieron



una significancia estadistica (P<0.05). Sélo dos genes HK2 y CD28 tuvieron una

reduccion estadisticamente significativa en los 9 participantes mientras desarrollaron DM.

El gen HK2 codifica a la hexocinasa 2 la cual es un factor critico para la glucélisis aerobia.
La glucdlisis aerdbica es una fuente de energia Unica para los macréfagos. Por lo tanto la
expresion reducida puede alterar la funcién de los macréfagos por lo tanto incrementar el

riesgo de la tuberculosis (8).

El gen CD28 codifica al antigeno de la célula T CD28. La respuesta Thl juega un papel
clave en la activacion de los macréfagos contra la tuberculosis. Por lo tanto la expresion
reducida de CD28 en los pacientes con DM altera la activaciébn de la célula T y la

respuesta Thl incrementando la susceptibilidad en contra de la tuberculosis.

Un estudio en una zona altamente endémica en Africa mostré que, a pesar de una
elevada exposicion a M. tuberculosis, 20% de la poblacion expuesta permanecié con PPD
negativos. En base a lo anterior se demostré en este estudio que le negatividad del PPD y
la produccion de INF-gama y TNF en respuesta a los antigenos de M. tuberculosis
estuvieron bajo estricto control genético, lo cual sugiere una resistencia independiente de
la célula T (9).

INMUNOLOGIA y TUBERCULOSIS

La tuberculosis es el prototipo de infeccién que requiere una respuesta inmune celular
para su control. La exposicion a Mycobacterium tuberculosis puede resultar en diferentes
desenlaces clinicos, los cuales incluyen la ausencia de cualquier infeccién clinica o
laboratorial, infeccién sin enfermedad clinicamente activa y enfermedad activa. El estadio
de la infeccién esta determinado por la habilidad de la respuesta inmune adaptativa e
innata para erradicar o controlar la infeccién por M. tuberculosis. Sélo algunos pacientes
desarrollan signos inmunoldgicos de infeccién; otros pueden eliminar la bacteria durante
la fase inmune innata, sin generar células T de memoria (prueba cutanea de la tuberculina
y ensayo de libaracion de interferon gamma con resultados negativos). En la fase inmune
adaptativa, las células T son activadas por células presentadoras de antigeno y esto
genera células de memoria (T mem) y efectoras (T efe). También se activan células B y
anticuerpos especificos contra M. tuberculosis. La infeccién puede ser erradicada en esta

etapa. Sin embargo, la mayoria de los individuos expuestos entrardn a la fase



quiescente, la cual puede persistir durante toda la vida. En esta fase, las micobacterias
son contenidas dentro de los granulomas, los cuales consisten en un &rea central con
macrofagos infectados rodeada por células T de memoria efectoras y células B. A pesar
de que el huésped no erradica al organismo, se previene la replicacién y la diseminacion.
Se requiere un balance 6ptimo entre la reaccion proinflamatoria mediada por Células T
(Thl) caracterizada por la produccion de interferon gama, factor de necrosis tumoral e
interleucina-12, ademas de la produccion de interleucina 17 y la regulacion de la
inflamacién excesiva mediada por respuestas de células T tipo Th2 asociadas con la
produccion de interleucina-4 y linfocitos T reguladores (Treg). La fase replicativa
sintomética ocurre cuando la micobacteria escapa del control inmunoldgico, se rompe el
granuloma y ocurre una reaccion de fase aguda caracterizada por la produccién de
marcadores proinflamatorios. En estados de inmunosupresion, la forma mas facilmente
ejemplificada es la infeccibn por VIH, en la cual la depleciobn de CD4 dispara el

mecanismo de escape inmunoldgico con la consecuente infeccion activa (10, 11).
RELACION ENTRE DESCONTROL GLUCEMICO Y TUBERCULOSIS.

Se ha demostrado en estudios experimentales in vito que la hiperglucemia provoca varias
alteraciones que predisponen al desarrollo de la infeccién por tuberculosis. Se ha
demostrado en modelos de ratones diabéticos experimentalmente infectados con M.
Tuberculosis que tienen cargas bacterianas mayores comparados con ratones
euglucémicos, independientemente de la ruta de inoculacion de M. Tuberculosis (12).
Comparado con ratones euglucémicos, ratones diabéticos cronicos tienen una menor
produccion de interferébn gama (IFN-y) e interleucina-12 (IL-12), ademas de una menor
respuesta de las células T frente a el antigeno de M. Tuberculosis (ESAT-6), evidenciando
una marcado disminucion de la actividad inmune adaptativa (Thl), la cual juega un rol
crucial en el control de la infeccion por tuberculosis (12). Otro estudio demostré que los
niveles de INF-y tuvieron una correlacién negativa con los niveles de HbAlc (13). Se ha
reportado ademas que los neutrdfilos de las personas con DM tuvieron una quimiotaxis
reducida y menor potencial bactericida que los controles no diabéticos (13). Lo anterior
apoya fuertemente la hipotesis de que la DM directamente altera la inmunidad adaptativa

e innata necesarias para contrarrestar la proliferacion de M. Tuberculosis.

En el ambito clinico la relacion entre descontrol glucémico se ha demostrado también de

forma consistente. Dos estudios han comparado la incidencia de tuberculosis activa entre



pacientes con DM dependientes de insulina y DM no dependientes de insulina. El primero
de estos fue una cohorte de 1529 pacientes con DM en Chile, quienes fueron seguidos
prospectivamente entre 1959 a 1982, la probabilidad a 10 afios de desarrollar tuberculosis
fue de 24% en diabetes insulino dependientes y 4.8% en aquellos que no utilizan insulina.
Otro estudio prospectivo realizado en Tanzania con un seguimiento de 1 a 7 afios, mostro
que los pacientes con DM que usaban insulina el 9% desarrollé tuberculosis comparado
con 2.7% de los pacientes con DM que no utilizaban insulina.

Finalmente un estudio de cohorte prospectiva recientemente publicado, realizado en el
sureste de México, demostré una prevalencia elevada de diabetes mellitus en pacientes
con tuberculosis pulmonar (29.63%), ademas los pacientes con diabetes que tenian
tuberculosis tuvieron manifestaciones clinicas mas severas, negativizacion mas tardia de

baciloscopias, mayor probabilidad de falla al tratamiento, recurrencia y recaida (14).

Tuberculosis latente y marcadores de riesgo de reactivacion

Los pacientes con tuberculosis pulmonar (TBP) son la principal fuente de infeccién por M.
tuberculosis en la comunidad. La infeccién primaria por M. tuberculosis causa enfermedad
en el 5 -10% de los individuos, en los casos restantes, la respuesta inmune detiene el
crecimiento de M. tuberculosis, sin embargo, el patégeno es completamente eliminado
solo en el 10% de las personas infectadas, mientras que en los casos restantes, la
respuesta inmune Unicamente logra contener la infeccidn, ya que algunos bacilos evaden
la respuesta inmune celular del hospedero y permanecen en estado no replicante
(latente). En este estado, denominado tuberculosis latente (TBL), el bacilo durmiente
conserva su capacidad de replicacion y causa enfermedad si ocurre alguna alteracion en
el sistema inmunoldgico (15). De aquellos individuos que presentan la infeccién latente
solo del 5-10% desarrollaran la enfermedad durante el curso de sus vidas, sin embargo, el
riesgo aumenta de 5-15% por afio en presencia de inmunosupresion. El entendimiento de
los mecanismos que conducen a la infeccion latente y a la enfermedad ha progresado
notablemente durante los ultimos afios, sin embargo, ain no es posible del todo predecir
de entre los sujetos infectados quiénes desarrollaran TB. Se conocen algunos factores de

riesgo que predisponen a la enfermedad, como son: la infeccion por el Virus de la



Inmunodeficiencia Humana (VIH), la diabetes mellitus (DM), el uso prolongado de
esteroides, el uso de inhibidores de factor de necrosis tumoral, el trasplante de érganos,
entre otros. En todos estos pacientes es fundamental realizar el escrutinio de la TBL con
el propdsito de administrar el tratamiento (isoniacida por 6 a 9 meses) y disminuir el riesgo
de enfermedad.

Las personas infectadas con M. tuberculosis, se pueden identificar mediante la TST seis a
ocho semanas después de la exposicion al bacilo de la tuberculosis. La TST es una
intradermorreaccion basada en la hipersensibilidad retardada en respuesta a una mezcla
compleja de mas de 200 antigenos de M. tuberculosis conocida como PPD. Esta prueba
ha sido utilizada durante mas de 100 afios, y constituy6 hasta hace un par de décadas, la
Unica forma de diagnéstico de TBL. La induracion mayor de 5 mm, (10 y 15 mm
dependiendo de la prevalencia de enfermedad en la regién) medida entre 48 a 72 horas
después de la aplicacion del PPD es considerada positiva. La TST no puede distinguir
entre la infeccion por microorganismos del complejo M. tuberculosis (CMTB) y la
sensibilizaciébn con otras micobacterias ambientales, dado que puede existir cierta
reactividad por exposicion a este tipo de micobacterias (16). Por otro lado, la vacunacion
con BCG puede causar falsos positivos pocos afios después de su aplicacion (0-5 afios),
sin embargo, este tipo de reactividad cruzada a los antigenos contenidos en el PPD, suele

ocasionar reacciones de moderada intensidad (5-10 mm de induracién) (17).

En la actualidad, se encuentran disponibles pruebas mas sensibles y especificas (en
comparacion con la TST) para detectar TBL. Estas pruebas son denominadas ensayos de
liberacion de IFN-y (IGRA), y permiten detectar la respuesta de las células T, ante la
estimulacion con los antigenos ESAT-6, CFP-10 entre otros, los cuales son especificos de
M. tuberculosis. Estas pruebas son consideradas como positivas cuando se detecta
secrecion de Interferén-y (IFN-y) por las células T. Mediante técnica de ELISPOT el
resultado en unidades formadoras de manchas (SFU Spot Forming Units) y se considera
positivo cuando se detectan >8 SFU. Si se emplea la técnica de ELISA se pueden
detectar directamente los niveles IFN-y y el resultado se expresa en unidades
internacionales por mililitro (positiva >35Ul/mL). Se sabe bien que los antigenos utilizados
en estas pruebas estan codificados por genes ausentes en la cepa vacunal M. bovis BCG,
y por lo tanto aumentan la especificidad en la poblacién que ha sido vacunada. Sin
embargo, estos genes se encuentran en condiciones nativas en la mayoria de las cepas

silvestres de M. bovis, asi como en algunas micobacterias ambientales (18, 19).



Si bien ambas pruebas (TST e IGRA) presentan variaciones respecto al estado de
inmunosupresion del paciente. Se ha demostrado que la disregulacion inmune en la
diabetes no compromete la sensibilidad de los IGRA en pacientes con tuberculosis, por lo
que puede se una herramienta valiosa en esta poblacién. EI mecanismo por el cual los
pacientes con diabetes mellitus son mas susceptibles a la tuberculosis a pesar de su
capacidad para secretar niveles elevados de interferbn gama es intrigante y merece
profundizar al respecto (IGRA y DM).

Tuberculosis y estatinas

La habilidad de Mycobacterium tuberculosis de mantener una infeccidon crénica
persistente esta estrechamente ligado a su capacidad para utilizar el colesterol del
huésped. Ademas los lipidos celulares encontrados en los macrofagos juegan un rol
crucial en la reactivacion de tuberculosis latente. Recientemente se publicé un estudio que
demostré de forma experimental que las células mononucleares periféricas y los
monocitos derivados de los macréfagos provenientes de pacientes con
hipercolesterolemia familiar combinada, que recibieron tratamiento con estatinas
presentaron resistencia aumentada a la infeccion por M. tuberculosis, comparado con las
células provenientes de sujetos sanos, no usuarios de estatinas. Macréfagos murinos y
humanos sujetos a tratamiento con estatina in vitro, presentaron una reduccion
significativa en el crecimiento de M. tuberculosis. En ratones tratados con estatina con
tuberculosis experimental, mostraron proteccion frente a la misma infecciébn. En
conclusion, las estatinas incrementaron las funciones protectoras del huésped
antagonizando la maduracion del fagosoma y la autofagia, inducida por Mycobacterium
tuberculosis (20).
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En nuestro medio la DM es el primer lugar como causa de muerte en México y se predice
duplicara en un par de décadas. A su vez la asociacion con TB presupone un incremento
muy importante de los nuevos casos de esta Ultima enfermedad. Las pruebas
diagndsticas disponibles para TBL (IGRA/PPD) no predicen por si solas la progresion a
tuberculosis activa, por lo que es necesario determinar mediante otras estrategias el
riesgo de reactivacion. Existe controversia acerca del papel Unico del descontrol

glucémico como la causa de esta susceptibilidad incrementada.



4. JUSTIFICACION

El efecto en la respuesta inmune contra tuberculosis en individuos con y sin descontrol
glucémico, permitir esclarecer el impacto del control glucémico estricto en esta poblacion
de pacientes y posteriormente disefar estrategias para intensificar las medidas

preventivas, diagndsticas y terapéuticas en esta poblacién.

5. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Existe diferencia en la actividad bactericida en sangre total contra M. tuberculosis de
sujetos con diagnéstico de DM 2 y descontrol glucémico comparado con sujetos DM 2 y

adecuado control glucémico y sujetos sanos?
Hipétesis

Existe una menor actividad bactericida en sangre total contra M. tuberculosis en sujetos
con DM 2 e inadecuado control glucémico comparado con la actividad bactericida de
sujetos con DM 2 y adecuado control glucémico y la actividad bactericida de sujetos

sanos.

6. OBJETIVOS
Objetivo principal

Comparar la actividad bactericida en sangre total en sujetos que padecen DM 2 con
adecuado control glucémico con la actividad bactericida en sangre total de individuos que

padecen DM 2 con inadecuado control glucémico y con sujetos sanos.
Objetivos secundarios

Comparar la actividad bactericida en sangre total en sujetos que padecen DM 2 y PPD+
con adecuado control metabdlico con individuos que padecen DM 2 y PPD+ con

inadecuado control metabdlico.



Comparar la actividad bactericida en sangre total en sujetos que padecen DM 2 e IGRA
positivo con adecuado control metabdlico con individuos que padecen DM 2 con
inadecuado control metabdlico e IGRA positivo.

Comparar la actividad bactericida en sangre total en sujetos que padecen DM 2 con
inadecuado control metabdlico con la de los mismos sujetos una vez alcanzado un

adecuado control metabdlico.

DEFINICIONES
TB LATENTE: Paciente asintomatico con PPD+, esto es igual o mayor a 10 mm.

DM2 CONTROLADO: Paciente con diagnéstico y tratamiento de DM y con una

determinacion de HbAlc<7%

DM2 DESCONTROLADO: Pacientes con diagndstico de DM y con una determinacién de
HbA1c>9%

SUJETO SANO: Paciente con nivel de glucosa en ayuno normal y sin antecedentes de
DM en familiares de primer grado
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7. MATERIAL Y METODOS

Diseiio del estudio:

Se realizaré un estudio transversal comparativo prolectivo

Justificacion del tamafio de muestra:

De acuerdo a los dispersion de los datos obtenidos de sujetos sanos PPD+ y de
sujetos sanos PPD- de un estudio piloto en curso por este grupo de
investigadores, se estimé un tamafio de muestra requerido para la comparacién de
2 medias (m1=0.57 DS1=0.15y m2= 0.15 DS2= 0.11) con un poder del 90% y un
alfa de 0.05. Se requiere un minimo de 15 individuos por grupo de estudio
considerando una pérdida del 25%.

Lugar de estudio:

INCMNSZ, hospital de tercer nivel, México, DF.

Poblacion de estudio:

Grupo de pacientes con DM2 que pertenezcan a la clinica de diabetes del
INCMNSZ.

Individuos sanos candidatos a donadores renales del programa de trasplante del
INCMNSZ.

Periodo de estudio y seguimiento

El reclutamiento de los sujetos de estudio iniciara en abril de 2013 y concluird en

septiembre del 2014, se dara un seguimiento de 12 meses a los pacientes durante los

cuales vigilara activamente la aparicion de signos y sintomas de tuberculosis.

6.- Grupos a estudiar de esta poblacion:

Grupo 1

Pacientes con DM 2 e inadecuado control glucémico (HbAlc> 9%) y resultado de
TST positiva

Grupo 2

Pacientes con DM 2 y adecuado control glucémico (HbA1lc<7%) y resultado de
TST positiva

Grupo 3



Pacientes con DM 2 e inadecuado control glucemico (HbAlc> 9%) y resultado de
TST negativo

Grupo 4

Pacientes con DM 2 y descontrol glucémico (HbAlc<7%) y resultado de TST
negativo

Grupo 5

Individuos sanos y resultado de TST negativo

Grupo 6

Individuos sanos y resultado de TST positivo

Criterios de Inclusion:
Mayores de 18 afios de edad
Que acepten participar en el nuevo estudio y firmen consentimiento informado

Que pertenezcan a la cohorte de la clinica de Diabetes del Instituto Nacional de Ciencias
Médicas y Nutricion Salvador Zubiran.

Criterios de exclusion:
Mayores de 65 afios de edad

Antecedente de tuberculosis activa en cualquiera de sus formas diagnosticada por cultivo

0 manifestaciones clinicas.

Uso de medicamentos inmunosupresores.

Imposibilidad para obtener la muestra de sangre por venopuncion.

Contacto reciente (menor de dos afios) con personas que padezcan tuberculosis.
Radiografia de térax con presencia de lesiones que sugieran Tb pulmonar activa.
Leucopenia o linfopenia documentada al momento de su inclusion

Evidencia de conversion a la prueba de tuberculina reciente



Pacientes en tratamiento para TBL con isoniacida
Ausencia de cicatriz de vacunacion por BCG
Tabaquismo activo

indice de masa corporal mayor de 30 y menor de 18

Consumo antibiéticos con actividad sobre microorganismos del CMTB durante la semana
previa a la toma de muestra (fluorquinolonas, claritromicina, amoxicilina-clavulanato,
rifampicina, rifapentina, isoniacida, etambutol, pirazinamida, protionamida/etionamida,

cicloserina, aminoglucosidos, PAS, linezolid, imipenem, meropenem)

Diagnostico de insuficiencia renal cronica en cualquier estadio o bien la presencia de

>300mg/ml de microalbuminuria de miccién Unica

El grupo de sujetos sanos no debe tener historia familiar de diabetes mellitus en familiares

de primer grado

Estrategia de cegamiento y sorteo

Se identificara a los individuos con un numero consecutivo por parte del investigador a
cargo del reclutamiento y personal de laboratorio que realice las pruebas estara cegado al
estado de TST, estado de IGRA y demas caracteristicas del individuo de quien se procesa
la muestra, el resultado del ensayo sera relacionado con las caracteristicas del individuo

hasta que se hayan procesado la totalidad de las muestras.



METODOLOGIA

Realizaremos un escrutinio en la cohorte de pacientes con diabetes mellitus del instituto y

seleccionaremos aquellos que cumplan los criterios de inclusién.

1. APLICACION DE CUESTIONARIO ESTANDARIZADO Y REALIZACION DE
HISTORIA CLINICA. De forma inicial se aplicara un cuestionario estandarizado en
donde se interrogardn sintomas relacionados a tuberculosis activa, ademas de
factores de riesgo relacionados como tabaquismo prominente, consumo de leche
no pasteurizada, COMBE, variables sociodemograficas como escolaridad y nivel
socioecondmico. Posteriormente una historia clinica y exploracion fisica completa
para detectar signos y sintomas compatibles con tuberculosis activa. Se realizara
una radiografia de térax en posicion posteroanterior que sera interpretada por un
radidlogo del instituto.

2. TOMA DE MUESTRA Y APLICACION CON POSTERIOR LECTURA DEL PPD.
Se tomard una muestra de sangre venosa para la realizacion de biometria
hematica, IGRA y el ensayo de actividad bactericida en sangre total. Para lo cual
requeriremos la cantidad aproximada de 20 ml. En aquellos pacientes en los que
no tengan documentada la prueba de tuberculina, la realizaremos posterior a la
toma de sangre venosa para evitar interferencia con el ensayo de actividad
bactericida. La realizacién de la prueba de tuberculina se realizara por medio de la
administracién intradérmica de 5 UT de PPD en 0.1 ml de solucién con una jeringa
de insulina en la regién supina del antebrazo. La reaccién en la piel se leer4 en 48-
72 hrs. Una prueba positiva se define por el didmetro de induracion, no eritema, en
respuesta a 5 unidades de tuberculina. El diAmetro debe ser leido con un vernier
iniciando en el primer sitio de elevaciébn cutanea. Un corte de 10 mm se
considerara como prueba positiva. Todos los pacientes con diagnéstico de
tuberculosis latente recibiran al seguimiento y tratamiento apropiados en base a
las recomendaciones actuales.

IGRA (GOLDEN DESCRIBIR EL PROTOCOLO) Y DESCRIBIR COMO SE
REALIZO

3. ENSAYO DE ACTIVIDAD BACTERICIDA EN SANGRE TOTAL. Una vez
realizado el cuestionario, la historia clinica y exploracién fisica completa y la toma
de muestras. Procederemos a la clasificacion de los pacientes en base a los

grupos de estudio y a la realizacion de las actividades bactericidas en sangre total.



4. ANALISIS DE LOS DATOS Y SEGUIMIENTO CLINICO DE LOS PACIENTES
CON DIAGNOSTICO DE TUBERCULOSIS LATENTE. Finalmente analizaremos
los resultados. En todos los pacientes diagnosticados con tuberculosis latentes
recibirdn un seguimiento estrecho para la deteccion oportuna de cualquier signo o
sintoma sospechoso de tuberculosis activa. El seguimiento estrecho sera a través
de citas programadas 2 veces por mes el primer mes y posteriormente de forma
mensual hasta la conclusion del estudio. En caso de presentar sintomas/signos
compatibles con tuberculosis en tiempo fuera de sus citas programadas, se
revisara via servicio de urgencias las 24 hrs todos los dias de la semana.

Determinacion de actividad bactericida en sangre total utilizando la plataforma
BACTEC 960/MGIT

Se determinard la actividad bactericida en sangre total de acuerdo a la metodologia
proporcionada por el Dr. Robert Wallis empleada en los estudios recientes en estudios de

farmacos y comparacion de inmunidad a diferentes cepas.
1.- Cultivo y conservacion del stock.

De una cepa de M. tuberculosis H37Rv de referencia de 3 semanas de crecimiento en
medio de cultivo solido (Lowestein Jensen), se realizarAd una suspension la cual se
ajustara a 0.5 de McFarland (1x10°® UFC/ml) mediante un nefelémetro y posteriormente se
realizara una dilucion 1:200. Posteriormente se agregaran 400uL de la dilucion a 6 tubos
MGIT suplementados con OADC y se incubaran en el aparato BACTEC 940, hasta su
positividad, posteriormente el contenido de los tubos serd mezclado y homogeneizado
mediante agitaciébn en vortex y se colocaran diferentes volimenes en tubos de crio
preservacion y seran congelados a -70 C. Lo anterior asegura que la cepa se encuentre

en la misma fase de crecimiento al ser utilizada en los experimentos.
2.- Titulacion del stock

Se descongelara una alicuota de 1200 pL de la cepa y se inocularan 2 tubos MGIT con
cada una de las siguientes diluciones 500, 50, 5, 0.5, 0.05 y 0.005, se registrara el tiempo
de positividad en dias y horas registrado por el BACTEC 950 y se alimentaran los datos
en el software disefiado para este proposito (RS Wallis) en donde mediante una regresion
exponencial se determinara una curva predicho y determinara el volumen requerido de

stock para un crecimiento en BACTEC 960 de 7 dias.



y=yO+ae™

y=TTP en dias

x= log volumen inoculo en pL
3.- Cultivo en sangre.

Se tomara el inoculo calculado para un crecimiento en 7 dias y se agregara a un tubo
Eppendorff de 2 ml por duplicado para cada tiempo de lectura (0, 24, 48, 72 y 96 hrs) para
cada individuo. Se centrifugara a 10,000 rev/min por 10 min, se retirara el sobrenadante,
posteriormente el pellet se re suspendera en 300 yL medio de cultivo RPMI mediante
agitacién en vortex. Se agregara 300 uL de sangre completa heparinizada en cada tubo y

se incubaran a 37 C en agitacion suave hasta su tiempo de cosecha.
4.- Cosecha de micobacterias del cultivo en sangre.

En cada tiempo de lectura, se tomaran ambos tubos, se centrifugaran a 10,000 rev/min
por 5 min, se retirara el sobrenadante y se colocara en tubos Eppendorff de 1.5 ml para su
congelacién a -70C y determinacion de citocinas. Posteriormente se agregara 1 ml de
agua estéril a los tubos y se dejaran reposar a temperatura ambiente durante 10 min para
realizar la lisis osmoética de los componente celulares, posteriormente se centrifugaran
nuevamente a 10,000 rev/min x 10 min, se retirara el sobrenadante y el pellet se
resuspendera en 500 yL de medio de cultivo Middlebrook 7H9 y se agregaran a tubos
MGIT los cuales se incubaran en el aparato BACTEC 940 y se registrara el tiempo de
positividad en horas y dias para ser analizado en el software. Para cada experimento se
sembrara el volumen de la cepa especificada para el crecimiento en 7 en tubos MGIT sin

sangre y por duplicado para asegurar la viabilidad de la cepa.

Deteccion de citocinas.

De los sobrenadantes de determinaran las concentraciones de las citocinas IFN-y, TNF-a,
IL-2 e IL-10 por técnica de ELISA utilizando anticuerpos especificos para cada una de
ellas (Becton-Dickinson® Oxford UK) de acuerdo al protocolo recomendado por el
fabricante. Se generaran curvas estandar utilizando citocinas de referencia. Los

resultados seran expresados como la media de dos lecturas para cada muestra.



ANALISIS ESTADISTICO
Variables a medir

El resultado obtenido del software deriva de la relacion inversa proporcional que existe
entre TDP (tiempo de positividad del MGIT) y el log del inoculo (volumen). La A log UFC
(cambio en la viabilidad durante el cultivo en sangre) se puede calcular como el log(final)-
log (inicial), donde inicial y final son los volumenes del stock de cultivo que corresponden
a los valores de TDP del inoculo inicial y de la lectura obtenida en el cultivo de sangre

completo.

Se llevar4 a cabo un andlisis descriptivo de los datos utilizando medidas de tendencia
central y de dispersion (media * desviacion estandar; mediana) para las variables
continuas donde evaluard inicialmente la normalidad de la distribucion utilizando los
indicadores de sesgo y curtosis. En el caso de las variables cualitativas, se utilizaran

frecuencias absolutas y relativas (porcentajes).

Se determinara la media y desviacion estandar de la Alog UFC de cada grupo de
individuos y se realizara la prueba t-student para determinar la significancia estadistica
para la comparacién entre 2 grupos, para la comparaciéon entre mas de 2 grupos se

determinara mediante ANOVA con ajuste de Bonferroni.

Para la comparacién entre la Alog UFC durante el control glucémico inadecuado y la Alog
UFC al obtener un control glucémico adecuado (antes y después), se realizard una t-

pareada o rangos sefalados de Wilcoxon segun corresponda.

Se consideraran estadisticamente significativas a las variables que presenten un valor de
p <0.05



8. RESULTADOS

Hasta marzo del 2014 se lograron incluir 21 sujetos con DM 2. Trece pacientes con una
hemoglobina glucosilada HbAlc <7%, ocho pacientes con una hemoglobina glucosilada
HbA1c>9% y nueve sujetos sanos. Trece sujetos con DM 2 informaron el consumo de

estatinas por mas de seis meses.

La mediana del log/UFC en los sujetos DM 2 fue de 0.9382 (IIC 0.573-1.490) Y DE 1.260
(IC 0.911-1.507) en los no DM 2 p=0.341.

La mediana del log/UFC de los sujetos DM 2 HbAlc <7% fue de 0.926 (IIC 0.539-1.354) Y
de 1.170 (IIC 0.555-1.512) en los sujetos con DM 2 HbAlc >9%; p=0.526.

La mediana del log/UFC en los sujetos con estatinas fue de 0.900 (lIC 0.440-1.312) y de
1.411 (lIC 0.785-1.753) en los sujetos sin estatinas p=0.05.
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Grafico 1. Se muestra A log UFC en pacientes diabéticos y no diabéticos a las 0 horas y
a las 96 horas.
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Grafico 1. Se muestra A log UFC en pacientes diabéticos y no diabéticos a las 0 horas y

a las 96 horas.
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Grafico 2. Se muestra A log UFC en pacientes Diabéticos que consumen estatinas y no
diabéticos a las 0 horas y a las 96 horas.

*P=0.04



DM <7% HbA1c vs DM >9% HbA1c
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Grafico 3. Se muestra A log UFC en pacientes diabéticos con HbAlc < 7% y HbA1c>9%
y no diabéticos a las 0 horas y las 96 horas.



Niveles de IL-6 a las 96h
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Grafico 4. Se muestran los niveles de IL-6 medidos en pg/ml en pacientes diabéticos que
consumen o no estatinas en el sobrenadante del co-cultivo con la micobacteria a las 96h.

*P=0.03



9. DISCUSION Y CONCLUSIONES

Estos resultados en conjunto sugieren que un control glucémico estricto ademas del uso
adyuvante de estatinas como parte del tratamiento para el control metabdlico en general

puede contrbuir a la contencidn de la infeccion por Mycobacterium tuberculosis.

Los niveles bajos de IL-6 observados en los pacientes que consumen estatinas (pacientes
con mayor actividad bactericida), concuerdan con estudios previos que establecen que la
secrecion de IL-6 por macrofagos infectados es un mecanismo mediante el cual la
micobacteria inhibe la respuesta interferén-dependiente por parte de los macréfagos no
infectados.

Estos resultados preliminares permiten tener una adecuada estructura para el seguimento
prospectivo de los pacientes diabéticos. Una vez completado el tamafio de muestra

tendremos las conclusiones definitivas. Sn embargo, con los resultados obtenidos hasta el
momento, surgen nuevas hipotesis, que requieren un disefio de estudio especifico para su

adecuada comprobacion.
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