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Resumen Estructurado

Antecedentes

En anos recientes se ha detectado un numero creciente de casos de conjuntivitis de inclusién en
la poblacién que acude al Instituto de Oftalmologia Conde de Valenciana. Esta patologia
altamente infecciosa de caracter crénico, que afecta a grandes grupos de la poblacién, suele ser
subdiagnosticada lo que resulta en un diagnéstico especifico tardio, sintomatologia continua con
diseminacion de las cepas en la poblacion, y un costo elevado por los tratamientos inespecificos.
La caracterizacion de cepas de C. trachomatis puede proporcionar importantes conocimientos

epidemioldgicos y contribuir a mejorar las medidas de control.

Justificacion

La importancia de conocer las variantes genotipicas prevalentes en la poblacion que acude a un
centro de referencia de enfermedades oftalmoldgicas, reside en que nos dara una primera
aproximacion de la magnitud epidemioldgica del problema en relacién a la poblacion mexicana
afectada y permitira sentar las bases para futuros estudios que pretendan conocer la dinamica
de transmision y persistencia de esta infeccion. Se pretende que contribuya a difundir informacién
especifica al especialista para la toma de medidas tendientes a la profilaxis de la enfermedad,
desde el manejo adecuado de los factores de riesgo para la conjuntivitis de inclusién hasta la
aplicacion de terapéuticas tempranas, especificas y accesibles. Los resultados obtenidos podrian
facilitar la propuesta de elaboracion de vacunas que se ajusten al genotipo o genotipos

prevalentes circulante en nuestra poblacion.

Hipotesis
Las variantes genéticas de Chlamydia trachomatis en nuestra poblacion no se corresponden con

las reportadas a nivel internacional como responsables de conjuntivitis de inclusién.

Objetivo general

Identificar las variantes genotipicas de C. trachomatis responsables de conjuntivitis de inclusion.

Material y Métodos
En el presente trabajo se realizé un estudio de casos y controles para la determinacién de
nuevos casos de conjuntivitis de inclusion. Se realiz6 un muestreo dirigido del total de los casos

de conjuntivitis folicular cronica en los meses de marzo a noviembre del 2015. Se incluyeron los
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pacientes que cumplian con los criterios de inclusién y aceptaron formar parte del estudio por
medio de una carta de consentimiento informado. Se tomaron muestras conjuntivales de fondo
de saco con un barrido con hisopo. Las muestras fueron procesadas para analisis genético. Se
realizé diagndstico molecular por PCR genérico tiempo real para la identificacién de Chlamydia
spp, mediante la amplificacion de un segmento del gen 16S comun a las especies de Chlamydia.
Posteriormente se realiz6 una PCR punto final para la identificacion del gen ompA. La
caracterizacién de genotipos se realizé por la amplificacion del gen ompA el cual fué
secuenciado mediante el uso de un kit de reaccién Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready
(Applied Biosystems, Foster City, CA). Las secuencias obtenidas fueron comparadas con

secuencias reportadas en el GenBank.

Resultados

Fueron evaluadas 80 muestras sospechosas a Chamydia spp durante el 2015 se pudo amplificar
el gen OmpA en 7 de ellas, mientras que de las muestras histéricas de 80 se amplificaron 3 y de
una muestra historica para adenovirus 1 resulté positiva para el gen mencionado, dando un total
de 160 muestras. La secuenciacion parcial del Gen OmpA facilité la identificacion del serotipo D
en una muestra, el serotipo E en 3 muestras y el serotipo F en 4 muestras. Las secuenciaciones
obtenidas fueron comparadas y alineadas con aquellas encontradas en el GenBank y
correspondieron a los numeros de acceso: FJ261926.1, U78536.1 y JX564244.1

respectivamente y con 99% de similitud.

Conclusiones

La secuenciacién del gen OmpA facilita identificar 3 serotipos o serovares causantes de
conjuntivitis e infeccion urogenital, semejante a la encontrada a nivel mundial, siendo los
serotipos prevalentes el D, E y F, mismos serotipos que fueron identificados en nuestro estudio.
Por otro lado, deberia de investigarse la distribucion temporal y geografica de serotipos de C

trachomatis, en nuestro pais.



Introduccién

La infeccion por Chlamydia spp es la enfermedad bacteriana de transmisién sexual mas comun
en el mundo.! Se estima que en Estados Unidos la tasa de transmision anual es de 4 millones
aproximadamente y que es la segunda enfermedad de transmision sexual mas prevalente en la
poblacion.? La infeccion por Chlamydia spp puede tener manifestaciones oculares
principalmente en las formas de conjuntivitis de inclusion y tracoma, cada una involucrada a un
subtipo diferente de la bacteria. La conjuntivitis de inclusion suele presentarse tipicamente en
paises desarrollados en contraste con el tracoma que esta restringido a zonas de alta pobreza.
A pesar de corresponder a diferentes serotipos, ambas enfermedades son causadas por la
misma especie de Chlamydia, demostrando de ésta manera el gran impacto en las

enfermedades oculares principalmente de C. trachomatis.

Generalidades

El género Chlamydia esta compuesto por bacterias intracelulares obligadas de tamano
relativamente pequefio (2um) que se replican por inclusiones citoplasmaticas de células
hospederas eucariontes. Son organismos procariontes que contienen DNA y RNA, se dividen
por fisién binaria, contienen ribosomas 70S, poseen actividades enzimaticas y capacidad de
sintesis macromolecular y plasmidos. Estas bacterias son susceptibles a la accién de
antibidticos incluyendo tetraciclinas y macrolidos. Contienen una pared celular rigida que a
diferencia de las bacterias de vida libre no contiene acido muramico sino proteinas de membrana

externa entrelazadas por puentes disulfuro.’

Se encuentran agrupadas en el Orden Chlamydiales y la familia Chlamydiaeceae, de donde se
desprenden 2 tipos, Chlamydia y Chlamydophila las cuales a su vez comprenden 9 especies
que se subdividen en grupos dependiendo de su potencial patdégeno en seres humanos. El grupo
de patdgenos que infecta a humanos incluye con mayor frecuencia las especies Chlamydia
trachomatis y las menos frecuentes  Chlamydophila pneumoniae (antes Chlamydia
pneumoniae), Chlamydophila psitacci (antes Chlamydia psittaci), que causa enfermedad
también en aves, Chlamydophila abortus (antes Chlamydia abortus) causante de abortos, y
Chlamydophila felis que causa neumonia en gatos. Las especies que nunca se han encontrado
como causantes de infeccion en seres humanos incluyen: Chlamydophila caviae (antes
Chlamydia caviae) que causa conjuntivitis en cobayas, Chlamydophila pecorum (antes

Chlamydia pecorum), Chlamydia suis (antes Chlamydia trachomatis) que causa la enfermedad



en cerdos, Chlamydophila pecorum (antes Chlamydia pecorum), y Chlamydia suis (antes

Chlamydia trachomatis), que causa la enfermedad en ratones.*

Todos los miembros del género Chlamydia comparten la misma morfologia y un antigeno
lipopolisacarido comun puesto de manifiesto mediante pruebas de fijacién de complemento,
anticuerpos fluorescentes o anticuerpos monoclonales por prueba de ELISA, por lo que se le
conocieren como métodos de identificacion de serovares. >° La clasificacion moderna se basa
en métodos genéticos de estimacion de homologias DNA-DNA y rRNA-DNA la cual identifica
variantes genéticas (genotipificacion). Actualmente los métodos de identificacion mas
especificos se basan en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Las pruebas de
amplificacién por este método son altamente sensibles y especificas para C. trachomatis en

conjuntiva y tracto genital tanto en adultos como en neonatos.’

La secuenciacién automatizada es el método recomendado para la genotipificacion de C.
trachomatis utilizando la proteina de membrana externa principal (MOMP), uno de los principales
componentes de la pared celular responsable de su patogenicidad. La MOMP se codifica en el
gen ompA, en él se encuentran variaciones extensivas de secuencia de DNA que se localizan
principalmente en cuatro regiones discretas denominadas dominios variables (DV-1 a DV-4). 8
Tres de los DVs estan expuestos en la superficie y contienen péptidos antigénicos. La

secuenciacion de los dominios variables DV permite la discriminacion de genotipos. °

El gen ompA de C. trachomatis codifica para la proteina principal de membrana externa (MOMP),
que es la proteina de mayor proporcion (60%) de todas las proteinas de superficie y la que define
el genotipo. El analisis gendmico del gen ompA es el método de eleccion para la diferenciacion
de las cepas ya que se logra mayor discriminacion que por medio de genotipificacion con
polimorfismos de fragmentos de restriccién y ha establecido las bases para la identificacién de

nuevas genovariantes.?? 23

La MOMP de C. trachomatis tiene las funciones de porina y adhesina. El cambio en la secuencia
de aminoacidos puede aumentar o disminuir estas funciones. La MOMP ha sido el candidato mas
importante para el desarrollo de una vacuna.®! Las vacunas preparadas con la MOMP en su
forma nativa han demostrado tener un efecto protector contra la infeccién. Mientras que las
vacunas experimentales basadas en proteina desnaturalizada o con proteina recombinante solo

han dado una proteccion parcial, lo que indica que la estructura nativa de la MOMP es importante



para desarrollar una vacuna y para entender las bases moleculares de la patogénesis de

Chlamydia spp.2+26

En un estudio realizado en poblacién eslava en muestras urogenitales el serovar predominante
es el E seguido por el F, G, K, D, H, J, la y Ja. Mientras que en muestras conjuntivales la
distribucion de serovares fue la siguiente: E, D, F, Ky G. % Otro estudio realizado en Japdn en

conjuntivitis de inclusion identifico como serovares predominantes: D, G, E, H, Fy K. %/

En otras instituciones en México se ha buscado realizar el analisis genémico y aminoacidico del
gen ompA de genotipos especificos de C. trachomatis, a partir de muestras cervicovaginales,
por medio de alineacién con secuencias nucleotidicas de 16 cepas prototipo, se identific el
genotipo F reportadas en el GenBank mediante el programa Clustal W y Bioedit. 28 Otro estudio
realizado en México en muestras endocervicales de mujeres con infertilidad, evidencié por medio
de secuenciacion automatizada del gen ompA mostré el mismo genotipo como predominante.?®
Estos resultados difieren de lo encontrado en otras poblaciones en donde también se han
analizado muestras urogenitales y en las que el predominio corresponde a los genotipos D y E;

ninguno de los reportes indican variantes genotipicas puntuales. *°

Patogenicidad

Las infecciones por C. trachomatis ocurren en forma natural Unicamente en el humano.
Chlamydia trachomatis esta asociada con enfermedades de transmision sexual, enfermedades
oculares y respiratorias. Las cepas de C. trachomatis que afectan al hombre, han sido
clasificadas convencionalmente en serotipos o0 serovares por inmunotipificacion, utilizando
anticuerpos monoclonales y policlonales para identificar especificamente la proteina principal de
membrana externa (MOMP)."® Los 19 serovares descritos reconocidos mediante
inmunofluorescencia (A-K'y L1-L3), se distribuyen en tres grupos, responsables cada uno de un
cuadro infeccioso: a) tracoma (serovares A, B, Ba, C), b) linfogranuloma venéreo (LGV)
(serovares L1, L2, L2a, L3) y c) enfermedad 6culo-genital no invasiva (serovares D, Da, E, F, G,
Ga H, |, la, J, K) a la que se corresponde la conjuntivitis de inclusion.'” Estas patologias tienen
una distribucidon geografica diferente y afectan a distintos grupos poblacionales. La infeccion
oculo-genital no invasora es la principal causa infecciosa de transmisién sexual en el mundo y el

numero de casos nuevos crece cada ano, especialmente desde 2008, pero no esta claro si este



incremento esta directamente relacionado con mayores tasas de transmision o se debe al

establecimiento de técnicas de diagnostico molecular mas sensibles y especificas.'?

A menudo estas infecciones son leves, aunque algunas veces estan asociadas a importante
invasion local o sistémica y puede tener importantes secuelas. Asi como en otras enfermedades
infecciosas, el grado de dafio tisular y las complicaciones son en parte el resultado de la
respuesta inmune contra el agente etiolégico, mas que el dafio ocasionado directamente por el
agente. Los sindromes oculares causados por C. trachomatis son tres: tracoma, oftalmia

neonatorum y conjuntivitis de inclusion.

El tracoma ha sido definido como una queratoconjuntivitis cronica, caracterizada por foliculos,
hiperplasia papilar y formacion de cicatrices ocasionada por la variabilidad de los serotipos A, B,
Ba y C de C. trachomatis. Ocurre principalmente en personas que viven en condiciones de
pobreza, malas condiciones sanitarias y pobre higiene. Es una enfermedad que generalmente
se inicia en la infancia durante los primeros meses de vida. La intensidad se incrementa en nifios
de entre 6 y 8 afios de edad. La cicatrizacién del parpado, se presenta en personas que no han
recibido tratamiento o que han sufrido infecciones repetidas a lo largo de su vida. Las cicatrices
notables de la conjuntiva causan alteraciones palpebrales como triquiasis y entropion, que a su
vez ocasionan abrasidn crénica de la cornea, deterioro visual y ceguera en la vida adulta. El
tracoma se distribuye mundialmente, se ha estimado que alrededor de 500 millones de personas
estan infectadas y de estas 7 a 9 millones estan ciegas por esta causa. En el Sureste de México,
se reconocen zonas endémicas para las infecciones ocasionadas por Chlamydia trachomatis.
Algunos estudios epidemiologicos y experimentales, han demostrado que el tracoma y la
conjuntivitis de inclusion podrian representar un amplio espectro de respuesta clinica a las

diferentes biovares de C. trachomatis.™

La Oftalmia Neonatorum es transmitida por la madre al momento del nacimiento, se presenta
como conjuntivitis mucopurulenta, sin tratamiento puede persistir por mas de un ano, aunque
normalmente es auto limitada. Como consecuencia de infecciones bacterianas secundarias

puede ocasionar ceguera.®

La conjuntivitis de inclusién, también llamada paratracoma, inicia como una conjuntivitis folicular
aguda en nifios y adultos que si no es tratada persiste en el tiempo sin llegar a la ceguera. Se

transmite por contacto directo o indirecto con secreciones genitales infectadas. Es una infeccion



que afecta de manera unilateral o bilateral en la conjuntiva tarsal, influenciada por el estado
inmunoldgico del paciente, por lo general ocurre en personas jévenes con vida sexual activa. En
la actualidad se reconoce la asociacion entre la infeccién ginecoldgica y contaminacién ocular a
partir del foco genital que determina la aparicion de conjuntivitis y/o neumonia atipica. La
asociacion ha demostrado ser fuerte ya que del 40 al 90% de la poblacién adulta con conjuntivitis
de inclusion es también positiva para infeccion genital por Chlamydia spp. '*'® El periodo de
incubacién se estima de 2 a 19 dias en el adulto, provoca una conjuntivitis folicular de inicio
subagudo, que puede hacerse cronico de 3 a 12 meses, de no ser tratada. Las infecciones de
repeticion son infrecuentes pero pueden resultar en cicatrizacion corneal.’ El cuadro clinico se
presenta en forma de cuadros recurrentes de hiperemia ocular, secrecidon mucopurulenta,
irritacion, fotofobia, lagrimeo, edema palpebral, sensacion de cuerpo extrafio y ocasionalmente
linfadenopatia preauricular. Clinicamente se caracteriza por la presencia de foliculos mayores
de 2 mm de diametro en un numero superior a 5 mm y de predominio en conjuntiva inferior.
Puede presentarse queratitis epitelial punteada e infiltrados subepiteliales en casos de larga
evolucion. La cronicidad puede generar cicatrizacion conjuntival leve y micropannus corneal.'”
Los biovares D-K de Chlamydia trachomatis son los agentes etiolégicos involucrados con mayor

frecuencia en esta conjuntivitis.

En el recién nacido, es una enfermedad aguda o subaguda transmitida por la madre durante el
parto que se presenta con abundante exudado purulento, enrojecimiento, edema palpebral y
conjuntivitis papilar difusa. En el neonato no se presenta la forma folicular. Suele identificarse de
5 a 12 dias después del nacimiento. '® La etapa aguda por lo comun se autolimita
espontaneamente en unas cuantas semanas, pero sin tratamiento la inflamacion puede persistir
incluso durante un ano o mas y dejar micropannus y cicatrices leves en cornea periférica,
conjuntiva y parpados. La infeccidon no tratada puede diseminarse a la nasofaringe y tracto
respiratorio bajo dando lugar a neumonia.'® La conjuntivitis por C. trachomatis es detectable por
pruebas citologicas del tejido afectado. Puede utilizarse la tincion de Giemsa para muestras
conjuntivales que a su vez permite la identificacion de cuerpos de inclusion. Sin embargo, ésta

herramienta no es util en la identificacién de conjuntivitis en el adulto.

El tratamiento recomendado para la conjuntivitis de inclusion incluye el uso de antibidticos
sistémicos y tépicos. Un régimen de dos a tres semanas de eritromicina o tetraciclinas en
unglento asociado a tetraciclina, doxiciclina o eritromicina sistémica es el tratamiento mas

utilizado para la infeccion en el adulto. Una dosis Unica de azitromicina ha demostrado ser

10



efectiva en el control del enrojecimiento y las secreciones purulentas.?® La azitromicina ha
demostrado también ser tan efectiva como la doxiciclina en un periodo de 10 dias en la
erradicacion de C. trachomatis. La infeccion en neonatos es usualmente tratada con eritromicina
en unguento oftalmico por una semana y eritromicina o azitromicina via oral durante dos o tres

semanas. 2

Antecedentes

En un estudio retrospectivo realizado en el Instituto de Oftalmologia “Conde de Valenciana” en
el afno 2009 se observd un aumento paulatino de las conjuntivitis foliculares atendidas de
acuerdo a registros anteriores desde el afio 2007, 5 de 9 casos de conjuntivitis folicular crénica
dieron resultado positivo para Chlamydia trachomatis por técnicas moleculares (identificacion
por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), un segmento del gen 16S comun a las especies
de Chlamydia), mientras que en el 2010 aument6 a 57 casos de los cuales se confirmaron 45.
Cuarenta de ellos se detectaron en el primer semestre de ese afio, estos pacientes presentaban

infeccidon crénica multitratada.

En un estudio previo realizado en el departamento de microbiologia y protedbmica, se estudiaron
pacientes con conjuntivitis por adenovirus y se incluyeron 12 diagnosticados clinicamente como
conjuntivitis alérgica, de estos Ultimos el 8% resultd positiva para Chlamydia spp. *? Existen
reportes que demuestran que pacientes con antecedente de atopia son susceptibles a
infecciones intracelulares debido a que tienen una respuesta inmune predominatemente de tipo
Th2 3,

La busqueda intencionada de Chlamydia ssp, es poco frecuente debido a que produce un cuadro
clinico semejante a otras conjuntivitis infecciosas, como las producidas por Adenovirus quien es
el agente etiolégico responsable de faringoconjuntivitis y conjuntivitis epidémica, en diferentes
estaciones del afio dependiendo del genotipo. Herpes (HSV), es otro patégeno que puede

ocasionar cuadros semejantes y algunos no son infecciosos como la Conjuntivitis Alérgica.

La caracterizacion de cepas de C. trachomatis puede proporcionar importantes conocimientos
epidemioldgicos y contribuir a mejorar las medidas de control. En este estudio se propone
realizar la genotipificacién de C. trachomatis por analisis de secuenciacion del gen ompA de
casos descritos clinicamente como conjuntivitis de inclusion y positivos para C. trachomatis

genérico, en pacientes del “Instituto de Oftalmologia Conde de Valenciana IAP”.
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Se han reportado recombinaciones entre serovares diferentes en una misma poblacion,
comparadas con cepas de referencia y se ha calculado que se producen menos de 1 por kilobase.
Las recombinaciones mas frecuentes se encuentran en el gen ompA. ° La redistribucion genética
entre serovares de C. trachomatis, podria explicar porque es comun que serovares 0
determinadas cepas, en ocasiones no correlacionan con los fenotipos clinicos. Gomes JP., y
colaboradores, en un estudio de reconstruccién filogenética encuentran una agrupacién cercana
entre lo serovares E y F, y éstos, distantes de los serovares responsables de infeccion urogenital,
lo que habla de una posible ventaja en la transmision de la infeccidn con preferencia a tejido
(tropismo). Los autores también encuentran una agrupacion diferente del serovar Da que es
comun en infecciones oculares, por lo que se infiere que su preferencia de infeccion podrias
afectar a una mayor diversidad de tejidos. *® Los polimorfismos de nucleétido tnico (SNPs) son
los mas reportados en las recombinaciones, esto que podrian ser predictivos de un cambio en

las manifestaciones clinicas.

A partir de lo anterior surge la interrogante sobre si los genotipos en la poblacion estudiada

presentan cambios en relacién a las secuencias de cepas prototipo encontrados.

Justificacion

En anos recientes se ha detectado un numero creciente de casos de conjuntivitis de inclusién en
la poblacién que acude al Instituto de Oftalmologia Conde de Valenciana. Esta patologia
altamente infecciosa de caracter crénico, que afecta a grandes grupos de la poblacién, suele ser
subdiagnosticada lo que resulta en un diagndstico especifico tardio, sintomatologia continua con

diseminacion de las cepas en la poblacion, y un costo elevado por los tratamientos inespecificos.

El incremento en el numero de casos en afios recientes de conjuntivitis de inclusion por
Chlamydia trachomatis se relaciona a una mayor posibilidad de intercambio genético entre
serovares ya que dos serovares o mas pueden encontrarse en el mismo individuo por lo que es

mas factible encontrar variantes.

La importancia de conocer las variantes genotipicas prevalentes en la poblacion que acude a un
centro de referencia de enfermedades oftalmoldgicas, reside en que nos dara informacién
especifica sobre las variantes genéticas en una muestra representativa de la poblacion que

acude a nuestra institucion. Dara una primera aproximacion de la magnitud epidemioldgica del
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problema en relacion a la poblacion mexicana afectada y permitira sentar las bases para futuros
estudios que pretendan conocer la dinamica de transmisién y persistencia de esta infeccion.
Ademas se pretende que contribuya a difundir informacion especifica al especialista para la toma
de medidas tendientes a la profilaxis de la enfermedad, desde el manejo adecuado de los factores
de riesgo para la conjuntivitis de inclusion hasta la aplicacion de terapéuticas tempranas,

especificas y accesibles.

Oftro punto a resaltar consiste en que las posibles variantes genéticas encontradas en el estudio
facilitaran la propuesta de elaboracién de vacunas que se ajusten al genotipo o genotipos

prevalentes circulante en nuestra poblacién. '

Objetivo General

Identificar las variantes genotipicas de C. trachomatis responsables de conjuntivitis de inclusion.

Objetivos particulares
- Determinar las muestras positivas a Chlamydia trachomatis por PCR tiempo real.
- Amplificar el gen ompA a partir de las muestras positivas por PCR punto final.
- ldentificar las variantes genéticas de Chlamydia trachomatis por secuenciacion
automatizada.

- Determinar la frecuencia de conjuntivitis de inclusion por genotipos.

Hipotesis

Las variantes genéticas de Chlamydia trachomatis en nuestra poblacion no se corresponden con

las reportadas a nivel internacional como responsables de conjuntivitis de inclusién.

Materiales y Métodos

Se realizd un estudio transversal, descriptivo de frecuencia de conjuntivitis de inclusién por

genotipos especificos de Chlamydia trachomatis en nuestra institucion.

Criterios de Inclusién

Pacientes con conjuntivitis folicular aguda, cronica multitratada y pacientes con conjuntivitis

alérgica con presencia de foliculos y/o papilas tarsales.
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Criterios de exclusion

Pacientes inmunocomprometidos, diabéticos, embarazadas, pacientes con noédulos palpebrales
por molusco contagioso, o por reacciones toxicas a las gotas oftdlmicas administradas a largo
plazo y la infeccién estafilocécica cronica del borde del parpado, asi como pacientes que no
hayan firmado el consentimiento informado (ANEXO1), y pacientes que no cumplan con el

esquema completo de tratamiento.
Muestra

El tamafo de la muestra fue calculado para ser representativo de la poblaciéon que acude al
Instituto de Oftalmologia Conde de Valenciana a partir del numero de casos de conjuntivitis
folicular presentados en el afio 2014. El total de casos presentados durante este periodo fue de
1964. A partir de ésta cifra se calculé una muestra de 160 casos que se incluyen en el estudio
para darle un valor estadisticamente significativo. Se realizé un muestreo intencionado del total
de los casos de conjuntivitis folicular en los meses de marzo a noviembre de 2015 para
alcanzar el numero de muestra propuesto. A partir del total de casos de conjuntivitis foliculares
se seleccionaron aquellos casos que cumplian con los criterios de inclusion. Dichos casos fueron

estudiados como sospechosos portadores de C. trachomatis.

El presente estudio complementa el trabajo previo de identificacion de serotipos de Chlamydia
trachomatis responsables de conjuntivitis de inclusion realizado por el especialista en
oftalmologia Sergio Ulises Gonzalez Pliego Nava que incluyé 80 muestras del Instituto de
Oftalmologia Conde de Valenciana bajo los mismos criterios de inclusion, por lo que en el
presente estudios se incluiran 80 para cubrir la n = a 160 casos, que cumplan con los criterios y

gue se encuentren en el periodo marzo-noviembre de 2015.
Obtencion de muestras

Previo consentimiento informado, se realizé un raspado de los sacos conjuntivales en ambos
0jos, con un hisopo de rayén el cual fue introducido en un tubo BD Vacutainer (tubo rojo), con
200 uL buffer salino de fosfatos (PBS). EI mango restante del hisopo fué eliminado en bolsa de

basura municipal.
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Bioseguridad

Para el procesamiento de las muestras, se trabajé con guantes, se tomaron directamente 200
ML que contenian la muestra conjuntival en PBS. El tubo fue cerrado y eliminado con el hisopo
dentro, en la bolsa roja de desechos bioldgicos. En caso de tener restos de la muestra en

solucion, fueron depositados en el frasco rojo de desechos bioldgicos.
Extraccion de DNA

Se utilizaron guantes y siempre se trabajé dentro de la campana de bioseguridad. La extraccion
se realizdé con el mini Kit de QlAamp, segun el protocolo del fabricante (QIAGEN, Sciences.

Maryland, USA). El material genético se almacend a -20 °C hasta su procesamiento.

Diagndstico molecular por PCR genérico tiempo real

Para la identificacion de Chlamydia spp se usé el método de amplificacion de segmentos
especificos por tiempo real debido a su alta sensibilidad en la deteccién. Brevemente: se utilizd
la solucion Master mix Hot Start de Qiagen (QIAGEN, Sciences. Maryland, USA), que contiene
dNTP’s, enzima, Mg+2? y KCl, a una concentracién de 2.5 mM, se usaran los oligonucleétidos
(50 nM de cada uno) que delimitan un segmento del gen 16S comun a las especies de Chlamydia
(Tabla 1), Syto9 y 10 - 25 ng de DNA en un volumen final de 20 pyL. Las condiciones de
amplificacién seran: 95°C/10 min, seguido de 38 ciclos a 95°C/10seg y 47°C/15seg y 72°C/20
seg. Las reacciones se realizaron por triplicado en un termociclador Corbett (Life Science RG-
6000. Sydney, Australia).

Amplificacion del gen ompA por PCR punto final

Para estas reacciones se usaron los reactivos arriba mencionados en las mismas
concentraciones, utilizando para ello los oligonucleétidos OmpAF y OmpAR (tabla 1) Las
condiciones de la PCR inicial fueron activacion a 95°C/15 min; 40 ciclos de 94°C/1 min, 55°C/ 1
min, y 72°C/ 1 min, y un paso de elongacion final a 72°C/ 10 min. Se incluyd un control negativo
con agua en lugar de DNA en cada corrida. Los productos amplificados se evaluaron en un gel

de agarosa tefiido con bromuro de etidio.

Las bandas del gen de interés fueron cortadas y purificadas con MinElute Gel Extraction Kit de
QIAGEN. Brevemente: La banda amplificada de interés, se coloco en tubo eppendorf de 1.5 mL.

Se extrajo el DNA del gel con el buffer QG a 1 volumen de gel (aprox 100 mg), hasta que el gel
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se haya disuelto completamente. Se precipité con isopropanol. Se colocé el volumen en una
columna MinElute en un tubo de 2 mL, lavar con 500 pL de buffer QG y posteriormente con 750
WL de buffer PE. Se eluyé el ADN con buffer EB (Tris 10 mM « Cl, pH 8,5) o H20 bidestilada, y

fue valorada la concentracion de DNA/uL.

Secuenciacion del DNA

El fragmento de ompA obtenido se purificé mediante el uso de un QIAquickKit de purificacién de
PCR (Qiagen, Sciences. Maryland, USA), y ambas cadenas de un segmento de ~1091 pb, para
todas las muestras, se amplificd el fragmento interno con el fin de realizar la secuenciacién
completa del gen. La secuenciacion se realiz6 mediante el uso de un kit de reaccién BigDye
Terminator Cycle Sequencing Ready (Applied Biosystems, Foster City, CA). Se cargaron las
mezclas de reaccion en un 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Los oligonucleétidos

utilizados para la secuenciacion se indican en la tabla 1.

TABLA 1. OLIGONUCLEOTIDOS UTILIZADOS
EN EL ESTUDIO

NOMBRE OLIGONUCLEOTIDO TAMARNO GEN
5 _g (pb) CORRESPONDIENTE
ClamyF GTGGATGAGGCATGCGAGTCGA 254 16S

(genérica)

Clamy R CTCTCAATCCGCCTAGACGTC 16S
(genérica)

OmpAF TTGAGTTCTGCTTCCTCCT 1091 Proteina de
membrana
OmpAR CAGACAAATACGCAGTTACAGT Proteina de
membrana
Int-R GCTTACATGGCATTAAATATCTGG 87-111 Proteina de
membrane

(interno)
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Analisis estadisticos

Se determind la frecuencia de C. trachomatis en la poblacion diagnosticada clinicamente como
conjuntivitis folicular. Las secuencias obtenidas se analizaron manualmente y fueron
comparadas con secuencias de cepas prototipo reportadas en el GenBank (niumero de acceso:
DQ116393-DQ116402 para ompA) por alineamiento utilizando el programa Multalin

(http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/). Cualquier cambio fue considerado una variante

genotipica y sera publicada en esa base de datos. A partir de los cambios encontrados en
relaciéon a las secuencias de referencia, se determind su significancia en la expresion de

aminodcidos, asi como la frecuencia genotipica utilizando X2.
Aspectos Eticos

Se realizaron una carta de consentimiento informado previo al estudio con referencia completa
de acuerdo al formato del International Committee of Medical Journal Editors (ICMJE). (Ver

anexo1).

Declaracién de conflictos de intereses de los investigadores

No existe ningun conflicto de interés por parte de ninguno de los investigadores, para la

realizacion de este estudio clinico

Financiacion para reuniones y congresos, asistencia a cursos NO
Honorarios como ponente NO
Financiacion de programas educativos o cursos NO
Financiacion por participar en una investigacion NO
Consultoria para una compania farmacéutica/otras tecnologias NO
Accionista o con intereses comerciales en una compafiia NO

Intereses econdmicos en una empresa privada relacionada con la salud que puede ser
significativo en relacién a la autoria de la guia NO

Conflictos de intereses de indole no econdmico que pueden ser significativos en relacién a la

autoria en la guia NO
Financiacion o ayudas econdémicas para la creacién de la unidad o servicio NO
Dotacioén significativa de material a la unidad o servicio NO
Contratacién o ayudas econémicas para contratar personal en la unidad o servicio NO
Ayuda econdmica para la financiacién de una investigacion NO
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Financiacion de programas educativos o cursos para la unidad NO

Financiamiento de insumos para terminar el proyecto (50%) Sl

Resultados

El presente trabajo tuvo como objetivo estudiar las variantes genotipicas de Chlamydia
trachomatis de muestras de pacientes diagnosticados clinicamente con conjuntivitis folicular
aguda o crénica, que acuden al servicio de Oftalmologia Integral del nuestro instituto y que

cumplieron con los criterios de inclusion.

Se realizo6 la valoracion de pacientes que cumplieron con los criterios de inclusion dentro de los
departamentos de Consulta Externa y Cornea del instituto de Oftalmologia Conde de
Valenciana. Se les informé a los pacientes sobre el estudio en curso y fueron firmados
consentimientos informados por aquellos pacientes que acordaron participar en el mismo. Se
tomaron 80 muestras conjuntivales a las cuales se les realiz6 una PCR genérica para Chlamydia
spp. Se realizé un gel de agarosa para el procesamiento de las muestras positivas para el gen

ompA. En la figura 1 se muestran las bandas del gen posterior a la amplificacion.

La caracterizacién clinica de la poblacién del estudio de casos y controles incluidos en este
estudio se refirieron en la consulta oftalmoldgica con sintomas tales como: ardor, prurito de leve
a moderado, 0jo seco, sensacion de cuerpo extrafo, fotofobia, ocasionalmente lagrimeo y
secrecion. A la exploracion bajo lampara de hendidura se encontraron signos como: hiperemia
de conjuntivas de leve a moderada, foliculos en conjuntivas tarsales, secrecion mucoacuosa
escasa en fondos de saco, ocasionalmente queratopatia punteada superficial de leve a

moderada y tiempo de ruptura lagrimal cortado (Figura 1).

FIGURA 1. Paciente con conjuntivitis folicular donde se observa: a) infiltracion inflamatoria, engrosamiento de la conjuntiva tarsal
inferior; b) presencia de foliculos, caracteristica de conjuntivitis de inclusion.

18



Para todas las muestras estudiadas, la determinacion de positividad a Chlamydia spp., se evalué
mediante la reaccion de PCR tiempo real. La figura 2 muestra una curva de amplificacion
correspondiente al gen 16S ribosomal de Chlamydia spp, de una muestra positiva y los

respectivos controles positivo y negativo.

A

Quantitation data for Cycling A.Green Melt data for Melt A.Green
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FIGURA 2. PCR Tiempo Real de Chlamydia spp. A) Curva de amplificacion correspondiente a un segmento del gen 16S
ribosomal de Chlamydia spp. B) muestra la temperatura melting que identifica el control positivo y una muestra positiva para esta

bacteria. La reaccion se realizé por duplicado.

Las muestras positivas por PCR para Chlamydia genérica fueron procesadas para amplificar el
gen ompA de Chlamydia trachomatis por el método de secuenciacion automatizada. La figura 3
representa la secuencia del gen tomada del GenBanK.

GenompA

1 stgasazsac tottg 33stc ZEtattagta tECccECtt 12 35tictac toctotty

€1 c3agctotgc CtEtg EE533 tectEctg3a coa3gCCtta t5atcgacEs aattctgtss
121 gaagstttcg stggagatoc ttgcgatoct tgcaccactt gEtgtgacsc tatcageats
181 cgtatggstt actatg Stga ctitstittc gaccEtsttt tgaaaacaga tgtgaataaa
241 gastttcaga tgEE35CEEC SCCtaCELC 35CEatStag C3gECttaca 33acgatoca
301 acsacaaata ttgctogter 33atccCEct 3tE 53 3ac acatgCasga tectg3aaty
361 tttacgaacs ctgcttacat g5cattaast stctggsate Stittsatst attttgtaca
421 ttgssascas ctacosstta tita 3335 53 actcosctt catteaactt agttgg atts OmplintF 686 b
431 ttczgascaa 333C3C33tc ttctagcttt 33tacagcga sgcttattoce tascactgat Tm 54.6-56.8°C
541 trgaatraag cigtagitga ctitataca gacactacct ttectiggag cetagetect FIGURA 3. Gen ompA. Esta secuencia fue obtenida del
€01 cgtecagcete ttgggaaty tesg Eteca acsttaggag ctaticca atatgetaa GenBank y pertenece a la secuencia completa reportada
661 tctaaaccta aagtagaaga attgaatstt (S tasts catccgaatt tactattaat con el numero de acceso DQ116396. Las secuencias en
721 sagccgaaag gatatsttgs ggcggaattt coacttgata ttaccgcage aacagaagct I’OjO corresponden alos oligonucleétidos
781 sczacazsza ctaazgatsc Cictattgac tStoatgast SEC33SCaas ttascoctt OmpF y OmpR utilizados para la secuenciacion de las
muestras estudiadas.

841 tcttacagat t333tatstt cactocttsC SttgZastta 3atggtotag 3gtaasttt

901 gatsccgaca cEatccs tat CEcteagoct 3aattg Ecty 33gcastott ggatstaact

561 actctazacc cZaccatcEc tEEt3 33583 aCtEtEatcE CtcCEg 338 (5333acga3
1021 ctggctgats castgeaast cstttoctts caSttgaaca 3gatg aastc tagaaastct

1081 tgcgstatts cagtaggaac agctattgts gatgoagaca astaczoast tacasttgag

1141 actcgcttza tcgatgagas S5CtECtcac St333tgcac aattcgsctt




De las 80 muestras del 2015 se pudo amplificar el gen ompA en 8 de ellas, mientras que de las
80 muestras historicas se amplificaron 3 para el gen mencionado (Figura 4). La tabla 1 indica el
numero de muestras amplificadas para ompA de las muestras clinicamente sospechosas para

Clamydia spp en el perido marzo junio 2015 y la tabla 2 el total de muestras estudiadas.

21170 2173 PM 23}11
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FIGURA 4. Muestras positivas para el gen OmpA. Gel de agarosa al 2% con el intercalador de bromuro de etidio. Las Bandas
de aproximadamente 1031 pares de bases (pb) para el gen ompA amplificado estan indicadas con un rectangulo amarillo. Esas
bandas fueron cortadas y extraidas para la secuenciacion.

Sospechoso Chlamydia spp Gen ompA
de conjuntivitis por Positivas positivas
Chlamydia spp
80 29 8

TABLA 2. TOTAL DE MUESTRAS ESTUDIADAS

MUESTRAS Sospechoso de conjuntivitis Chlamydia spp + Gen ompA
por Chlamydia spp positivas
Casos enero- septiembre 2014 80 33 3
Casos marzo-junio 2015 80 29 8

La secuenciacion parcial del Gen ompA facilité la identificacion del serotipo D en una muestra,
el serotipo E en 3 muestras y el serotipo F en 4 muestras. Las secuenciaciones obtenidas fueron
comparadas y alineadas con aquellas encontradas en el GenBank y correspondieron a los
nameros de acceso: FJ261926.1, U78536.1 y JX564244.1 respectivamente y con 99% de

similitud. La figura 5 muestra un electroferograma representativo de un genotipo, mientras que
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las figura 6 indica el alineamiento de las secuencias obtenidas con las respectivas referencias

del GenBank.
Applied OMPA_1R_2014-08-12 Inst M
Biosystems \_1R_; nst Model/Nama 3100/SECUENCIADOR-21371-026
; OMPA_IR Sep 12,2014 04:05PM, COT
S/N GI58 A'41 T:33 C:32 KB_3130_POPT_BDTv3.mob Sep 12,2014 04:19PM, COT
Pts 2451 to 138680 Pk1 Loc:2428 Spacing:14.22 Pts/Panel1150
Version 5.3 HISQV Bases: 604 Plate Name: 12-SEPTIEMBRE-2014

3z 233

el
N 308 fi

295 302

A AN A
AR SPAYA

Printed on; Thu Sep 18,2014 11:23AM, COT

P XA A ),

FIGURA 5. Electroferograma de la muestra CL7 utilizando el primer ompA
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FIGURA 6. Alineamiento realizado con el programa Multalin

FJ261926.1, correspondiente al serotipo D con quien tiene una identidad del 99%.

TABLA 3. GENOTIPOS IDENTIFICADOS Y PROCEDENCIA GEOGRAFICA

MUESTRAS NUMERO DE ACCESO GENBANK GENOTIPO PROCEDENCIA
2002 E Estado de México
1842 U78536.1 Estado de México
1141 Distrito Federal
1949 F Distrito Federal
2150 JX564244.1 Estado de México
2129 Estado de México
694 No se Conoce
CL7 FJ261926.1 D Distrito Federal

La tabla 3 indica que los genotipos identificados estan ubicados fundamentalmente en el Distrito

Federal y en el Estado de México, lugares que geograficamente son muy cercanos.

Los resultados expuestos en el presente trabajo muestran que los serotipos F y E son los
prevalente. El serotipo D también identificado, resultd el menos frecuente en la muestra

estudiada.
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Es importante destacar que una muestra tan pequefia como la estudiada en este trabajo, haya
permitido detectar al menos 3 genotipos, de lo cual se infiere que en México existe una
diversidad genética importante de Chlamydia trachomatis que puede producir conjuntivitis de
inclusion

Un hallazgo sobresaliente se encontré en las secuencias para el serotipo E el cual presento 5
cambios de bases en el gen ompA: en la posicién 49 cambié T/C, en la posicidon 908 cambid
G/A, en la posicién 996 cambié C/T, en la posicion 1010 A/C y en la 1015 A/G para todas las
muestras que resultaron ser ese serotipo.

DISCUSION

Chlamydia trachomatis es una bacteria responsable de infecciones en el sistema urogenital, de
neumonia infantil, linfogranuloma venero, tracoma y conjuntivitis de inclusion ?° es el agente
infeccioso que con mayor frecuencia genera conjuntivitis crénica. El diagndstico de este
microorganismo generalmente es tardio debido al propio curso de la infeccién y la dificultad para
obtener suficientes células infectadas del raspado conjuntival y que permita realizar el
diagnostico confirmativo, estos inconvenientes ocasionan un curso crénico con posible
cicatrizacién debido a la inflamacion crénica. La Infeccién oculogenital es causada por los
serotipos D-K, esta infeccion también se conoce como paratracoma. Es una enfermedad
recurrente en el 90% de los casos, debido a que las parejas sexuales no son tratadas

apropiadamente. 2" 22

En el presente trabajo, las caracteristicas de los cuadros clinicos de los casos estudiados, asi
como el analisis de sus historias clinicas, se encuentran principalmente relacionados con la
patologia conocida como Conjuntivitis de Inclusién, arriba descrita. Para confirmar el
diagnéstico, evaluamos la presencia de Chlamydia spp por la técnica de PCR tiempo real
(genérico), y se identificaron por secuenciacion automatizada los genotipos F (4 muestras). E (3
muestras) y D (en una muestra), a partir de las muestras positivas al PCR genérico mediante la

amplificacién del gen ompA.

Por otro lado, la busqueda intencionada de conjuntivitis por Chlamydia spp, es poco frecuente
debido a que produce un cuadro clinico semejante a otras conjuntivitis infecciosas, como la
producida por Adenovirus quien es el agente etioldgico responsable de conjuntivitis epidémica,
en diferentes estaciones del ano. Ademas, Herpes (HSV) es otro patégeno que puede ocasionar
cuadros semejantes, en turno, algunas cuadros clinicos no infecciosos como la Conjuntivitis

Alérgica también puede generar una conjuntivitis crénica. 224
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Existen pocos reportes relacionados con conjuntivitis de inclusién relacionada a chlamydia
trachomatis y genotipos especificos, probablemente esto se deba a que esa infeccién se
encuentra relacionada con una enfermedad de transmision sexual, la que requiere una mayor

atencién debido a las complicaciones que ocasiona y genera un problema de Salud Publica. 2

En México no han sido reportados los genotipos que producen conjuntivitis de inclusion, sin
embargo, se publicd un trabajo en donde fueron secuenciadas muestras de pacientes con
infecciones endocervicales. En ese trabajo se destaca que el serotipo F es el agente etioldgico
mas frecuente para especimenes endocervicales. ?* Nuestros hallazgos concuerdan en la

frecuencia elevada del serotipo F para muestras de pacientes con conjuntivitis de inclusion.

Ya ha sido mencionado que la secuenciacion del gen ompA facilita identificar los 19 genotipos o
serovares causantes de conjuntivitis e infeccién urogenital (ver antecedentes) se ha demostrado
que su distribucion es muy similar a nivel mundial, 2% 2° siendo los serotipos prevalentes el D, E

y F,3%3" mismos serotipos que fueron identificados en nuestro estudio.

Un hallazgo de importancia epidemioldgico en el presente trabajo, es la presencia de una posible
variante genotipica en el serotipo E. La secuenciacion en todas las muestras corriespondientes
mostré 5 cambios respecto a la reportada en el GenBank con el nimero de acceso U78536.1.
Estos datos deben ser cuidadosamente alineados con todas las secuencias del gen ompA
reportadas, con la finalidad de verificar si se trata de una variante genotipica no reportada
anteriormente. Las variantes genotipicas sugieren variantes biolégicamente diferentes que

pudieran afectar la infectividad y la trasmision. 32

CONCLUSIONES

Este trabajo es el primer reporte en México que muestra la diversidad genotipica de conjuntivitis
folicular de inclusion por chlamydia trachomatis, realizado ademas, en un centro de referencia

como lo es el instituto de oftalmologia “Conde de Valenciana”.

La tipificacion de las cepas de C. trachomatis son un objetivo importante en la epidemiologia,
asi como en la comprension de la patogenicidad y las tasas de transmision, con trascendencia

tanto en la clinica como de la investigacién basica en infecciones por esta bacteria. Por otro lado,
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deberia de investigarse la distribucién temporal y geografica de serotipos de C trachomatis,

inclusive para el desarrollo de vacunas a partir de las regiones variables.

La identificacion de serotipo de C. tracomatis por métodos immunoldgicos estan siendo
reemplazados por métodos de secuenciacion automatizada del gen Omp1 o del gen que codifica
la proteina principales externa de membrana debido a que son mas sensibles y precisas para la

identificacién de variantes genotipicas de C. trachomatis. 2
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‘Fundacion de Asistencia Privada Conde de Valenciana IAP”

(U Instituto de Oftalmologia
(ANEXO 1) v

CARTA DE CONSENTIMIENTO E INFORMACION

Titulo del protocolo: “Variantes genotipicas de Chlamydia trachomatis responsables de conjuntivitis de

inclusion”

Investigador principal: Dra. Ethel Beatriz Guinto Arcos

Lugar donde se realizara el estudio: Departamento de Microbiologia y Protedmica

Nombre del paciente:

Originario de

A usted se le esta invitando a participar en este estudio de investigacion médica. Antes de decidir si

participa o no, debe conocery comprender cada uno de los siguientes apartados. Este proceso se conoce como
consentimiento informado. Siéntase con absoluta libertad de preguntar sobre cualquier aspecto que le ayude a
aclarar sus dudas al respecto.

Una vez que haya comprendido el estudio y si usted desea participar, entonces se le pedira que firme esta forma
de consentimiento, del cual se le entregara una copia firmada y fechada.

1.

JUSTIFICACION DEL ESTUDIO. Laimportancia de conocer las variantes genotipicas prevalentes en la poblacion que
acude a un centro de referencia de enfermedades oftalmoldgicas nos dara una primera aproximacion de la magnitud
epidemioldgica del problema en relacién a la poblacion mexicana afectada y permitird sentar las bases para futuros
estudios que pretendan conocer la dindmica de transmisién y persistencia de esta infeccion. Se pretende que contribuya
a difundir informacién especifica al especialista para la toma de medidas tendientes a la profilaxis de la enfermedad,
desde el manejo adecuado de los factores de riesgo para la conjuntivitis de inclusion hasta la aplicacidn de terapéuticas

tempranas, especificas y accesibles.

OBJETIVO DEL ESTUDIO. Conocer las variantes de Chlamydia que causan conjuntivitis de inclusion circulante en
México que afectas la conjuntiva.

PROCEDIMIENTO DEL ESTUDIO

En caso de aceptar participar en el estudio se le realizaran algunas preguntas sobre usted, sus habitos, antecedentes
médicos, tratamientos recibidos y sintomatologia actual. Se procederd a la toma de una muestra conjuntival por medio
de un barrido del fondo de saco con un hisopo. La muestra serd procesada y sometida a analisis genético para
identificacion de genes especificos. Se me ha asegurado que el material genético que se extraiga de mi muestra de
conjuntiva serd utilizado exclusivamente para investigar la presencia de una especie de Chlamydia que de resultar
positiva se notificara al &rea médica para el manejo terapéutico.
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4. MOLESTIAS O RIESGOS ASOCIADOS CON EL ESTUDIO
La toma de la muestra y el resto de los procesos involucrados en el estudio no representan riesgo alguno para mi
salud mas alla de una posible molestia transitoria en forma de sensacion de cuerpo extrafio.

5. BENEFICIOS QUE PUEDE OBTENER DEL ESTUDIO
Este estudio le permitira conocer si es portador de alguna especie de Chlamydia para ser tratado eficientemente en
tiempo y forma. Los resultados obtenidos del mismo permitirdn que en un futuro otros pacientes puedan beneficiarse
del conocimiento adquirido ya que tendremos informacidén muy especifica sobre los serotipos prevalentes dentro del
pais.

6. ACLARACIONES:

¢ Sudecision de participar en el estudio es completamente voluntaria.

e En el proceso del estudio usted podra solicitar informacion sobre cualquier pregunta y aclaracién de cualquier duda
acerca de los procedimientos riesgos y beneficios.

o Sidecide participar en el estudio puede retirarse en el momento que lo desee, aun cuando el investigador responsable
no se lo solicite, pudiendo manifestar o no, las razones de su decisidn, la cual sera respetada en su integridad. Sin
que esto cree perjuicios para continuar su cuidado y tratamiento.

e La informacién obtenida en este estudio, utilizada para la identificacion de cada paciente, sera mantenida con
estricta confidencialidad por el grupo de investigadores.

e Elinvestigador tiene la obligacion de proporcionarle informacién actualizada sobre los avances del estudio.

e En caso de que usted desarrolle algun efecto adverso secundario no previsto, tiene derecho a una indemnizacion,
siempre que estos efectos sean consecuencia de su participacion en el estudio.

o No recibira pago por su participacién.

e No habra ninguna consecuencia desfavorable para usted, en caso de no aceptar la invitacion a participar en este
estudio.

Si considera que no hay dudas ni preguntas acerca de su participacion, puede, si asi lo desea, firmar la Carta de
Consentimiento Informado que forma parte de este documento.

7. CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Yo, he leido y comprendido la informacion
anterior y mis preguntas han sido respondidas de manera satisfactoria. He sido informado y entiendo que los datos
obtenidos en el estudio pueden ser publicados o difundidos con fines cientificos. Convengo en participar en este
estudio de investigacién. Recibiré una copia firmada y fechada de esta forma de consentimiento.

Firma del participante o del padre o tutor Fecha
Testigo 1

Nombre Parentesco Fecha
Domicilio
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Testigo 2

Nombre Parentesco Fecha

Domicilio

Esta parte debe ser completada por el Investigador (o su
representante):

He explicado al Sr(a). la naturaleza y los propositos de la
investigacion; le he explicado acerca de los riesgos y beneficios que implica su participacion. He contestado a las
preguntas en la medida de lo posible y he preguntado si tiene alguna duda. Acepto que he leido y conozco la
normatividad correspondiente para realizar investigacion con seres humanos y me apego a ella.

Una vez concluida la sesion de preguntas y respuestas, se procedio a firmar el presente documento.

Firma del investigador Fecha

* Este Consentimiento Informado ha sido aprobado por unanimidad en el Comité de Etica en Investigacion de
nuestro Instituto, con fundamento en los Articulos 20, 21, 22 del Reglamento de la Ley General de Salud en
Materia de Investigacion para la Salud.
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