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RESUMEN


Introducción: La tuberculosis (TB) es una enfermedad infecto-contagiosa que se transmite por aeroso-
les y es causada, principalmente, por Mycobacterium tuberculosis. La Organización Mundial de la Salud 
reportó en 2020 que un cuarto de la población mundial se encuentra infectada. Además, se estimaron 
10 millones de nuevos casos, y se reportaron 1.5 millones de defunciones. La TB es una emergencia de 
salud pública y hasta ahora la única medida preventiva es la vacuna BCG. La protección conferida por 
la vacuna BCG presenta una efectividad variable (0-80%) y no protege contra la forma más común de la 
enfermedad, la TB pulmonar. Debido a esto, surge la necesidad de desarrollar nuevas vacunas para 
cubrir con estas necesidades. En esta dirección, a partir de la cepa parental M. bovis BCG, se han 
generado las mutantes  M. bovis BCGΔBCG1419c (la cual carece del gen BCG1419c que codifica para 
una c-di-GMP fosfodiesterasa) y M. bovis BCGΔBCG1419c::Rv1354c (la cual además de carecer del 
gen BCG1419c, tiene una inserción del gen Rv1354c el cual codifica para una diguanilato ciclasa). Los 
niveles elevados del c-di-GMP se han correlacionado con un aumento en la producción de biopelícula. 
Por lo tanto, esta característica de crecer en biopelícula podría asemejar aspectos patológicos 
inexplorados de la TB, confiriendo una protección más prolongada y efectiva. En el presente trabajo se 
evaluaron algunos aspectos inmunológicos de los leucocitos de sangre periférica al ser infectados con 
las cepas mutantes candidatas a vacuna. 

Objetivo: Evaluar el control de crecimiento intracelular y la producción de citocinas pro-inflamatorias 
de los leucocitos de sangre periférica frente a la infección con las cepas mutantes, candidatas a vacuna 
contra la TB.

Metodología: Se estudió a 15 voluntarios sanos, y se hizo la infección de sangre periférica con M. bovis 
BCG, M. bovis BCGΔBCG1419c o M. bovis BCGΔBCG1419c::Rv1354c. Se estudió una cinética de 1, 24 
y 48 horas post-infección. A los tiempos indicados se estudió la capacidad de controlar el crecimiento 
intracelular de las micobacterias mediante la cuantificación de unidades formadoras de colonias, y en 
los sobrenadantes se determinó la producción de citocinas pro-inflamatorias (TNF-𝛼 e IFN-𝛾) por la 
técnica de ELISA. 

Resultados: La cuantificación de las UFC mostraron que los leucocitos de sangre periférica mantuvie-
ron un control del crecimiento intracelular de las cepas mutantes, M. bovis BCGΔBCG1419c y M. bovis 
BCGΔBCG1419c::Rv1354c, de manera constante. Mientras que las UFC de la cepa parental M. bovis 
BCG disminuyeron conforme pasó el tiempo en comparación con la primera hora post-infección. Por 
otro lado, las cepas mutantes M. bovis BCGΔBCG1419c y M. bovis BCGΔBCG1419c::Rv1354c 
favorecieron una mayor producción de TNF-𝛼 por parte de los leucocitos a las 24 y 48 horas post-
infección, de manera similar a la cepa parental M. bovis BCG. Además, solo la cepa mutante M. bovis 
BCGΔBCG1419c::Rv1354c indujo una mayor producción de IFN-𝛾 por parte de los leucocitos. Sin 
embargo, la producción de IFN-𝛾 fue baja.

Conclusiones: Nuestros resultados demostraron que los leucocitos de sangre periférica fueron capaces 
de mantener un control constante del crecimiento de las cepas mutantes M. bovis BCGΔBCG1419c y 
M. bovis BCGΔBCG1419c::Rv1354c, al no haber un aumento o disminución en la cuantificación de las 
UFC. Mientras que, en la cepa parental M. bovis BCG se observó una reducción en la viabilidad bacte-
riana al mostrar una disminución en las UFC. Además, se observó que las cepas mutantes indujeron un 
aumento en la producción de TNF-𝛼 e IFN-𝛾 conforme pasó el tiempo post-infección. Estos resultados 
podrían sugerir que los cambios genéticos inferidos en las cepas mutantes les podrían otorgar una 
ventaja, permitiendo que permanezcan por más tiempo y así favorezcan una interacción inmunológica 
más eficiente y prolongada, en comparación con la cepa vacunal M. bovis BCG.  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1. INTRODUCCIÓN


1.1. Tuberculosis (TB)


La tuberculosis (TB) es una enfermedad infectocontagiosa causada principalmente por Mycobacterium 
tuberculosis; dado que la TB es una de las principales causas de muerte a nivel mundial, se ha conside-
rado una emergencia de salud pública desde los últimos 25 años1-3. Se encuentra clasificada dentro de 
las 13 principales causas de muerte a nivel mundial y, hasta antes de la pandemia ocasionada por el vi-
rus SARS-CoV-2, era la principal causa de muerte por un solo agente infeccioso, por encima del virus 
de inmunodeficiencia humana (VIH)3,4. M. tuberculosis afecta principalmente a los pulmones (TB pul-
monar, TBP), aunque también puede afectar otros sitios causando TB extrapulmonar3-5. La TBP repre-
senta cerca del 86% de todos los casos de la enfermedad mientras que las formas extrapulmonares 
representan el 14%, encontrándose principalmente: TB linfática, TB meníngea y TB miliar6-10.


Esta enfermedad se transmite por aerosoles. Cuando una persona con TBP elimina a las micobacte-
rias al toser, éstas sobreviven y permanecen suspendidas en el aire permitiendo que sean inhaladas 
por otra persona3,11. El nuevo individuo puede ser susceptible a la infección y así tener un potencial pa-
ra desarrollar la enfermedad en forma activa3,11.


La TBP puede presentarse como una infección asintomática (TBL, TB latente) la cual del 90-95% de 
los pacientes la presentan6. Se caracteriza por tener a la micobacteria sin generar contagio. Sin embar-
go, la TBL puede progresar a la forma activa del 5-10% de la población infectada, entrando a un estado 
transmisible de la infección6. Es importante mencionar que la progresión a la forma activa de la TB de-
pende de la susceptibilidad del hospedero y la virulencia de la micobacteria.


Esta enfermedad puede afectar a cualquier persona, aunque, cerca del 90% de los individuos que 
desarrollan la enfermedad son mayores de 15 años3. La incidencia de las personas que desarrollan TB 
es mayor en hombres (56%) que en mujeres (33%); mientras que en los niños menores a 15 años es 
menos frecuente (11%)3.


1.2. Epidemiología de la TB


La Organización Mundial de la Salud (OMS) estimó en 2020 que, aproximadamente, hubo 10 millones 
de nuevos casos de personas con TB; además se reportaron 1.5 millones de defunciones atribuibles a 
esta enfermedad, incluidas 214,000 muertes de personas co-infectadas con el VIH3. En 2020, la pan-
demia  causada por la COVID-19 causó un aumento en las defunciones respecto a las reportadas en 
2019 (1.4 millones), presentando el primer aumento de casos desde 20053,12.


A pesar de que la TB sigue mostrando índices de morbilidad y mortalidad elevados, la enfermedad 
se atribuye a países con población de bajos ingresos, afectando principalmente a 302,3. Ocho de los 30 
principales países con carga alta de TB, representaron dos tercios del total mundial: India (26%), China 
(8.5%), Indonesia (8.4%), Filipinas (6%), Pakistan (5.8%), Nigeria (4.6%), Bangladesh (3.6%) y Sudáfrica 
(3.3%)3.


1.2.1. Epidemiología de la TB en México


En 2020, el Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiológica, la Dirección de Epidemiología y la Secreta-
ría de Salud reportaron en México 13,199 nuevos casos de TBP y 3,184 de nuevos casos de otras 
formas de TB13. Además, la Dirección General de Información de Salud reportó 1,786 defunciones a 
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causa de la TBP, 89 defunciones a causa de TB del sistema nervioso y 70 defunciones a causa de secue-
las de la TB, entre las que se encuentran: fibrosis parenquimatosa, cavidades tuberculosas, aspergilosis, 
vasculitis, bronquiectasis y trombosis14,15. 


1.3. Agente etiológico


Las micobacterias pertenecen al dominio Bacteria, filo Actinobacteria, orden Actinomycetales, y son el 
único género (Mycobacterium) de la familia Mycobacteriaceae16,17. El género Mycobacterium compren-
de a más de 170 especies, de las cuales gran parte se encuentran en el medio ambiente, en los suelos, 
y la gran mayoría no son patogénicas18. Sin embargo, hay un grupo selecto de micobacterias patóge-
nas en animales y humanos19. 


Las especies de este género son bacilos alargados, ligeramente curvos, aeróbicos (aunque algunas 
especies pueden crecer bajo una reducción de oxígeno atmosférico), no forman esporas y no presen-
tan motilidad16,17,20. Su característica más distintiva es un alto contenido de lípidos (ácidos micólicos y 
otros componentes cerosos) en su pared celular, brindándoles la propiedad de ser ácido-alcohol resis-
tentes, ya que pueden resistir la decoloración con alcoholes acidificados y ácidos minerales fuertes16,17. 
En la Figura 1 se esquematiza la composición de la pared celular de las micobacterias.
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Figura 1. Componentes de la pared celular del género Mycobacterium. La membrana micobacteriana presenta 
lipoarabinomanano, lipomanano y fosfatidilinositol monosódicos (no mostrado). Además, las siguientes capas 
de su pared celular presentan arabinogalactano esterificado con ácidos micólicos, un grupo de lípidos hidroxila-
dos unidos covalentemente al peptidoglicano; que le proporcionan a las micobacterias una barrera de permea-
bilidad hidrofóbica cerosa. Creado a partir de las ref. (17, 20, 28).




Las especies del género Mycobacterium se dividen en dos grupos: especies de crecimiento lento 
(M. tuberculosis, M. avium, M. bovis, M. leprae, etc.), y especies de crecimiento rápido (M. abscessus, M. 
smegmatis, M. phlei, M. chelonae, M. parafortuitum, etc.)18,20. Por otro lado, debido a un enfoque bio-
médico, las micobacterias también se pueden clasificar de acuerdo a su capacidad para generar TB en 
humanos, dividiéndose en: complejo de M. tuberculosis (MTBC, por sus siglas en inglés), que es un 
grupo de micobacterias estrechamente relacionadas con una identidad de secuencia de nucleótidos 
mayor al 99% (M. tuberculosis, M. bovis, M. bovis BCG, M. africanum, M. microti, M. pinnipedii y M. 
canneti); y un grupo de micobacterias no tuberculosas (NTM, por sus siglas en inglés), donde se inclu-
yen a todas las demás micobacterias, que se encuentran en el medio ambiente18,20-24. Sin embargo, las 
NTM también pueden generar enfermedad en individuos inmunocomprometidos o con padecimien-
tos pulmonares pre-existentes.


1.3.1. Mycobacterium tuberculosis


Dentro del MTBC se encuentra M. tuberculosis, el principal agente causal de la TB en humanos. Esta 
micobacteria fue descubierta por Robert Koch en 1882, y es un patógeno intracelular facultativo de 
crecimiento lento, la cual se puede dividir en aproximadamente 20-24 horas (h)1,6,21. M. tuberculosis es 
un patógeno obligado que reside en los macrófagos por tiempo indefinido. 


En 1998 se secuenció por primera vez el genoma de M. tuberculosis utilizando la cepa M. 
tuberculosis H37Rv, cepa que se aisló de un paciente con TBP en 190525. La cepa virulenta M. 
tuberculosis H37Rv es la más utilizada para diversos experimentos ya que se acepta como la cepa de 
referencia de M. tuberculosis25. El genoma de M. tuberculosis comprende un cromosoma de DNA 
circular de aproximadamente 4.41 megabases, con aproximadamente 4,000 genes1,17,26. La región ca-
racterística de M. tuberculosis es la región de diferencia 1 (RD-1) que le confiere la virulencia a esta 
cepa. Este fragmento contiene genes que codifican para cinco sistemas de secreción de tipo 7 (T7SS, 
por sus siglas en inglés) conocidos como ESX1-56,26-28. Los T7SS se encargan de transportar proteínas a 
través de la pared celular6,27. El ESX1 se encarga de secretar dos de las principales proteínas de M. 
tuberculosis relacionadas con su virulencia: ESAT-6 (Early Secreted Antigenic Target 6 kDa) y CFP-10 (10 
kDa Culture Filtrate Proteína), las cuales participan en el proceso de traslocación de la micobacteria del 
fagolisosoma al citosol, y que posteriormente se renombraron como EsxA y EsxB6,26-28.


1.4. Fisiopatología e inmunopatología de la TB


La infección comienza cuando un paciente con TBP activa elimina micobacterias al toser, permitiendo 
que entren a los pulmones de otro individuo (Figura 2a)6,29. Las micobacterias pueden superar diversas 
barreras representadas por las células epiteliales bronquiales y las células mieloides pulmonares en-
cargadas de eliminar cerca del 99% de los patógenos inhalados6,29,30. Las micobacterias logran llegar 
al espacio alveolar donde se encuentra con las células epiteliales alveolares (AEC, por sus siglas en 
inglés) y con los macrófagos alveolares (MA)6,29,30. Las AEC se dividen en: AEC de tipo I, las cuales re-
presentan cerca del 95% del epitelio alveolar, son planas y son responsables de la difusión de gases y, 
por ende, del intercambio gaseoso; por otro lado, las AEC de tipo II tienen una forma cuboides y tie-
nen funciones secretoras30,31. Las AEC-II secretan surfactantes que contiene citocinas, quimiocinas y 
péptidos antimicrobianos que ayudan a activar a los MA, permitiendo incrementar sus mecanismos 
bactericidas, entre los que se encuentran: fagocitosis, acidificación del fagosoma,  producción de espe-
cies reactivas de oxígeno (ROS, por sus siglas en inglés) - nitrógeno (RNS), secreción de citocinas y 
quimiocinas, y autofagia29,31,32.
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Una vez que las micobacterias han sido fagocitadas por los MA, éstos podrán contenerlas y elimi-
narlas. Sin embargo, si la carga micobacteriana está aumentada en un individuo inmunocomprometi-
do, es más probable que las micobacterias puedan evadir las estrategias del sistema inmune y persistir 
en los MA. En este punto, M. tuberculosis utilizará sus factores de virulencia para contrarrestar los me-
canismos bactericidas que presentan los MA, como la secreción del péptido ESAT-6 que evita la fusión 
del fagosoma con el lisosoma permitiendo que la micobacteria entre y permanezca en el citoplas-
ma6,30,33. Entonces, las micobacterias se multiplicarán y podrán causar la muerte de los MA30. Las mico-
bacterias liberadas infectarán a más MA repitiendo el ciclo hasta generar una carga bacteriana muy 
elevada. Además, mediante sus mecanismos de evasión, las micobacterias pueden favorecer una 
respuesta anti-inflamatoria, favoreciendo su replicación y persistencia34. 


Posterior a todo el proceso de infección de los MA y otras células, las micobacterias pueden 
atravesar el epitelio alveolar, llegando al tejido intersticial pulmonar donde el proceso continúa6. Las 
células dendríticas (DC, por sus siglas en inglés) y los monocitos, transportarán los Ags (antígenos) mi-
cobacterianos procesados a los ganglios linfáticos para presentarlos a los linfocitos T CD4+6,35. Por otro 
lado, hay un reclutamiento de células en el sitio de infección generando una estructura que contendrá 
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Figura 2. Fisiopatología de la TB. A) El ciclo de infección inicia cuando M. tuberculosis ingresa al individuo por 
vía aérea donde llegará a los alvéolos y se encontrará con los MA. B) Los MA serán los encargados de eliminar a 
las micobacterias. Sin embargo, sí esta línea de defensa falla en erradicar a las micobacterias, se desencadenará 
una compleja señalización dentro del parénquima pulmonar para formar una estructura multicelular denomina-
da granuloma, que se encargará de contener a las bacterias. Este estadio se denomina fase latente, ya que el pa-
ciente no presenta síntomas y no es capaz de infectar a otros individuos. C) Si la carga micobacteriana dentro del 
granuloma aumenta y/o el paciente se encuentra inmunocomprometido, el granuloma no podrá contener a las 
micobacterias, permitiendo su diseminación por vía linfática o hematógena a otros órganos. Este estadio se 
denomina fase activa, donde el paciente ya presenta síntomas y es capaz de infectar. Creado a partir de las ref. 
(6, 35, 36).



a las micobacterias para evitar que se diseminen, denominada granuloma6,29,35. Este granuloma consis-
te en diferentes células de la respuesta inmune innata como: macrófagos, células gigantes multinuclea-
das, DC y neutrófilos, así como fibroblastos y células epiteliales, las cuales están recubiertas de linfoci-
tos T y B29,36. Esta estructura es característica de la TBL, ya que previene la diseminación de las mico-
bacterias; sin embargo, las micobacterias encuentran un nicho en el cual se encuentran células que 
pueden ser infectadas  y ser utilizadas para replicarse dentro de ellas (Figura 2b)6,29. La formación del 
granuloma se desarrolla en el 90% de los individuos infectados, conduciendo a la forma latente de la 
enfermedad33. 


A pesar del mecanismo tan complejo que posee el sistema inmune para contener a las micobacte-
rias, la primo-infección puede progresar a la forma activa de la enfermedad (Figura 2c)29,33. En esta eta-
pa, los mecanismos inmunológicos dañan al paciente y permiten la diseminación de las micobacterias. 
Por un lado, se ha mencionado que al momento de diseminación de los bacilos, los factores de virulen-
cia de M. tuberculosis, como ESAT-6, causan el paso de macrófagos M1 (productores de IL-6, IL-12 y 
TNF-𝛼) a macrófagos de tipo M2 (productores de IL-10)33. Este cambio en el fenotipo de los macrófa-
gos no permite que los pacientes tengan una respuesta inflamatoria, ya que la IL-10 disminuye la elimi-
nación  efectiva de las micobacterias31,33,37,38. La IL-10 está involucrada en procesos de inhibición de 
linfocitos TH1 y macrófagos M1, los cuales desempeñan un papel fundamental en el control y elimina-
ción de las micobacterias31,33,37,38. Por otro lado, también se ha mencionado que las células T están 
involucradas en la formación de cavidades, que son complejos celulares que contienen macrófagos y 
neutrófilos necrosados con material necrótico caseoso29. Estas cavidades descargan una gran cantidad 
de micobacterias a las vías aéreas, lo que permite la eliminación de las micobacterias en la expectora-
ción29. Por lo tanto, la inhibición de mecanismos de eliminación y contención de las micobacterias, per-
miten que los pacientes muestren síntomas y puedan diseminar a las micobacterias, iniciando el ciclo 
de transmisión de la enfermedad (Figura 2a).


El paciente con TBP activa presenta síntomas como: tos, fiebre, pérdida de peso y hemoptisis, 
aunado a alteraciones en los pulmones observadas en la radiografía de tórax5,23. Es por esto que, los 
pacientes con TBP activa deben tener tratamiento. Sin embargo, uno de los grandes retos que presen-
ta el control y eliminación de la enfermedad es la resistencia a los fármacos que presenta M. 
tuberculosis (a través de mutaciones genéticas), formando un estadio denominado TB fármaco-
resistente2,6.


1.5. Prevención contra la TB


En la actualidad, la única medida preventiva contra la TB es la vacuna BCG (Bacilo de Calmette y 
Guérin), que ha sido utilizada por más de un siglo y consiste en una micobacteria viva-atenuada que 
carece principalmente del gen RD-1 y deriva de la cepa M. bovis39. M. bovis es causante de TB en el 
ganado y otros animales39. La región RD-1 codifica para factores de virulencia relacionados con la 
supervivencia de la micobacteria dentro de los fagocitos; por consiguiente, la supervivencia y creci-
miento de M. bovis BCG en los fagocitos es deficiente40.


1.5.1. Mycobacterium bovis BCG (vacuna)


La vacuna BCG fue desarrollada por León Charles Albert Calmette (1863-1933) y Jean-Marie Camille 
Guérin (1872-1961), en el Instituto Pasteur en Francia39,41. Por más de 30 años, Calmette y Guérin, estu-
diaron la forma de obtener una cepa viva atenuada de virulencia fija, para poder utilizarla como vacu-
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na42. Hasta que, en 1920 obtuvieron una cepa con menor virulencia pero que conservaba su 
inmunogenicidad39,41-43. Esta cepa fue cultivada en un medio que contenía rodajas de papa, bilis de 
res y glicerina, la cual pasó por más de 230 pases, entre 1908 y 1920, generando cambios morfológi-
cos y nivel de virulencia en los bacilos, debido a que los cobayos infectados con estos bacilos no 
presentaron lesiones39,42.


Estudios genómicos han demostrado que la cepa de M. bovis BCG carece de la región RD-1 y otros 
genes que están presentes en M. tuberculosis y M. bovis; por lo que, esta ausencia está asociada a la 
atenuación de M. bovis BCG6,28,39,41. En la Tabla 1 se encuentran algunos genes presentes en M. 
tuberculosis H37Rv que están ausentes en M. bovis BCG44,45.


En 1921 se administró por primera vez la vacuna BCG en humanos, siendo un neonato que estaba 
expuesto a los bacilos de la TB, demostrando que después de dos años de constante exposición, no 
presentaba lesiones patológicas de TB39,42. Después de varios estudios, la vacuna BCG empezó a 
aplicarse en neonatos alrededor del mundo, ya que redujo la morbilidad y mortalidad causada por la 
TB, que es más severa en niños39,42.


La vacuna BCG causa activación local en el sitio de administración donde los monocitos, macrófa-
gos y DC fagocitan a los bacilos, degradan y procesan sus componentes inmunogénicos (Figura 3a)43. 
Los Ags estimulan una fuerte respuesta inflamatoria mediante la activación de los PRR43. Una vez que 
las micobacterias son fagocitadas y procesadas, las DC presentarán los Ags micobacterianos asociados 
al complejo MHC (Major histocompatibility complex) a los linfocitos T, en los ganglios linfáticos o en el 
bazo, para iniciar una respuesta inmune adaptativa (Figura 3b)43. Esta activación se da mediante la se-
creción de TNF-𝛼, IL-6 e IL-12, para activar tanto a linfocitos T CD4+ como a CD8+, los cuales producirán 
niveles elevados de IFN-𝛾, que es una citocina asociada a la protección ya que favorece la activación de 
los mecanismos bactericidas en los macrófagos43. Por otro lado, los linfocitos B favorecen la respuesta 
humoral al incrementar la producción de anticuerpos (Ac) IgG y células B de memoria de larga vida43. 
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Los Ac tienen la posibilidad de opsonizar a la micobacteria, favorecer su fagocitosis y promover su eli-
minación. En la Figura 3 se esquematiza el proceso inmunológico que genera la vacuna BCG. 


La vacuna ha demostrado tener una efectividad superior al 70% contra la TB miliar y meníngea en 
los infantes43. Sin embargo, se ha reportado que la efectividad contra la TBP en adultos va del 
0-80%6,46. Esto en parte, debido con la ausencia de creación de semillas mediante liofilización, ya que 
la propagación de la cepa BCG en diferentes países se realizó mediante pases continuos en diferentes 
condiciones de laboratorio, resultando en la generación de diferentes cepas BCG con características 
bioquímicas, moleculares e inmunobiológicas distintas47. 


Por lo tanto, además de las mutaciones que generó la atenuación entre 1908-1920, existe otra 
atenuación ocasionada por el sub-cultivo de la cepa vacunal BCG; ya que, a partir de 1924, la cepa de 
M. bovis BCG se envió a 20 países43,46. El sub-cultivo en diferentes condiciones de laboratorio dio lugar  
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Figura 3. Respuesta inmune generada por M. bovis BCG en los neonatos. A) Posterior a la inmunización, los 
macrófagos y las DC reconocerán los componentes micobacterianos por medio de los PRR como TLR-2, TLR-4 y 
TLR-9, desencadenando una respuesta inmune innata contra las micobacterias. B) Las DC migran a los nodos 
linfáticos, donde presentan los Ags micobacterianos a los linfocitos T CD4+ y CD8+, iniciando el proceso de una 
respuesta inmune adquirida. El inicio de esta respuesta adquirida desencadenará la producción de citocinas que 
activarán a otras células y, también, a los linfocitos B para generar células de memoria, plasmáticas y productoras 
de Ac contra los Ags específicos de las micobacterias. Figura obtenida y modificada de la ref. 43.



a diversas formulaciones autorizadas, entre las que se encuentran: la cepa Pasteur francesa (Pasteur 
1173P2), la cepa de Dinamarca (Denmark 1331), la cepa brasileña (BCG Mearou RJ), la cepa rusa 
(Moscow-369) y la cepa japonesa (Tokyo 172-1)43,46. Los reportes han mencionado que existen diferen-
cias genómicas, transcriptómicas y proteómicas entre estas cepas, debido a las diferentes condiciones 
de sub-cultivo46,47. Estas diferencias genéticas se denominan RD, encontrando que hay una deleción en 
la RD-2 en diferentes cepas obtenidas después de 1927, la cual codifica para diferentes proteínas anti-
génicas40. En la Figura 4 se muestran algunos resultados inmunobiológicos encontrados entre las prin-
cipales cepas BCG46-50.
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Figura 4. Comparación de la respuesta inmune generada por las principales cepas BCG. Se ha reportado que las 
diferentes cepas BCG generan diversos tipos de respuesta inmune cuando se comparan entre sí. Las cepas más 
estudiadas son las cepas Denmark, Mearou, Pasteur y Tokyo, las cuales se han comparado con: A) Moscow-369, 
B) Tokyo, C) China, D) Mearou y E) Denmark.

d,e



La OMS ha incluido la vacuna BCG en el programa de inmunización infantil desde 1974 y hasta 
2018, se ha incluido en los programas de vacunación de 180 países43. Sin embargo, la variabilidad 
genética que presentan las diferentes cepas sigue siendo uno de los principales retos en la prevención 
contra la TB, ya que la respuesta inmunológica generada por cada cepa BCG es variante. 


1.6. Nuevas vacunas contra la TB 


A pesar de que la vacuna BCG sigue mostrando ser efectiva para prevenir las formas más severas de la 
TB en la infancia, como son la TB miliar y meníngea, tiene un espectro de protección contra la TBP en la 
edad adulta incierto; así como una respuesta inmunológica variable, dependiendo de la cepa utilizada. 
Además, se ha reportado que la vacuna BCG disminuye su protección conforme pasa el tiempo, siendo 
eficaz para proteger contra la TB hasta los 10-15 años post-vacunación51. Aunado a esto, es importante 
recordar que la TB sigue siendo una de las principales causas de muerte a nivel mundial, con un difícil 
diagnóstico, y con grandes retos farmacológicos para tratar la enfermedad, por lo que es de gran 
importancia la invención y desarrollo de nuevas vacunas.  


En la actualidad, existen cerca de 20 candidatas a vacuna en estudios clínicos, de las cuales sólo 14 
se encuentran en evaluación activa en diferentes fases clínicas (Fase I-Fase III)52. En la Figura 5 se resu-
men las características de estas vacunas. 
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Figura 5. Candidatas a vacuna que se encuentran en estudios clínicos de manera activa. Dentro de las candi-
datas a vacuna contra la TB, se encuentra: 1) Vacunas candidatas derivadas de fragmentos o células enteras de 
micobacterias inactivadas o muertas (RUTI, MIP, Vaccae y DAR-901). 2) Vacunas candidatas derivadas de células 
vivas atenuadas (VPM1002, BCG y MTBVAC). 3) Vacunas candidatas derivadas de vectores virales vivos atenua-
dos o de replicación deficiente que expresan componentes antigénicos de M. tuberculosis (Ad5 Ag85A, TB/FLU- 
04L y ChAdOx1.85/MVA85A). 4) Vacunas candidatas derivadas de proteínas de fusión en conjunto con un adyu-
vante (ID93:GLA-SE, GamTBvac, M72:AS01E y H56:IC31). Figura obtenida y modificada de la ref. 52.



Aunque hay diversas candidatas a vacuna en estudios clínicos, y otras más en estudios pre-clínicos, 
existen diferentes retos que no han permitido la licencia de una nueva vacuna contra la TB. Entre estos 
retos se encuentran demostrar: dosis de aplicación, seguridad y eficacia; tolerancia e inmunogenicidad 
en la población objetivo; reactogenicidad (farmacovigilancia de las reacciones adversas generadas por 
las vacunas); y, sobre todo, demostrar que no hay reversibilidad de la virulencia en las cepas 
atenuadas, toxicidad y carcinogénesis53. Aunado a esto, la TB sigue siendo una emergencia de salud 
pública a nivel mundial por lo que es importante la innovación y desarrollo de nuevas vacunas para 
cubrir con las necesidades que no ha cubierto la vacuna BCG. A este respecto, el grupo del Dr. Mario 
Alberto Flores Valdez (CIATEJ, México) desarrolló dos cepas candidatas a vacuna contra la TB,  M. bovis 
BCGΔBCG1419c y M. bovis BCGΔBCG1419c::Rv1354c, derivadas de la cepa parental M. bovis BCG54. 
Ambas cepas fueron proporcionadas por el Dr. Flores, para las evaluaciones de esta investigación.


1.6.1. Mycobacterium bovis BCGΔBCG1419c


La cepa mutante candidata a vacuna M. bovis BCGΔBCG1419c fue desarrollada a partir de una cepa 
de M. bovis BCG 1173P2, la cual mostró una mutación en el gen BCG1419 (homólogo al Rv1357c) 
generada por un transpasón54,55. El gen BCG1419c, codifica para una fosfodiesterasa (PDE) que se 
encarga de escindir al segundo mensajero c-di-GMP (cyclic di guanosine monophosphate) y su 
deleción causa un aumento en la concentración de c-di-GMP55,56. 


El c-di-GMP es una molécula intracelular pequeña que actúa como un segundo mensajero, que 
participa en diversas funciones y es sintetizada a partir de dos nucleótidos GTP (guanosín trifosfato) por 
parte de las DGC (diguanilato ciclasas, que contienen un dominio GGDEF) y es degradada a pGpG (5’-
phosphoguanylyl-(3’-5’)-guanosine) o GMP (guanosín monofosfato) por las PDE (que contienen un do-
minio EAL)57,58. Los c-di-GMP se unen a diversos efectores como: ribointerruptores, proteínas, comple-
jos proteicos y enzimas, los cuales participan en diversos procesos como: desarrollo, morfogénesis, 
transición en el ciclo de vida móvil a sésil en diversas bacterias, y en la formación de biopelícula58,59. En 
cuanto a la formación de biopelícula, se ha establecido como regla general que la actividad de las 
DGC y las PDE determinan la concentración intracelular de los c-di-GMP, correlacionando niveles altos 
de c-di-GMP con la formación de biopelícula en diversas bacterias58. 


En las micobacterias, se han identificado dos genes relacionados con la señalización del c-di-GMP, 
el gen Rv1354c (con dominios GGDEF-EAL) y el Rv1357c (homólogo al BCG1419c, que contiene un 
solo dominio EAL), los cuales están muy bien conservados en las cepas M. tuberculosis H37Rv, M. 
tuberculosis H37Ra y M. bovis BCG60. La deleción del gen Rv1357c se ha asociado con una disminución 
en la tasa de crecimiento de M. bovis BCG dentro de macrófagos murinos, sugiriendo un vínculo entre 
la señalización del c-di-GMP y la infectividad de M. tuberculosis54,60. Con base en estos resultados, se 
han realizado diferentes investigaciones para evaluar a la cepa M. bovis BCGΔBCG1419c, al presentar 
una deleción del gen BCG1419c y presentando una inserción de un gen de resistencia a la higromicina 
(denominada M. bovis BCGΔBCG1419cHygR)55. 


Se ha evidenciado que ratones vacunados con la cepa M. bovis BCGΔBCG1419cHygR aumenta su 
persistencia en los pulmones y bazo en ratones inmunocompetentes BALB/c, en comparación con los 
ratones vacunados con la cepa parental BCG61. Basado en los resultados de la mutante M. bovis 
BCGΔBCG1419cHygR se generó una segunda mutación en esta cepa, ahora denominada M. bovis 
BCGΔBCG1419c, la cual: carece del gen de resistencia a los antibióticos, carece de más nucleótidos 
correspondientes al gen BCG1419c (918 nucleótidos) y se construyó a partir de otra cepa parental 
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BCG (ATCC 35734) (Figura 6)56. Esta nueva mutante secreta mayores cantidades de proteínas Tuf, 
DnaK, GroEL1 y GoES, que son abundantes en el PPD (purified protein derivative); y, además, mostró 
modificaciones en la producción de proteínas involucradas en el metabolismo redox y en el metabolis-
mo del nitrógeno/proteínas56. Esta nueva mutante fue creada como necesidad para cumplir con requi-
sitos establecidos por el consenso de Ginebra en Suiza, para nuevas vacunas derivadas de micobacte-
rias vivas, en preparación para su posterior evaluación clínica56,62-64.


Dentro de los diversos estudios pre-clínicos de la cepa M. bovis BCGΔBCG1419c se ha evaluado: 
inmunogenicidad, seguridad, protección y prevención contra la TB. Esta cepa aún se encuentra en 
estudios pre-clínicos, bajo la hipótesis de que la producción de biopelícula asemeja aspectos patológi-
cos de la TB, sugiriendo que podría ser más eficiente que la cepa parental BCG64. En la Tabla 2 se 
resume los estudios realizados con esta cepa candidata a vacuna61,64-68.


1.6.2. Mycobacterium bovis BCGΔBCG1419c::Rv1354c


Como se describió anteriormente, en las micobacterias se han descrito dos genes relacionados con la 
señalización del c-di-GMP: Rv1354c y Rv1357c60. Mientras que la deleción del gen Rv1357c 
(BCG1419c) se ha asociado con una atenuación en el crecimiento, no se ha encontrado evidencias de 
que el gen Rv1354c sea esencial para la supervivencia e infectividad de M. tuberculosis60. Debido a 
esto, el grupo del Dr. Flores Valdez generó una segunda mutante candidata a vacuna, M. bovis 
BCGΔBCG1419c::Rv1354c, la cual además de carecer del gen BCG1419c, presenta una inserción del 
gen Rv1354c, el cual codifica para una DGC que se encarga de producir más cantidades de c-di-GMP 
debido a su dominio GGDEF. Esta cepa no ha sido patentada y no se han reportado estudios previos, 
por lo que no se cuenta con mayor información, siendo este estudio pionero en las evaluaciones pre-
clínicas de esta cepa. 


Aunque son interesantes y prometedores los resultados de la evaluación de estas mutantes en 
modelo murino, ahora surge la necesidad de iniciar su evaluación en muestras humanas ya que es la 
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Figura 6. Deleción genética que presenta la cepa candidata a vacuna M. bovis BCGΔBCG1419c. La deleción del 
gen BCG1419c en la cepa candidata a vacuna, evita la codificación de la c-di-GMP PDE, la cual se encarga de 
escindir al segundo mensajero c-di-GMP. Esta característica permite que se concentre el c-di-GMP en el interior 
de la célula. El incremento del c-di-GMP se correlaciona con la producción de biopelícula. Creada a partir de la 
ref. 64.
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dirección para el desarrollo de una vacuna contra la TB con la finalidad de constituir una alternativa a la 
vacuna BCG. 


2. JUSTIFICACIÓN


Debido a que la TB es una de las principales causas de defunción a nivel mundial, a que existen 
diversos factores que evitan la erradicación de la TB y a que solo existe una vacuna como medida 
preventiva, la cual presenta una efectividad incierta. Es necesario, el desarrollo de nuevas vacunas 
contra la TB. En este sentido, se han desarrollado dos cepas mutantes candidatas a vacuna (M. bovis 
BCGΔBCG1419c y M. bovis BCGΔBCG1419c::Rv1354c) para cubrir con estas necesidades. En particu-
lar, M. bovis BCGΔBCG1419c se ha utilizado en estudios in vivo e in vitro en modelo murino y de coba-
yo, para evaluar la inmunogenicidad, efectividad y protección de la cepa; donde se han encontrado 
resultados prometedores. Por otro lado, M. bovis BCGΔBCG1419c::Rv1354c aún no ha sido evaluada 
ni reportada, por lo que es necesario su evaluación. 


Es indispensable investigar la inmunidad que se genera con las cepas candidatas a vacuna en célu-
las humanas de manera in vitro. En este trabajo de investigación se propone evaluar algunos aspectos 
de la respuesta inmune en células humanas, como los leucocitos de sangre periférica. En particular se 
busca evaluar dos aspectos inmunológicos, el control de crecimiento intracelular y la producción de 
citocinas pro-inflamatorias, debido a que son mecanismos bactericidas y celulares importantes para 
diversas interacciones fisiológicas. Se piensa que la característica de crecer en biopelícula de las cepas 
mutantes les podría permitir permanecer por más tiempo y, por lo tanto, las células del sistema inmune 
tendrían la oportunidad de interaccionar por un tiempo más prolongado desarrollando una respuesta 
inmune más eficiente y duradera. En este sentido, es fundamental conocer si las células humanas son 
capaces de controlar el crecimiento de las cepas candidatas a vacuna y, así mismo, si son capaces de 
desencadenar una respuesta inmunológica mediada por citocinas. 


3. HIPÓTESIS


Los cambios inducidos en las cepas M. bovis BCGΔBCG1419c y M. bovis BCGΔBCG1419c::Rv1354c 
permitirán que los leucocitos de sangre periférica tengan una mejor eficiencia para controlar su 
crecimiento intracelular, así como de inducir una mayor producción de citocinas pro-inflamatorias. 


4. OBJETIVO GENERAL


Evaluar el control de crecimiento intracelular y la producción de citocinas pro-inflamatorias de los 
leucocitos de sangre periférica frente a la infección con las micobacterias mutantes candidatas a 
vacuna contra la TB. 


4.1. Objetivos particulares


1. Evaluar la capacidad de los leucocitos de sangres periférica para controlar el crecimiento de M. 
bovis BCGΔBCG1419c o M. bovis BCGΔBCG1419c::Rv1354c después de ser fagocitadas, median-
te la medición de unidades formadoras de colonias (UFC).


2. Evaluar la producción de citocinas pro-inflamatorias en los sobrenadantes de los leucocitos de 
sangre periférica infectados con M. bovis BCGΔBCG1419c o M. bovis BCGΔBCG1419c::Rv1354c, 
mediante la técnica de ELISA.
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5.  MATERIALES Y MÉTODOS


Este protocolo fue aprobado por parte del Comité de Investigación, el Comité de Ética en Investiga-
ción y el Comité de Bioseguridad del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias “Ismael Cosío 
Villegas” (INER) y se realizó en el Departamento de Investigación en Microbiología del INER. Todos los 
voluntarios incluidos en el protocolo firmaron una carta de consentimiento.


5.1. Grupo de estudio


Se incluyeron 15 voluntarios sanos de población abierta, con un rango de edad de 18-59 años, los 
cuales no estuvieran en contacto previo con pacientes con TBP.


A todos los voluntarios se le realizaron estudios de laboratorio como biometría hemática, química 
sanguínea, hemoglobina glicada, insulina y perfil de lípidos. Adicionalmente, se les tomó una placa de 
tórax y se les aplicó una prueba intradérmica PPD, haciendo una lectura a las 72 h. A los voluntarios se 
les aplicó un cuestionario para recabar información médica.


Se excluyeron a los participantes que presentaran: infección con VIH, embarazo, anemia (Hb ≤ 10 
mg/dl), tratamiento con inmunosupresores, creatinina >1.2 mg/dl, afección renal y DM2.


5.2. Toma de muestra de sangre periférica


A los voluntarios se les tomó una muestra de 12 ml de sangre venosa por método de flebotomía 
estándar en tubos con heparina.


5.3. Cultivo de las micobacterias


Las micobacterias M. tuberculosis H37Ra (ATCC 2167), M. bovis BCG (ATCC 35734), M. bovis 
BCGΔBCG1419c (donada por el Dr. Flores Valdez) y M. bovis BCGΔBCG1419c::Rv1354c (donada por 
el Dr. Flores Valdez) se sembraron en medio líquido 7H9 suplementado con 10% OADC y 0.05% de 
Tween 80. Se incubaron en agitación constante a 37ºC durante 21 días. Posteriormente, se cosecharon 
en tubos de 50 ml y se centrifugaron a 3,000 rpm durante 15 minutos a temperatura ambiente (TA). Se 
desechó el sobrenadante y la masa micobacteriana se resuspendió al 10% del volumen original del 
cultivo con medio 7H9 suplementado. De la suspensión de micobacterias se hicieron alícuotas de 1ml 
y se almacenaron a -70ºC. Después, se determinó su concentración haciendo diluciones seriadas 1:10 
en medio 7H9 suplementado, las cuales se sembraron por triplicado en agar 7H10. Se incubaron 
durante 21 días a 37ºC para que las bacterias se encontraran en fase estacionaria del crecimiento. Se 
contaron las UFC y se determinó la concentración del stock en UFC/ml. Estas micobacterias fueron 
utilizadas para los experimentos de infección. 


5.4. Modelo de infección en sangre (control de crecimiento intracelular)


Con la finalidad de evaluar la capacidad de los leucocitos de sangre periférica para controlar el 
crecimiento de las micobacterias, se utilizó el modelo de infección en sangre. Se marcaron tubos de 2 
ml con tapón de rosca de acuerdo a la cinética del estudio (1, 24 y 48 h post-infección). A cada tubo se 
agregaron 300 µl de sangre y se infectaron con 150 µl de la micobacteria correspondiente (MOI 5), y se 
agregaron 150 µl de PBS. Los tubos fueron cerrados y se incubaron a 37ºC al 5% de CO2 con agitación 
suave y constante. A los tiempos indicados, los tubos se centrifugaron a 12,000 rpm durante 10 
minutos a TA. Se separaron los sobrenadantes, y fueron transferidos a tubos spin X (Corning Costar, 
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USA), y se centrifugaron a 12,000 rpm durante 10 minutos a TA. Los sobrenadantes se almacenaron a 
-70ºC para posteriormente hacer la determinación de citocinas pro-inflamatorias. 


Mientras que al paquete celular se le agregó 1 ml de agua estéril y se incubó a TA durante 10 
minutos, agitando brevemente con vórtex a los 5 minutos. Los tubos se centrifugaron a 12,000 rpm 
durante 10 minutos a TA y se eliminó el sobrenadante; el paquete celular se resuspendió con ayuda de 
vórtex. Se hicieron 4 diluciones seriadas 1:10 tomando todo el paquete celular y agregándolo a un 
tubo con 450 µl de medio 7H9 suplementado, se mezcló y se transfirieron 50 µl de la dilución al 
siguiente tubo, y así sucesivamente. Se sembraron, por triplicado, 10 µl de cada dilución en agar 7H10 
suplementado. Se incubaron a 37ºC con 5% de CO2, durante 14-21 días. Se contaron las UFC y se hizo 
un promedio, reportando en UFC/ml.


5.5. Producción de citocinas pro-inflamatorias


Para determinar la producción de citocinas pro-inflamatorias (TNF-𝛼 e IFN-𝛾) se utilizó un ELISA de tipo 
sándwich. Las placas de 96 pozos se recubrieron con Ac anti-TNF-𝛼 (1:500) o anti-IFN-𝛾 (1:1000), y se 
incubaron a 37ºC durante dos horas. Se retiraron las soluciones y los pozos se lavaron tres veces con 
solución de lavado. Posteriormente los pozos se bloquearon con superblock (Pierce, cat. 17-516Q) 
durante 30 minutos a 37ºC. Se retiró el superblock y se añadieron los sobrenadantes obtenidos de los 
ensayos de infección, incluyendo curva de calibración con concentraciones de la citocina (TNF-𝛼 e IFN-
𝛾), y se incubaron a 37ºC durante dos horas. Los pozos se lavaron tres veces con solución de lavado y 
se añadió un segundo Ac antiTNF-𝛼 o anti-IFN-𝛾 (conjugado a biotina, 1:1000); se incubaron durante 30 
minutos a TA. Luego, los pozos se lavaron seis veces y se añadió el sustrato de fosfatasa, y se incubaron 
durante 20 minutos a TA. Finalmente, se añadió NaOH 1M, para parar la reacción, y se hizo la lectura de 
absorbancia a 405 nm. La concentración de TNF-𝛼 e IFN-𝛾 se determinó utilizando la curva estándar y 
se reportó en pg/ml.


5.6. Análisis estadísticos


Para evaluar el control de crecimiento intracelular y la producción de citocinas pro-inflamatorias, se 
realizaron pruebas de normalidad (Shapiro-Wilk) y se utilizó un alfa de 0.05 (𝛼=0.05). Los resultados no 
mostraron una distribución normal, por lo que se realizaron pruebas de Friedman (𝛼=0.05), pruebas no 
paramétricas, donde se comparó el tiempo de cada muestra. Al finalizar, se realizó une prueba de 
Wilcoxon (𝛼=0.05), para muestras pareadas y se consideró una p menor a 0.05 (p<0.05) para estable-
cer la significancia estadística. Los análisis y las gráficas se realizaron utilizando el Software GraphPad 
Prism versión 9.4.1


6. RESULTADOS


6.1. Características del grupo de estudio


Las características clínicas y demográficas de la población de estudio, voluntarios sanos, se encuentran 
en la Tabla 3. Se incluyeron 8 mujeres y 7 hombres, con una mediana de edad de 45 años. El índice de 
masa corporal (IMC) hace referencia a una población con sobrepeso, en comparación con los valores 
de referencia. Solo uno de los voluntarios no recibió la aplicación de la vacuna BCG, y sólo un 
voluntario fue positivo a la prueba intradérmica de PPD. La mediana del LDL (low-density lipoprotein) 
se encontró dentro del rango subóptimo. La población mostró una mediana de 95 mg/dl de glucosa, 
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encontrándose dentro de los valores de referencia. Sin embargo, la población mostró una mediana de 
5.7% de hemoglobina glicada, haciendo referencia a una población con posibles alteraciones de 
glucosa en ayunas o con pre-diabetes. El análisis de las placas de tórax mostró que ninguno de los 
voluntarios presentó alteraciones pulmonares. 


6.2. Control del crecimiento intracelular


Con el objetivo de evaluar la capacidad de los leucocitos de sangre periférica para controlar el creci-
miento de las diferentes micobacterias después de ser fagocitadas, cuantificamos las UFC a la hora, 24 
y 48 horas post-infección. En la Figura 7a observamos que no hubo diferencias significativas a las 
diferentes horas post-infección, demostrando que los leucocitos mantuvieron constante el control in-
tracelular de M. tuberculosis H37Ra. Por otro lado, como se observa en la Figura 7b, hubo una disminu-
ción de las UFC de M. bovis BCG a las 24 y 48 horas post-infección, en comparación con la primera 
hora post-infección (p=0.0052 y p=0.0001, respectivamente). Esto sugiere que los leucocitos fueron 
capaces de eliminar a M. bovis BCG, conforme pasó el tiempo, mostrando la capacidad de controlar el 
crecimiento al reducir la carga de M. bovis BCG. En cuanto a las micobacterias candidatas a vacuna, M. 
bovis BCGΔBCG1419c (Figura 7c) y M. bovis BCGΔBCG1419c::Rv1354c (Figura 7d), no se mostraron 
diferencias significativas en las diferentes horas post-infección, demostrando que los leucocitos fueron 
capaces de mantener un control constante de las micobacterias candidatas a vacuna de manera similar 
a M. tuberculosis H37Ra.


Al comparar cada tiempo post-infección entre las diferentes micobacterias, se observó que el 
patrón de las cepas mutantes (M. bovis BCGΔBCG1419c y M. bovis BCGΔBCG1419c::Rv1354c) fue 
similar al patrón presentado por M. tuberculosis H37Ra, sin mostrar diferencias significativas a las di-
ferentes horas del estudio (Figura Suplementaria 1). Esto podría plantear que los leucocitos de sangre 
periférica mantienen un control de crecimiento constante de estas micobacterias. Por otro lado, en la 
Figura S1a se observó que sólo M. tuberculosis H37Ra y M. bovis BCGΔBCG1419c mostraron un patrón 
diferente a M. bovis BCG, respecto a la primera hora post-infección (p=0.0112 y p=0.0015, respectiva-
mente). Esto podría sugerir que el control intracelular de M. bovis BCG es deficiente en comparación 
con M. tuberculosis H37Ra y M. bovis BCGΔBCG1419c a la primera hora post-infección. Sin embargo, a 
las 24 y 48 horas post-infección el control intracelular de M. bovis BCG presentó un patrón similar al de 
las demás micobacterias, sin mostrar diferencias significativas (Figura S1b,c). 


6.3. Producción de TNF-𝛼


En los sobrenadantes de los ensayos de infección se hizo la determinación de la producción de la 
citocina pro-inflamatoria TNF-𝛼 por los leucocitos de sangre periférica infectados con las diferentes 
micobacterias. Como se observa en la Figura 8a, los leucocitos infectados con M. tuberculosis H37Ra, 
no mostraron diferencias significativas en la producción de TNF-𝛼 durante la cinética del estudio. 
Además, como se observa en la Tabla 4 la producción de TNF-𝛼 mostró una mediana muy similar en el 
tiempo basal (1 hora) y a las 24 y 48 h post-infección. Por otra parte, al infectar a los leucocitos con las 
cepas M. bovis BCG (Figura 8b), M. bovis BCGΔBCG1419c (Figura 8c) o M. bovis BCGΔBCG1419c:: 
Rv1354c (Figura 8d); en general se observó un patrón similar, al haber un aumento significativo en la 
producción de TNF-𝛼 a las 24 y 48 h post-infección en comparación con el tiempo basal (1 hora).


En la Figura 8b se muestra que a las 24 y 48 horas post-infección con la cepa vacunal M. bovis BCG, 
hubo un aumento en la producción de TNF-𝛼 respecto a la primera hora (basal), mostrando diferencias 
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significativas (p=0.0067 y p=0.0004, respectivamente). Por otro lado, en la Figura 8c se puede observar 
que hubo un aumento en la producción TNF-𝛼 por parte de los leucocitos al ser infectados con la cepa 
candidata a vacuna M. bovis BCGΔBCG1419c, a las 24 y 48 horas post-infección (p=0.0125 y 
p=0.0181, respectivamente). Por último, en la Figura 8d se muestra la producción de TNF-𝛼 por parte 
de los leucocitos al ser infectados con la cepa candidata a vacuna M. bovis BCGΔBCG1419c::Rv1354c, 
mostrando un aumento en la producción de esta citocina a las 24 y 48 horas post-infección (p=0.0004 

20

Figura 7. Control intracelular de las cepas candidatas a vacuna contra la TB (M. bovis BCGΔBCG1419c y M. 
bovis BCGΔBCG1419c::Rv1354c) por los leucocitos. La sangre obtenida se infectó con las diferentes 
micobacterias, y a los tiempos indicados se realizaron los ensayos de cuantificación de UFC para medir la 
carga bacteriana de: A) M. tuberculosis H37Ra, B) M. bovis BCG, C) M. bovis BCGΔBCG1419c y D) M. bovis 
BCGΔBCG1419c::Rv1354c. Wilcoxon test (*=p<0.05, **=p<0.009, ***=p<0.0009). n=15. La línea horizontal 
representa la mediana. 
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Figura 8. Los leucocitos produjeron TNF-𝛼 al ser infectados con las cepas candidatas a vacuna contra la TB (M. 
bovis BCGΔBCG1419c y M. bovis BCGΔBCG1419c::Rv1354c), de manera similar que la cepa vacunal BCG. La 
sangre obtenida se infectó con las diferentes micobacterias, y a los tiempos indicados se obtuvieron los 
sobrenadantes para medir la producción de TNF-𝛼. A) M. tuberculosis H37Ra, B) M. bovis BCG, C) M. bovis 
BCGΔBCG1419c y D) M. bovis BCGΔBCG1419c::Rv1354c. Wilcoxon test (*=p<0.05, **=p<0.009, ***=p<0.0009). 
n=15. La línea horizontal representa la mediana. 



y p=0.0006, respectivamente). Estos resultados indican que las cepas candidatas a vacuna (M. bovis 
BCGΔBCG1419c y M. bovis BCGΔBCG1419c::Rv1354c) promueven una respuesta inflamatoria media-
da por la producción de TNF-𝛼, de manera similar a la cepa parental M. bovis BCG.


A pesar de estos hallazgos, es importante mencionar que tanto la cepa parental M. bovis BCG como 
la cepa candidata a vacuna M. bovis BCGΔBCG1419c muestran una tendencia en inducir menor 
producción de TNF-𝛼 en comparación con M. bovis BCGΔBCG1419c::Rv1354c (Tabla 4). Sin embargo, 
al comparar la producción de TNF-𝛼 en cada tiempo, entre las diferentes micobacterias, sólo se 
observó que la cepa M. bovis BCGΔBCG1419c indujo menor producción de TNF-𝛼 en comparación 
con la cepa M. bovis BCGΔBCG1419c::Rv1354c a las 24 y 48 horas post-infección (p=0.0028 y 
p=0.0105, respectivamente) (Figura S2b,c). Además, en el tiempo basal de una hora se observó que 
los leucocitos de sangre periférica, correspondientes al grupo infectado con M. tuberculosis H37Ra, 
mostraron una mayor producción de TNF-𝛼 en comparación con los grupos infectados con M. bovis 
BCG y M. bovis BCGΔBCG1419c (p=0.0242 y p=0.0069, respectivamente) (Figura S2a).


6.4. Producción de IFN-𝛾


Complementariamente, se evaluó la producción de la citocina pro-inflamatoria IFN-𝛾 en los sobrena-
dantes de los experimentos de infección de los leucocitos de sangre periférica al ser infectados con las 
diferentes micobacterias. No se observó un aumento significativo en la producción de IFN-𝛾 durante la 
cinética de estudio por parte de los leucocitos al ser infectados con las cepas M. tuberculosis H37Ra 
(Figura 9a), M. bovis BCG (Figura 9b) y M. bovis BCGΔBCG1419c (Figura 9c). Por otro lado, en la Figura 
9d se observa que hubo un aumento en la producción de IFN-𝛾 cuando los leucocitos de sangre 
periférica fueron infectados con la cepa candidata a vacuna M. bovis BCGΔBCG1419c::Rv1354c. Este 
aumento mostró diferencias significativas a las 24 y 48 horas post-infección (p=0.0273 y p=0.0234, 
respectivamente). Sin embargo, como se observa en la Tabla 5, los niveles de producción de IFN-𝛾 
fueron bajos. Además, al comparar la producción de IFN-𝛾 en cada tiempo, no se observaron diferen-
cias significativas en la producción de esta citocina inducida por M. bovis BCGΔBCG1419c::Rv1354c 
en comparación con las demás micobacterias (Figura S3).
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7. DISCUSIÓN


Actualmente, debido a la pandemia ocasionada por el SARS-CoV-2, la generación de nuevas vacunas 
ha mostrado un gran auge, ya que son una necesidad mundial para prevenir diversas enfermedades, 
mostrando un costo-beneficio elevado para la población mundial. Si bien, ya existen vacunas para 
prevenir ciertas enfermedades, es de suma importancia generar nuevas vacunas para cubrir con las 
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Figura 9. Los leucocitos indujeron una mayor producción de IFN-𝛾 al ser infectados con la cepa candidata a 
vacuna M. bovis BCGΔBCG1419c::Rv1354c. La sangre obtenida se infectó con las diferentes micobacterias, 
y a los tiempos indicados se obtuvieron los sobrenadantes para medir la producción de IFN-𝛾. A) M. 
tuberculosis H37Ra, B) M. bovis BCG, C) M. bovis BCGΔBCG1419c y D) M. bovis BCGΔBCG1419c::Rv1354c. 
Wilcoxon test (*=p<0.05, **=p<0.009, ***=p<0.0009). n=15. La línea horizontal representa la mediana. 



necesidades que van surgiendo en el transcurso del tiempo, entre las que se encuentran: variabilidad 
genética y deriva génica de los microorganismos; así como efectividad variable de las vacunas, tiempo 
corto o variable de protección, y efectividad baja o nula contra diferentes formas de la enfermedad a 
prevenir.


Pese a que se cuenta con una vacuna para prevenir la TB, la vacuna BCG tiene una efectividad muy 
variable y conforme pasa el tiempo post-vacunación va disminuyendo su capacidad protectora, por lo 
que no protege contra la TBP en adultos. Aunado a esto, la TB sigue mostrando índices elevados de 
mortalidad y, además, la cuarta parte de la población mundial está infectada con el bacilo causante de 
la TB3,4. Es por esto que, se han generado nuevas vacunas, entre las que se encuentran las vacunas 
derivadas de micobacterias vivas atenuadas como MTBVAC y VPM1002 (ambas se encuentran en 
estudios clínicos)52, o como las cepas candidatas a vacuna reportadas en este trabajo, M. bovis 
BCGΔBCG1419c y M. bovis BCGΔBCG1419c::Rv1354c, las cuales se encuentran en estudios pre-
clínicos. La única vacuna que ha sido evaluada y que ha mostrado resultados prometedores en 
diferentes modelos en roedores ha sido la cepa M. bovis BCGΔBCG1419c. Sin embargo, surge la 
necesidad de seguir realizando evaluaciones pre-clínicas, ahora en en células humanas, para seguir 
avanzando hacia las siguientes fases de desarrollo. 


Estudios previos han reportado que la cepa mutante M. bovis BCGΔBCG1419cHygR mostró ser 
inmunogénica, segura, preventiva e incluso protectora, al disminuir daño tisular, en los diferentes 
modelos murinos en comparación con la cepa parental M. bovis BCG (Tabla 2)61,65-68. Sin embargo, en 
este proyecto se evaluó a la cepa M. bovis BCGΔBCG1419c, la cual no ha sido tan ampliamente 
evaluada como M. bovis BCGΔBCG1419cHygR, pero si ha mostrado resultados prometedores como 
son: mayor seguridad, mayor supervivencia en ratones atímicos (CAnN.Cg-Foxn1nu/Crl); mejor efec-
tividad para controlar la patogenia de la TBP al reducir citocinas pro-inflamatorias, reducir carga bacilar 
y daño tisular en los pulmones; así como la reducción de la severidad en el bazo, mejorando el control 
de la patogenia contra la TB extrapulmonar (Tabla 2)64. 


Con este proyecto de investigación hemos iniciado una fase experimental pre-clínica en células 
humanas de voluntarios sanos. Donde observamos que al infectar a los leucocitos de sangre periférica 
con la cepa vacunal M. bovis BCG, los leucocitos redujeron y controlaron el crecimiento intracelular de 
esta micobacteria al cuantificar las UFC conformé pasó el tiempo post-infección (Figura 7b). Por otro 
lado, en comparación con las cepas candidatas a vacuna M. bovis BCGΔBCG1419c (Figura 7c) y M. 
bovis BCGΔBCG1419c::Rv1354c (Figura 7d), se puede observar que los leucocitos mantuvieron un 
control intracelular constante de estas micobacterias a los diferentes tiempos del estudio, ya que no 
hubo un aumento o disminución de la carga bacteriana. Además, al comparar las UFC de todas las 
micobacterias con respecto al tiempo post-infección, se observó que M. tuberculosis H37Ra y M. bovis 
BCGΔBCG1419c fueron mejor controladas a la primera hora post-infección en comparación con la 
cepa parental M. bovis BCG (Figura S1a). Recordemos que la principal característica de ambas cepas 
candidatas a vacuna es crecer en biofilm; lo que podría darles una ventaja en inducir el desarrollo de 
una respuesta inmune más prolongada. Por lo tanto, nuestros resultados nos permitirían inferir en una 
perspectiva futura como vacuna, que las cepas M. bovis BCGΔBCG1419c y M. bovis BCGΔBCG1419c:: 
Rv1354c podrían ser controladas con una mejor eficiencia desde el inicio de la inoculación, y mante-
nerse por más tiempo, desarrollando una interacción inmunológica más prolongada. 


La biopelícula es una estructura extracelular en la que se encuentran agregados de microorganis-
mos, la cual consta de sustancias extrapoliméricas, proteínas de unión a carbohidratos y DNA extrace-
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lular (generalmente proviene de una autolisis de una subpoblación bacteriana)69-71. Esta estructura se 
ha asociado con una infección crónica en los humanos por parte de M. tuberculosis, debido a la resis-
tencia a los antibióticos que les brinda la biopelícula, así como una protección contra el sistema 
inmune72. Sin embargo, los componentes de las biopelículas en las micobacterias aún no están del 
todo claros y, sobre todo, la señalización para generar las biopelículas es un mecanismo complejo que 
incluye diversas vías73. Por lo tanto, nosotros inferimos que esta característica de crecer en biofilm, por 
parte de M. bovis BCGΔBCG1419c y M. bovis BCGΔBCG1419c::Rv1354c, puede asemejar aspectos de 
una enfermedad crónica por TB, permitiendo que las micobacterias residan y sean controladas por 
más tiempo por parte de los leucocitos de sangre periférica. Esto quizá permita una prolongación en el 
tiempo de interacción con las células del sistema inmune para favorecer el desarrollo de una respuesta 
de memoria más eficiente. Desconocemos si la falta de eliminación de las cepas candidatas tendrá 
repercusiones en los individuos. Sin embargo, se necesitan realizar más evaluaciones pre-clínicas en 
células humanas con una cinética mayor para demostrar la atenuación de estas cepas candidatas a 
vacuna.


Es importante mencionar que dentro de los leucocitos que se encuentran en la sangre, los neutrófi-
los (50-70%) y los monocitos (5-10%) son las principales células encargadas de fagocitar a los diversos 
microorganismos presentes en sangre. Por un lado, se ha reportado que los neutrófilos son las princi-
pales células en infiltrarse en los pulmones después de una infección por M. tuberculosis y, a su vez, 
muestran un mayor nivel de fagocitosis y una mayor generación de ROS en comparación con los 
macrófagos32,74. Por otro lado, se ha reportado que los monocitos pueden presentar tres subpoblacio-
nes, dependiendo de su cluster of differentiation (CD), dividiéndose en: clásicos (CD14++,CD16-), inter-
medios (CD14+,CD16+) y no clásicos (CD14+,CD16++)75. Se ha encontrado que en una infección por TB 
los monocitos más abundantes son los que presentan CD16+ (monocitos intermedios y no clásicos), los 
cuales se caracterizan por tener un comportamiento pro-inflamatorio al secretar citocinas como TNF-𝛼 
en respuesta a la infección, así como en participar en la proliferación y estimulación de células T 75. 
Estudios en ratones han reportado que los monocitos CD16+, producen niveles más altos de TNF-𝛼 
que los monocitos CD16- 75. Además, se ha mencionado que los neutrófilos secretan TNF-𝛼, para que 
actúen de manera autocrina, como de manera parácrina en las diferentes células inmunitarias76. Por lo 
tanto, esperaríamos que al ser células más abundantes en la sangre, los neutrófilos y los monocitos 
sean los encargados de fagocitar y controlar el crecimiento intracelular de las cepas candidatas a 
vacuna y, a su vez, sean las que produzcan este aumento de TNF-𝛼 observado en la Figura 8. Sin 
embargo, una de las limitaciones que presenta este trabajo es que no se analizaron las subpoblaciones 
de monocitos predominantes en sangre, ya que con los reportes mencionados anteriormente, nosotros 
esperaríamos que los monocitos CD16+ fueran más abundantes, permitiéndonos comprobar que el 
aumento en la producción de TNF-𝛼 se debe a éstas células, ya que los neutrófilos presentan una vida 
media más corta. 


Se observó que ambas cepas candidatas a vacuna, indujeron a los leucocitos de sangre periférica a 
producir una mayor cantidad de TNF-𝛼, conforme pasó el tiempo post-infección, encontrando que 
hubo un aumento significativo de esta citocina a las 24 y 48 h post-infección, en comparación con el 
tiempo basal (primera hora). Por otro lado, en conjunto con los resultados obtenidos para evaluar la 
capacidad que presentaron los leucocitos de sangre periférica para controlar el crecimiento intracelu-
lar de las micobacterias, nosotros inferimos que hay una posible relación entre el control del crecimien-
to de las micobacterias con la producción de TNF-𝛼. Por lo que, al mantener constante la carga bacilar 
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de los leucocitos, habrá una respuesta inmunológica eficiente por parte de los leucocitos, incrementan-
do la secreción del TNF-𝛼. Esta citocina, es muy importante en respuesta a una infección por M. 
tuberculosis, ya que se asocia con: proliferación y diferenciación de células inmunes, migración debida 
a procesos inflamatorios, participación en la activación de macrófagos por parte de los linfocitos T 
CD4+ y CD8+ y reclutamiento de células, en conjunto con diversas quimiocinas, para formar el granu-
loma37. Aunado a esto, es importante mencionar que al comparar la producción de TNF-𝛼 por parte de 
los leucocitos al ser infectados con las diferentes micobacterias, sólo M. bovis BCGΔBCG1419c:: 
Rv1354c indujo mayor producción de TNF-𝛼 en comparación con M. bovis BCGΔBCG1419c a las 24 y 
48 h post-infección (Figura S2b,c). Sin embargo, desconocemos si esta mayor producción de TNF-𝛼 
inducida por M. bovis BCGΔBCG1419c::Rv1354c sea perjudicial en un individuo, ya que si hay una res-
puesta inflamatoria exacerbada sin haber un equilibrio con la producción de citocinas anti-inflamato-
rias, se puede causar daño en los individuos.  


Adicionalmente, en comparación con el aumento en la producción de TNF-𝛼 por parte de los 
leucocitos al ser infectados con M. bovis BCG y  M. bovis BCGΔBCG1419c, los leucocitos no mostraron 
un aumento en la producción de IFN-𝛾 (Figura 9b,c). Sin embargo, los leucocitos si mostraron un 
aumento en la producción de IFN-𝛾 al ser infectados con la cepa M. bovis BCGΔBCG1419c::Rv1354c 
conforme transcurrió el tiempo post-infección (Figura 9d). Esta citocina es la principal molécula relacio-
nada con la protección contra la TB ya que se encarga de activar macrófagos, permitiendo una migra-
ción y cambio de función37. El grupo del Dr. Flores Valdez, ha reportado que en ratones C57BL/6 la 
cepa candidata a vacuna M. bovis BCGΔBCG1419c mostró una reducción en la producción de IFN-𝛾 en 
los pulmones, al ser infectados post-vacunación; mencionando que esta cepa candidata podría 
mantener un equilibrio en la respuesta inflamatoria68. Sin embargo, en nuestro estudio mostramos que 
este aumento en la producción de IFN-𝛾, le podría dar una ventaja a la cepa candidata a vacuna M. 
bovis BCGΔBCG1419c::Rv1354c, aunque sus niveles de producción son bajos (Tabla 5). Podríamos 
inferir que al administrarse de manera intradérmica, habrá una mayor activación de macrófagos M1, 
permitiendo un procesamiento y una presentación de Ags más eficiente. Sin embargo, debido a que la 
cepa M. bovis BCGΔBCG1419c mostró una disminución en la expresión de IL-1068, es necesario 
evaluar si la cepa M. bovis BCGΔBCG1419c::Rv1354c también tiende a inducir una menor producción 
de IL-10; ya que, en caso de haber una menor producción de esta citocina nos permitiría inferir que no 
habrá una diferenciación a macrófagos M2, los cuales se han asociado con una eliminación y presenta-
ción antigénica de las micobacterias deficiente. 


Una limitante que presenta este estudio es que no se evaluaron las citocinas anti-inflamatorias que 
se producen en este modelo de infección en sangre completa. Es importante considerar que una 
respuesta inflamatoria exacerbada puede causar daño tisular en el hospedero, por lo que es necesario 
evaluar la producción de citocinas anti-inflamatorias como IL-10, TFG-𝛽 e IL-4, las cuales tienen efectos 
reguladores en la TB77,78. Al evaluar estas citocinas anti-inflamatorias nos permitiría tener más respues-
tas sobre el equilibrio que podrían, o no, tener las células de la respuesta inmunológica que se desa-
rrolla con las mutantes candidatas a vacuna. Aunque todas estas hipótesis, son una perspectiva futura 
de lo que podría ocurrir en un individuo al ser vacunado. Sin embargo, aún se están realizando estas 
evaluaciones pre-clínicas de manera in vitro.  
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8. CONCLUSIÓN


Los leucocitos de sangre periférica fueron capaces de mantener un control constante del crecimiento 
intracelular de las cepas mutantes M. bovis BCGΔBCG1419c y M. bovis BCGΔBCG1419c::Rv1354c,  
candidatas a vacuna contra la TB, aunado a una producción elevada de TNF-𝛼 e IFN-𝛾. Sugiriendo que 
los cambios genéticos inferidos en ellas les podrían dar una ventaja, favoreciendo una interacción 
inmunológica más prolongada o una activación mayor, respecto a la cepa vacunal M. bovis BCG. 
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Figura S1. Control del crecimiento intracelular de las micobacterias por los leucocitos de sangre periférica. La 
sangre obtenida se infectó con las diferentes micobacterias  (M. tuberculosis H37Ra, M. bovis BCG, M. bovis 
BCGΔBCG1419c y M. bovis BCGΔBCG1419c::Rv1354c), y a los tiempos indicados se realizaron los ensayos de 
cuantificación de UFC para medir la carga bacteriana. A) 1 hora, B) 24 horas y C) 48 horas post-infección. 
Kruskal-Wallis test (*=p<0.05, **=p<0.009, ***=p<0.0009). n=15. La línea horizontal representa la mediana. 

Figura S2. Perfil de producción del TNF-𝛼 por parte de los leucocitos de sangre periférica al ser infectados con 
las diferentes micobacterias. La sangre obtenida se infectó con las diferentes micobacterias (M. tuberculosis 
H37Ra, M. bovis BCG, M. bovis BCGΔBCG1419c y M. bovis BCGΔBCG1419c::Rv1354c), y a los tiempos 
indicados se obtuvieron los sobrenadantes para medir la producción de TNF-𝛼. A) 1 hora, B) 24 horas y C) 48 
horas post-infección. Kruskal-Wallis test (*=p<0.05, **=p<0.009, ***=p<0.0009). n=15. La línea horizontal 
representa la mediana. 
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Figura S3. Perfil de producción del IFN-𝛾 por parte de los leucocitos de sangre periférica al ser infectados con 
las diferentes micobacterias. La sangre obtenida se infectó con las diferentes micobacterias (M. tuberculosis 
H37Ra, M. bovis BCG, M. bovis BCGΔBCG1419c y M. bovis BCGΔBCG1419c::Rv1354c), y a los tiempos 
indicados se obtuvieron los sobrenadantes para medir la producción de IFN-𝛾. A) 1 hora, B) 24 horas y C) 48 
horas post-infección. Kruskal-Wallis test (*=p<0.05, **=p<0.009, ***=p<0.0009). n=15. La línea horizontal 
representa la mediana. 



• Se presentó el cartel “Los leucocitos de sangre periférica mantienen el control de crecimiento intrace-
lular de las cepas mutantes M. bovis BCGΔBCG1419c y M. bovis BCGΔBCG1419c::Rv1354c, candida-
tas a vacuna contra la TB, aunado a una producción elevada de citocinas pro-inflamatorias” en el VI 
Congreso de la AMIINSHAE, 2022:
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