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Resumen

La medida mas importante de prevencién contra la tuberculosis es la vacunacién con
BCG; sin embargo, su eficacia protectora no ha sido consistente ya que varia entre 0 %
y 80 %. Ya se ha explorado de forma exitosa el uso de Mycobacterium microti (M.
microti) como vacuna en humanos, ya que es filogenéticamente mas cercana a M.
tuberculosis y no es patogena para el humano. Dada la homologia de M. microti con el
agente etioldgico de la tuberculosis, se sugiere su uso como vehiculo para la expresion
de antigenos inmunodominantes de M. tuberculosis, entre ellos el antigeno 85B
[Ag85B (30 kDa)] que induce respuestas B y T, y recombinada en BCG demostro
inmunidad protectora e incrementoé significativamente la eficacia comparada con la
vacuna BCG. En este trabajo se desarrollé una cepa recombinante con M. microti
(Mmr30) que expresa el antigeno 85B de M. tuberculosis. Para la clonacion del gen
Rv1886c se disenaron iniciadores con sitios de restriccion, con los cuales se amplifico
este gen por PCR. El amplicon fue purificado y clonado en el plasmido de expresion
pMV261. La seleccion del vector clonado con‘ el gen Rv1886¢ se realizo en la cepa E.
coli DH5-alfa. Los plasmidos seleccionados se hibridaron con la sonda del Rv1886c. El
plasmido clonado se denominé pMV261-30kDa y se utilizé para la transformacion de
células competentes de M. microti por electroporacion. La deteccion de la proteina
recombinante en la clona obtenida se realizd por electroforesis en gel de poli-
acrilamida y se confirmé por inmunodot con el anticuerpo monoclonal 49T especifico
contra la proteina de 30 kDa. Se obtuvo la transformacion de M. microti con el vector
PMV261-30kDa y se detecto la expresion de la proteina de 30 kDa. Se corrobor6 en
ensayos de inmunodot en los que se utilizo el anticuerpo monoclonal 49T especifico

contra el antigeno 85B de M. tuberculosis.

vii
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1. Antecedentes

1.1 Tuberculosis

La tuberculosis es una enfermedad muy antigua, en restos humanos de la Edad
de Piedra y en los esqueletos de algunas de las primeras momias egipcias se han
identificado lesiones atribuibles a la tuberculosis. En el siglo XVl se le conocia como
la “peste blanca”. Las caracteristicas de la tuberculosis respiratoria y espinal fueron

descritas por Hipocrates alrededor de 400 a.C. [13, 29, 39, 49].

Esta enfermedad es infecto-contagiosa y se identifica por la presencia de
lesiones semejantes a tubérculos y necrosis caseosa en el pulmon. Es causada por un
grupo de micobacterias conocidas como “complejo Mycobacterium tuberculosis”, el
cual se conforma por las especies M. tuberculosis, M. bovis, M. bovis BCG, M.
africanum, M. canetti y M. microti [7, 19, 26, 30, 35, 46].

1.2 Mycobacterium tuberculosis

Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis) también conocido como el “bacilo
de Koch”, es el principal agente causal de la tuberculosis humana, fue descubierto por

Robert Koch en 1882, quien aislé la bacteria de lesiones tuberculosas [30, 41, 46, 48].

Este microorganismo se clasifica taxondmicamente dentro del Orden de los
Actinomycetales, el cual a su vez esta dentro de la clase Actinomycetae. Este Orden
contiene ocho familias entre las cuales se encuentra la Familia Mycobacteriaceae, con

un solo género: Mycobacterium [48].
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1.3 Epidemiologia

La tuberculosis representa un serio problema de salud mundial, debido a que se
estima que anualmente se infectan de 8 a 10 millones de personas y mueren de 2 a 3
millones. Esta situacion se agrava debido a la creciente coinfeccién con el virus de
inmunodeficiencia humana (VIH), situacion en la que el riesgo anual de desarrollar
tuberculosis se incrementa de 7-10 % y al surgimiento de cepas de M. tuberculosis
farmaco-resistentes [6, 44, 49).El uso de tratamientos inmunosupresores es un factor
que incrementa el riesgo a desarrollar la enfermedad en aqguellos sujetos que

presentan una infeccion latente [32].

La tuberculosis se presenta en todo el mundo independientemente de factores
geograficos o raciales (Figura 1). Sin embargo, la mayor incidencia se concentra en los
paises en vias de desarrollo, frecuentemente asociado a las clases socioeconémicas
bajas, siendo caracteristicos la desnutricion, el hacinamiento humano y las malas
condiciones de higiene en estas regiones. Un grupo de alto riesgo de infeccion lo
constituyen los trabajadores de la salud y las personas que conviven con pacientes con
tuberculosis pulmonar activa. La diabetes y la silicosis pulmonar son padecimientos

que predisponen at desarrollo de la tuberculosis [38].

Debido a que a nivel mundial se ha incrementado el nimero de casos de
tuberculosis, en abril de 1993 la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) declaré el

estado de emergencia global contra la tuberculosis [22].

1.3.1 Tuberculosis en México

En México la tuberculosis afecta a todos los grupos de edad, particutarmente a
los adultos jovenes. En el ano 2000 la OMS considerd a México entre los paises con
tasas de morbilidad intermedia, es decir, mayor de 25 y menor de 49 casos por 100
000 habitantes.
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Figura 1.
Distribucion mundial de la tuberculosis. En la figura se esquematiza
tuberculosis estimada para el ano 2001. Lancet 2003;362:887.
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Figura 2.
Incidencia de tuberculosis en México. En la grafica se representa la morbitidad por
tuberculosis pulmonar por entidad federativa, México 2002. Secretaria de Salud

2002.
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Sin embargo, en México solo se diagnostican de 15,000 a 20,000 casos
nuevos de tuberculosis al ano. Los estados con mayor incidencia son Tamaulipas,
Baja California, Guerrero, Veracruz, Nuevo Leodn, Nayarit, Sinaloa, Tabasco y
Chiapas y los estados con menor incidencia son Tlaxcala, Zacatecas, Guanajuato,
Estado de México, Distrito Federal, Michoacan, Yucatan, Aguascalientes, Puebla y

Jalisco (Figura 2).

De acuerdo a los datos de morbilidad de los anos 1990 a 2000 (Tabla 1) en
1994 se incrementod la notificacion de casos, como respuesta al informe de la
Organizacion Panamericana de la Salud, en la cual se estimo que en 1993 en
México habia un subregistro de casos nuevos, en el cual solo se detectaban uno
de cada 4 casos nuevos de tuberculosis. Con la intensificacion de las estrategias
para detectar los casos nuevos de tuberculosis, actualmente se estima que existe

un subregistro mayor al 50% [41].

orbilidad artatidad po » O D onar e O ado
do = ano SS90 Uuu

Ano Casos Nuevos Tasa* Defunciones Tasa*
1990 12 242 14.7 5452 6.5
1991 12 554 14.7 4 691 5.5
1992 11 855 13.6 4508 5.2
1993 12 370 13.9 4 269 4.8
1994 13 450 14.9 4269 4.5
1995 17 157 18.7 4099 4.4
1996 16 995 18.2 4023 4.2
1997 19 577 20.6 3976 3.8
1998 18 032 18.7 3 666 3.7
1999 16 881 17.2 3 240 3.3
2000 15 649 15.7 2 583* 2.6™

Tabla 1.

Incidencia de tuberculosis en México. En la tabla aparecen las tasas de
morbilidad y mortalidad por tuberculosis pulmonar en México. *Tasa
por cada 100,000 habitantes. *“Informacion pretiminar SEED, SSA.
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En México, la coinfeccion tuberculosis-VIH es de aproximadamente 3%; sin
embargo, se estima que el 25% de los sujetos infectados por el VIH desarrollan

tuberculosis clinica durante el curso de esta infeccion [4].

En un estudio de farmaco-resistencia que se llevo a cabo en 1997 en los
estados de Baja California, Sinaloa y Oaxaca, se encontro la presencia de
resistencia a uno o mas farmacos en 12.9% de los casos nuevos y 50.5% en casos

de tratamiento repetido [4].

1.4 Caracteristicas de Mycobacterium tuberculosis

M. tuberculosis es un bacilo acido alcohol-resistente (BAAR), aerobio,
recto o ligeramente curvo; mide de 0.3 a 0.6 pm de anchoy de 1 a 4 um de largo
(Figura 3). En los macrofagos el bacilo tuberculoso es recto y delgado, mide casi

0.4 x 3 um. Los bacilos no forman esporas ni capsula [30, 46, 48].

Figura 3.

Mycobacterium tuberculosis. Fotomicrografia
electronica de  transmision de M.
tuberculosis (www.wadsworth_org).
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Al igual que otras micobacterias cuenta con una pared celular compleja
que contiene una gran cantidad de lipidos, los cuales son alrededor del 60% del
peso seco de la pared. Esta pared le confiere la caracteristica de ser acido
alcohol resistente y esta conformada por tres capas: a) La mas interna, esta
conformada por peptidoglucano y micopéptido, b) la intermedia, compuesta por
arabinogalactano y acidos micolicos y ¢) la mas externa, en la que se encuentran
ceras D y micésidos-C. Ademas también tiene lipoarabinomananas (Figura 4) [30,
41].

Sobre la superficie de la bacteria existen otros compuestos lipidicos, como
el factor cordon (trehalosa 6, 6’-dimicolato), los sulfatidos y los micosidos. El
factor cordon es esencial para que el bacilo crezca formando “cordones

serpentinos” [48].

Acidos micélicos libres y polipéptidos
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Figura 4.
Representacion esquematica de los componentes de la pared
celular de M. tuberculosis (www.cpmc.columbia).
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1.5 Patogenia de la tuberculosis
1.5.1 Transmision

La enfermedad se transmite de persona a persona por via aérea, al inhalar
pequeias gotas de saliva que contienen abundantes microorganismos, expelidas
al toser o estornudar (Figura 5). También puede transmitirse por fomites pero
esto es muy poco frecuente. La tuberculosis puede también adquirirse por via
oral cuando se ingiere teche no pasteurizada proveniente de vacas infectadas con

M. bovis {2, 21, 30].

La tuberculosis se manifiesta generalmente como tuberculosis pulmonar
pero, puede infectar otros érganos como ganglios linfaticos, rifidn, oviductos,
epididimo, esqueleto, meninges, intestino y entre otros sitios; asociada o no, al
proceso pulmonar. En la infeccién secundaria se puede diseminar por via
hematogena y puede infectar simultaneamente diversos organos. En todos los
sitios la contencion de la infeccion se da por la formacion de una estructura
organizada denominada el granuloma tuberculoso. La infeccion por tuberculosis
pude ser primaria o secundaria dependiendo de la via por la cual es adquirida [2,

29, 31, 48].

Figura 5.

Via de transmision de la tuberculosis. La
transmision se realiza principalmente de
persona a persona por la exposicion a un
paciente con tuberculosis pulmonar cronica
(www.cpmc.columbia).
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1.5.2 Infeccion primaria

La infeccion primaria o primoinfeccion se localiza generalmente en el
pulmén y se presenta en individuos susceptibles al bacilo de la tuberculosis.
Generalmente produce una lesion conocida como el foco de Gohn (Figura 6).
Después que se establece la primoinfeccion se induce una respuesta de
hipersensibilidad retardada a ciertas proteinas del bacilo de la tuberculosis. La
hipersensibilidad a estos compuestos desempefna un papel muy importante en la
destruccion tisular y en la aparicion de una reaccion inflamatoria granulomatosa.
La hipersensibilidad se demuestra y evalia por medio de la prueba de la
tuberculina [32, 48].

La infeccion primaria en la mayoria de los casos cursa de forma
asintomatica y se mantiene latente durante toda la vida del individuo; sin
embargo, la reactivacion de la infeccion puede ocurrir en respuesta a
perturbaciones de la respuesta inmune que ocasiona la tuberculosis activa [2, 31,
32].

1.5.3 Infeccion secundaria

La infeccion secundaria es la que se presenta en los individuos con la
evidencia de la primoinfeccion. Esta infeccion puede ser por reactivacion
enddgena 6 por infeccion exdgena. La infeccion secundaria se localiza con mayor
frecuencia en los vértices pulmonares y se caracteriza por su diseminacion y la

necrosis del tejido pulmonar [48].
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Figura 6.

Patogénesis de la tuberculosis. Al término de la primoinfeccion, el 90% de los casos
limitan la infeccion primaria por la formacion de granulomas. En el 10% restante la
infeccion progresa directamente a infeccion secundaria (aproximadamente 5%) o
por reactivacion de una infeccion latente (5% restante). La progresion ocurre por
alteracion inmunolégica que resulta en la diseminacion de los bacilos a otros
oérganos, la transmision de la enfermedad y, la muerte.
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1.6 Inmunologia de la tuberculosis

1.6.1 Respuesta inmune innata

La respuesta inmune innata inicia con la fagocitosis y la subsecuente
secrecion de interleucina 12 (IL-12) por los macrofagos alveolares. Ya formado el
fagosoma, éste puede fusionarse con el lisosoma, el cual contiene enzimas
hidroliticas que degradan a los microorganismos. Estas enzimas se activan

secuencialmente conforme el pH del fagolisosoma se acidifica [31, 32].

Sin embargo, se sabe que M. tuberculosis puede sobrevivir dentro del
fagosoma mediante mecanismos de evasion que impiden la fusién del fago-
lisosoma, la activacién del macréfago y la produccién de intermediarios reactivos
de oxigeno (ROI) y nitrogeno (RNI). No se conoce exactamente el mecanismo por
el cual M. tuberculosis inhibe la fusion fago-lisosoma, pero se ha repartado que

sulfatidos micobacterianos pueden participar en esta inhibicion [2, 31, 32, 39].

Estudios in vitro demostraron que M. tuberculosis produce amonio en
grandes cantidades, lo cual impide la acidificacion del fagosoma. Por otra parte
se observd que el bacilo tuberculoso impide la activacion de las enzimas
isosomales mediante la alcalinizacion del fago-tisosoma. Esto se lleva a cabo por
medio de dos sistemas enzimaticos micobacterianos relacionados con el
metabolismo del amonio: la ureasa, la cual cataliza la conversion de la urea en
amonio y dioxido de carbono y, la glutamina sintetasa que participa en el
metabolismo del nitrogeno. El principal mecanismo de neutralizacion de los
intermediarios reactivos de oxigeno es mediante la accion de la enzima super-
oxido dismutasa. Ademas, los componentes de la lipoarabinomanana (LAM) y
fenolglicolipidos | (PGL-l) también son potentes eliminadores de los radicales
libres [2, 31, 32, 27, 39].
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La resistencia natural de los macrdfagos a la infeccién con M. tuberculosis
se asocia a una proteina denominada NRAMP (de sus siglas en ingles Natural
Resistant Associated Macrophage Protein), esta proteina participa en el
transporte de nitrito a los compartimentos intracelulares como el fagosoma, en
el cual se oxida y da lugar al éxido nitrico (NO). Algunas variantes alélicas de la
proteina NRAMP se asocian a una mayor susceptibilidad a la infeccion por
micobacterias [31, 32].

Los neutrofilos son las células que liegan primero al sitio de infeccidn en el
cual incrementan su capacidad fagocitica. Estudios en humanos demostraron que
producen péptidos catidnicos denominados defensinas, los cuales tienen
actividad bactericida en presencia de calcio. Durante la infeccion temprana, las
células NK son capaces de activar a las células fagociticas en el lugar de la

infeccion, por su produccion de interferon-y (IFN-y) [31, 32].

1.6.2 Respuesta inmune adquirida

Ante la infeccién con M. tuberculosis se originan la inmunidad humoral y
celular, siendo esta ultima la protectora, debido a que M. tuberculosis es un

patdgeno intracelular y los anticuerpos no tienen acceso a éste [2, 31, 32, 39].

Después de la fagocitosis del bacilo, con la concomitante produccion de
interleucina 12 (IL-12) por parte del macréfago, el microorganismo es procesado
y sus epitopos son presentados por moléculas del Complejo Mayor de
Histocompatibilidad clase Il (MHC Il) a células T CD4+, las cuales se activan y
proliferan, produciendo interferon-gamma (IFN-y). Esta citocina a su vez activa a
los macrofagos para la produccion de factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a),
que junto con el IFN-y conducen a la formacién de oxido nitrico (NO), que es el
principal mecanismo antimicrobiano. La produccion de NO se lleva a cabo via la
sintetasa de éxido nitrico Il (iINOS2) [2, 29, 31, 32, 27, 39].
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La presentacion de los epitopos de M. tuberculosis también puede ser a
través de las moléculas MHC clase | a células TCD8+. Este tipo de linfocitos junto
con las células NK lisan a las células infectadas, permitiendo que los bacilos sean
fagocitados por macrofagos activados que los eliminan eficientemente [29, 31,
27, 39].

1.6.3 El granuloma

La formacion de granulomas delimita el sitio de la infeccion y es en esta
estructura donde la destruccién de células y macréfagos infectados permite la
eliminacidén de M. tuberculosis por los macrofagos activados. En contraste, la
inapropiada y no regulada destruccion de tejido, provoca la progresion de la
enfermedad (2, 21, 31, 32].

El primer evento para la formacién det granuloma es el reclutamiento de
neutréfilos, linfocitos, monocitos y macréfagos de la circulacion a la proximidad
del foco infectivo y su preparacion para su extravasacion. Esto es controlado por
moléculas de adhesién (como ICAM-1) y por quimocinas. Estas contribuyen a la

migracion celular y localizacién [2, 21, 31, 32].

El granuloma se conforma de una capa gruesa de macrofagos activados que
asemejan a células epiteliales por lo que se conocen como células epitelioides,
células gigantes multinucleadas y linfocitos que secretan INF-y y otras citocinas
(Figura 7). Los macrofagos activados producen factor de necrosis tumoral alfa

(TNF-a), para mantener la integridad del granuloma [2, 29, 31, 32, 27, 39].

Durante la infeccidn latente se desconoce el estado fisiologico del
microorganismo dentro del granuloma. Se especula que M. tuberculosis puede

estar viable pero sin replicarse, 0 replicAndose activamente pero siendo
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controlado por la respuesta inmune dentro del granuloma, 6 metabélicamente

alterado con limitados o infrecuentes ciclos replicativos [2, 31, 32].
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Figura 7.

El granuloma se conforma del centro hacia la periferia, de una capa gruesa de
macrofagos activados que asemejan a células epiteliales por lo que se
conocen como células epitelioides, células multinucleadas gigantes y
linfocitos CD4+ y CD8+ (www.cpmc.columbia).

El granuloma puede permanecer estatico y lentamente tender a la
curacion y entonces va siendo recubierto por tejido fibroso y posteriormente se
calcificara, ain en este caso pueden persistir en él bacilos viables o, por el
contrario, el proceso se agrava, la necrosis caseosa se hace mas extensa y puede
incluso tender a la supuracion, con la presencia de leucocitos polimorfonucleares

en la lesion [2, 30, 31, 32]. El proceso inflamatario es extenso e involucra a un
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bronquio o cavidad vecina. Su evolucion dependera del estado inmunoalérgico

del paciente y del tratamiento empleado [2, 31, 32].

Si el bacilo no es destruido, éste se replica y el macrofago muere.
Posterior a esto hay una inflamacién local y son reclutados mas macréfagos al
sitio. Simultaneamente algunos bacilos son transportados a los nodos linfaticos
por células dendriticas que estimulan la expansion clonal de linfocitos antigeno
especificos. Otros bacilos son tlevados a diferentes lugares del organismo y son
los que causan las formas extrapulmonares de enfermedad primaria [29, 27, 31,

32, 39].

1.7 Prevencién

El mejorar el nivel socioecondémico de los miembros de la comunidad, la
vivienda (sin hacinamiento) y en general las condiciones de higiene y nutricion,

particularmente de nifos y jovenes, ayudara a prevenir la transmision.

También se puede evitar la transmision humana de la enfermedad por
medio de la deteccion oportuna de ésta, el aislamiento de todo paciente que
pueda ser infectivo, el garantizar la administracion del tratamiento de todo caso
comprobado y el darle seguimiento hasta lograr su curacién. Sin embargo, la
medida mas importante es la inmunizacion. Esta se logra por medio de la

vacunacion con el bacilo de Calmette y Guérin (BCG) [30, 41, 46, 48].

1.7.1 El bacilo de Calmette y Guérin

La vacuna conocida como BCG fue desarrollada entre 1908 y 1921 por

Albert Calmette y Camille Guérin en el Instituto Pasteur de Lille, Francia,
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durante sus investigaciones realizadas con bacilos tuberculosos virulentos de la

especie M. bovis [41].

Calmete y Guérin en 1905 demostraron que el microorganismo se
transmitia a las cabras jovenes a través de la leche de cabras adultas que
consumieron una cepa virulenta de M. bovis, por lo que se dieron a la tarea de

investigar la infeccion por via oral [25].

Experimentos posteriores sugirieron a Calmette que la administracién de
bacilos muertos por calor podia servir para inmunizar recién nacidos por la via
oral [25].

La cepa de BCG fue obtenida cuando el Dr. Calmette cultivdo M. bovis en
medio de papa glicerinada. En estos cultivos los bacilos crecieron como colonias
apretadas y dificultaron obtener una suspension homogénea. Después de
adicionar una gota de bilis de buey estéril, observé que la homogenizacion se
favorecia grandemente y concluyd que el medio de papa saturado con 5 % de
glicerina y bilis de buey, era un buen medio para crecer a M. bovis. Durante la
propagacion del bacilo (cada 21 dias), observd después de varios subcultivos,
cambios en la morfologia de la cepa. En el primer afo, observd que se
incremento la virulencia de la cepa pero en los siguientes afos la virulencia
regularmente disminuyd. En diciembre de 1908 Calmette y Guérin reportaron
ante la Academia de Ciencias que su bacilo habia modificado sus propiedades

morfologicas [25].

Al inyectar 5 mg del bacilo tratado (una dosis letal cuando se usa bacilo
silvestre), no se produjo mas que una condicion febril que duré6 alrededor de 36
dias y no hubo formacion de lesiones. Después de alrededor de 70 cultivos
sucesivos en este medio con bilis, el bacilo redujo su virulencia y los becerros
toleraban una inyeccion intravenosa de 100 mg mientras que los animales

inyectados con 3 mg de la cepa silvestre murieron a causa de una tuberculosis
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miliar. Los bacilos atenuados en el medio con bilis mantuvieron su antigenicidad
[25].

En agosto de 1915, los experimentos fueron interrumpidos por la toma de
Lille por la Armada Alemana. Terminada la guerra, Calmette regreso a Paris y en
1919 fue nombrado subdirector del Instituto Pasteur y cre6 el laboratorio de

Investigaciones sobre la tuberculosis.

En esta nueva etapa junto con Camille Guérin culminé su estudio sobre el
bacilo no tuberculoso confirmando la inocuidad absoluta y la imposibilidad para
el bacilo de revertir a su virulencia. Esta cepa, obtenida después de 230
subcultivos en un lapso de aproximadamente 13 anos fue denominada Bacilo
Calmette-Guérin (BCG) [25, 41].

Ensayos posteriores en bovinos, monos y chimpancés mostraron que la
vacunacion con BCG, protegia contra la infeccion natural y la respuesta

inmunolodgica se mantenia por mas de un ano [25].

La vacuna BCG se aplico por primera vez en humanos en 1921 para
inmunizar a un recién nacido que en aquella época tenia un alto riesgo de morir
por tuberculosis al ser criado por su abuela tuberculosa. A este nifio se le
administraron tres dosis de 6 mg de BCG por via oral y fue protegido
exitosamente. Posteriormente se vacund a 120 recién nacidos de madres
tuberculosas siguiendo el mismo esquema de vacunacion y se observo una
disminucion significativa en la mortalidad por tuberculosis que, pasando del 25 %
a menos del 2 %. En un anexo al articulo, Calmette establecid las reglas que
deberian seguir los laboratorios para cultivar al bacilo y prevenir su

contaminacion [25].

En 1923 se cambid a la via de administracion oral por la intradérmica y

posteriormente a subcutanea. Para el 1 de enero de 1926 en Francia ya habifan
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sido vacunados 5,183 bebés con la BCG. En los siguientes anos, se incrementd el
uso de la vacuna BCG en Europa; sin embargo, también hubo controversia por la
carencia de evidencias estadisticas que demostraran que la vacunacion reducia la
mortalidad por tuberculosis en los infantes y por el miedo a que la BCG

recuperara su virulencia [25, 41].

La aceptacion internacional de la vacuna BCG se vio comprometida en
1929 por un desafortunado accidente ocurrido en Lubeck (Alemania), en el cual
la vacuna BCG se contamind con una cepa de M. tuberculosis (la cepa Kiel) y

después de ser administrada a 251 ninos provoco la muerte a 72 de ellos [25].

La primera distribucion documentada de la BCG, fue a Rusia en 1924, De
1921 hasta su liofilizacion en 1961, la vacuna BCG se conservo por subcultivo en
tiempos irregulares. Actualmente se sabe que las vacunas desarrolladas en los
paises a los cuales se distribuyo la vacuna original son microbiologicamente

diferentes y se les conocen como subcepas BCG [5].

A mas de 120 afios del descubrimiento del agente causal de la tuberculosis
(M. tuberculosis), la principal medida de prevencion es la vacunacion con BCG, la
cual no previene la infeccién pero si protege contra las formas graves de la
enfermedad (tuberculosis miliar y meningea) y reduce el riesgo de progresion a
tuberculosis pulmonar y de muerte. La mayoria de los paises recomienda la
vacunacion rutinaria con BCG y hoy en dia es la vacuna mas utilizada en el
mundo, particularmente en los paises en vias en desarrollo y endémicos para la

tuberculosis [18].

Los ensayos clinicos controlados realizados en los mas de 80 afios de uso de
la vacuna BCG muestran que su eficacia protectora no es consistente y varia de
0%a80%[18].
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Dentro de las hipétesis planteadas para explicar esta variacion se

encuentran:

a. Diferencias entre las cepas de BCG y pérdida progresiva de capacidad

de generar inmunidad protectora durable.
b. Diferencias genéticas en la susceptibilidad del hospedero.

c. La proteccién con BCG disminuye con la edad de la vacuna y con el

tiempo transcurrido después de la vacunacion.

d. Interferencia o enmascaramiento de la eficacia protectora por

sensibilizacion con micobacterias no tuberculosas (MNT) [9, 16].

1.8 Estrategias para el desarrollo de nuevas vacunas

Las alternativas exploradas son: el uso de ADN, subunidades proteicas,

cepas atenuadas y vacunas recombinantes [3, 9, 16, 17, 18, 40].

Algunos de los antigenos mas estudiados y empleados para el desarrollo de
estas vacunas son: ESAT-6, CFP-10, antigeno 858 (30kDa) y PstS-1 (38kDa).
Debide a que promueven una respuesta celular protectora (Th1) vy
expen’mentalme_nte en modelos animales demostraron incrementar

significativamente la eficacia de la vacuna [1, 9, 11, 15, 17, 40].
Uso de ADN
Consisten en la administracion intramuscular de ADN desnudo que codifica

para una o varias de las proteinas mas inmunogénicas de M. tuberculosis,

principalmente de las proteinas secretadas al medio de cultivo. La produccion de
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este tipo de vacunas fue posible con el acelerado desarrollo de las herramientas
de biologia molecular, genéticas y la secuenciacion del genoma completo de dos
cepas de M. tuberculosis. Estas vacunas solo han sido evaluadas en modelos
animales y han demostrado inducir tanto respuesta celular como humoral.
Vacunas que expresan los antigenos MPT64, ESAT-6 6 el antigeno 85B reducen la
carga bacilar en pulmon, después del reto con M. tuberculosis, por medio de la
induccion de la respuesta celular. En contraste, las vacunas que codifican los
antigenos de 38kDa 6 19kDa generaron una respuesta humoral no protectora.
Este tipo de vacunas requieren de un adyuvante, ademas de que la
administracion de varias dosis por la via intramuscular, para inducir una
respuesta Th1. Sin embargo, hasta hoy no superan la proteccion conferida por la
BCG y se requieren ensayos que estudien su seguridad en poblacion humana [1,
9, 11, 15, 17, 40].

Subunidades proteicas

Esta consiste en protefnas recombinantes, o proteinas purificadas de un
filtrado de cultivo de M. tuberculosis que caracteristicamente inducen una
respuest Th1. Estas mostraron inmunidad protectora en modelos de ratones,
cobayos y primates. Para su preparacidén se requieren grandes cantidades de
proteina y se administran con adyuvantes. En estudios in vivo en animales e in
vitro en humanos se ha evaluado la capacidad protectora de antigenos como
ESAT-6, MPT64, MPB70 y antigeno 85B, sin embargo, hasta hoy no superan la
proteccion conferida por la BCG [1, 9, 11, 15, 17, 40].

Cepas atenuadas
En su elaboracion se han empleado aislamientos de M. tuberculosis, cepas

tipo y especies filogenéticamente cercanas a ésta, sin embargo el riesgo de que

reviertan su virulencia permanece latente, por lo cual es muy poco factible su
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uso, ademas de que en casi todos lo casos inducen proteccién en menor grado

que BCG [1, 9, 11, 15, 17, 40].
Vacunas recombinantes

Otra alternativa son las vacunas recombinantes, las cuales en algunos
casos han demostrado inducir una respuesta inmune protectora igual o superior a
la inducida por la BCG. Estas vacunas consisten en cepas que expresan o sobre-
expresan citocinas o antigenos inmunodominantes de M. tuberculosis, como las
interleucinas IL-2, IL-4, IL-6 6 IFN-y; proteinas como la de 18kDa, el antigeno 85B
6 PstS-1. Dentro de éstas, destacan la subcepa Tice recombinada con el antigeno
85B 6 la proteina PstS-1 de M. tuberculosis, las cuales demostraron inducir una
respuesta inmune protectora superior a la conferida por la BCG [1, 8, 9, 11, 28,

27, 15, 17, 40].

En el desarrollo de estas vacunas se requiere de cepas no patogenas para
el humano que sean capaces de multiplicarse en el hospedero, y que pueda

expresar y secretar los antigenos con los cuales son recombinadas.

1.9 Antigeno 85B

Este antigeno fue descrito por primera vez por Fukui y Moneda en 1961,
como el componente principal del filtrado de cultivo de M. tuberculosis H37Rv.
En 1965 con resultados mas refinados, fue presentado un reporte sobre el
antigeno, en ese entonces denominado antigeno alfa. Posteriormente, también
fue descrito por otros autores, en el sistema de referencia de EU y Japon, se le
denomino antigeno 6 al identificarlo en inmunoelectroforesis, al identificarlo por
el contrario inmunoelectroforesis lo llamaron antigeno 85B. En la terminologia de

Nagai se le denominé MPT59/MPB59 [23].
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El antigeno 85B forma parte de un grupo de tres proteinas conocido
como complejo 85 6 30/32kDa. Las proteinas de este complejo se secretan en
una relacion de 3:2:1 (30kDa/32A/32B). La proteina de 30kDa ha demostrado ser
inmunogenica y desencadenar una respuesta celular tipo Th1. Presenta una
actividad de micolil transferasa y tiene un papel importante en la sintesis de la
pared celular [12,14, 23, 24, 33].

Ya ha sido comprobada la secrecion de esta proteina dentro del
fagosoma de los macréfagos humanos. También se ha visto que la deplecion del
gen que codifica para la proteina, altera la formacion adecuada de la pared
celular. Por sus cualidades antigénicas se le considera un candidato vacunal,
pues se ha visto que la vacunacion de cobayos y ratones con la proteina
purificada, confiere inmunidad protectora al reto con M. tuberculosis [12, 14, 24,
27, 28, 33].

1.10 Mycobacterium microti

M. microti fue descubierto por Wells en 1937 durante sus investigaciones
sobre las especies de microorganismos que infectan al raton de campo Microtus
agrestis. En un principio se le clasifico como M. tuberculosis subespecie muris,
sin embrago, actualmente se le conoce como M. microti y se le clasifica dentro
del complejo M. tuberculosis ya que causa una infeccion pulmonar caseosa

diseminada en los ratones de campo (voles) [47].

Este microorganismo crece en forma de “S”, la cual se pierde al cultivarla
in vitro [25, 44]. Mediante la comparacioén de las secuencias 165 ARNr y gyrB se
encontré que M. microti es filogenéticamente muy cercano a M. tuberculosis ya
que tiene 99.9 % de similitud (Figura 8) [7, 26].
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Figura 8.

Arbol filogenético del género Mycobacterium, construido por analisis de secuencias
katG, gyrA, oxyR, pncA, mmplé. En el esquema se puede observar las regiones perdidas
(RD) en las especies del complejo M. tuberculosis.

Debido a que es una especle patégena especifica de roedores de campo,
en la segunda mitad del siglo XX se exploro su utilidad como vacuna en un ensayo
clinico en el que fueron vacunados aproximadamente 10,000 personas entre 1946
y 1961, demostrando ser inmunogénica, protectora y segura. En Checoslovaquia
se administré6 como vacuna por via intradérmica entre 1951 y 1969 a alrededor de
500,000 personas, principalmente recién nacidos y, se observd una proteccion de
aproximadamente el 75 %. En un ensayo realizado por ta British Medical Research
Council (entre 1950 y 1952) se comparé la eficacia protectora de M. microti con
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la vacunaciéon con BCG y se encontré que ambas vacunas brindaron 77% de
proteccion. Debido a estos resultados se empled de forma exitosa como vacuna
en Checoslovaquia y Gran Bretafa. Sin embargo, se descarto su uso debido a las
reacciones cutaneas de aspecto lupoide que se presentaron aunque de forma
infrecuente (3 a 17 %) en las personas vacunadas. EL grupo involucrado en estos

estudios prefirio descontinuar ta vacunacion [10, 11, 35, 47].

Dado que M. microti es filogenéticamente muy cercano a M. tuberculosis,
desencadena una respuesta inmune protectora contra la tuberculosis comparable
a la conferida por la BCG, ademas de no ser patogena para el humano, hacen que
hoy en dia aun se considera la posibilidad de evatuarlo como un buen candidato a
vacuna.Diversos estudios evaluaron vias alternativas de administracion de M.
microti para evitar las reacciones secundarias y de esta manera no descontinuar
su uso como vacuna. En ensayos con ratones se observo que al administrar M.
microti por via oral se logré la mayor proteccion en comparacion con la BCG
administrada subcutaneamente. También se demostréo que la administracion
intranasal de M. microti confiere mayor proteccion a los ratones, comparada con

la vacunacion subcutanea con BCG [14, 49].

Las ventajas de M. microti son su atenuacion natural y su habilidad de
mantener su inmunogenicidad mediante la infeccion con esta cepa de raton de

campo.

En ensayos comparativos de los genomas de los miembros del complejo M.
tuberculosis se encontro la pérdida de la region RD1 en M. microti y en BCG, la
cual probablemente contribuye a la virulencia de cepas como M. tuberculosis y
M. bovis. En un ensayo en el que se complementd a una cepa de M. microti con
la region RD1 se observé un cambio morfologico y, al administrarla a ratones SCID
se incremento la formacion de granulomas y se produjo esplenomegalia [10, 19,
20, 36, 37, 42].
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2. Justificacion

La variacion de la vacuna BCG en el control de la tuberculosis que va de 0
% a 80 %, hace necesario desarrollar vacunas mas eficaces. Dentro de las
alternativas exploradas, destacan las cepas recombinantes que expresan
antigenos inmunodominantes de M. tuberculosis, para lo cual se emplean cepas
filogenéticamente relacionadas a M. tuberculosis, como M. microti que ademas
no es patogena para el humano. Por lo que la recombinacion de M. microti con el
antigeno inmunodominante 85B (Rv1886c) es una alternativa viable para su

posterior evaluacion como vacuna contra la tuberculosis.

25




Facultad de Quimica, UNAM ‘

3. Objetivo

Construir una cepa de Mycobacterium microti recombinante con el gen

Rv1886¢ (Antigeno 85B) de Mycobacterium tuberculosis.
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4, Material y Metodologia

4.1 Diseiio de los iniciadores

Para clonar el gen que codifica para la proteina de 30-kDa (Rv1886c), se
diseftaron iniciadores con sitios de corte para las endonucleasas de restriccion
EcoRl y Hindlll, a partir de la secuencia reportada del genoma de M. tuberculosis

H37Rv (Figura 9).

Secuencia : Iniciador

5'- GGCTINNREOATGACAGACGTGAGCCGAAA -3’ 30KDad

3’- CAAGCAATCCGCGGCCGACTIRIEIYAGCGC -5’ 30kDa2

Figura 9.

Secuencia de los iniciadores 30kDa1 y 30kDa2. En la secuencia se indican los
codones de inicio y término del gen Rv1886¢c con letra en cursiva y
negritas. Las secuencias enmarcadas en negro corresponden a los sitios de
corte para las enzimas EcoRl y Hindlll.

Los iniciadores, incluyeron el codon de inicio (ATG, metionina) y codon de

término, de la secuencia reportada para el gen.
4.2 Amplificacion del gen Rv1886¢ por PCR
El gen Rv1886¢c se amplifico a partir de DNA de M. tuberculosis H37Rv. 2

pL del templado de DNA fueron adicionados a un coctel de PCR que contiene:
solucion amortiguadora 1X (200mM Tris-HCl pH 8.4, 500mM KCl), cloruro de
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magnesio 1.5 mM, dNTP’s 0.2 mM, 0.2 uM de los iniciadores y 2.5 unidades de
Taq polimerasa. El gen se amplifico durante 30 ciclos constituidos por:
desnaturalizacion a 94° C, alineacion de los iniciadores a 55° C y extension a 72°
C.

El producto de PCR se visualizo por electroforesis en gel de agarosa al 2%
durante 1 h a 100 volts en solucion amortiguadora de Tris-Borato-EDTA (TBE) al

0.5X, teiido con bromuro de etidio.

La banda de DNA correspondiente al gen se purifico utilizando el kit
comercial de GeneClean (BIO101, La Jolla, CA), siguiendo las instrucciones del
proveedor. En breve: la banda de DNA se corto del gel de agarosa, se coloco en
un tubo eppendorf. Posteriormente se adiciond una solucion de Nal (100 uL por
cada 0.1 mg de agarosa) y 0.5 volumenes de solucion amortiguadora de Tris-EDTA
(TE). Para fundir la agarosa el tubo se incubd por 3 min a 60° C y se mezcld
periédicamente por inversion. Finalmente se adiciond la resina (glass milk) y se
incubo en hielo 5 min, mezclando por inversion cada minuto. Después de incubar
se centrifugd 1 min a 14,000 rpm, se decantd el sobrenadante y la resina se lavd
tres veces con solucion de lavado para finalmente eluir el ADN adicionando agua

para PCR y calentando de la suspension por 10 min a 45° C.

4.3 Clonacién del gen Rv1886¢ en el plasmido pMV261

El gen Rv1886¢ fue clonado en el plasmido pMV261 (Figura 10), el cual fue
previamente extraido por lisis alcalina de la cepa de E. coli DH5a (Apéndice) y
purificado por precipitaciéon con acetato de amonio, de la siguiente manera: se
adiciond un % de volumen de acetato de amonio 10 M (concentracion final de 2
M) y mezcld. Posteriormente, se adicionaron 2 voliumenes de etanol absoluto y se

incubo en hielo por 10 min. EL DNA se recupero por centrifugacion a 10,000 X g,
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durante 10 min a 4° C, se lavo con etanol al 70 %, el DNA se secé y se resuspendié

en agua para PCR.

Bcl | 4 500
5L | 4 483
Bal | 4 383
Cla | 4 377
Hind Il 4 371
Eco RI 4 964
Pst | 4 359
Pvu Il 4 356
Xbal 3953  Bam H 4 351
Dra | 3 847 Nha 11
Bl Il 3 942
Kpn 3936
Not | 3 928

Spe 11219

PMV261

+
4605bps

M. rep

Mlu 12011
Not 1 2017
Mlu 12025

Bgl 1l 2797

Figura 10.

Mapa del plasmido de expresion pMV261. El plasmido tiene sitios de
replicacion para E. coli y para micobacterias, sitios de clonacion multiple,
el promotor HSP60 y un cassete de resistencia a kanamicina.
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Para la clonacion del pPCR del gen Rv1886¢ en el plasmido pMV261, ambos
fueron digeridos con las enzimas EcoRl y Hindlll toda la noche a 37° C. Al termino
de la digestion, ambas muestras se purificaron por precipitaciéon con acetato de
amonio como se describié anteriormente y se mezclaron en una proporcién 1:3
para ser ligados con la T4 DNA ligasa (1 U) siguiendo las recomendaciones del

proveedor.

4.4 Preparacion de Escherichia coli DH5-a. competentes

La cepa E. coli DH5-¢ fue sembrada en medio luria y se incubd a 37° C
por 24 horas, posteriormente, se selecciond una colonia con la cual se inocularon
5mL de caldo luria que fueron incubados a 37° C por 2 h a 300 rpm. El cultivo se
vertio en 100 mL de caldo luria y se incub6 a 37° C con agitacion a 300 rpm hasta
obtener una DOssgp de 0.5. Una vez alcanzada la DO, este fue centrifugado a 2,500
rpm/5 min/a 4° C. Se elimind el sobrenadante y el paquete celular fue
resuspendido con una solucion conteniendo: KOAc, MgCl;, KCl, CaCl; y Glicerina,
pH 5.8 (Tfbl). La suspension bacteriana, se incub6é en hielo por 30 min y se
centrifugé a 2,000 rpm por 5 min a 4° C. El sobrenadante se descarto y el
paquete celular se resuspendié en una solucién que contiene: MOPS, CaCl,, KCl y
Glicerina (Tfbll).

La suspension bacteriana se distribuydo en volimenes de 100 puL e
inmediatamente se congelaron en N, liquido. Las bacterias competentes se
almacenaron a -70° C, hasta su uso.

4.5 Transformacion de Escherichia coli DH5-c

Para transformar las E. coli competentes con el vector (pldsmido ligado

con el gen Rv1886¢c), gradualmente se descongeld una alicuota y se le
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adicionaron 10 pL del plasmido con el cual se incub6é por 30 min en hielo;
posteriormente, se le dio un choque térmico a 42° C por 30 s e inmediatamente
después se colocod en hielo por 2 min mas. Posteriormente, se adicionan 500 pL
de medio SOC y se incub6é 1 h a 37° C con agitacion constante a 220 rpm.
Finalmente las bacterias se inocularon en agar luria con 50 pg/mL de

kanamicina.

4.6 Identificacion por PCR de clonas transformadas

Para la identificacion de las bacterias transformadas con el plasmido
clonado con el gen Rv1886¢ al cual se denominé pMV261-30kDa, las clonias
seleccionadas se cultivaron en caldo luria con kanamicina 50ug/mL y se les
extrajo el plasmido por lisis alcalina (Apéndice). Los plasmidos extraidos se
analizaron por electroforesis (1 h a 100 volts) en geles de agarosa al 1.2% (TBE al
0.5X). Posteriormente se seleccionaron las clonas que presentaban perfiles
electroforeticos distintos para identificar por amplificacion del gen Rv1886c por

PCR, aquellas bacterias en las que se encontraba la construccion pmMv261-30kDa.

4.7. Obtencién de la sonda Sr30

Para identificar los plasmidos clonados con el gen Rv1886¢ se gener6 una
sonda para hibridar el gen en las construcciones preparadas, la cual fue
denominada Sr30. La sonda se obtuvo por amplificacién por PCR del gen Rv1886c,

utilizando dNTP’s marcados con digoxigenina.

El producto de PCR se purifico por precipitacion con acetato de amonio y a
partir de éste se hicieron diluciones decimales seriadas, las cuales se utilizaron
para preparar una membrana para hibridacion. En la misma membrana se

colocaron diluciones decimales seriadas de un estdndar de concentracion
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conocida (5 ng/pL), se reveld y de esta forma, por comparacion se obtuvo el

titulo de la sonda, como se presenta a continuacion:

Sonda — 10" 102 10* 10* 10° 10°

Estandar —»
10" 102 10° 10* 10° 10°

Después de colocar en la membrana las diluciones de la sonda y del
estandar, el DNA se fijo a esta por exposicion a luz UV. Posteriormente, la
membrana se colocd en amortiguador de malatos pH 7.5 (Tris-HCl 100 mM, NaCl
150 mM) 1 a 2 min a temperatura ambiente y los sitios de union inespecifica
fueron bloqueados incubando la membrana en la solucion de bloqueo (reactivo
de bloqueo para DNA al 2% en amortiguador de malatos) por 30 min a
temperatura ambiente. En seguida se colocé en solucion de bloqueo mas
anticuerpo anti-digoxigenina marcado con fosfatasa alcalina (dilucion 1:5000), 30
min a temperatura ambiente. Se elimind el exceso de anticuerpo haciendo dos
lavados en la solucion de malatos por 15 min, cada uno y un lavado mas en la
solucion de revelado pH 9.5 (Tris-HCl 100 mM, NaCl 100 mM, MgCl; 50 mM) por 5
min. Se reveld con una solucion que contenia solucion de revelado, nitroazul de
tetrazolio (NBT) y 5-bromo-4-cloro-3-indolilfosfato (X-fosfato), incubando en la
oscuridad por unos minutos. El revelado se detuvo eliminando de la membrana el

exceso del sustrato con agua corriente y se preservo la membrana secandola.

El titulo se obtuvo mediante la comparacion de la intensidad de las marcas
obtenidas con la sonda y con el estandar, multiplicando por el inverso de la
dilucion en la que la intensidad de la marca de la sonda coincidid con una de las

concentraciones conocidas del estandar.

La sonda se empled en una dilucion de 1: 200 para la hibridacion con la

construccion del plasmido.
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4.8 Hibridacién de Rv1886c¢

Para realizar la hibridacion se preparo la membrana con el DNA extraido
de las clonas seleccionadas; como control positivo se empleé el gen Rv1886c y el

control negativo fue solo el plasmido PMV261.

El DNA de las muestras seleccionadas se desnaturalizo por calentamiento a
a 96° por 10 min e inmediatamente se colocaron en hielo por 5 min.
Posteriormente, se coloco una alicuota del ADN en la membrana y se fijo a ésta

con luz UV.

La membrana se prehibridé por 1 h a 42° C con solucién de prehibridacion
(SSC 2x, reactivo de bloqueo 10x, sarcosinato, SDS 10%, reactivo de Denhart 50x)
y posteriormente se hibridé toda la noche a 42° C con una solucion de
sonda/solucion de prehibridacion (1:200). Para eliminar la hibridacion
inespecifica del DNA, al dia siguiente se lavo la membrana con solucion SSC 2x-
SDS 0.1% y se incubo en esta solucion durante 50 min a 50° C. El revelado se

realizo como en la titulacion de la sonda.

De las colonias transformadas con la construccién pMV261-30kDa que
fueron identificadas por PCR e hibridacion, se seleccioné una y se cultivo
masivamente en medio luria con kanamicina, para extraer la construccion
pMV261-30kDa por el método de lisis alcalina (Apéndice), purificarla por
precipitacion con acetato de amonio y utilizarla en la transformacion de células

electrocompetentes de M. microti.

4.9 Transformacién de Mycobacterium microti

Para transformar la cepa de M. microti ATCC 11156, primero se

prepararon células competentes de ésta. Para lo cual se cultivo la cepa en medio
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7H9 con Tween 80 y con ADC al 10 %, por 20 dias, con agitacion a 37° C.
Transcurrido este tiempo, se coseché el cultivo por centrifugacion a 3,500 rpm
por 15 min a 4° C. Las bacterias se cosecharon por centrifugacion a 5000 x g. Et
precipitado se resuspendié inicialmente en un volumen igual al original con
solucion estéril de agua con glicerol (Sigma, USA) al 10 %, posteriormente se
redujo el volumen original a la mitad del anterior hasta concentrar las bacterias
50 veces. La suspension resultante se dividio en alicuotas de 100 ul que fueron

congeladas en N; y almacenadas a -70°C hasta su uso.

Las células competentes que se obtuvieron, se transformaron con la
construccion pMV261-30kDa por electroporacion. Para to cual se colocé en un
tubo eppendorf una alicuota de la construccion PMV261-30kDa y otra de células
competentes, en relacion 1:9, se incub6 en hielo por 30 min y posteriormente las
alicuotas se colocaron en cubetas especiales en las que se les aplicé uno o varios

pulsos eléctricos empleando las condiciones que se presentan en la tabla 2.

1.8V 2.5V
1 pulso 1 pulso
3 pulsos 3 pulsos
Tabla 2.

Condiciones estandizadas para
transfectar a M. microti.

Después de la electroporacion a cada tubo se le adicion6 medio 7H9, hasta
completar 1mL y se incub6 a 37° C toda la noche. A la mafnana siguiente las
bacterias se cultivaron en medio 7H10 adicionado con OADC al 10 % y kanamicina

(30 ug/mL) para seleccionaron a las bacterias transformadas.
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4.10 ldentificacion de las clonas de Mycobacterium microti transformadas

La transformacion de M. microti fue comprobada mediante la seleccion de
una colonia para cultivarla en medio 7H9 con kanamicina y posteriormente
realizar la extraccion de DNA, con el método de lisozima y proteinasa K
(Apéndice). Para lo cual, las bacterias se cosecharon por centrifugacion a 3,500

rpm por 15 min y el paquete celular se resuspendié en 100 uL de TE.

Con el DNA extraido se realizé una electroforesis (100V por 1 h) en gel de
agarosa al 1.2 % en TBE al 0.5X, para verificar la presencia de la construccion en

las micobacterias.

4.11 Expresion del antigeno 85B en Mycobacterium microti

Para corroborar la expresion del antigeno 85B se extrajeron las proteinas
de M. microti recombinada y sin recombinar (control) y se analizaron por

electroforesis en gel de arcrilamida (SDS-PAGE) e inmunodot.

4.11.1 SDS-PAGE

Las proteinas de M. microti se obtuvieron de un cultivo de 20 dias en
medio 7H9 suplementado con Tween 80, kanamicina (30 ug/mL) y 10 % de ADC,
mantenido a 37° C y agitacion constante. Los cultivos de M. microti se
cosecharon por centrifugacion a 3,500 rpm por 15 min a 4° C. Los paquetes
celulares se lavaron tres veces en agua desionizada estéril y centrifugando a
3,500 rpm por 15 min a 4° C. Al término los tubos se pesaron y por diferencia se
obtuvo el peso himedo de los paquetes celulares. Estos se resuspendieron en

agua desionizada estéril para obtener una concentracion final de 20 mg/mL.
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De cada una de las suspensiones bacterianas se tomé 1mL que fue
depositado en un tubo de vidrio estéril, en el cual fueron sonicadas con la punta
de 2mm de didmetro, aplicando 15 pulsos de 100mV (1min encendido/1min
apagado). Durante la sonicacion se adiciono en dos ocasiones el inhibidor de
proteasas PMSF (concentracion final 10 mM), una después del tercer pulso y la

otra después del décimo pulso.

Al término de la sonicacion, se recupero la suspension y se eliminaron los
bacilos no lisados y detritos de pared celular por centrifugacion a 14,000 rpm por
5 min. En los sobrenadantes se cuantificaron las proteinas por espectrofotometria
de luz UV, a 280nm.

Se analizaron 20 pg de proteina por electroforesis en un gel de
poliacrilamida-SDS. Las proteinas se prepararon adicionando solucidn
amortiguadora para la electroforesis (Tris-HCl pH6.8 0.5 M, glicerol, SDS 10 %,
beta-mercaptoetanol, azul de bromofenol 0.1 %), se mezclaron y se calento en

un bafio de agua a ebullicién por 10 min.

Para la electroforesis se preparé un gel de dos fases. La fase inferior
(separadora) consistié de un gel de acrialmida al 12% [Agua, Tris 0.5M-SDS 0.4%
(pH 8.8), Acrilamida 30%, PSA (10uL/mL), TEMED] y la fase superior
(concentradora) de gel al 4% [Agua, Tris 0.5M-SDS 0.4% (pH 6.8), acrilamida 30%,
PSA (10uL/mL), TEMED].

La electroforesis se realizd a 50 volts durante una hora y posteriormente
se incrementd el voltaje a 100 volts y continud hasta que el frente de corrida de

la muestra alcanzo el limite inferior del gel.

Al término de la electroforesis se colocd el gel en solucion de fijacion (50
% MetOH, 50 % acido acético, 0.5 mL /L de formaldehido al 37 %) y se guardo a
4° C toda la noche. Al dia siguiente se realizaron tres lavados de 20 minutos cada
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uno. Después se colocéd en solucidn de pretratamiento por 1 min (tiosulfato de
sodio pentahidratado 0.2g/L) y se eliminé el exceso de éste con agua desionizada
(3 lavados de 20 s). En seguida se colocé en solucion de plata (nitrato de plata 2
g/L - 0.75 mL /L de formaldehido al 37 %) y se dej6é 20. min en oscuridad. El
exceso del reactivo se elimind lavando 2 veces con agua desionizada (20 s por

lavado).

Finalmente se reveld el gel con una solucidn de carbonato de sodio (60
g/L), formaldehido al 37 % (0.5mL/L) y tiosulfato de sodio pentahidratado (4
mg/L). Una vez que se visualizaron las bandas en el gel se detuvo sumergiendo el
gel durante 10 min en una solucidn de metanol (50 %), acido acético (12 %) y

posteriormente en una solucion de metanol al 50 % por un minimo de 20 min.

4.11.2 Inmunodot

Para evidenciar la expresion de la proteina recombinante de 30-kDa en la
cepa transformada, se depositaron 5 ug de extracto de proteinas en una
membrana de nitrocelulosa que posteriormente fue bloqueada durante 60
minutos con leche descremada (PBS + leche en polvo 0.5 %). A continuacion, se
lavd durante un minuto con PBS-Tween 20 y se incubé durante 1 h a 37° C con el
anticuerpo monoclonal 49T (Dilucion 1:200). El exceso de anticuerpo se elimind
mediante 3 lavados con PBS-Tween 20 después de lo cual se adiciond el
anticuerpo conjugado con peroxidasa utilizando el tiempo y dilucion
. recomendadas por el fabricante. Los complejos inmunes se revelaron adicionando
el sustrato (a-naftol, MeOH, H,0,, PBS) e incubando en oscuridad hasta que las
manchas del precipitado fueron visibles. Para detener la reacciéon enzima-
sustrato, la membrana se lavo con agua y después se secd y se almacend

protegida de la luz.
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5. Resultados

5.1 Ampfificacion del gen Rv1886c por PCR

De acuerdo al analisis de las secuencias de los iniciadores disenados se
determind que la temperatura de alineamiento de los iniciadores fuera de 55° C.
Al analizar los pPCR por lectroforesis en gel de azarosa al 2.0 % se observé un
amplicon de aproximadamente 1,000 pb, correspondiente al peso molecular del

gen Rv1886c reportado previamente (Figura 11).

Carrit  Muestra 1 2
1 Gen 30kDa
2 MPM 100pb *
e fe 0 -1500
. -500
Figura 11.

Producto de PCR del gen Rvi886c. EL pPCR se analizo por
electroforesis en gel de agarosa al 2% tefnido con Br-ET.

Para la clonacion del gen Rv1886¢ se eliminaron los subproductos de

amplificacién al purificar el amplicon a partir de un gel de agarosa al 2 %.
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5.2 Transformacion de Escherichia coli DH5a

Al transformar la cepa de E. coli DHSw con el producto de ligacion del
plasmido y el amplicon previamente digeridos con las endonucleasas de
restriccion EcoRl y Hindi, se obtuvo una eficiencia de 2 x 10° UFC /mg de DNA.

De las colonias obtenidas en el medio selectivo con kanamicina (50
pg/mL), se seleccionaron de forma aleatoria 15 colonias para la extraccion de
plasmidos. Al analizar los plasmidos por electroforesis en gel de agarosa al 1.2 %
se encontraron 2 patrones electroforéticos distintos. Para verificar la presencia
del gen Rv1886¢ clonado en el vector pMV261 se selecclonaron tas clonas Ecr8,
Ecri1, Ecr13 y Ecr14 correspondientes a los carriles 8, 11, 13 y 14 (Figura 12).

% # L.
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

1 pMV261

2-16 Plasmidos de clonas de E. coli.

Figura 12,

Patron electroforético de los plasmidos extraidos de las clonas de E. coli
transformadas con la construccion pMV261-30kDa. El asterisco indica las clonas que
potencialmente poseen la construccion pMV261-30kDa. Electroforesis en gel de
agarosa al 1.2%, TBE 0.5X, 100V, 1h.

39



Facultad de Quimica, UNAM

5.3 Identificacion por PCR de clonas transformadas

En los plasmido de las clonas seleccionadas se buscd la presencia el gen
Rv1886¢c por PCR, encontrando que en tres de las 4 clonas se amplificé un
producto de 1,000 pb, correspondiente al peso molecular del gen Rv1886c, cormo

puede observarse en la figura 13.

1 2 3 4 5 Carril  Muestra
1 Rv1886c
2 Ecr 8
3 Ecr 11
4 Ecr 13
5 Ecr 14

Figura 13.

Deteccion del gen Rv1886¢ por PCR en las clonas Ecr8, Ecr11, Ecri3 y
Ecr14. La flecha indica la posicion del amplicon del gen Rv1886c.
Electroforesis en gel de agarosa al 2% tefido con Br-Et.

5.4 Obtencion de la sonda Sr30

La presencia del gen Rv1886¢ en las clonas Ecr11, Ecr13 y Ecrt4 se confirmé
por hibridaciéon de los plasmidos extraidos de éstas, utilizando una sonda
especifica para el gen obtenida por la amplificacion del pPCR del gen Rv1886c de
M. tuberculosis H37Rv en la que se utilizaron nucledtidos marcados con
digoxigenina.
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En la titulacién de la sonda Sr30 (Figura 14) la dilucion 10 del estandar
(5x10 ng/pl) coincidié con la dilucién 107 de ta sonda $r30, por lo que la

concentracion de ésta fue:
(5x10“ ng/uL) (1x10%) = 0.5 ng/ulL

Con esta concentracion se determino utilizar la sonda diluida 1:200 para la

hibridacion de las muestras.

107" 102 102 10* 10° 10°
Sonda . ‘ @ D

Estandar . E 3 ® 90

Figura 14.

Determinacién del titulo de la sonda Sr30. La primera
serie corresponde a diluciones decimales seriadas de la
sonda obtenida y la segunda a las diluciones del
estandar.

5.5 Hibridacion de Rv1886¢c

Al hibridar los plasmidos de las clonas Ecr8, Ecr11, Ecr13 y Ecr14 se confirmo
la presencia del gen Rv1886c en las clonas Ecrt11, Ecr13 y Ecr14, que previamente
habian sido positivas por PCR (Figura 15 y Figura 13 respectivamente). Para la
transformacion de M. microti se seleccioné el plasmido PMV261-30 obtenido de la

clona Ecri4.
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P . Sk )
- d Ty
Ecr8 Ecrit Ecr 13 Ecrt4
C+ PMV261
Figura 15.

Hibridacion de los plasmidos Ecr8, Ecrit, Ecri3 y
Ecr14, se identificé la presencia del gen Rv1886c¢.
Llas manchas presentes indicaron un resultado
positivo.

5.6 Transformacion de Mycobacterium microti

Al electroporar la cepa de M. microti ATCC11152 se encontré que la mayor
eficiencia de transformacion se obtiene al aplicar 3 pulsos consecutivos de 2.5
volts cada uno (Tabla 3). Al apticar 3 pulsos de 1.8 volts o 1 pulso de 2.5 volts no
se encontraron diferencias en la eficacia de transformacion. De las colonias
obtenidas, se seleccion6 de forma aleatoria una de ellas, para extraer el
plasmido y verificar la presencia del gen Rv1886c clonado.

1.8 Volts 2.5 Volts

1 pulso 3 pulsos 1 pulso 3 pulsos

3 colonias | 5 colonias | 5 colonias | 8 colonias

Tabla 3.

Eficiencia de transformacion de M. microti. En la tabla se
muestra el nimero de colonias trasnformadas que se
obtuvieron al electroporar a M. microti ATCC 11152 con la
construccion ~ pMV261-30kDa  utilizando  diferentes
condiciones.
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5.7 ldentificacion de las clonas de Mycobacterium microti transformadas

El analisis de la extraccion de plasmidos de la colonia de M. microti
transformada demostré la presencia del plasmido pMv261-30kDa y que la
resistencia a kanamicina no fue el resultado de alguna mutacidn espontanea dada

por el pulso eléctrico (Figura 16). A la cepa recombinante se le denominé Mmr30.

Carril Muestra

1 DNA Mmr30

2 PMV261

Figura 16.
Plasmido extraido de M. microti transformada con pMV261-
30kDa. En la figura se observa que la cepa transfectada
contiene un plasmido cuyo peso es mayor al del vector
pMV261. Electroforesis en gel de agarosa al 1.2%, tenido
con Br-Et.

5.8 Expresion del Antigeno 85B en Mycobacterium microti

5.8.1 SDS-PAGE

En los extractos proteicos de la cepa de M. microti transfectada con la
clonacion pMV261-30kDa y la cepa de M. microti sin transfectar, se encontrd que
al analizarlos por electroforesis en gel de acrilamida, Unicamente en la cepa
transformada se encuentra la sobre-expresion de una proteina de

aproximadamente 30kDa (Figura 17).
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5.8.2 Inmunodot

La expresion de la proteina de 30kDa se corroboré en ensayos de
inmunodot en los que se utilizo el anticuerpo monoclonal 49T especifico contra el
antigeno 85B de M. tuberculosis. Unicamente en la cepa transformada con el

plasmido clonado pMV261-30kDa se observo el reconocimiento con la proteina de

30 kDa (Figura 18).

MPM
(kDa)
66.2 Carril Muestra
1 Marcador PM
45.0
2 M. microti
3 Mmr30
31.0
21.5 ‘
Figura 17.

SDS-PAGE de M. microti transfectada con pMV261-30kDa. La
flecha indica {a banda correspondiente a la proteina de 30kDa.

Inmunodot

-M. microti

-Mmr30

Figura 18.

Inmunodot de la proteina de 30
kDa. Reactiva con anticuerpo 497,
(anti 30 kDa).




Facultad de Quimica, UNAM

6. Discusion

La vacunacion con BCG es la medida preventiva mas eficiente contra la
tuberculosis, sin embargo, la eficacia protectora observada en ensayos clinicos
varia de 0 % a 80 %; por lo que se requiere desarrollar nuevas vacunas con mayor

eficacia protectora.

En esfuerzos por alcanzar este objetivo se han explorado alternativas
como las vacunas de ADN, subunidades proteicas, cepas atenuadas y cepas
recombinantes. Sin embargo, la proteccién conferida por éstas apenas es
comparable a la inducida por la vacuna BCG, con excepcion de algunas cepas
recombinantes de BCG, como la subcepa BCG Tice recombinada con el antigeno
85B de M. tuberculosis [9, 15, 28, 40].

Una de las alternativas mas viables es la recombinacion de cepas
filogenéticamente  relacionadas a M.  tuberculosis con  antigenos
inmunodominantes que inducen el desarrollo de una respuesta Thl y la
generacion de células T de memoria, que respondan rapida y eficientemente en
infecciones posteriores. Recientemente Castandn-Arreola y cols, demostraron
que la vacuna recombinante rBCG38 incrementa de forma significativa la
proteccion al ser comparado con la subcepa Tice sin recombinar en el modelo
murino de tuberculosis pulmonar progresiva. Esta vacuna, basada en la subcepa
Tice que fue recombinada con el antigeno inmunodominante 38-kDa,
adicionalmente induce el desarrollo de una respuesta inmune Th1 caracterizada

por la produccion de citosina como IL-12 e IFN-y [8, 9, 40].

En el presente trabajo se construyd una cepa recombinante de M. microti,
debido a que filogenéticamente es mas cercana a M. tuberculosis (99.9% de
similitud en su genoma), no es patogena para el humano y en ensayos clinicos en
los que fue evaluada como vacuna demostré inducir proteccion equiparable a la

inducida mediante la vacunacion con BCG. Para obtener la cepa recombinante se
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clondé el antigeno inmunodominante 85B [Ag85B (proteina de 30 kDa)] en el
plasmido pMV261 y con la construccion resultantes se transfecté por
electroporacion a una cepa de M. microti. Este antigeno se seleccioné debido a
que en estudios previos se ha demostrado que induce inmunidad protectora en
cobayos inmunizados con la proteina purificada y al ser transfectada en la
subcepa BCG Tice se incremento significativamente la eficacia de la vacuna BCG
[23, 24, 27, 40].

Al disefar iniciadores que incluyen secuencias de corte para
endonucleasas de restriccion distintas, ademas de amplificar de forma especifica
el gen Rv1886c¢, incluyendo los codones de inicio y término, al mismo tiempo se
le dio direccionalidad al gen clonado para que quedara en el marco de lectura
correcto y bajo el control del promotor de la proteina de choque térmico de
60kDa (hsp60).

Para seleccionar facilmente el plasmido en el cual se clon6 correctamente
el gen Rv1886¢c, ésta se selecciond transfectando una cepa de E. coli DH5-a. con
la reaccion de ligacion inserto-vector y evidenciando en las clona srecuperadas la
presencia del gen Rv1886¢ por PCR e hibridacion. Una vez seleccionada la clona
que presentaba la construccion deseada pMV261-30kDa, ésta se purifico de forma
masiva para ser utilizada en la transfeccion de una cepa electrocompetente de M.
microti. De esta forma se redujo significativamente el tiempo para obtener la cepa
recombinate de M. microti, ya que la seleccion de la constriccion pMV261-30kDa se
realizé utilizando una cepa de crecimiento rapido como E. coli DH5-a,
aprovechando que le plasmido de expresion seleccionado presenta origen de

replicacion para Escherichia sp y Mycobacterium sp.

Una de las caracteristicas mas importantes dentro de las especies del
género Mycobacterium es el presentar una pared celular muy gruesa y compleja
que hace mas dificil su transformacion. La estrategia de transformacion mas

exitosa es la electroporacion, la cual consiste en la aplicacion de pulsos
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eléctricos para formar poros en la pared del microorganismo y permitir el ingreso
del material al interior, sin embargo, la eficiencia es mucho mas baja que en E.
coli. Para la electroporacion de M. microti mas eficientemente se requiere la
aplicacion de 3 pulsos consecutivos de 2.5 V, sin embargo, también se puede
transformar aplicando tan solo 1 pulso de 1.8 V obteniendo un rendimiento casi

tres veces menor.

Una vez que se logro la transformacion de M. microti, se verifico la
estabilidad de la construccion pMv261-30kDa al extraer el plasmido clonado de la
cepa transfectada y verificar la presencia del gen Rv1886c clonado en esta

construccion.

Una vez que se verificod que la cepa de M. microti mantenia el plasmido
clonado sin alterar su estructura, se comprobo la expresion de la proteina de
30kDa, al separar las proteinas del extracto de M. microti transfectada y sin
transfectar por electroforesis SDS-PAGE. Unicamente en la primera se encontré
un incremento en la concentracion de una proteina de aproximadamente 30kDa,
la cual correspondié a la expresion del antigeno 85B en la cepa de M. microti,
como fue determinado por inmunodot con el anticuerpo monoclonal 49T
especifico contra este antigeno. Por lo anterior se puede concluir que se obtuvo
la cepa recombinante Mmr30 que expresa el antigeno 85B de M. tuberculosis.

En los paises en vias de desarrollo como México, en los cuales la
tuberculosis es endémica y la vacunacion con BCG no ha disminuido su
incidencia, es fundamental el desarrollo de una nueva vacuna que sea de bajo
costo y que proteja de manera eficiente contra la tuberculosis, con la aplicacion
de una sola dosis. La cepa recombinante Mmr30 que nosotros proponemos como
candidato a vacuna contra la tuberculosis, debera de ser caracterizada y
evaluada en un modelo murino en el que se compare su eficacia protectora con
la inducida por la vacuna BCG y otras vacunas recombinantes que ya han

demostrado inducir mayor proteccién que BCG [8, 27].
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Considerando las caracteristicas de M. microti, esperamos que los
resultados obtenidos al evaluar nuestra cepa recombinante sean mejores en
comparacion con otras cepas recombinantes y con BCG, debido a que el genoma
de M. microti guarda mayor homologia con el de M. tuberculosis. Ademas de
proteger contra la tuberculosis, M. microti tiene la peculiaridad de ser un
patogeno especifico de ratones del género Microtus y algunas especies de
mamiferos cuadrupedos. Debido a esto se puede recuperar su virulencia residual
e inmunogenicidad al infectar ratones de campo (voles), evitandose asi el

proceso de sobreatenuacién que ocurrié en algunas subcepas BCG.
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Conclusiones

El disefo de los inciadores para la amplificacion del gen Rv1886c fue
exitoso.

Se construyd el plasmido pMV261-30kDa clonado con el gen Rv1886c¢.

La hibridacion con la sonda especifica Sr30 confirmoé la presencia del gen

Rv1886¢ en el plasmido pMV261-30kDa.
La transformacion de M. microti con el plasmido pMV261-30kDa fue
llevada a cabo de manera mas eficiente con la aplicacion de 3 pulsos de

2.5 volts.

Se logré la transformacion de la cepa de M. microti ATCC 11152 con el
vector pMV261-30kDa y se le denominé Mmr30.

Se logro la expresion del Antigeno 85B en la cepa Mmr30, la cual fue

detectada por electroforesis SDS-PAGE e inmunodot.
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8. Perspectivas

e Determinar la seguridad y tiempo de eliminacion de Mmr30 en modelos

animales.

e  Caracterizar la repuesta inmune inducida por Mmr30 en modelos animales.

e Evaluar la eficacia protectora de la cepa Mmr30 en modelos animales

susceptibles y resistentes a la infeccion con M. tuberculosis H37Rv.

e  Evaluar la eficacia protectora de la vacuna en modelos retados con cepas
tipo y con aislamientos clinicos representativos de la epidemiologia

mundial, siempre en comparacion con la vacunacion con BCG.
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APENDICE

Extraccion de DNA por lisis alcalina

1.

Tomar una asada de la cepa y resuspender en 100 pL de solucion TE
previamente enfriada.
Agregar 200 pL de solucion de lisis (NaOH 0.2N, SDS 1%) y mezclar.

3. Adicionar 150 pL de la solucién de acetato de potasio 5M, pH 3.5, mezclar

© © N oW

suavemente y dejar reposar en hielo 5 minutos.

Centrifugar a 14,000 rpm, 5minutos. Recuperar el sobrenadante a un tubo
nuevo.

Adicionar 2.5 volimenes de etanol absoluto a 4° C, mezclar.

Incubar a 4° C por 5 minutos.

Centrifugar a 14,000 rpm 10 minutos, eliminar sobrenadante.

Lavar con 0.5 mL de etanol al 70% frio.

Resuspender, centrifugar a 14,000 rpm 5 minutos, eliminar sobrenadante y

repetir el lavado.

10. Eliminar sobrenadante, dejar secar por 10 min.

11. Adicionar 50 L de agua para PCR.

12.Se almacena a -20° C, hasta su uso.
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Extracciéon de DNA por lisozima/Proteinasa K

Inactivar las bacterias con azida de sodio 0.01%.
Cosechar las bacterias por centrifugacion a 3,500 rpm, 15 minutos.
Congelar el paquete celular por 4 horas a -20° C.

Resuspender el paquete celular en 50uL de TE.

O oA WS o

Adicionar un volumen igual de clorofrmo/metanol (2:1) y agitar por 5

minutos.

6. Centrifugar a 3,500 rpm por 20 minutos y eliminar las fases organica y
acuosa.

7. Incubar el tubo destapado a 55° C por 10 a 15 minutos.

8. Adicionar 50 uL de TE resuspender en vortex.

9. Adicionar 5 uL de Tris-HCIl pH9.0.

10. Adicionar lisozima a una concentracion final de 100 pg/mL e incubar a 37° C
por 12 a 16 horas.

11. Adicionar 0.1 volumen de SDS al 10% y 0.01 volumen de proteinasa K (10
mg/mL), homogeneizar e incubar a 55° C por 3 horas.

12. Adicionar un volumen de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (25:24:1),
homogeneizar por 30 minutos y centrifugar a 12,000 X g por 30 minutos.

13. Recuperar la fase acuosa y adicionar un volumen de cloroformo/alcohol
isoamilico (42:1), homogeneizar por 30 minutos y centrifugar a 12,000 X g
por 30 minutos.

14. Recuperar la fase acuosa.

15. Precipitar el DNA adicionando 0.1 volumen de acetato de sodio 3 M, pH 5.2
y un volumen de isopropanol. Incubar a 4° C por una hora.

16. Centrifugar a 12,000 X g por 30 minutos y lavar la pastilla con etanol al 70%
(dos lavados).

17. Secar la pastilla y resuspenderla en 100 uL de TE 6 agua para PCR.

18. Almacenar a -20° C, hasta su uso.
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