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2. INTRODUCCION

La tuberculosis es un problema de salud publica en todo el mundo la cual
afecta a 9.2 millones de personas anualmente de los cuales el 80% proviene
de los paises en vias de desarrollo, con mas de 2 millones de fallecimientos.
En México se registran anualmente un estimado de 15,000 casos nuevos de
TB y alrededor de 2,000 defunciones, con un promedio de edad de
fallecimiento de 54 afos.

Las formas mas frecuentes de presentacion de la TB incluyen la enfermedad
activa (TBA) y la infeccion latente (TBL). En esta ultima no hay sintomatologia
clinica ni se transmite, de manera que la bacteria persiste en el organismo

manteniendo una baja o nula actividad replicativa.

En base a la prueba de tuberculina se estima que un tercio de la poblacion
mundial tiene una infeccion tuberculosa latente y por lo tanto en riesgo de

progresion a enfermedad activa.

La prevalencia de TL entre los contactos de pacientes con TB, se situa entre
el 35y el 61%. Porcentaje que se incrementa al aumentar el grupo de edad,
excepto para los mayores de 55-65 afios debido al debilitamiento de la

reaccion tuberculinica en el transcurso del tiempo.

La importancia de la TBL radica en el riesgo de reactivacion de la infeccion,
favorecida por condiciones como la coinfeccion con VIH, diabetes, obesidad,
insuficiencia renal, tratamientos inmunosupresores, cancer, recepcion de
organos trasplantados y malnutricion, que suprimen al sistema inmunologico

propiciando la reactivacion de la infeccion.

Hasta el dia de hoy no se cuenta con métodos diagnosticos y/o
biomarcadores adecuados para el diagnostico de TBL, ni marcadores que
evallen el riesgo de progresar a enfermedad activa. De ahi la importancia de
utilizar las pruebas biomeétricas de latencia y la tuberculina para aportar datos
cualitativos y cuantitativos a la discusion y analisis que permitan proponer

nuevas opciones al diagnostico temprano y tratamiento oportuno de la TB.



3. ANTECEDENTES

Durante los ultimos 100 afios, la prueba mas utilizada para el diagnostico de
la TBA y TBL ha sido la prueba cutanea de hipersensibilidad retardada al
Derivado Proteico Purificado (PPD, por sus siglas en inglés). Esta prueba,
también conocida como tuberculina (TST por sus siglas en inglés), es aun el
principal método utilizado en México para identificar la exposicion a M.

tuberculosis.

La prueba no permite diferenciar entre infeccion, enfermedad vy
sensibilizacion con micobacterias no tuberculosas (MNTs) debido a que el
PPD es una mezcla cruda de antigenos, muchos de los cuales son
conservados y forman parte de la estructura antigénica de M. tuberculosis, M.
bovis, BCG y diversas MNTSs.

A partir de la ultima década del siglo pasado, los avances en el campo de la
genomica y las técnicas de inmunodeteccion han permitido el desarrollo de
sistemas de diagndéstico basados en la produccion de IFN-y por células T
estimuladas con ESAT-6 y CFP-10, dos antigenos codificados en la region de
diferencia 1 (RD1) que se perdio en la vacuna BCG durante su atenuacion y

se encuentran casi exclusivamente en el complejo M. tuberculosis.

Los ensayos de liberacion de interferon gamma (IGRAs por sus siglas en
inglés interferon-y-release assays) han surgido como una alternativa para la
deteccion de TB. Se basan en 5 componentes esenciales: Antigenos
especificos M. tuberculosis; Células presentadoras de antigenos; células T;

paso de incubacion; y un lector de biomarcador de reconocimiento inmune.

* Antigenos: La especificidad del ensayo con IFN-y se vincula primero
con los antigenos. El test comercial utiliza 16 — 26 péptidos de
Mycobacterium tuberculosis, proteinas ESAT-6, CFP-10y TB7.7.

» Células presentadoras de antigenos (CPA) expresan moléculas del

complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) con especificidad para
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los antigenos de células T. Si los receptores de células T reconocen el
antigeno péptido del MHC, ambos, las células T y las CPA se activan.
Si la persona a la que se le realiza la prueba tiene un mal ajuste entre
genotipos HLA y los antigenos usados en la prueba, el ensayo de IFN-
g Se espera que se exprese poco.

» Células T: un alto numero de células T de memoria central especificas
para péptidos presentes en las CPA’s garantiza una activacion inmune
fuerte in vitro, la presencia de células T reguladoras amortiguan esta
respuesta.

* Incubacion: para que se produzca la activacion inmune las células
necesitan tiempo y calor por lo que las pruebas comerciales incuban
durante 16 — 24 hrs a 37 °C.

* Biomarcador de lectura: las pruebas comerciales monitorean los
grados de activacion inmune por la medicion del ensayo de IFN-y. Si el
resultado es mas alto que el punto de corte el test se considerara
positivo, si hay una pequefia o nula respuesta, el test se interpreta
como negativo. Como en cualquier respuesta inmune, varias
citoquinas y quimiocinas se expresan como resultado de activacion

inmune incluyendo la quimiocina IP-10.

Actualmente existen versiones comerciales como el QuantiFERON-TB Gold
(Cellestis, Carnegie, Australia) y el T-SPOT.TB (Oxford Immunotec, Oxford,
United Kingdom. Estas pruebas de diagnostico tienen mayor especificidad,
especialmente en poblacion vacunada con BCG. Diversos estudios han
demostrado que el QuantiFERON-TB no presenta interferencia por la
vacunacion con BCG y puede diferenciar la infeccion con M. tuberculosis de
la sensibilizacion con MNTs. El Ensayo QuantiFERON-TB-Gold In Tube
(QFT-GIT) (Cellestis Limited, Carnegie, Victoria, Australia) en un sistema
comercial que se conforma por 3 tubos donde se coloca la sangre periférica
de los individuos; el primer tubo incluye 3 antigenos de M. tuberculosis
previamente descritos como muy inmunogénicos (ESAT-6, CFP-10y TB 7.7),
otro tubo contiene fitohemaglutinina (un mitbgeno inespecifico que sirve como
control positivo) y el tercer tubo no contiene ningun reactivo (control

negativo). En este ensayo se coloca 1 mL de sangre en cada tubo, y después
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de mezclar se coloca en una incubadora a 37°C durante 18-24 horas.
Posteriormente se centrifuga para separar el plasma se cuantifican los
niveles de IFN-y por el método de ELISA en cada uno de los tubos. La
interpretacion de este método se basa en la comparacion de los niveles de
IFN-y del tubo con los diferentes antigenos de M. tuberculosis con aquellos
niveles obtenidos en los controles positivo y negativo; el resultado se genera

como positivo, negativo o indeterminado.

En paises con baja incidencia de tuberculosis como Estados Unidos y Europa
Occidental estas pruebas de liberacion de IFN-y han permitido comenzar a
sustituir la prueba de intradermoreaccion con PPD para el diagnéstico de
TBL. No obstante, aun se cuestiona el uso de ESAT-6 y CFP-10 como
marcadores de latencia, toda vez que estas proteinas también se expresan
regularmente durante la fase activa de crecimiento microbiano, por lo que la
reactividad hacia estas proteinas constituye de momento un indicador de

infeccién tuberculosa.

Los ensayos de liberacion de interferén tiene muchas ventajas sobre el test
de tuberculina: la prueba requiere solamente 1 visita del paciente y estos
ensayos son pruebas ex vivo lo cual reduce el riesgo de efectos adversos y
elimina el potencial incremento cuando se repite la prueba. De cualquier
forma los IGRAs tiene importantes desventajas, incluyendo el costo del
material requerido en el laboratorio y el requerimiento de la extraccion
sanguinea con el subsecuente cuidado de mantener viables los linfocitos,
ademas la variabilidad de la prueba cuando se repite después de meses 0

anos no ha sido bien estudiada.

Adicional a IFN-y, muchas citocinas y quimiocinas han sido investigadas
como biomarcadores potenciales para infeccion por M. Tuberculosis y es
estado de la enfermedad. Diversos estudios han descrito que los niveles de
varias citocinas incluyendo interleucina 6 (IL-6), IL-10, IL-15, proteina 10
inductora de interferon gamma (IP-10) y proteina quimioatrayente de
monocitos (MCP-2), son significativamente mayores en pacientes con TB que

en controles sanos, ademas estos hallazgos sugieren un papel importante en



la patogénesis de la enfermedad no son suficientes para el diagnostico de
tuberculosis activa versus tuberculosis latente por lo que se ha hecho
necesario el disefio de un biomarcador con mejor sensibilidad y especificidad

para lograr discriminar entre enfermedad activa y latente.

En 2006, Morten Ruhwald, Martine G Aabye & Pernille Ravn proyectaron una
serie de citocinas y quimiocinas por su potencial como marcadores de
respuesta inmune mediada por células en respuesta a antigenos especificos
de M. tuberculosis en sobrenadantes de QFT-IT, y encontraron que IP-10 se
expresa en grandes cantidades en pacientes con TB activa pero no en
controles no expuestos. Existe mas evidencia que ha fundamentado este
descubrimiento y mas de 40 biomarcadores adicionales han sido estudiados
como potenciales métodos diagnosticos. De todos los marcadores
investigados pareciera que IP-10 es el que se expresa mas consistentemente

en respuesta a la exposicion al antigeno.

IP-10, también se conoce como CXCL10, es una quimiocina que actua a
través del receptor CXCR3 y es producida principalmente por macréfagos y
fibroblastos y otras células inmunes activadas. La produccion de IP-10 es
principalmente inducida por IFN-y y como resultado de esto tiene un papel
importante en el desarrollo de inmunidad protectora de tipo Thl, promoviendo
infiltrados celulares en areas de infeccion. IP-10 se induce en respuesta a
infecciones por patdégenos, en el caso de tuberculosis se ha observado que la
expresion de IP-10 aumenta de manera significativa en infeccion activa. IP-10
se produce en grandes cantidades en pulmon de pacientes con tuberculosis
activa (Liu et al., 2011) asi como en sangre periférica, lo cual sugiere que
puede ser util como un posible biomarcador de infeccién por M. tuberculosis
en sujetos de alto riesgo. Las bases inmunologicas para IP-10 como un
marcador de lectura en ensayos de inmunidad mediada por células muestra
gue IP-10 es una quimiocina pequefia expresada por ceélulas presentadoras
de antigenos y el conductor principal de la respuesta inmune proinflamatoria.
IP-10 se expresa por células infectadas con virus y bacterias pero también
puede ser inducida a niveles altos como parte de la respuesta inmune

adaptativa. En este caso, la secrecion de IP-10 se inicia cuando las células T
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reconocen los péptidos especificos presentados por una CPA.

La secrecion de IP-10 es usualmente inducida por diversas sefiales,

principalmente la produccion de IFN-y por células T, pero también otras

citocinas como IL-2, IFN-a, IFN-B, IL-27, IL-17, IL-23, TNF-a e IL-1p.

Estudios funcionales han demostrado que TNF-a es un pobre inductor de IP—

10 por si mismo pero un potente inductor cuando entra en sinergia con

interferones de tipo | o tipo II.

Debido a que la produccion de IP-10 se induce por diferentes vias de
sefalizacion que se relacionan
con la activacion y proliferacion
celular en respuesta a estimulos
inflamatorios, esta molécula se
considera como un buen
indicador de inmunidad mediada
por células (CMI) con un
comportamiento  similar  en
relacion con IL-2 e IFN-y. Una
diferencia importante de I[P-10
comparada con los tipicos
marcadores de respuesta
celular como IFN-y e IL-2 es
gue IP-10 se expresa en niveles
mucho mas altos y como IP-10
es una molécula 2.5 veces mas
pequefia que IFN-y ( 7.4 vs 18.8

kD), esta diferencia es aun mayor a nivel molecular cuando se determina con

tecnologia de fase solida como un ELISA o pruebas de inmunoprecipitacion.

Estudios previos han sugerido que IP-10 podria ser un bio-marcador de

utilidad para complementar las pruebas de produccion de IFN-y en sujetos

con tuberculosis latente. Otros estudios han demostrado que los antigenos
derivados de M. tuberculosis inducen de manera significativa la produccion

de IP-10 la cual parece ser diferente en sujetos con tuberculosis activa y

tuberculosis latente, sin embargo se han encontrado resultados



contradictorios. Jeong y colaboradores den 2015 demostraron que IP-10 se
produce en mayor cantidad en cultivos de células mononucleares de sangre
periférica aisladas de pacientes con tuberculosis active en relacion con
células de sujetos con tuberculosis latente. (Jeong and others 2015). Por otro
lado, el efecto del tratamiento con farmacos anti-tuberculosis como
rifampicina, isoniazida, etambutol, entre otros no se ha evaluado de manera
clara y hasta la fecha no se sabe con certeza si los niveles de IP-10 son

afectados por el uso del tratamiento.

4. JUSTIFICACION

La tuberculosis es un problema de salud que afecta a 9.2 millones de
personas anualmente de los cuales el 80% proviene de los paises en vias de
desarrollo, con mas de 2 millones de fallecimientos. En México se registran
anualmente un estimado de 15,000 casos nuevos de TB y alrededor de 2,000
defunciones, con un promedio de edad de fallecimiento de 54 afios.

En base a la prueba de tuberculina se estima que un tercio de la poblacion
mundial tiene una infeccion tuberculosa latente y por lo tanto en riesgo de

progresion a enfermedad activa.

La prevalencia de tuberculosis latente entre los contactos de pacientes con
TB, se situa entre el 35y el 61%. Porcentaje que se incrementa al aumentar
el grupo de edad, excepto para los mayores de 55-65 afios. Este resultado
se le atribuye al debilitamiento de la reaccion a tuberculina en el transcurso

del tiempo.

En Meéxico se sigue utilizando la prueba de la tuberculina para la
caracterizacion de los pacientes con TBL, sin embargo esta carece de
sensibilidad y especificidad adecuadas. Si bien existen otras pruebas como
los IGRA’s, no estan disponibles en los centros asistenciales de salud del
pais, ni se han desarrollado estudios locales que aporten informacion sobre
su utilidad, por lo que es importante realizar investigaciones para difundir la

conveniencia y los aportes de estas pruebas en nuestra poblacion.
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Hasta el dia de hoy no se cuenta con métodos diagnosticos y/o
biomarcadores adecuados para el diagnostico de TBL, ni marcadores que
evallen el riesgo de progresar a enfermedad activa. De alli la importancia de
utilizar las pruebas biométricas de latencia y la tuberculina para aportar datos
cualitativos y cuantitativos a la discusion y analisis que permitan proponer
nuevas opciones al diagnoéstico temprano y tratamiento oportuno de la TB.
Por lo anterior en este trabajo realizamos ensayos de estimulacion de células
mononucleares de sangre periférica con antigenos de M. tuberculosis
incluidos en el ensayo de QuantiFERON TB Gold de individuos de alto riesgo,
contactos de pacientes con TB pulmonar activa. Adicionalmente
cuantificamos los niveles de IFN-y e IP-10 para evaluar la correlacion entre
los niveles de estas moléculas y buscando la posible utilidad de IP-10 como

un biomarcador adicional para diagnostico de TB latente.

5. PREGUNTA DE INVESTIGACION
¢ Podrian las moléculas de respuesta inmune ser indicadores de tuberculosis

latente en contactos cercanos de pacientes con tuberculosis pulmonar?

6. HIPOTESIS
Los valores elevados de IP-10 en contactos sanos de pacientes con TB es un

indicador de infeccion latente por M. tuberculosis.

7. OBJETIVOS

7.1 Principal

Evaluar el perfil de producciéon de la quimiocina IP 10 en respuesta a
antigenos de latencia de M. Tb y correlacionar con la presencia de pruebas
de quantiferon y PPD.

7.2 Especificos

Evaluar los niveles de produccion de IP-10 en contactos cercanos de
pacientes con tuberculosis pulmonar activa.

Correlacionar los niveles de IP-10 con los niveles de IFN-y y con los
resultados de PPD.
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8. MATERIAL Y METODOS

8.1 Lugar del estudio.

El estudio se realizo en el Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias
(INER) en la Ciudad de Meéxico. Se realizd el estudio de contactos
establecido por la Norma Oficial Mexicana para la prevencion y control de la
tuberculosis (NOM-006-SSA2-2013) por parte del personal de la Clinica de
Tuberculosis del INER.

Se realizaron los estudios de laboratorio (biometria hematica, quimica
sanguinea, PFH, perfil lipidico, EGO) en el laboratorio clinico del INER,
ademas de una prueba para HIV en el Banco de sangre del INER. Se aplico y
se dio lectura de la prueba de tuberculina por parte del personal del area de
Epidemiologia del INER.

8.2 Tamafo de muestra:
Se calculé el tamafio de la muestra considerando la prevalencia de

tuberculosis latente reportada por la OMS y con un nivel de confianza al 95%.

El numero necesario de sujetos a estudiar, tomando en consideracion

perdidas del 10% fue de 90 sujetos.

8.3 Descripcion de la poblacion de estudio

Se reclutaron contactos domiciliarios de casos de Tuberculosis pulmonar
Activa en los primeros dos meses de diagnostico establecido mediante cultivo
positivo con desarrollo de M. tuberculosis con pruebas de

farmacosensibilidad.

8.3.1 Criterios de inclusion:
1. Sujetos mayores de edad (18 a 54) dispuestos a firmar la carta de
consentimiento.
2. Sujetos en contacto cercano con el caso indice de tuberculosis

pulmonar activa
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3. Sujetos dispuestos a proporcionar las muestras de sangre necesaria

para participar en el estudio.

8.3.2 Criterios de exclusion:
1. Sujetos que no cuenten con los estudios de laboratorio necesarios
para participar en el estudio.
2. Sujetos que no se realicen la prueba de tuberculina.

3. Contactos de pacientes con tuberculosis extrapulmonar

8.3.3 Criterios de eliminacion:
1. Pacientes con datos de tuberculosis activa.

2. Sujetos con prueba de VIH positiva

9. ANALISIS ESTADISTICO

Los valores se expresaran en dispersiones y medias + desviaciones
estandar. Para la comparacion entre cada grupo experimental los valores de
p < 0.05 se consideraran significativos aplicando la prueba de U de Mann-
Whitney con el programa GraphPad Prism version 5.

10. IMPLICACIONES ETICAS

Se realiz6 el reclutamiento durante las consultas de los médicos participantes
en la clinica de tuberculosis del INER. A los sujetos sanos que conviven con
pacientes con tuberculosis pulmonar activa, se les invitO de manera directa
para participar en el estudio y se les solicitd su consentimiento por escrito
antes de realizar estudios. El proyecto fue aprobado por el comité de ciencia

y Bioética en investigacion mediante el codigo E0215

Después de dar el consentimiento informado, se realiz6 un examen fisico

completo a cada contacto, durante la evaluacion se llené un cuestionario de

salud respiratorios (AIRE). Se obtuvieron 50 ml de sangre venosa completa

mediante venopuncion, a fin de realizar estudios de laboratorio (Biometria

hematica, quimica sanguinea, PFH, perfil lipidico, HbAlc), quantiferon y
12



realizacion de biomarcadores. Se solicitd una muestra de orina para examen

general de orina y se aplicé prueba de tuberculina.

11. PRUEBAS REALIZADAS

111 Radiografia de Torax: Como parte del estudio de contactos
se realiz6 una radiografia de torax PA la cual se evalu6 por el médico
a cargo de la valoracion de los contactos.

11.2 Venopuncion: A todos los participantes se les extrajo una
muestras de sangre para investigacion (50 ml) en el momento que se
realizé la venopuncion para los estudios de rutina en el laboratorio
clinico del INER.

11.3 Prueba de tuberculina: A todos los contactos se realizo la
aplicacion de PPD (Derivado proteico purificado) previo a la toma de
muestra inicial para evitar el posible efecto de la aplicacion del PPD
sobre la expresion de genes. Se aplico 0.1mL (5UT) de tuberculina
(Turbesol, Canadd) por via intradérmica en la cara antero externa del
antebrazo izquierdo en la unién del tercio superior con el tercio medio.
Se considero positivo un diametro de induracion mayor a 10 mm a las
72 hrs.

11.4 Ensayo QuantiFERON-TB Gold In-Tube ElI ensayo de
QuantiFERON-TB Gold in Tube (QFTGIT) se realiz6 de acuerdo con
las instrucciones del productor (QuantiFERON-TB Gold In-Tube,
Cellestis Ltd., Carnegie, Australia). Brevemente, se obtuvo sangre
periférica de cada individuo y se colocd 1 mL en cada uno de los tres
tubos los cuales contienen (Tubo 1: antigenos CFP-10, ESAT-6, TB
7.7, Tubo 2: Mitégeno fitohemaglutinina, control positivo; Tubo 3:
Control negativo). Después de mezclar adecuadamente y de forma
gentil, los tubos se colocaron en una incubadora marca Thermo
Scientific, a 37°C durante 24 horas. Posteriormente los tubos se
centrifugaron a 3,000 r.p.m. durante 10 min con la finalidad de aislar
el plasma. Los plasmas se recolectaron y se congelaron a -20 °C.
Posteriormente se cuantificaron los niveles de IFN-y por el método de

ELISA. La concentracion de IFN-y se obtuvo mediante la lectura de la
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densidad Optica a 450 nm y con un filtro de 620 nm como referencia
en un equipo lector de ELISA (Bio-Rad). Los resultados se
interpretaron en base a la DO obtenida la cual se resta del control
positivo, los resultados se expresaron como positivo, negativo o
indeterminado con el uso del programa de interpretacion QFTGIT
desarrollado por la compafia (QFTGIT, Cellestis Ltd., Carnegie,
Australia). Todos los ensayos de QuantiFERON TB Gold se realizaron

en el Departamento de investigacion en Inmunologia del INER.

115 Ensayo de cuantificacion de IP-10 por ELISA La
concentracion de IP-10 en sobrenadantes se cuantifico por el método
de ELISA con el sistema comercial (Human CXCL10/IP-10
Immunoassay marca R&D, Minneapolis, MN, USA). Este ensayo se
realizara por duplicado con 100 ul de muestra de plasma de sangre
estimulada con antigenos ESAT-6 y CFP10 que resultan del ensayo
de Quantiferon TB Gold. Este es un ensayo de ELISA tipo sandwich
con anticuerpos anti-IP-10 que recubren los pozos de la placa. Se
adiciona 100 ul de muestra por duplicado, se incuba 1h a 37°C y se
lava con PBS y posteriormente se agrego el anticuerpo secundario
marcado con peroxidasa. Se incubd 1 hr a temperatura ambiente y se
adiciona el sustrato para generar color. La absorbancia de la muestra
se midio a 540 nm de longitud de onda en un equipo lector de placas
de ELISA.
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12. RESULTADOS

Se reclutaron 47 sujetos contactos cercanos de pacientes con diagnostico de
tuberculosis en fase intensiva de tratamiento, de los cuales el 61%
corresponde a personas del género femenino y 39% fueron hombres, todos
los sujetos mayores de edad quienes viven y se relacionan de forma directa
con el caso indice. La edad promedio fue de 39 afios, 40% de los
participantes se encuentran ubicados entre la tercera y cuarta década de la
vida y 90% de ellos refirieron pasar mas de 6 hrs en contacto con el caso
indice, Tabla 1.

La escolaridad de los participantes en el 70% es de educacion primaria
completa esto se explicaria por vivir en la ciudad y tener mayor acceso a la
educacion y esto también permite asumir un mejor entendimiento de las
instrucciones dadas para el tratamiento del caso indice y de las medidas
preventivas que como poblacién en riesgo deberian de adquirir y quiza de

esta manera aumentar la prevencion de contagio.

En relacion a los resultados de laboratorios clinicos no se encontraron
anomalias significativas en la mayoria de pacientes sin embargo en 1
paciente se documentaron niveles muy altos de glucosa sérica y hemoglobina
glucosilada que evidenciaron mal control de la diabetes mellitus, se encontré
también un paciente con falla renal aparentemente de evolucién cronica por
lo que se realizo referencia a hospital de segundo nivel para su abordaje
diagnostico.

En el examen fisico realizado a los participantes, no se encontraron datos
clinicos de tuberculosis en ninguno de ellos, sin embargo en una persona se
identifico hipoxemia moderada sin comorbilidades conocidas por lo que fue
necesario efectuar apertura expediente en el instituto y estudiar causas de

este hallazgo.

En los estudios radiolégicos se documentaron lesiones calcificadas en el 25%
de las radiografias realizadas a los participantes. No se encontraron personas
15



con sintomas respiratorios (tos con expectoracion por mas de 2 semanas) y/o
radiografia de torax sugestiva de tuberculosis pulmonar activa por lo que no
fue necesario solicitar baciloscopias ni cultivos de expectoracién y tampoco
fue necesaria la referencia de pacientes para tratamiento en centros de salud

de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana.

Se documentdé por estudio de laboratorio un paciente con infeccion por HIV
por lo que se refirio al servicio medico correspondiente para mayor estudio y
seguimiento y fue eliminado del estudio previo a ser referido para recibir
tratamiento por latencia debido al riesgo que esta poblacion tiene asi como a

la paciente con mal control glucémico.

Se diagnosticoO TBL de acuerdo a la Oficial Mexicana para la prevencion y
control de la tuberculosis (NOM-006-SSA2-2013), en el 85% de los sujetos
participantes. Mediante el andlisis de QuantiFERON TB Gold In Tube,
encontramos que el 65% de los contactos de pacientes con TB activa tienen
resultados positivos. El 38.2% tubo pruebas positivas de QuantiFERON vy
PPD, 27.6% tuvieron prueba positiva QuantiFERON y prueba negativa de
PPD y 17.0 % tuvieron prueba negativa de QuantiFERON y prueba positiva
PPD. ElI 17.0% de los contactos fueron QuantiFERON negativo PPD
negativo, Tabla 1, Tabla 2.

En el Grafico 1 se muestra el resultado de la curva de calibracion de la
cuantificacion de IFN-y por ELISA, lo cual muestra un buen control de calidad

de los resultados obtenidos.

IFN-g [Ul/mL]

1.200
1.000
0.800

N —0==|FN-g [Ul/mL]
0.600 -

0.200 /
0.000 *
000 100 200 300 400 500

Gréfico 1. Curva de calibracion de la cuantificacion de IFN-y por ELISA.
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Tabla 1. Datos demogréaficos de los individuos con pruebas de IGRA (QuantiFERON TB
Gold in Tube) y PPD.

Tabla 2. Criterios técnicos utilizados para la interpretacién de la prueba de
QuantiFERON TB Gold In Tube.

QuantiFERONE-TB Gold IT
Mito Resultado del
Blanco?! Antigenos TB menos blanco J&:;‘i Qu e:.u 7 C;’N‘e ey A A
menos blanco antiFERON® - orme/Interpretacion
[TU/ml] [TUfml] e P
[TU/ml] Gold IT
< 0,35 »>=05 2 :
ot Negativo Infeccién por M. tubsroulosiz
i
»=0,35 y < 25% del valor >=05 & DMPROBABLE
blanco K
»>=0,35 y >=25% del valor : 0 Infeccién por M. tubsroulosia
<=80 o Cualquiera Positivo PROBABLE
o = Resultados relatives ala
< 0,35 <0,5 o
y respuesta de
determin
Indete; ado Antigenos TB
»>=0,35 y < 25% del valor <0,5 INDETERMINADOS
>8,0 Cualquiera Cualquiera

Para que los resultados del QuantiFERONE-TB Gold en tubo de un sujeto se consideren validos, la medicion del tubo blanco (o de
nulos) ha de ser <= 8,0 IU/ml y los mitogenos - nulo, de >= 0,5 IU/ml O los antigenos TB - blanco debe ser >= 0,35 IU/ml.

Los ensayos de estimulacion in vitro mostraron que la estimulacion con
antigenos de M. tuberculosis inducen niveles importantes de IFN-y (promedio
1400 pg/mL +/- 400 pg/mL). Adicionalmente se observo que las células
aisladas de sujetos con TB latente, contactos de pacientes con TB activa
producen niveles muy elevados de IP-10 después de la estimulacion con
antigenos de M. tuberculosis (CFP-10, ESAT-6 y Ag Mtb 7.7), Gréafico 2. Esta
produccion de IP-10 fue significativamente mas elevada que la de IFN-y en

estos ensayos. Es importante mencionar que se observd el mismo
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comportamiento en la produccion de IFN-y e IP-10. Lo anterior apoya la
hipotesis de que IP-10 podria ser un buen indicador adicional a IFN-y de la

infeccion latente por M. tuberculosis.

A B
150001 20007
= = 15004
% 10000+ ?Em
= £ 1000
o <
% 50004 =z
o L 5004
0 ¥ 0-
Neg  AgMtb Neg  AgMtb

Grafico 2. Resultados de la cuantificacién de IFN-y e IP-10 en individuos contactos de

pacientes con TB activa.
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13. DISCUSION

La tuberculosis (TB) es un problema de salud publica a nivel mundial,
particularmente con mayor prevalencia en paises subdesarrollados, es la
principal causa de muerte en todo el mundo. El impacto global de la TB ha
continuado a pesar de los programas de vacunacion con M. tuberculosis y de
la disponibilidad de antibi6ticos antimicobacterianos. La Organizacion Mundial
de la Salud (OMS) estima que un tercio de la poblacion mundial esta
infectada por M. tuberculosis y entre el 2000 y 2020, cerca de un billéon de
personas se infectaran, 200 millones de personas desarrollaran la
enfermedad, y se calculan 35 millones de fallecimientos asociados a TB en
ese periodo (OMS, 2011).

Se calcula que por afio aparecen entre 8 a 10 millones de casos nuevos de
TB pulmonar (TBP) y que se producen aproximadamente 1.6 millones de
fallecimientos anuales asociados a TBP (Skamene E., et al. 1998). En
México, el Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiologica (SINAVE), ha
reportado una tasa de incidencia de TB pulmonar y de 13.5 casos/100,000
habitantes en el 2007 y 14,422 casos nuevos en ese afo, sin embargo,
existen estados de la republica que tienen tasas de incidencia por encima del
promedio nacional (Boletin del Sistema de Vigilancia Epidemiolégica, 2008,
12y 22 parte).

Aproximadamente el 10% de los individuos con tuberculosis latente (TBL)
desarrollan TB activa (TBA) y el otro 90% permanecen asintomaticos (ATS y
CDC, 2000). La progresion clinica de TB resulta de la interaccion entre el
medio ambiente, el huésped y las caracteristicas patogénicas de la cepa de
Mtb (Yim J., 2010; Kaufmann S., 2001). El diagnostico de TB pulmonar se
basa en hallazgos radioldgicos, clinicos, antecedentes de exposicion a M.
tuberculosis, asi como la prueba de tuberculina y el aislamiento en cultivo de
Mtb. En la mayoria de las personas infectadas, la Mtb se encuentra en forma
latente, contenida en los pulmones en forma de granulomas (Pai M, et al.,
2008). Algunos factores que contribuyen con este mayor riesgo son
inherentes a un sistema inmune inmaduro o las deficiencias inmunologicas
relacionadas con la edad (Swaminathan S, Rekha B., 2010).
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En los dltimos afos, los ensayos de liberacion de interferon-gamma (IGRA,
por sus siglas en inglés) se han usado ampliamente como herramientas de
diagnostico de TB. Sin embargo, los IGRA no permiten discriminar entre TBL
y TBA (Mazurek G, et al., 2010). En este contexto, se ha sugerido que IP-10
podria ser util para determinar la infeccion latente por Mtb en sujetos de alto
riesgo y que podria ser un biomarcador adicional a IFN-y en los IGRA
(Whittaker E, et al., 2008; Lighter J, et al., 2009; Borgstrom E, et al., 2012;
Alsleben N, et al., 2012). IP-10, también conocida como CXCL10 es una
guimiocina que actia a traves del receptor CXCR3 y es liberada por
macrofagos, fibroblastos y otras células, se produce en respuesta a IFN-y y
tiene un papel importante en el desarrollo de la inmunidad antimicrobiana Th1l
y promueve infiltrados de células inflamatorias en sitios de infeccion. IP-10 se
produce en mayor cantidad en comparacion con el IFN-y en respuesta a los

patogenos micobacterianos (Liu M, et al., 2011; Pan H, et al., 2005).

Ademas, el papel del tratamiento anti-Mtb en la produccion de IP-10 sigue
siendo poco clara. Wang Y. y colaboradores demostraron que la liberacion
de IP-10 en un grupo de pacientes con tuberculosis fue significativamente
mayor que en el grupo de enfermedades pulmonares no tuberculosas (p <
0.001) y el grupo control sano (p < 0.001). La prueba de IP-10 detecta mas
casos de tuberculosis pulmonar y de tuberculosis extra-pulmonar que el
examen por microscopia acido-alcohol resistente. La sensibilidad,
especificidad y eficacia diagnostica para IP-10 fueron 75,3%, 84,9% y 79,7%,

respectivamente.

Los pacientes con TB con comorbilidad de cancer producen niveles
significativamente mas altos de IP-10-TB especifica en comparacion con los
otros grupos (p < 0.05), mientras que los pacientes con enfermedades

respiratorias producen niveles mas bajos que los controles sanos (p > 0.05;).

En este estudio analizamos la produccién de IP-10 e IFN-y después de la
estimulacién con antigenos de M. tuberculosis para evaluar si existe una

correlacion entre la produccion de estos mediadores inmunologicos vy
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adicionalmente que nos permitan distinguir individuos con enfermedad
latente. Los resultados mas significativos fueron que el 65 % de los individuos
contactos de pacientes con TB activa tienen pruebas de QuantiFERON
positivas y que la produccion de IP-10 es mucho mas elevada que la de IFN-y

en ensayos de estimulacion in vitro.

Es importante recalcar que la produccion de IP-10 fue significativamente
mayor (8,200 pg/mL) en relacion con la produccion de IFN-y (1,400 pg/mL), lo
cual apoya la hipotesis de que IP-10 podria ser un biomarcador util para
complementar las pruebas de produccién de IFN-y para el diagnéstico de
tuberculosis latente. En este sentido diversos estudios han demostrado que la
produccion de IP-10 incluso permite distinguir entre individuos con TB latente
y TB activa. En este trabajo Jeong y colaboradores en 2015 mostré una
mayor produccion de IP-10 en ensayos de estimulacion in vitro de células de
sujetos con TB activa en relacion con latentes. (Jeong and others 2015). En
nuestro trabajo no incluimos pacientes con TB activa, sin embargo los niveles

de produccién de ambas moléculas fue detectable.

Originalmente IP-10 se describi6 como una quimiocina pro-inflamatoria
importante en el trafico celular con un efecto critico en la activacion de células
Thl CD4+ asi como de linfocitos B, monocitos/macréfagos, células NK y
células dendriticas (Sallusto y cols 1998). Esas células activadas ejercen
efectos reguladores o efectores a través de la via CXCR3/IP-10 para regular
la respuesta inmune innata y adaptativa en contra de patdégenos diversos,
incluyendo micobacterias (Liu y cols 2011; Neville y cols 1997). Las
alteraciones en la produccion de IP-10 tanto a nivel de expresion de RNAm
como de proteina se han asociado con mayor susceptibilidad a infecciones
por virus, bacterias, hongos y cancer. Como se ha mencionado IP-10 se

produce en etapas tempranas de la respuesta contra patogenos.

En modelos experimentales de infeccion los niveles de IP-10 descienden
rapidamente después de la eliminacion del patégeno con antibidticos
(Salvatore y cols 2009).

21



Adicionalmente, en previos estudios se ha demostrado que tanto la respuesta
innata como adquirida se pueden estimar con la finalidad de diagnosticar la
infeccion latente por M. tuberculosis (Feris y cols 2016). Basado en esto, se
ha sugerido que la estimacion de la proliferacion de células T contra
antigenos de M. tuberculosis y los niveles de IgG anti-PPD, asi como la
inclusion de IP-10 y TNF-a podrian ser de mucha utilidad para el diagnostico
preciso de Tb latente. Este trabajo apoya el importante papel de IP-10 como

un potencial indicador de TB latente.
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14. CONCLUSIONES

* EI 65 % de los contactos de pacientes con TB activa tienen resultados
de QuantiFERON positivos.

* La quimiocina IP-10 se produce en cantidades significativas en

ensayos de estimulacion in vitro con antigenos de M. tuberculosis.

» En general la produccion de IFN-y tienen el mismo patron de
produccion que IP-10, sin embargo esta ultima se produce en mucho

mayor cantidad en relacion con IFN-y.

* Nuestros datos sugieren que IP-10 es un marcador reproducible y util

para el diagnostico de TB latente.
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72. Febre IS 1 N0

73. Diaforesis Profusa Noctuma || 51 4, No: 0

74 Cefoles || Si 1, No: 0

7. Miglgins |__| St 1, No: 0 Artralgas || S 1, No: 0

76. Perdida De Peso (Raferida Por €1 Sujeto) |__| Si: 1. No 0 Gensided En Kg: Tiores:
77 Dolor Teracico |_| S 1, No- 0

76. Otrea

ToPesol | ||l _I%g 8 Taka|_| | |Cm BLIMC L

B2 TAL_L I/ | _J_| mmHg 23 FCl__|__1_|Por Wit B4 FR |_I_| |PorMint
B5. Temperstura. || J|_|*C 86 Sa0:|_|L_L 1% a7. Perimetro De Cuslle: || lom

OB.WFIMMMWB*anMWOORWMI ! 0 Cicatrs Avensts
= Presenie
B9 Numerp de ccatrices: I_|_| Brazo devecho |__|_ | Brazo Qgquierde
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B % _ | Toes | OSES | Towes | PFH “Tolaks
Levcocnos Gueosa Prat Tolaies
Neusrohios Urea Al (mina I
T a_;ﬂ Globuna ]
Morcxctos Ac. Un | Eitenina Tot.
| Hemogictina Craatinna Bilrrubina Dir
Ham atocr ko = Sodo Blerubina ind
[ Plaquetas Potaso TG0
Core | TGP
4 oHL
FA L —-
= cox .
PERFIL DE UPIDOS | Colesierol Yol Trigicérdos |

80 Lesones En Parenquima: |__| Si 1, Na: 0

§1. Anormalkiades En Mediastino: |_| SI- 1. No: 0 ﬂlm

82 Datamminacitn Final Il  Ancrma O, Nomal 1
§3 51 Es Anormal, Especificar.

94 PPD |_| 0: Negatver 1: Fossve FechaDeAglcacion: |_|_/ | J 1 |
FechaDelectura: || 7 | / | |

95 Ch=pot || O Negativo, 1 Pesitivo (EN CASO DE RESULTADO INDETERMINADO REPETIR LA PRUEBA)

¥ Quaniferon |_| O Negatwo: 1: Posstive (EN CASO DE RESULTADO INDETERMINADO REPETIR LA PRUEBA)

97 CLASIFICACION FINAL: |_| Crugo 1: PPD (+) ) IGRA {+) 3TE LATENTE
Grupo 2 PPD (4) 1 IGRA () STB LATENTE
Grupo ) PPD () /IGRA (+) STH LATENTE
Grupo 4. PPD () /IGRA (-) P5ANO
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16.2 CONSENTIMIENTO INFORMADO

INSTITUTO NAGIONAL DE ENFERMEDADES RESPIRATORIAS -
ISMAEL COSIO VILLEGAS »
DIRECCION DE INVESTIGACION

ESTUDIO: Evaluacion de la frecuencia de tuberculosis H-nhmmmnmymnochdén
con marcadores inmunolégices de latencia,

aoles by’ T
o .‘.J_.

(fmt ln.n.v %

mmmmmmmmmmk et
INVESTIGACTON
} e

Investigador principal: Marcela Mufior Torrico £
- APROBADD }

Estimado Sefior o Sefiora, s:lchamunumddmmdnmw«\esumn‘ﬂ INER = a

Este formulario forma parte de un prooeso de consentimiento informado para un estudio de
Investigacian, cuyo objetivo es  proporcionarie informacion Uil pora decdir si desea o no participer
voluntarisrmente en este estudio. Por favor, tome todo o tiempo que sea necesario para leer este
formato, preguntar a la persona que le brinda este documento, al responsable del proyecto de
investigacion (Dra. Marcela Mufaz) o Incluso usted puede consulario con aiguien de su conflanza.

Una vez que usted haya leido o formulonio, v se hayan réspondido todas sus preguntas, sl desea
porticipar en este estudio de investigaciin se le pedird que firme este documento y se le entregara
una copia ded mismo,

Es importante que sepa que la dedsiion de participar en este estudio no afectara la atencion

médica que usted o su familliar recibe en este instituto, ni tampoco estd renunclando a ninguno de
sus derechos legales por femar este formulario de consentimiento.

Patrocinador del estudio:

B patrecinador de este estudio de investigacian es & Instituto Naconal de Enfermedades
Respiratonias.

A continuacion se le presentan una sere de preguntas y respuestas sobre f proyecto,
que lo guiaran para saber si deses o no participar en el estudio.

1. &Por qué se lleva a cabo este estudio?

Este estudio s& lleva a cabo porque |a tubercuiosis es una enfermedad Infectioss, que representa
un sario problema de salud piblica y para levar a cabo el control de |2 enfermedad es necesario
disgnosticar y tratar a los pacientes con tuberculoss y reslizar un estudio de los contactos en
riesgo de adquisk |a infeccin. Los contactos de pacentss con tuberculosis active puaden
contrasr la infecdon por inhalacon de pequenas gobitas cargadas de bacilos, que los pacientes
enfermos exhalan al toser, sin embargo solo 5-10% de los cosos desamcllan tuberculosis primara
progresiva, El 90 2 95% de |05 confacins gesarrolian tuberculoss latente, un estado que =
caractenza por |3 ausencia de sintomas clinicos y radidldgicos de enfermedad acthva. La
twberculosts latente puede progresar 3 Wberculosis active dependiendo de las caracteristicas
propias de cada padente, y este riesgo es variable.

2.  éCuéles son los objetivos de este estudio?

Fl chictivo de este estudio es evaluar |a presencia de infeccion laterte por tuberculoss en
personas senas que han estado en contaclo redente con pacentes con tubercubsis pulmonar
active, y realizar el sequimiento un afio después para evaluar |a presencia de enfermedad activa,
En este proyecio. se plantea estudiar a 90 personas, convivientes cercanos de un
pacient= con tuberculosss pulmonar activa diagnosticado por cultivo para Mycobactenum
fuberculosis (la baclena que causa la enfermedad).

Version: 10 de Julio s 2015 Conlactos sanas 14

30



INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES RESPIRATORIAS
ISMAEL COSIO VILLEGAS
DIRECCION DE INVESTIGACION

ESTUDIO: Evaluacion de hmamummm-m-ﬁyn-m
con marcadores inmunolégicos de latencia. ey Rogy

Ty
v

3. &Por qué me han pedido que participe? Ztomite e Escaen

Invesligesion

Se le ha pedido que partidpe en este studio POrqUE CONVIVE COR URa persona que fiene e
Tubercuioss, por 10 QUe queramos realizer un examen dinico y prusbas de laboratorio parg | ¢ A6 T
identincar si usted ha contraido la infaccion, . APROBADO

4. iEn qué consiste mi participacdn? o S

Para participar en este estudio, se le solicitard que acuda al INER para realizar un evalueciin ce su
estado fisico, se le solicitara que llene un cuestionario de salud respiratoria y se colectardn sus
datos personales que mcluird su edad, diegndstico, historal de enfermedades, tratamientos
mvre%uamm&hwzmcm&mmﬂowamﬂna,
quimica sanguinea, pruebas de funcionamiento hepatico, perfi de lipidos, y examen general de
orina) y uwna radiogralia de su pecho. También si usted decde participar en este estudo, 5 le
raalizard una prueba para VIM y usted recibird este resultado en forma totalmente confidencal, es
importante menciorar que la infeccion por el virus de B inmunodeficenda humana Incrementa o
resgo de desarroliar tuberculosis, por lo Ento en eshudios de convivientes de padentes con
tuberculoss pulmonar active es mportants realzar este procadmiente. Se le apicara una prucba
en |a piel del antebrazo mquierdo (prueha de tuberouling) para Oeterminagr 13 presencia o2
tuberculoss ackiva, la cual se revisara a las 72 horas para evaluar si €5 postiva o negativa.

Si usted tiene datos dinicos sugestvos de tuberculosis active se e solotaran musstras de
expectoracion (flema) para reslizer badloscopias y de ser necesano un cultive para tuberculesis y
sl &5 positiva sera enviado a su centro de salud para recibir tratamaento.

Se le solidtara una donacion de S0mL de sengre (equvalente & cinco cucheradas sopesas) por
puncidn de una vena perferia, csta muestra sc ublizara para realzer fos estudos de
investigacion.

Se le citara un ano cespués de [a evaluaoon INcal para evaluar nuevamente su estado de 5alud y

se repetiran los estudios menciorados si usted asi o requiere, Cada cita e tomard
aproximadamente 2 horas,

5. iCuales son los riesgos posibles a los que me enfrento por participar en el estudio?

La radiografia de tdrax es un estwdio seguro, no doloroso, & uliliza una cantidad muy pequedia de
radiacin para obtener una ¥magen de su pecho y No representa un riesgo para su salud exceplo
&n mujeres embarazadas a menos que este embarmzades.

L3 extraccion de sangre puede causar un pequefio dolor 3 nivel del sitio de puncidn donde se
ntroduce B aguja, v puede induso prsentarse un moretda. ES importante que sepa que esta
muestra se tomard con equipo totalmente nuevo y estesilizado y s2d realizado por persones
capaciadas para cllo,

La aplicacin de la prueba de tuberculina en la piel del antelvazo puede causar un pequeiio dolor

durante |3 apiicacion y se espera que se produeca un drea de indwracidn en caso de ser positiva,
sin embargo esta zona de Induraciin puede ser de tamafio variable dependiendo del indlvduo.
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INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES RESPIRATORIAS
ISMAEL COSIO VILLEGAS
DIRECCION DE INVESTIGACION

2

ESTUDIO: Evaluacién de Ia frecuencia de tuberculosis latente en contactos sanos y su asociacion
con marcadores inmunologicos de latencia,

6. {Cudles son los beneficios que obtengo por participar en el astudio?

Usted cbtendré evaluaadn clinica y de laboratonio Inicial, interpretacion de radiogrofie de tamx
que nos permitird ofentarnos para referirio al servicio de salud adecusdo en caso de que requerd’
atencion médica, Ademds usted obtendrd los resultados de estos analisis que podrd Integrar-a sy
mdmmymmwcmwmuphmalmwhoﬂmmmﬂﬁbﬂm
al estuddo es la de contribulr al mejor conocimiento de la enfesmedad, 14 AL B8

de Fuca Qr---—

7. iTiene algiin costo participar en el estudio? Se me pagaré por participar? * AFROOADO .

Participar en este estudio de investigacién no tiene ningln costn para usted, wsted no padwsd,,
ninguno de los estudios que se realizarén, K0S Costos seran absorbidos por & INER. Usted,
unicamente tendrd que cubrir Ios COS105 08 Su atendon medica en caso de requenio después de
la evaluaciin medica, Usted no redbird ningin pago, ri incentivo por |a participacion en el estudio,
Su particpaddn es volkuntaria y altrulsta,

8. iCoHmo se manejaran mis resultados y registros médicos?

Los resultados de los estudios y |2 informacion personal obtenida por participar en este estudio
son totaimente confidenciales. Tedos los resultados e informacion confidencial seran depositados
€n una base de datos segura, donde sdlo LN grupo de INVESUIGACONEs y MEdICos autonzades, que
e han comprometido a proteger los datos de los parbopantes en el estudio, tendran acceso.
Nadie que no esté autorizado podra tener acceso & Su informacion.

Sus muestras y los materiales que provengan de estas muestras tendran un cadigo
numérico; solamente los datos relativos 2 su odod, sexo, raza, estado de salud y otm
nformacidn clinica refevents se vinculardn con el cddigo numerico de & muastra.

Su nombre, fecha de naomienton, direccion U ofa Informacion que be identifiqus
personaimentes No s¢ vinculard con 1as Muestras que proporcione.

9. {Seré contactado (a) de nuevo en el future?

Usted sera contactado un afo después de la evaluacion inicial para realizar el seguimiento de su
estado de sald. Si después de esta sequnda evaluacdion se requiers de realizar algin estudio

addonal 0 invitario a participar en otro proyecto es posble que uno de los investigadores con
quien Nrmo une covtn de confidendalidad ko contacte s usted ke sutorza,

Nuevamenta s importante que sepe que particpar o acudir 2 realearse un ruevo estudic es
totaimente voluntano,

10. L&Y sien el futuro ya no deseo continuar en el estudio?
Umdestmmawwadmmdwommmmm nvestigecon. Si decide

SMpmdpu,uﬂmmmdeomﬁ\ymddMNdmmlo
decda. En este caso, todos 5US resultados de los estudios realizados seran destruidos,
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ESTUDIO: Evaluacién de la frecuencia de tuberculosis latente en contactos sanos y su asociacion
con marcadores inmunoclégicos de latencia.
11. iDénde puedo acudir si requiero mayor informacién acerca del estudio?

S tiene alguna pregunta mta;aruupamnmmeﬁ.moosnaaeulnaﬁdom u;h B
relaconada con 13 investigacon, puede contactar a los investigadores & cargo:

Dra, Marcsla Mufaz Torrico & L"f,".'f oo o
Investigedor en Clencias Médicas A £

Instituto Nacional de Enfermediades Respiratorias (INER) 14 ABL 6
Calzada de Tiaipan 4502, México D.F. 2

Tel: 54871712 - + APROBADO

"1

snanammmmﬂsduachosmwm&mameﬁmm.mlw

Dn Maria del Roco Chapela

Presidenta ded Comité de Ebica en Investigacion del INER

Irstituto Nacional de Enfermedaces Respiratonas [smael Cosio Villegas(INER)
Tel.: 55-54871700 ext. 5254 y 5110

ACUERDO PARA PARTICIPAR

Si usted ha leido este farmato, se le han respondido todas sus preguntas incluyendo o uso
futuro de sus muestras de sangre, entiende de b que s Wrata y estd de acuerdo eén
participar, sabiondo que e< libre para hacerlo 0 no hacerlo y que esto no afecan su
atencdn medica, ni el de su familiar por favor escriba su nombre completo, firme an ol
espacio cormespondiente y escriba la fecha. Esto se hace por duplicado, para que usted
reciba una copia del documentn.

Acepla S ) Nol ) qQué Sus MUESITAS 52 USEeN N OroS Provecins de investigaddn
reladionadas con | investicacion en tubercuosis

Normbre del sujeto:

Firma del sujetn: Fecha:
Investigador/Persona que obiens el corsentimiento:

Fama: Fecha:

Testigo 1: Nombre:

Firma: Fecha
Testigo 2: Nombre:
Firma: Fecha:
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