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RESUMEN

[alolJec[Tlava [iana [1[] [In[lisis del secreto]a de Mycobacterium bovis [J[][] s[bcepa [lice
[ s[J recollbinante rJ0J0stIT] [esis de [Clcenciatita [0 — OO0 O Chclltad de
O icalJ0] [XicoJ[TTTT]

Ca tlbercllosis [TI[][les [n problel]a [lobal de salld plblica [los palses pobres son los [1[$
afectados["a [hica vac[nha aprobada por la [r[anifacién [ [ndial de la [alld T[] [TIpara
prevenir la [J7] es la cepa atenada de Mycobacterium bovis [1[1[1[1a clal varia en s[Jeficacia
protectora contra la [l p[1[Jonar en poblacion ad(ltal I na alternativa para [Jelorar la eficacia
protectora de la [J[I[] son las vaclhas recollbinantes [le sobreléxpresan antlllenos
in[]1[hodo(linantes de M. tuberculosis TIM. bovis (171 tales col o las protemas de filtrado de
ctivo [T T[T na de las [T [17$ est[diadas es la lipoprotema de [T1[Tla [Tst[[TITla clal es
reconocida por cl1l1as []en diferentes etapas de la infeccion!tanto en [ odelos anil lales collo
en [/l estras de pacientes con [ [Is['s convivientes sanos! [ ste tipo de resplesta s( liere [1¢
las [T participan en la [lod[lacidén [Iposterior desarrollo de in[]hidad protectora [fipo [ T1]
del [ospedero [acia la infeccion de M. tuberculosisiTa cepa reco! /binante de la vaclha [11[]
[lice [Te sobrelexpresa el ant(leno [t 1] HI0ICstl T Tind[To [Jalor eficacia protectora
contra M. tuberculosis en [Todelo [1(tino de [I[] p[1[Jonar proltesivall n el presente trabalo
se col lpararon los perfiles proteicos de las [T [SecretoJaslIde la [I[1[] [lice [0St
sl anllisis per[/iti6 detectar expresion diferencial relativa para alllhos plntosiilo clal
perllitirllidentificar al [ T1las protenas involl cradas en la [Jod[lacion de la resplesta inl][he
"lediada por cl1l1as del [ospederol[Irelacionadas al increlJento en la proteccion conferida

por r LISt

xi



1. INTRODUCCION

"lesde [pocas inl el oriales[la tlbercllosis [1I[][][a calsado dalos a la [11lanidad/[a [Te se
“an relistrado [allalTos de [l en sitios de [taliallllinalJarca [Ipalses del [ledio [Iriente
poblados dltante la era neollticall[Te s[Tieren [Te esta enferJedad [a era padecida por el
"olJbre desde [ace [J[s de [[11]alosllallbilh se [an encontrado indicios de [[] en diversas
reliones de ['topa [|[Ifricalas/ colJo en l[Tares [Ie correspondieron a los antil [ os il /perios
tie[o [ rolJanolJln la era [ipocritica [MTT] all[]1lfle llallada tisis[][] posterior[Jente
Cristoteles [a la proponla colJo [ha enfer[ledad contaliosalllara el sillo [ILJI [ fopa se
"abla convertido en el foco de infeccion de [ clas epidelias de [1[1[1]a fines del sillo (1[I
colJenlaron a establecerse las bases clinicas [Ipatoldlicas de la enferlJedad[ no obstantel se
calclla [Te la [[] acabd con la vida de [ha clarta parte de la poblacion eltopea dltrante la
prillera [itad del sillo [T lebido a la [lelora de las condiciones de vidallla vaclhacion
[lasiva contra la [J[] [Jal desclbrilliento de los antibioticos en el sillo [I[][ 1 acia los alos [T

la enfer(Jedad pricticallente [abla desaparecido en los palses ind[strialilados ' [

[J [Jediados de la década de los 80’s, el n[ []ero de casos de [
collenl6 a increlJentarse debido principal[Jente a dos factores!]
el increllento de casos de smndrolle de inll[nodeficiencia
ad[Tirida [TITICI)[7]a sitfacion de pobrela [][acinalliento en
palses no desarrollados[ I nte tal panorallalla [I[] f[e declarada
en [I11] collo sitlacion de ellerlencia [I[ndial por Ia
Crlanilacion [ [ndial de la [alld (T[] [1Tcon el propdsito de

FIGHT TUBERCULOSIS!
B Red Cross Christmas Seal T
i Campaign

ilIpllsar la prictica de [ledidas para sl Icontrol [IelilJinacién!]

Collen dla se estilla [ e aproxil ladal lente [[lllde la poblacién

[ ndial (7111 Cillones[estlJinfectada con el bacilo de la [ICI[]

Figura 10 0cla contra la
tlbercllosis[] [e illstra [h
cada alolde los clales [ 1[]illones son bacilferos/ I [ienes con cartel de propalanda ellitido
por la (1] [Jold en apolo a
[ha callpala lan[ada en [I[T]

1 [1[$ de [n sillo de [aber collenlado los esflerlos por para recaldar fondos para
colIbatir [Iprevenir la [I[][]

[1cerca de [ [Jillones de individlos enfer[Jan de [ activa

[Jalor probabilidad propalar(h el alente infeccioso a otros  []

colJbatirlalla 1Cc[a contra la [J] continla vilente [Ti[Ttra [T



1.1. Aspectos generales de la tuberculosis (TB)

‘a [ es [ha enfer[ledad infecciosa calsada por cepas de bacterias cercanal ente
relacionadas! Ipertenecientes al collplelo Mycobacterium tuberculosisilel clal incllTé a las
especies M. tuberculosis[IM. bovis[IM. africanum{ M. microti, M. canetti, M. caprae y M.

pinnipedi [

"1 principal alente etiololico de la [I] [11]ana es Mycobacterium tuberculosis [TilTra [Tl
clal se denollina bacilo de [loc[len [Lonor al [1[dico ale[][n [Jobert [Joc[ I Te en [ITT]lo[td

aislar [c[Itivar el bacilo de lesiones t[berc[losas[]

Figura 2. Mycobacterium tuberculosis(] Cicrofotoltafld electronica de

barrido [follada de [ttp[IplillcdeMovIIITI ITlales I TTITTT[[lores{HLIT]

[as [licobacterias son bacilos intracell lares aerobios!Ipleol 6rficos [tectos o lileral ente
cltvos(lno esporllados no capslladoslinl[]ovilesde [[la [1IIul] de anclo por [la [Iul] de
larfo [1[Te no presentan alt[pacion caracter(stical Jpleden for[lar estrlctltas sellelantes a

serpentina [

Uproxil Jadallente el [11[] del bacilo [[T1[] del peso seco de sl Ipared celllar[se col lpone de
1[pidos diversos[ I a pared celllar [Jicobacteriana es collplela [TilTta [TI[]se confor(]a por
tres capaslla prilJera [J[[s interna contiene peptidol1cano [T/ cop[ptido(lla se[hda posee
arabinolalactano [][¢idos [licolicos [Icidos [tasos P[lidrox[licos con cadenas laterales o
al[Tiladas[1Jen la capa [[$ externa [allpresencia de ceras [] [Isteres prod[cto de reaccion
entre [¢idos [tasos [Jalcololes[ /[ [1lcollpidos [fallbilh denollinados [licosidoslIicollo el
trehalosa 6, 6’[dillicolato [TI[J[][1][Jallbilh contiene lipoarabino!lananalls(Ifollpidos [

[]



lipoprotenas El TDM se ha denominado como “factor cordoén”, el cual es esencial para [Te el

. . 0
bacilo crezca formando “cordones serpentinos” [

lipidos libres
acilglicolipidos complejos porina

\ T 78 lipoarabinomanana
acidos micolicos K !
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@~ acidos micolicos -
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proteinas de membrana plasmatica

Figura 3. Cepresentacion es[ [ &[[tica de la pared celllar de M. tuberculosisln el dib[Id se [I[estran los o[
[icolatos [Te son la for[Ja [1[s ab[hdante maran(a[1[]los ceto ][] [Jetoxillicolatos oxilenados [1o(o[1] stos se
enclentran [hidos covalente[Jente a la capa de arabinolalactanalla clal est[1hida a la capa de peptido[licanol]
[tros collple(ds lipidicos de la pared celllar incl(Tén a los acilllicollpidos lincl[Téndo a [I1] [Ts[1follpidos (]
otros llpidos collplelas libres[ [ a lipoarabino[lanana se []lestra [nida a la [le[Ibrana plas(itica a trav($ de [n

enlace fosfodister

[a collposicion [TIlica tan peclliar de sl pared celllar le proporciona caracteristicas
especiales a las [JicobacteriasIresistencia a la desecacion []a la destr[ccion por calorl]
crecilliento lento [Tla [sellanas/lte[leril lientos nltricionales especiales para sl iclltivolalta
"idrofobicidad[resistencia a alentes bactericidas! Jbacteriost/ticos []flt[lacoslIno se tilen
fleilllente por [I[todos convencionales [ resisten a la decoloracion por alcolol [cido!l]
caracter(stica ellpleada por la tincion de [ielllJeelsen para identificar al [t[po de
Clicroor[anis[los denollinados bacilos [¢idodlcololesistentes (T[] J[Tal clal pertenecen

las [Jicobacterias [



Cos [lltodos [tililados para la diferenciacion [ caracterilacion [enltica de las especies
[licobacterianas se basan freclentellente en la identificacion de reliones de polilJorfis[ o
"en[ticol col o las seclencias de insercion [ ][ Te se [][1tiplican [Itransponen variando s']
"bicacion dentro del [enolJalTa [T TTT]estlIpresente [hicallente en [Jie[Ibros del collplelo
M. tuberculosis( I itra estratelia [tililada para la [enotipificacion es el anllisis basado en la
alsencia o presencia de reliones de diferencia [1J[[1lel polilJorfis[lo [enerado por estas
seclencias cortas de [1[][] [a sido [ha [errallienta [til en la investilacion de la evollcion
[lobal (] filo[enia del collplelo M. tuberculosis [1[] pesar de [[e los [enollas de M.
tuberculosis [1M bovis poseen [1[$ del [T11[] de [olJolo[1a [enltica [Tiabla (1] [ presentan

notables diferencias fenotipicas [Ipato[ [ nicas![]

cepa
M. tuberculosis (1 TTv M. bovis CITTTTIIT] M. bovis (00 [aste[ T [TTT11]
talJalo [pbl] O HINERINEN HINERINEN
0o m o [T [T [T
[enes [1[] Ol O HIEE

Tabla 1. [aracteristicas [en6[licas de M. tuberculosis[IM. bovis [1M. bovis [1[1[][][fa tabla il[stra la
colJparacion de los [enollas de cepas de M. tuberculosisTM. bovis [JM. bovis (117 en clanto a talJalo
en pares de bases [pbllcontenido de allinol¢idos codificados por codones ricos en [Tanina [Jcitosina

[MC00n[ T ero de [enes [Te codifican para [ha protema [T 1T]

Ta investilacion protedJica de las especies [licobacterianas [a cobrado [h alTé illportante
dlrante las [1tillas d[cadas(la [tilifacion de diferentes t{¢nicasl col o la electroforesis en [el
de poliacrilallida en dos dillensiones [ I[TIILICIC [T espectrolletrld de [Jasas [1][IT][a
proporcionado infor[Jacion relevante acerca de la localilacion de protemas [Is[Iparticipacion
en el reconocilliento antil [hicolr[tas [Jetabolicas [Iprocesos de rel[Tlacion celllar[ 11 Thas
aplicaciones de las tl¢nicas proted!licas sonllla collparacion fenotlpica entre cepas para la
identificacion de antlllenos [especlficos de cllllas [ o [I[l]caracterilacion de factores de
virllencia o [larcadores [lolecllares asociados a la patollhesis o presentacion de la

enfer( ledad



1.2. Generalidades de la infeccidn y patogénesis

[l trans[Jision de la (7] p[1lJonar es por vld respiratorial IM tuberculosis se dise[lina de
persona a persona por [ledio de pellelas [otas de saliva en aerosoles [Tlenores a [ pll[]
ellitidas al estorn[dar[]expectorarItoser o [ablar por individlos coll[hllente llallados
bacillferos [Tillta [I) a trans[lision por obletos contalJinados [fo[lites[Jes poco frecl entel
[tra for(la de infeccion tallbilh se da por viad oral al inlerir leclé o prod(ctos l[¢cteos sin
paste[tilar provenientes de anillales infectados con M. bovis'o por via c[tlhea [loft[1]ica al
tener contacto con [licobacterias no tCberc[losas [ [I[s[T][Te provocan en el [TTlano

afecciones clnicallente indiferenciables de la [1[] cal sada por M tuberculosis(]

Figura 4. O7@ principal de transJision de la tTberclosis[Ta enferJedad se dise[Jina a
trav(s de aerosoles de saliva expllsadas al toser( I ablar o estorn[dar por personas

infectadas [follado de [ttp[Miextbooofbacteriolo [T metltbspreadanilation Tif(T]

e estilla [Te del [1al [T][] de los individlos infectados con M. tuberculosis desarrollan la
enferJedad en alllha etapa de s{lvidallla [Jalorlda de las variedades de la infeccion en
‘TTlanos illplican problellas casi exclisivallente en plllones[][]si se disellina afecta

prictical lente clall [ier 6rlano [T esolpiell I leninles[ [ an[lios etc!ll]

M. tuberculosis es [n [licroor anisl o intracelllar [T ¢ se establece en p[1[]ones [Isobrevive a
la falocitosis por neltrofilos [] [Tacrofalos alveolares [foco de [Jlonl[]al evadir los
[Jecanis[Jos [Jicrobicidas(las[llal [1[1tiplicarse dentro de las c[1llas per[lite la dise[linacion

de la infeccion a otros espaciosl/na vell[le los bacilos [lo [loll¢llas secretadas por los



lisl[Jos prodlcen inflallacién en noédllos linflticos localeslse inicia [ha resplesta celllar
espec!fica [Jediada por linfocitos ['1a clal activa a [acréfalos [Iprovoca la for[Jacion de [ha
lesion conocida collo [tan[lolJalclTa [ona interna contiene [ha [Jel¢la de telido necrosado!
restos celllares [bacterianos[ T e en conllhto dan [ha apariencia de [Téso [necrosis caseosall
‘as [Jicobacterias sobrevivientes en el [tan[lolJa se [Jantienen en estado latente[][] al
presentarse [ha alteracion inlJ [ holdlica del [ospedero se reactiva el foco de [1Lon[los bacilos
de [ proliferan [1la enfer[Jedad se desarrolla con la prodlccidon de nelTlonla (el [lisl o
proceso de for[Jacion de [tanlo[Jas pero con [teas extensas de necrosis caseosallestas
lesiones se expanden [asta [Té s[Icontenido caseoso se libera [acia la 1[T]del [tbol bron[Tiall]
for[J[ndose cavidades aireadas [ e reslItan ideales para el desarrollo de los bacilos[los clales
se liberan a travis de las expectoraciones [0 pleden alcanlar el torrente san[[Ineo []

. . . ’ [TTT1]
dise[Jinarse [acia otros OrLanos ]

"a resplesta in[ ][ he protectora contra la [ serllel res[Itado del balance entre la in[I hidad
especlfica e inespec!fica del [ospederol [ os sintol las [1[$ frecl entes sl elen ser fiebre  astenial
CelJoptisis[ pltdida de peso [Idisneal 1 dialhostico confirllatorio de la enfer(ledad es por
c[ltivo bacterioldlico a partir de []estras solletidas previallente a la observacion directa de
T [baciloscopldlTla presencia de lesiones cavitarias se detecta [Jediante [ha prleba de
ralos [1 '"'[11 tratalJiento terap[Itico para casos nlevos d(ta de [Ja [][leses [Icollprende la

ad[Jinistracion de isoniacidalrifal Ipicinal piralinallidalestreptollicina [letal Ib[tol[]

1.3. Epidemiologia

Ulrededor del [117] de los pacientes con [I[]activa vive en palses en vias de desarrollo [Tillta
"TTdonde se prodlcen el [T][] de las [l ertes por esta enfer[ Jedad[ [ a [1[1acaba con la vida de
aproxilladallente [] [Jillones de personas al alo [III1] [Ilertes al dlallla tendencia
epidel Jiololica de la incidencia de [I[] sille alllentando en el [1[hdo [/la poblacion adllta
[oven es la [I[s afectadal principal [lente en palses de [Ifrica [J[Jsia L]



[ixiste [n alto factor de ries[ o para desarrollar la [ en los individlos infectados con el vir(s
de la in(][hodeficiencia [ 1] lana [TI[I/[][1[Tienes padecen el sindrolle de in /[ hodeficiencia
ad[Tirida [T )[Tsiendo la sitlacion cada vel][][s alar(lante[la [Telse estilla [Te [T/}
de los casos de [ presentan coinfeccion con el [1[T][ 1 sta asociacion tiene efectos [taves[la
[0 se [a convertido en la principal calsa de deflncion entre los pacientes infectados por el
[ ientras [T& los individCos [I[1] positivos infectados con M. tuberculosis tienen 1 [T
de probabilidad de desarrollar ha reactivacion de [ [postinfeccion prillariallen allTh
TJolJento de s[vidallo bien[los pacientes in[]hos[pri[lidos pleden infectarse nlevallente

con el bacilo[Tlen [1[clos casos [lostrar [ha prol[tesion r(pida a enferledad activa [
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2549

50-99 r;@'
100-299 o

300 0 mas /

No estimado
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Figura 5. mcidencia [1hdial de t[berc[losis p[1onar[ e es[T&[Jatila la incidencia de [I[] p[1lonar [¢asos
nlevos por cada (1111 1] abitantes por pals reportada para el alo [T por la [ [ plblicado en [TTTTTI 1
Ualor n[1lero de nlevos casos se relistro en la [le[i6n de [sia [[doriental [T11[] de la incidencia [J[hdiallT]
sin e[ /bar[0[lla incidencia estil Jada por [abitante en el [/frica s bsalariana es casi el doble [¢asi [1]casos

por cada [TT][TT][abitantes/T]

‘or otro ladol! [h porcentale considerable estl] relacionado al fendlleno de

CI[tifTr[Dacorresistencia collo conseclencia del tratalliento ineficiente de la enfer[ledadl]

existen casos de [1[] [1[tif [ Jacorresistente [T] [T por s sillas en in[1[$en casi todos
]



los palses del [1[nhdolJen alllnas reliones se [an dado brotes de cepas de M. tuberculosis
con flt[Jacorresistencia extendida [T [ lpor s sillas en in[1[s[d[tante los [1til]os
alos [

Tle aclerdo a las estadlsticas de la [1[1[Tise [a estillado [Te de no el lprenderse [ledidas
preventivas [Jde control [1[$ efectivas contra la enfer(Jedad[lentre los alos [I11][][I11]se
infectar[h aproxilladallente [TT1] [lillones de personas(][T1] [lillones desarrollar(n Ia
enferedad activa (1.1 Jillones [orir(h a calsadela (] ']

1.4. Tuberculosis en México

n [J[xicollel cladro epidelliolo6lico es tallbilh preoclpantede aclerdo a la lista de
indicadores de salld ellitida por la [lirecciébn [leneral de [Jpide(Jiololld [TI[1[I[]de la
"ecretarld de [alld [T 1T1a [']es la [Tcalsa de [l erte ocasionada por [h alénte infeccioso
‘hicolTla poblacidon en edad prod(ctiva [11]a [T]aloslkes la [1[s afectadal’]
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Figura 6. [ncidencia [ [ortalidad de tCberclosis en [] [xicollle [rafica el n[IJero de casos [barras[1[]de
deflnciones [lnealJpor [J[] en poblacion de [11a [Ilalos reportados en el periodo collprendido de [I11]a
[[11]lelaborado a partir de las listas de indicadores de salld p!blicados via electronica por la (117 [

| pesar de [le [a [abido [n lilero decrellento en el nlllero de casos [de deflhciones
reportadas por [ ] a nivel nacional [Tillta [[Tllesta enfer(Jedad se [a sitlado desde el alo
0



[ITT]dentro de los prilleros [/l Tares de las principales calsas de [Jortalidad en poblacion
en edad prod[ ctival | Jatos proporcionados por la [1len el [ITTlrevelan [1¢ la clarta parte de
los casos de [I[] estlh asociados con otras enfer[ledadesIcol o son diabetes!Idesn!tricion!!

alcololis o LI 0

[xisten datos epidelliololicos de la [Il]en [] [Xico [ L& []lestran all[nas discrepancias entre

los casos notificados de [Jorbilidad [ [Jortalidad por la [T [1los reportes de la [ [1]
CspeclficalJentelJpara el [T11]la [1[][] notifico [na incidencia de [l de [TT1[TT]casos [
(ITTT) COCertes por (] en [J[Xicolllientras [Te para ese [lis[lo alo la [T len el [oletln

"pidelJioldlico de la [ellana [1de [I1[Ireportd [ha incidencia nacional de [} de [T 11T}
casos [J [I[11] deflnciones/de [Janera [Ie en ese alo existio [n sl brelistro calcllado

alrededor de (1111 en la [Jorbilidad (17177 en la [Jortalidad nacional '

Cctlalllente se estilla [Ie [allaproxilladallente [1/[ 111 casos de [I[] en nlestro palsii[]
cierre de [T 111 Jen base a los casos plblicados en el boletn de [‘pidel liolol1a de la [T los

estados con [Jalor incidencia son [Jeracr[ [ 11 Jald [Jalifornia [1[1[Hiapas con [T TTTTTTTIICTTT]

casos ac 1] lados tespectivallente [

"a [l representa [h problella de salld plblica a nivel nacionall [ 1]la actlal sit[acioén social
infl Te en sl res(tlilliento epid[Tlico [TilTta [ITpor lo [Te la participacion con/lnta de todos
los sectores invollcrados con el desarrollo social del pals facilitar( /la eficiente aplicacion de

[edidas [T& perlJitan lo[tar [ [le[or control ['prevencion de la enferJedad '

[ Aplicacion de programa antiTB ]

Fracaso delos tratamientos { Pobreza extrema
\

< - [ Aumento de la migracion ]

'
Aislamiento de mutantes
resistentes alos farmacos - < { Crecimiento demografico ]

) Resurgimiento - N—
Mayor prevalencia <<% delatubercllosis 5>  Propagacion epidémica

Figura 7. Cactores [T& infl(Ten en el res(¥[ilJiento epid[TJico de la [I[] en [J [Xico[laplicacion deficiente de [h

proltalla antit/berc[losis  condicion de pobre’a [icrecil liento poblacional ]



1.5. Control y Prevencion

[llThas de las estratelias [Te contrib[Ién en con/llhto para prevenir la trans[lision de la [
son la [Jelora de las condiciones de vivienda [Sin [acinalliento[TTiliene [In[tricionlas[collo
la deteccion de 'h [Talor n[TJero de casos [Jel tratalJiento terap[Ttico oport[no de individ[os

infectados [asta lo[rar s[Jclracion 0

7 collienlos de [TTTTI T rofton proplso [Te el tratalliento de los casos contaliosos era
necesario para controlar los casos de [1[] [prevenir s[]trans[Jision[ [ osteriorJente[ 1T t[blo
establecio [1e el tratalJiento acortado era esencial para alcanlar tasas de cltacion adecl adas!]
verificd la necesidad del tratal liento directallente observado []desarrolld los principios del
relistrolcol /[ hicacion [][]anelo de flr(lacosIl'n [TTT]la [I[][]collenl6 a prollover esta
estratelia [1en [IT1]prod[lo [n [larco para el [lontrol [Ificallde la [I[]lJel clal describe
claralente los collponentes clave de lo [Tell[ollen dlalise conoce collo la estratelia de
tratalJiento acortado estrictalJente s pervisado [ [l D0 es [h [I[todo de control
dela [lJ [Tela [0 [introd[ 1o en [TTT1 el [xito del tratal liento con [l Jen los [11I[Jillones
de pacientes tratados en [TTT]fle del [T1[] en prolledio [cercano a la [eta del [T] [T len
CTTTICITIC de los nlevos casos bacilferos fleron tratados [por debalo del obletivo del [T [T
Ca [0 [ inforlJ6 en el [I11] [Te las dos [letas de [111]se alcanlaron en la [lelién del
Caclfico [ccidental [en [T1palses [incllidos [de los [TIpalses con alta carla de [Torbilidad (T
[a nleva estratelia para detener la [ '] se basa en los res[Itados satisfactorios obtenidos tras
aplicar este [[todo[sin s(bestil]ar la problel|[tica de la coinfeccion LU [la [ IO
esta estrate/ia descrita en el “[lan [ [ndial para [letener la [ berclosis[ LI TTIITTTY tiene
col o obletivol detectar [Icltar [n [Jalor nll]ero de casos! I Jred[cir las tasas de incidenciall

prevalencia [ [ Jortalidad de la (] 0

‘lolJen dl@d la [Jedida [J[$ illportante para prevenir la [J[] es la vaclhacionl[a [artilla
"lacional de [laclnacion! I [e incll e el relistro [Icontrol de la [I[1[ ][ se estableci6 en [ [Xico
desde (L1 Ipor decreto presidencial ' [I'n nlestro pals se [an alcan ado illpactos ben!ficos
en la [orbilidad [Jortalidad de la (] [lenmlea '(Ln el periodo (LTI 1 el prolledio de
cobert[ta nacional de vaclnacion con [ fle [alora [T][1[]



2. ANTECEDENTES

Casi [ha dltada desp[Ts del desclbrilliento de M. tuberculosis collo alente calsal de la [11[]
Clobert [oclIdesarrolld [n extracto de c[1tivo plto de M. tuberculosisial [Te actlalllente se
le conoce colJo tlberclinalllocl] proplso orilinalJente a la t[berc[lina collo [h alente
terap[lticol tras observar [ & cobalos [anillales altallente sl sceptibles a la [ ][ Jinfectados
con M. tuberculosis podan reclperarse de la enfer[Jedad al ser tratados con este extracto[11[$
tarde adlJiti6 el fracaso de la tfbercllina colJo tratalJiento tras obtener res[ltados
desalentadores en [T1T1] pacientes t[bercllosos[ [ tante varios al0s [Joc[l [abla estado en
contacto con M. tuberculosis por lo [T& probablelJente para [[11] a [abla desarrollado [ha
resplesta in[ /[ he contra el [Jicroor anis[lolfl ¢ entonces [Ie dellostro e la tlberc/lina
ind(cld [ha flerte reaccion en sl[I[lis[lo [T/finallJente[Iplanted [n [s0 collo reactivo de
dialndstico para la [T [ctlalllente la tlbercllina se denollina derivado proteico pltificado

[T es [tilitada collo [Jtodo para detectar infeccién con M. tuberculosis ']

2.1. Vacuna M. bovis Bacilo Calmette- Guérin (BCG)

"a investilacion [Idesarrollo de vaclhas especlficas contra la '] fl e il Ip[lsadalen partel por
el [T10ico francls [olis [aste[t en el mstit'to [[e act[allente lleva s[Inol/brel de [Janera
[Te antes de [I11]collenlaron a probarse alternativas de vaclha a partir de bacilos [ [ ertos!]

vivos aten[ados o [Jicobacterias no t berc[losas [1] [1[s[ ][]

"1 principio del sillo [I[1[T]ocard aisl6 [ha cepa virllenta de Mycobacterium bovis (M. bovis)
a partir de lecle proveniente de [ha vaca tlbercllosall[ln [T11]esta cepa fl e enviada al
mstit[to [aste[t[donde [lbert [alllette [1[Jallille ([ Ttin se dedicaban al s'bclltivo de cepas
vir[lentas de M. tuberculosis'/[in [IT11lestos dos investiladores collenlaron [ha serie de
s(bclltivos de la cepa de M. bovis aislada por [locard en [Jedio de papa [Ibilis de blel][]

[licerollen el [ e previal lente [ablan observado [ ¢ los bacilos se volvian [Jenos vir[lentos![

Tldesp[T$ de [TT1pases realifados dtante [Tlalos [TITT1a [TTTTlobt[vieron la vaclha M.




bovis [I[][J[ Tha cepa [ [abla perdido sl ]virllencia [[ e experillental[ente era inocla para

los anilJales 0

n [TTTTIdesp[Ts de varias priebas en diferentes [odelos anillales[ /[ eillTalll] (] [tpin
ad[Jinistraron la vaclha [0 por prillera vella [h ser [IT]ano[l'h nifo c[Ta [Tadre [abla
[lerto por ] [J[Ie fle criado por la ablelal [ Tien tallbiln padeci6 la enfer[ Jedad[ ] este
reciln nacido se le ad[linistraron tres dosis de [I[1[] por via oral [1la proteccion res(1td ser
eficallcontra la [0 Tintre [TTTII[TTTTse vaclharon a [1[§ de [TTrecilh nacidos silTiendo el
Tis[Jo eslTella de vaclnacion[I[n base a la eficacia protectora observada por el [50 de la
CU[ en infantes dltante estos [Jaloslll [nstit'to [astel[t collenl6 a distriblir esta vaclha
para la prevencion de la [1 [ Tara [TTT11][sde [IIIl]recilh nacidos en [tancia [a [ablan sido
vachados con la [1[1TJT1 [0 de esta vaclha se incre! lentd prillero en el continente el topeo

[posterior( Jente se distrib[ [ 6 a diferentes palses para s laplicaciéon [prodccion local ' [

[ltrante la prillera [litad del sillo pasado los diferentes laboratorios conservaban las cepas
(L por sibeltivolesto ocasiond [ e sl tlieran variantes de la cepa orilinal [denollinadas
s[bcepas [T con el tie[lpo collenlaron a observarse callbios en el fenotipo [ enotipo
de la vaclha [TilTta 8). A mediados de la década de los 50’s, se llevo a cabo la [Jonferencia
"l'enica [nternacional sobre [I[J[] [orlanilada por la [nidon [nternacional contra la
CI'bercllosis en [linebralll [ilall[Te tlvo collo obletivo definir los criterios [][]etodolol1ds
est[hdares para la prodlccion de la vaclhalla partir de entonces!Ise adoptd el sistella de
preservacion de lote sellilla [seedlot s[stel/[TI[1 proceso de liofililacion para preservar la
[0 se illplelJentd en (1111 para ese entonces la cepa orilinal se [abla s[bclltivado [1[s de
[[11lveces al illal [Le las s[bcepas [IJ[] desarrolladas en el resto del [1[hdo "'

ClctlallJente la [hica vaclna contra la [ ] aprobada por la [ [Jes la [0 Tlexisten al [Tenos
"T1slbcepas L[] disponibles en las colecciones de [Jicroorlanis[los collerciales/las [1[s
‘tililadas por los proltallas de vac[nacion sonl[ [I[ ][] [Janesa [T 1T [isal 0] [Tlaxo
[I111Seilla O [rielX[I1J00 Doldo CLLIIT LI Dolteall DDLU Castelt (LI
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Figura 8 Jenealo(T1a de la vaclha (1011 e es[TelJatila la obtencién de la [JCI0) orilinal a partir de M. bovis
[(ITTTTITTTTI la posterior diversificacion en las diferentes sl beepas [1][] derivadas de la [I[][] [‘astelr[I[os
recladros blancos corresponden a la posicion de [Jarcadores [enlticos identificados recienteJente por [I[1 roscl]
etal. [I'nrecladros allles se indican los [larcadores [ /.| [teljones [enl[ticas alsentes para diferentes s/ bcepas
(00 con respecto a [ aislalliento contelJporfheo de M. bovis(Ttodas las sCbcepas (171 carecen de la re[ion
[0 Tos clrellos selalan la distrib[ ion de las vaclhas en [][t[pos basados en la identificacion de [ 1[I
[d[plicaciones en tindel] independientes[111]se refiere al ele[Jento de insercién [T 111T]

“a M. bovis [I[J[] protele eficalTlente contra la t[berc losis [liliar [1[enneal [ Te son las
for(las [taves de la enferledad en la nilel1]] [a sido aplicada a [1[$§ de [111][]illones de
personas [lo [Te la [ace la vaciha [1[s [tililada en el [1[hdo[lTn [TTT]se inicid en [ [xico la
vaclhacion con [[J[1[la [orlJa [ficial []exicana establece [Te s[laplicacion es oblilatoria
en los recilh nacidos[ ]todo nil0 no vac/hado al nacil liento deber! recibirla antes de c[ T /plir
[Jalo de edad[1a vac/ha se ad[linistra en la re[i6n deltoidea dereclal por via intrad[t[lical’

sola o silll[lttheallente con otras vaclhas[l a dosis [hica de (10 00 7 0

(1]



"n diferentes ensal0s clhicoslrealilados en distintas poblaciones(se [a dellostrado [Te la
[l presenta [tan variabilidad en sl leficacia protectora [lla [1][ [ contra la [ p[l[lonar en
poblacion adllta [TilTta [T]

de la in[J[hidad [Te confiere la [1[J[1[varios altores s[Tieren [T¢ s[eficacia protectora no

T Cxisten tal1bilh discrepancias con respecto a la dtacion

dita [[s de [la [[lalos [sin e[Ibar[olkexisten datos (e indican [Ie esta eficacia persiste
[asta por [1]alos 0
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Figura 90 etalan(lisis de la eficacia protectora de la vacCha O [e [J[estra el anllisis de diferentes ensalbs
clmicos en los [Te se evall0 la eficacia protectora [expresada en escala lolar(fl licallde la [I[J[] contra la [I[)
plonar en distintas poblacionesla variabilidad prolledio es del [1][] [Té va de [Ja [1][J[las barras indican

intervalos de confian(a del [T ©1J



e [an planteado varias [ipotesis para tratar de explicar la variacion en la proteccion conferida
por la [l ] entre las [1 ¢ destacan[ diferencias entre las sl bcepas [/ 1[ plrdida proltesiva de
sl capacidad para [enerar [ha replesta inll[he de [lelloria protectora [I[$ dltable
‘atenlacion de s beepas[TblolTeo o enlJascaralliento por previa exposicion a [1[1[s en [teas

end(icas [Is[sceptibilidad [en(tica del Cospedero [

[Jo obstantel][asta [ace poco no se contaba con evidencia experillental [Te dellostrara
diferencias estadisticamente significativas en la eficacia protectora entre las diferentes BCG’s.
Tn el [TTT]se eval0 la eficacia protectora de die[lsCbcepas [ en [h [Jodelo [1[tino de [T
pl1lonar proltesiva _con base en los par[Iletros detectados [¢[tva de sobrevidallcarla
bacilar en pl1[]on[ [ipersensibilidad retardada [T/[I[][Trea de p[1[]16n afectado con nel [ lon(al’
perfil de citocinas(llos res[1tados [Jostraron [Te la [I[1[] [Tipps confirid [Jalor proteccion a
los anilJales ante el reto con la cepa tipo M. tuberculosis [1[TTIv[len otro [t po de vaclhas
"Te confirieron [Jenor nivel de proteccion se incl 16 a la [[J[] [lice[ I Te continla siendo [ha

de las vacl has [tililadas para in[J[hilar [[]]anos[]

Cnte la variabilidad de la eficacia protectora de la [[1[1[Jes necesario desarrollar [ha nléva

vaclha contra la [J[/[TTe contrib[Ta a [h [lelor control [prevencion de la infeccion (]

2.2. Desarrollo de nuevas vacunas contra la TB

"] partir de la collparacion de los [enollas de M. tuberculosislIM. bovis [1M. bovis 101
‘tabla [TIplITI[1]se evidencid6 [Te no existen [trandes diferencias [enlticas entre estos
Uicroor anisl[losl por lo [ & para evallar las diferencias en la eficacia protectora de la vaclha
[0 son necesarias otras [errallientas[ |1l an[lisis proted[Jico aporta infor[Jacion relevante
acerca de la localilacion de protemas [Js[Iparticipacion en el reconocilJiento antil [hicolt[tas
[etabolicas [|procesos de rel[lacion celllar[ 1[I rante los [1tilJos al 0s[Isobre todo tras la
seclenciacion collpleta de los [enolJas de M. tuberculosis en [T11]Jde M. bovis en el [TT1T]
Ta [abido [n [fan ilIp[lso en la identificacion [ caracterifacion de protelnas expresadas

dltante las diferentes etapas de la infeccién [1la enferJedad ' [Ilntre las diferencias [Te
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presentan las sbcepas [I[1[] destaca el perfil de protemnas secretadas al [ledio de clltivolla
[Te allIhas de ellas [an sido identificadas col o in[][h6[enos [ por tanto[ I an sido [h plnto

clave en la seleccion de ant(llenos candidatos para el desarrollo de nlevas vac has (]

M. tuberculosis posee [I[tiples ant[lenos de nat[talela [reactividad in[][noldlica diversas
QlpidoslIpolisaciridos [ protemas[lisin elJbarloll asta la fecla no [an sido definidas
clarallente clTles [Ic[ntas protemas est[nh invollcradas en la indlccion de [ha resplesta
inl][he protectora [lediada por c[1(las del [ospedero infectado ' I[JI[Lhas prote(nas de
illportancia anti/ [nica evaladas en ensalos in vitro con c(1llas [Jde [TTlano son [ ICITT]
TSt T T ) O OO H ) COC T os criterios [ Es [tililados para identificar

ant[llenos inl/[nodolJinantes sonllproliferacion celllar ant/lenoléspecifica []secrecion de

interferon [allJa (I [y )

Cltante la [tilJa dlcada se [an evallado [1[$ de [T1candidatos a vaclha en [odelo anillall]
res/ Itado de diferentes estratelias para sl[] desarrollolIcollo sonllvaclhas de sl blhidades
proteicas[| vaclnas de [J[I[[] vaclhas atenladas de otras cepas de [licobacterias
filolen(ticallente [1[$ cercanas a [] de M. tuberculosisi]vaclnhas alxétrofas [ vaclnas
recol /binantes basadas en [I[/[1 [] otros vectores [le sobrelexpresan antllenos

inl 1 hodo[Jinantes de M. tuberculosis [Ti[Tta [T} [

B subunidades
EADN
mrecombinantes
mfusién

B auxdtrofas
Hsaprafitas

= mutantes, otras
W adyuvantes

Figura 10[Tistratelias para desarrollo de nCevas vaclhas contra la (0 Tk [lestra la distribCtion de [TT]vac[nas
evalladas en Uodelo anilJal por [mstit[tos [Jacionales de [alld [Tlational [nstit(tes of [ealtllo ([T en in[1[s[)
de Cstados ['nidos '



"a [alorla de las vaclnas de s[blhidades proteicas [Ide [I[I1[] se basan en protenas presentes
en el filtrado de clltivo de M. tuberculosis(i[Te al ad[Jinistrarse con ad[lVvantes ind[cen

inl] Chidad protectora espec fica [ediada por c(1(1as []en raton[cobalo [lprillates (]

CesafortlnadalJente[la [tan [Jalor(d de las vacnas evalladas [asta el [Jo[lento no confieren
[alor proteccion [ e la [I[1[1[k6lo all Inas vaclhas de flsi6n o basadas en [I[][] de [][tiples
vectores [ e expresan [1[$ de [h antllenol!lan [Jostrado ser capaces de ind[cir [lelores

niveles de proteccion en collparacion con alTT1las [Te expresan [ha sola protemal’

Cor otro ladolal[Thas vaclnas recolbinantes basadas en [J[I[] [T¢ expresan o sobreléxpresan
protemnas contenidas en el filtrado de clltivo [incl[Téndo protenas de secrecionllde M.
tuberculosis tal1biln [an [Jostrado ind cir [ha eficacia s[perior a la ind[cida por la (1[I0
refleldda en la red[ccion de la carla bacilar en balo T1Tado [Ip[1[16n [én raton [Icobalolante
el reto con cepas virl lentas de M. tuberculosis [colJo [I[TTiv[Ird[Jan [la cepa Lipervirllenta
Cenotipo eilin 11" ]

71 [0 de la [0 collo vellcllo de expresion de ant/Tenos inl[J[hodollinantes ofrece varias
ventalas[ tiene [ha sel [tidad de[ostradalTa [Te [a sido aplicada a [1[§ de [T1T][Jillones de
personas con pocos efectos seclhdarios []ocasionalllente collplicaciones[/se aplica poco
tie[lpo desplTs del nacilliento[Jpor slIsola flhciona collo potente adllvante [én [lodelos
anillales [ en [IlJanosl][]sl] prodiccion no es caralllo [Te la [ace econollical lente

conveniente para palses en vias de desarrollo collo [I[kico |

(01 Thos candidatos para
vaclnas contra la [I[] [Te pertenecen a esta catel or(ad se enclentran actlallJente en fase [Ide

ensalos clmicos O

2.3. Proteinas de filtrado de cultivo

] partir de los alos [[7s [1[1Ts collenl6 el inter[s por estl diar a las protenas contenidas en
los sobrenadantes de clltivolitallbi[h denolJinadas protemas de filtrado de c[ltivo [T 11T
debido a [Te los concentrados de estas! tanto de M. tuberculosis collo de M bovis [[1[[se

(1]



"tililaban para la prodccion de la tlbercllina (el dise[o de reactivos [][§ especlficos para

detectar la infeccion por M. tuberculosis O

] finales de la dlcada de [TTTTITIC] [rl[e evall 6 diferentes extractos [Jicobacterianos de
aclerdo con s[capacidad para [enerar in[][hidad celllar en ratones[ proporcioné la prilera
evidencia de [ e solo las [licobacterias viables estil |[1aban a c[1[las [ capaces de ind[ cir [ha

respl esta protectora contra cepas virlentas de M. tuberculosis ']

(0 Cireotte [ [1] [J [ Collins  plantearon [Te solalJente las [Jicobacterias en fase de
[Itiplicacion [ [JetabolicalJente activas [Jeran capaces de liberar [h [Jalor nlllero de
protemas/ las clales eran los ant[lenos responsables de la resistencia especlfica [[lediada por
c[1as [a la infeccion por M. tuberculosisiide[I[s[dicl0s ant[lTénos eran [Jenos eficaces
en presencia de [n [tan n[llero de [licobacterias []lertas[/debido a [Te [stas indlcen
predollinante[ Jente [ha resplesta [[1oral por la excesiva liberacion de polisac(tido de la

pared cel[lar a [ledida [Te son dileridas por los [acrofalos [

‘n ensalos de actividad inll[nololica tanto in vivo collo in vitrol][T][][]ollins [
colaboradores delJostraron [Te las (1] son reconocidas por cl1las [J responsables de la
sensibilidad a la tlberc(linal pero no por anticlerpos [Jonoclonales dirilidos en contra del
lisado collpleto de M. tuberculosis no viable[1[] la parlJeste [t po de investilacion []el
dirilido por [ITJLILIC ool confirlJaron [T¢€ los antigenos “protectores” eran secretados o
liberados por las [licobacterias al clltivarse en [ledios sint/ticosl/['n [TTT] [[JIndersen [
colaboradores apolaron allbos [allalTos tras delJostrar [ e existla [nha flerte correlacion
entre la replicacion bacteriana en el [ospedero [ la reactividad de cl1(1las [ ] [acia las protenas

de filtrado de c[1tivo "'

2.3.1. Funcion e Importancia

1 Cenolla de M. tuberculosis posee [T 11[enes [Té& codifican para preprotenas [¢on p[ptido

selal tipo (1] '[las clales son secretadas via [ecldependiente (¢l siste[]a de secrecidon [ec es
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'h [Jecanis[lo de transporte de [Jol[¢c[las en el clal las protenas poseen [ha secléencia selal
en el extrelJo allino ter[Jinal(ll[a seclenciacion collpleta del [enolJa de M. tuberculosis
per(litio identificar [Te el loc[s [1[1[Trelion alsente en M. bovis [ [ codifica protemas [T¢
se secretan activallente al [Jedio de c[Itivo vid [eclindependiente ' [In el [[1[]se dellostrd
[Te la reinsercion de la [[1CJa cepas de [J[] s6lo revierte parcialJente s[]vir[lencia [ os
“enoJas de M. bovis [J[J[] [aste[t [JM. bovis tallbiln presentan diferencias en la expresion
de enes (¢ codifican prote(nas de secrecién [IJado (L& varios an(lisis a nivel de prote nas
“an identificado [Jarcos abiertos de lect[ta no detectados previallente por anllisis [end[licos[
asllcollo [T [Te carecen de p[ptido selalles claro [Te el abordale prote6[lico fortalece el
est[dio de este tipo de protenas []collplellenta el estldio [enollico al revelar el perfil

prote(nico prod_cto de los Lenes expresados ' [

Tas [T] participan en la [Jod[lacion [] posterior desarrollo de inl]lhidad protectora del
Cospedero [acia la infeccion por M. tuberculosis ' “IJediante la activacion de [Jacréfalosl]
c1l1as dendrlticas [Ic[11as cebadas para la secrecion de [Iediadores proinflal latorios[ /][ &
e Listallinal[]al ind[cir la diferenciacion [][]ad[tacion de cl1l1las presentadoras de antllleno
[Le conlleven a la proliferacion de c[1(1as (L1 [espec(ficas para [ [ secretoras de 111y L]
[ste tipo de resplesta alhado a la natlralela inll[hodollinante de epltopos antil [hicos
presentes en las [ ][ [ Tilllest[linvollcrado en el increl lento de la proteccion observada con
vaclnas reco! |binantes basadas en [/[1[] [Te expresan ant(lénos procedentes de filtrado de

ctivol]

[la estil1[lacion de clllas [] de [JelJoria espec/ficas para M. tuberculosis es clave para
ad[ Tirir in[][hidad protectora [Jediante vacl hacionl ] lientras [ e la deteccion de cl11as [ []
1 [Te reconolcan especfical lente ant(enos de M. tuberculosis es flndallental para el [Xito
de [ha prleba de dialhosticol [larios est[dios [an delJostrado [Te la [Jalorla de los epltopos
in[] (hodo[Jinantes reconocidos por c[1las [ T[] en la (] son de prote(nas secretadas |
existe tal |bilh presencia de anticl erpos contra [ [ ] en sl eros de pacientes con [ [Ic[1[1as [
espec ficas para el [lis[lo tipo de protelnas en individ os infectados con [ """ [T or tantol]
las [[T] son consideradas collo potentes candidatos para el dise[0 de nlevas vaclhas []

priebas para dialhostico espec(fico de [0 [



[l Thas protenas de secrecion se [an relacionado con la virllencia del bacilolJ[a [Te al ser
liberadas actival lente es posible [ ¢ participen en la evasion [licobacteriana de la resplesta
inll[he [len los [Jecanisllos elIpleados por el bacilo de la (] en la infeccion latente o el
desarrollo de la enfer[ledad en individos infectados ' [ sta f hcién in[Jhollod[ladora de
las ['T] probableJente contrib[T¢ a la s[pervivencia del bacilo en [ospederos sl sceptibles
tal colJo [a sido descrito por all I hos altores!]

Tlas protemas [T TICTT] [T [de [T [TJalllTe confor[Jan al collplelo ant[leno [T1son

secretadas en [tandes cantidades [son i[lportantes para la adlesion []posterior infeccion a
cl1llas el cariotes debido a [T e son capaces de [hirse a la fibronectina (¢l [lalor colJponente
de la [Jatril] extracelllar en [Jalllferos/l/participan en la interaccion del bacilo con la
s[perficie de los epitelios [la invasion intracelllar a trav(s de receptores de fibronectina
presentes en los [Jacrofalos [ a enlilla speroxido dis[ [ tasa [[I1][][se enclentra presente
en la [lellbrana externa [les secretada en [randes cantidades por M. tuberculosis d[rante sl
crecil lientolles responsable de la elil Jinacion de radicales reactivos del ox[leno [l ]ollcllas

toxicas [ TJabhdantes en el albiente bactericida de los falolisosolas [

2.4. Antigeno PstS-1y la vacuna recombinante rBCGPstS-1

‘n el [enolla de M. tuberculosis se [an identificado [11] [eénes [Ié codifican para
lipoprotenas’/las clales al ser exportadas o liberadas al [ledio extracelllar pleden estar

invol[cradas en siste[Jas de transporte de n(trientes [ elé[Jplo es el ant[Teno (st 111

[l ant(lleno [stl[1Tes [ha lipoprotena [licosilada localilada en la s[ perficie [licobacteriana [
se libera [tad[alllente a trav(s de la [Jis[Ja '[es [ha de las protelnas de filtrado de c[ltivo
1ls estldiadas[ I Jen M. bovis [J[][] se encl entra presente en [enor cantidad con respecto a sl
[ol16lolo en M. tuberculosis " 11 ant[leno [st[ 1] allinol¢idosles el receptor prillario
de [ sistela de transporte de fosfatos tipo [JJL] '[posee [ha [lasa Llolec[lar []plnto
isoellctrico tedricos de [TTIT1[T]a [T T respectivallente [ estcodificada en el [en pstS1
de M. bovis (0 ¢on tallalo de [[I1]pb [Iposicion en [IITI [bl] [IJall evidencia
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experilJental de [Té el [en pstS1 [Into con otros [enes pst de M. tuberculosis estin
orlanilados en [h operdn rel [lado por fosfato [1[1e existe [h increl Jento en la expresion de
la protelna [stl11]clando las bacterias se clltivan en condiciones de bala concentracion de
fosfato ]

[sta lipoprotena es reconocida en las etapas telpranas de la infeccion en varios [lodelos
anilJaleslas[collo por cl1las [ de san[te perifitica de pacientes con [I] [contactos sanos!
mdlce proliferacion de linfocitos [ (LI (101 [JOC [ altos niveles de [111y e [IT] alse [a
deostrado talIbilh (e existe [ha elevada prod tcién de [T por [acrofalos ' [Ilebido
a sl Inatltalela in[l[nhodo!/inante el ant(lleno [st[ [ se considera collo [ha [loll¢clla con

potencial para el desarrollo de nl evas vacl has contra la t[ berc[losis [

‘n el [TTTTJse desarrolld la rIICICstl T ha vaclha recollbinante [Te estl]basada en la
slbcepa [I[1[] [lice [][Te sobreleéxpresa al ant(lleno [t [T a vaclha r[J[J[JCst[ [T ind[ 10
[Jalor proteccion en el [Jodelo [I[tino de [I[] p[1[ionar proltesiva en collparacién con sl!
vacha [o[16lola sin recol binar al reto con M. tuberculosis (/[T T vl a rlJ st TIred! To
silnificativallente el nlTlero de [J[T] en pl[1lJén de los ratones inlJ[hilados con dicla
vaclnal [ Ifl e capallde prolonlar la s pervivencia del [1][] de los ratones retados con la cepa
Cipervirllenta M. tuberculosis [enotipo [leilin[Ilesta vacha tallbiln ind[ o el desarrollo de
"ha resplesta inl /[ ne celllar tipo [ I Irefleldda por [h increl lento en la prodl ccion de [II11 e
[I11ly "Ulor consillientelles illportante realilar el est[dio collparativo de los secretollas
Tapas de [1T]]de estas vacnasl/[a [Ie se podrln observar diferencias en el patron de
expresion proteicol I Jis[las [ e pldieran ser atriblibles al evento de la recol /binacionlla
identificacion de protelnas expresadas diferencialllente entre estas dos vaclhas aportarl]
infor[Jacion relevante para la fl tlta identificacion de ant[Tenos involl crados en la [Jod[lacién
de la resplesta in[ [ he del [ospedero [relacionados con el increlJento en la [Jalor proteccion

conferida por r{ [ st 1T



3. JUSTIFICACION

Tla vaclha recol lbinante r[J[1[1[st[ 1] prote[e eficalTlente contra M. tuberculosis [1[TTv []
Cenotipo [leilinl] en el [lodelo [I[tino de tibercllosis plllJonar proltesivall[l est[dio
collparativo de los secretolJas de [JII[] [lice [Ir[IC10 st perllitir[Jidentificar diferencias
proteicas entre al 'bas vaclhas[/[a identificacion de diclas diferencias aportar[infor[/acion
acerca de posibles ant(llenos invollcrados en la [lodllacién de la resplesta inlllhe del

Cospedero [relacionados con el incre[Jento en la proteccion conferida por r[JCI st [ITT]

4. HIPOTESIS

[os secretollas de las vachas DO Cice DrJO0CstMno son i[Tales[]

5. OBJETIVO

Cnalifar [] collparar los secretollas de Mycobacterium bovis 1] [ice []la vaclha

recobinante r[J] 0 st T



6. MATERIAL Y METODOS

6.1. Subcepas de Mycobacterium bovis BCG
Ce [tililaron las s[bcepas [ [lice [1r[I0JCCstT (MO [lice recol lbinante [Te sobre!
expresa el ant(lleno [t [T 1de la coleccion de cepas del [toltalla de [l hololTa [Jolecllar

[l icrobianal]

6.2. Cultivo bacteriano

“las vaclhas se c[ltivaron en placas de [edio []iddlebrooll[T]TIs[plelentado con (11 de
D000 [Meido oleicolalbl 1 linadextrosalcatalasalld tante [1)dlds a [I1[1] en atl]ésfera con
(1100 de OO OO0 de OO [Costerior[lente se to[ 16 [ha colonia [Jse resellbrod en caldo de
cItivo [alton [anexo [/ os c[ltivos se inclbaron a [1][1]en condiciones estlticas d[tante
[T1dlaslI] alcanlar la fase de crecilliento exponencial los clltivos fleron coseclados por
centrifl [acion a [ [T rpl) dltante [ 1] [Jin a [ [TJ[J[J los sobrenadantes se les adicion6
inlibidor de proteasas [fllor[to de [Jetilfenils[1fonio [T () [ [l fleron conlelados a
(I Casta s[ILSol]

6.3. Obtencion de proteinas de filtrado de cultivo (PFC)

1 sobrenadante de clltivo se desconleld [tadlall lente a telIperatita albientel se le al adid
in[ibidor de proteasas [11 1 [1JJ[1[1[I[]conservador [alida de sodio —[Jall [Jal [TOTT[1[Te
actla colJo bacteriost!ticol |l se esterilil 6 por filtracion a travis de [Jel |branas de [I[IlJum y
(T pm- [ Hicon D illipore LTI continlacidon se concentrd [T 1x[por [ltrafiltracion
"tililando celdas con alitacion constante (11 Jiconl[ ] lillipore[ [ J[1 ][] [hidades de filtracion
por centrifl [acion (11 Jiconl ][ Jillipore[J[1[1T][1l[ara la concentracion de las protenas se
Ctililaron [Jellbranas de celllosa rel enerada [T 1[I Tillipore[ [ 1] de p/hto de corte de [
[0 [Tall a clantificacion de las protemas se realilé por la tlenica de [radford [anexo [T
[na velconcentradas(las [ 1] se allJacenaron a [I[I[1] [asta s[][so[]

6.4. Electroforesis en gel de poliacrilamida desnaturalizante (SDS-PAGE)
1 partir de los concentrados obtenidos de [T Ise realil6 [TICITIII] para confirl[Jar la

inte[ridad de las protenas antes de realilar la electroforesis en dos dillensiones[ & prepar6d
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"ha [lelcla de las (1] con solltioén allortil [adora de carla [1] [anexo [J[][Ise reali(6 [ha
OO en [inileles de poliacrilallida [l astllel[][1[lersfal]l [liosciences! [ Ippsalal]
[[ledenal [T [ Tasta colJpletar (1110 (Il ast[Itel]  [[1llersCall [liosciences [ Ippsalal]
"TJeden(l/las protenas se vislalifaron por tincion con [1[T1 de [oollassie [tilifando la
"hidad de revelado del [Nis[lo e[ Tipo[’

6.5. Electroforesis en gel de poliacrilamida de dos dimensiones (2D-PAGE)

Tara la obtencidén de secretollas [proteolJas de [ T10se [tilitaron [1] (] de protena en
sollcion allortifTadora de relidratacién [anexo [I[1] [as protelnas se separaron por
isoelectroenfol € en tiras de [tadiente de plJ inlJovil [MT1J[Ide [Ja [Ide [TIcl! de lonlitld
[(Tead[Ltrip [ Ctrips[ I ioTlad (1[I asta collpletar (1[I L1 isoelectroenfol & se
realil6 en la c[Tlara [] [tiplor [T T Jerslal] [liosciences! [ Ippsalal T1ledenlen tres etapaslil’]
a [T1T) 00 [0 Casta collpletar [ Tiilse incre[Jentd el voltale a [TTT10] [1[J[] [J[] [asta
collpletar (111100 HiiilJa CETTI 0 D10 D10 Casta coldpletar (1) 110 LICLIEN tix[Jino del
isoelectroenfol [ el las tiras [l fleron el lilibradas en soll cion allortil [adora de el [ilibrio
‘anexo [[Jen dos pasosl el prillero con (1[I [T [l Jposterior lente con iodoaceta Jida
(M [ MCara la electroforesis de la selTnda dilJension(Jlas tiras [T elTilibradas se
colocaron sobre [eles de poliacrilallida en [radiente de [Tlal [TJ[] de [TTIT)cl] [anexo [ITke
sello con sollcién de alarosa [anexo [1][Ise corrieron a [1][] dltante [1][Jen [ha cl[llara
Coefer [171 [TT] [T arllacia [otec T[T Jas protemas fleron vislaliladas por tincion de
plata [dnexo [J [

6.6. Analisis de geles 2D
‘a ilJalen de los secretollas fle captirada en forllato dilital en [h esclner [TI[] [T]]
[alibrated [lensitol]eter[ [io[Tlad[ 111+ ver [IL1L] — [posterior[lente se realil 6 el anllisis
collparativo de los [eles [tililando el softllare [TD PDQuest™ Advanced V. 8.0 (Bio[TJad
laboratorios mec(l] OO DM O] carlar las ilJ[Tenes dilitales se realilaron los alllstes
correspondientes de [Janera [ e todos los plntos visibles fl eran detectados por el proltallal]
" na vellcarladas las ilJ[lenes (1] de cada [elllse crearon los [eles [Jaestros [il [l enes
virt[ales[lde cada s[bcepa a partir de la colbinacién de dos secretoasse coordinaron las

posiciones de los p[ntos anclando al [Tenos [T1 ] del total de plntos presentes [balo [n
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“lodelo de distorsion [T e considera posibles variaciones de la tl¢nical [lla il lalen de cada el
fle norllalilada de aclerdo al total de plxeles presentes en los [eles[ I ara el anllisis de
expresion diferencial relativallos plntos se elilieron en base a dos criterios/ il /[ ] € estl viesen
presentes en los secretol las de las dos vaclhas [detectados en todos los [eles[ 1 iilI[Te los
valores de cantidad de cada plnto t[viesen [n [J[] [lenor o i[Tal a [I10 [ los plhtos
seleccionados se col Ipararon confor( e al valor calcllado de los estil ladores prolledio X[ 1]

desviacion esthdar [S[TT]1[Thos de estos p[ntos fleron seleccionados para sl lidentificacion[’|

CIOOC T a conversion de la sel al detectada por el densitd[ etro a [hidades de densidad Optica
[0 se realil6 al calibrar con el filtro correspondiente para la tincion de platal de [Janera [T¢
dlrante el proceso de deteccion de pintos se [tilia la for[Jlallcantidad[] alt[tallniox (o0
para calcllar la cantidad de cada plhto [6x [Jcl]corresponden a la desviacion estindar [Jen

[ [de la distribucion Gaussiana de un punto en direccion al eje de las “x” y al eje de las “y”,

respectival lente 1]

6.7. Identificacion de proteinas
"os plhtos seleccionados se escindieron [lanlalllente a partir de [n [el [ 1] preparativo [[11]
"I'Jde protenalitelido con platal | /se conlelaron a — [I1[1] [asta s[][solll as [I[estras se
prepararon para el anllisis por crolJatotafld de 11Tidos acoplada a espectrolletria de [Jasas
en tindel] con ionilacidon por nanolelectrosprall [T [T [T con el elTipo [ITT1 []
000 Mpplied Cioslstel s revel lentel lcada plnto fle destelidolIred[ cidollall Tilado [
dilerido con tripsinallas [el¢las de p[ptidos fl eron separadas por crollatoltrafla de 11T idos
con [n [tadiente de ellcion de acetonitrilollI11] [ [¢ido forlJico con [h fllTo de [10ulTin
dlrante [T][Jin a trav[$ de [ha coll[TIna Corbax [ (Ml x [TIeI T u M T os piptidos se
ionilaron por nanoelectrospral [lse separaron! detectaron []solletieron a espectrolletrla de
[Jasas en t(hdel | [los patrones de espectrol letrla de [Jasas se colIpararon con los existentes en
la base de datos [1[[1nr[a identificacion de protenas se realil6 por [1[todos probabillsticos
con el alloritlJo [Tascot[ldentro de la base de datos [J[II0J[][] lillitada al collplelo
Mycobacterium tuberculosis [Tttp I atrixscience/col ! [1] e consideraron v(lidas las
identificaciones con [n plhtalé de p[ptidos [lalor o illal a [Tl lvalores de [][] [Iplcon [ha

diferencia no [Jalor al [T][] con respecto a los valores experil]entales(]



7. RESULTADOS

Cas protelnas de filtrado de c[tivo [T 11 Jse obt[ vieron a partir de la concentracion x[de
los sobrenadantes de clltivo de M. bovis L[] [ice [IrlJLII[st T la cantidad de protena
obtenida fl'e [T [Trespectivallentel]

Tos secretol]as se obtlvieron al separar las [ 1] [Jediante [TI[TI1[1] []vislalilarlas con
tincion de platallln la [i[Tta [T]1se [Jlestran i[l[Tenes representativas de los secretol]as
obtenidos de las vaclnas[ "1 anllisis collparativo se reali’6 a partir de los [eles de protemas

provenientes de dos cll1tivos independientes/ I tilifando el proltralla [ ][]l estl]

Ton el fin de dislJinlir la variabilidad atriblible a la tlcnica [¢ollo la separacion
electrofor(tica de las protenas o la tincion de platalTse [tililaron los datos de nor(Jalilacion
con base en el n[ [ Jero total de p[xeles [[labla [T

Vacuna BCG

BCG Tice rBCGPstS-1

NUmero de pixeles

Lel O CITTTTT] LIITTTT]
Lel O HEEEREN
X CITTTTT] LIITTTT]
S (LT (LTI
%CV" 0.14 0.39

Tabla 2. Datos para la nor[Jalilacion con base en el nT]ero total de pXeles[]
X0edia arit[ (ticalsdesviacion estChdar[00 D0 Ccoeficiente de variacion

porcent [l 111 )] (JSEx ([

"a separacion electrofor(tica en dos dillensiones perl]itio resolver alrededor de 117 [1[TT]

pintos de [I1] de M. bovis [ [ice [ rCOCstlIT] respectival Jente [Tlabla [T



M (kDa)

1500 —
1000 —

700 —

200 —

150

100 —

BCG Tice

i (kDa)

1500 —

1000 —

T00 —

SO0 —

400 —

200 —

150 —

100 —

RCGrPIS1

Figura 11. [ecretollas de ([0 [Tice Or[JOJ0CstITT e [Jlestran i[[Tenes representativas de los [eles obtenidos por [TITII1] de [11] de las vaclhas [

Cice OrO0CstOITT Cas [T se vis[alilaron por tincion de plata (111 [[[Jde protemasI[T1] [T] [T en tiras [ de [T]cl) plJ TTTOOO0 LTI de OO0 x

Ix[TeOm




Ensayo
Vacuna BCG 0 O Cel [Jaestro
OO0 Cice HEN (L] [LT]
rJO0 st [1T] (111 [1T]

Tabla 3. ([ 1Jero de plntos detectadosl e [ILestra el n[I]ero de plntos detectados en los
diferentes ensal0s[la col'1na de la derecla corresponde al total de p[ntos incllidos en el
el Caestro del secretolla de cada s[bcepa (101 [sobre el clal se basa el anllisis[ [ os [eles
Uaestros [i[J[Tenes virt[aleslde cada s[bcepa se conforJaron a partir de la colJbinacién

de las i[1[Tenes de dos secretoJas(]

"a collparacion de los [Celes [laestros de [ [lice rI0stlI T reveld [Te las vaclhas
poseen patrones de protelnas [/[[sillilaresl/lo clal se confir[ 16 al constrlir la [t[fica de
distrib[cion de los valores experil lentales de [Jasa [Jolecllar en flhcion de sl plnto

1soelletrico [TilT1a [T11]

00 Cice [ rO0M st collparten aproxilladal lente el [11[] de sl perfil de [1111[o
obstante /[ [1plntos del secretol]a de rlI[1[1[ st 1Ino se detectaron en el secretol]a de la
vaclha [0 ]6lola sin recolbinar [TilTta [TTT]

Figura 13. [ialtalla de [lenn[[ g representa la
colJparacion de plntos de los [eles [Jaestros de
los secretolJas de (10101 [lice MU T C]
rJ00 st O O OO EED) femm g oo
[TT7 [T OO son plhtos [Te solo estlh

Comunes

presentes en los secretolJas de (1010 [lice [Iris

n=2521 claro 0 rJO0Cst T (el rolTrespectival Jentel]
[a interseccion de los clrcllos corresponde a

los plntos colllnes a las dos vaclnas [ T1T]
[ O 0 proledio de 11 [J [ [0 ) con

respecto a [I[[] [lice [0 Cst T
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Figura 12. Tistribcion total de los plhtos detectados en D00 Hice DrJO0stTT e [taficod la posicion de los plitos detectados en 00 Cice [¢ércllos

rolds abiertos1r st [¢lrc[los alTles cerradosTlas X representan los plitos coll[hes a alJbas vac[has[ Il eld de las ordenadas corresponde a la [Jasa

[olecllar relativa [TIrlen [TalllJel ele de las abscisas al p[nto isoell¢trico [p T



‘n la [ilTta [1]se illstran ele[Iplos de plhtos para los [Te se detectaron diferenciasl tanto

clalitativa [al sencia/presencial col o clantitativa [eéxpresion diferencial relativall]

BCG Tice 1BCGPstS-1
punto # 0027 »
MM: 13.38 kDa
pl:4.05 x _,/“\: ‘
&/ '
L . A
valor de intensidad 398.1 DO mm?
punto # 6003 ‘ 4
MM: 14.46 kDa / /
pl:5.68 e
» B
valor de intensidad 244.4 DO mm? 112.8 DO mm?

Figura 14. Cetalle del anTlisis[Te [JCestran ele[Iplos de patrones de expresion diferencial entre pntos
presentes en r[J[ [kt 1) [Ino detectados en [11[J [lice [I[Tas[colJo entre p[ntos con distintos valores
de intensidad (T[T

[ partir del an[lisis de [ TIp[htos seleccionados con base en los criterios establecidos [p[TTT11]
se deter[]ind [Te existld expresion diferencial relativa para [T/de ellos[al Thos de los clales

presentaron [ incre[Jento en s[§ valores de intensidad [T ldesviacion estihdarlTa ilJalen

dilital de los [TIplhtos se collpar6 vis[allJente con los [eles flsicos [Ise elilieron allThos

para sl lidentificacion por espectrol letrla de [lasas [Tillta [[1[][abla [l

"no de los plntos extraldos del el no se identifico debido a [Te por espectrolletrld de [Tasas
solalente se detectd [n fralllento de la protema [1][] experilental [T11J [TJalll[] tedrica
([ 1ITel clal probablellente presenta [n plhto isoellctrico [1[$ blsico [pllexperillental [
‘Te la protelna collpleta [plltedrico [III1] [as protenas identificadas presentaron [ha
distrib[cion variada en clanto a s[$ valores de p[IT1Ta [T ) [T ]a [T1TJallTse observo
‘Te existio increllento de [1]veces en la expresion de [ha protema de r[I[I[1[st[I1T] con

respecto a [J[1[] [licel



rBCGPstS-1
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Figura 15. Onflisis clantitativo de plhtos de los secretoJas de (11101 Cice DrO00Cst(ITT Ta [(fica [Ilestra el valor proJedio de intensidad MO Tde
cada plnto [T ]desviacion est[ndar [¢le de las ordenadas( para cada [ho de los [T/plhtos [Te [Jostraron expresion diferencial relativa [¢le de las abscisas!(T]
Cos clrelos rolds corresponden a los plitos de (111 [lice [Jlos clrcllos neltos a los de r[10JJ st T T a X representa plhtos [ e [Jostraron [h increlJento de
(1]

[IJvellen la intensidad [



Valores experimentales
No. de

o En el presente IMPIB®
. ) péptidos ) )
Proteina | Puntaje | . B trabajo M. tuberculosis
] identificados CF ? - Funcién
id_ global rBCGPstS-1 H37Rv CSN
(% de
. MM MM
secuencia) pl pl
(kDa) (kDa)

[1[participa en la smtesis
O mEE mjuinn . . On | OOm | OO | OO
de nlcledsidos trifosfato

min EEN] O [1Jdesconocida Wi O O
1m RN 0o [1Jdesconocida 1m 1 m 1
[ [participa en procesos
U L1 [EEjNARE] ) m [T U U
tradccionales
[l [participa en procesos
1 [T O] ) [ [T O 0
tradCccionales
1m | goamo [T]desconocida 1m 11m am 1m

[I[participa en la cadena

respiratoria

1m 1l O [JCparticipa en la [licolisis 1m O 0

[JCinvolLcrada en la

re[Tlacion transcripcional

Tabla 4. [rotelnas identificadas[ Tk enlistan all [ has prote(nas identificadas por espectrolJetrla de [Tasas[]
allllasificacion desilnada por la base de datos [J[I[1[list [Ittp(llenolistipaste rfr(TIII st vids de
infor[Jacién[ Tinter[ediario del [letabolis[lo [respiracion[ 1T lprotema Cipot tical b[Tnstit[to [Jax [lancllde
[iolo[Ta de la [mfeccion [Tttp[IlebDpiiblberlinIpidelclilbinipdbs(ldlpaleldlic Iprotema [[& presentd
incre[ento en la intensidad detectada en r[JJ] (st ] [sobrenadante de c[ltivo[]



8. DISCUSION

"e [an identificado prote[nas contenidas en los sobrenadantes de clltivo de diferentes especies
Tlicobacterianas] [] se conoce [le deselIpelan diversas flnciones[]esenciales para el
crecilliento [Isobrevivencialin[[ho enos o factores de vir[lenciallas protenas de filtrado de
cltivo [T ][ al ser liberadas al [Jedio extracelllar pleden representar el contacto inicial con
el sistel]a in[/[he del [ospederol|[1colportarse collo [loll¢[las in[hodollinantes[/[n el
presente estldio se analilaron los secretollas de [I[10] [Cice [Jr[I0JICstIIT con el fin de

identificar diferencias en el patron de expresion proteicol’

Uonsiderando e diversos anllisis a nivel de protenas [an identificado [Jarcos abiertos de
lectta en M. tuberculosis [1[TTv [Te no se [ablan detectado por anllisis [enollicos Jasl]
collo la alsencia de piptido selal en [Tl el estldio protedllico de vaclhas [}
collplellenta el abordale [enollico al revelar el perfil protemicollprodi cto de los [énes

expresados !

Ta [Jalorld de los estldios protedlicos [Te [an descrito [1 1] corresponden a clltivos de M.
tuberculosislen este trabalo se analil6 el perfil de (111 de M. bovis (1[0 c[tivada in vitro[T11
ifTal [Te las protemas de extracto celllar(lla [Jalorla de las (1] de M. tuberculosis se
enclentran en la re(ion de [lla [1lllde plIlde [Tanera [Te los res(1tados del presente estl dio
evidencian [l e los secretollas de [ILI[] [ice [IrlILILJLstLI[ poseen [ha distriblcion de [ 1]
[Te corresponde a lo reportado previallente ' '[Ileferente a la [Ir(la [Jalor(a de los pLhtos

detectados se enclentran en el intervalo de [1]a [[][T]al]

las [I 1] de las vaclnas [1UJ[] [lice [IrlJILEstl I Ise distrib[Ien de [lanera sillilar se[[n sl
COr OpliMilTra [TTTC] ant(Teno [stl T est Ipresente en la s[perficie [licobacterianal por lo
‘Te es posible [Te en rlJJI st existan depdsitos de esta lipoprotena a nivel de la pared
celllar collo conseclencia de sl]sobrelexpresionllesto a sl vellpldo [aber provocado la
dis[Jin[ci6n en la secrecion o liberacion de [ 1] al [ledio de clltivo de rlJLILI[stl] con

respecto a [J1[] Cice [TilTra [T



‘n clanto a las diferencias en la intensidad de los plhtoslIvarios altores selalan [Te al
vislalilar las protemnas por tincidon con plata no es posible realilar [n anllisis c[antitativo para
detectar diferencias de expresion ' [Isin e[|bar(b[lotros altores [an reportado expresion
diferencial a partir de la collparacion de intensidades de plntos telidos con plata "]
[nte esta controversia al [tilifar la tinciébn con plata [1] dado [Te los valores de [1[1[]
perllitieron delJostrar la reprod[cibilidad de la tl¢nica experillental [Tken el presente estl dio

se deter[]in6 realilar [h an[lisis de “expresion diferencial relativa™ con base en los valores de

intensidad detectados para al[Thos p[htos collThes a (0] Clice Cr0C Cst T

Cos [lalores valores de intensidad de pixeles correspondieron a protenas de [I[I[] [lice
[MillTra [I1l]esto podrla indicar [Té en la [I[][] [fice recol binada con pstS1 existe [n
ilJpedillento para la secrecion adeclada o liberacion de protemas(|[]1lThos plntos [le
“lostraron callbios de aproxilladallente [1vellen sl valor de intensidad fleron identificados

(Tlabla (1T

Te aclerdo a los [t[pos fincionales a los [Té pertenecen las protemas identificadas(/la
Talorla de estas protenas se relacionan con procesos [letabolicos Ad[TTHAIT] [1id[TTTI o
obstantelal[Thas de estas protenas poseen actividad in[ [horre[Tladora [Ise [an relacionado

con la vir[lencia del bacilol tolJo se describe a continlacion[]

[a [hica protena para la clal se deter[Jind [n [Jalor increllento de expresion [¢asi el doble
de intensidad de p/xelesen r[ 11l st Tcon respecto a [1[1[] [lice fle id[ 11 1a clal es aceptor
de electrones especifico para varias deslidrolenasas [llos transfiere a la cadena respiratorial’l
se La proplesto [ ¢ esta protena participa en la betaloxidacion de [¢idos [tasos ' [los clales
son collponentes esenciales de la collpleld pared de las [licobacterias//[a sido detectada
previal lente en sobrenadantes de clltivol extracto celllar [Ifraccion de la pared celllar de M.
tuberculosis (I Tlv 0 (a4 sido identificada collo ant(leno inll[hodolJinante de

clilas [0

Cor otro ladolas protemas [Te [Jostraron [lalor incre[lento en s[§ valores de intensidad en

(00 Cice fleron identificadas collo protemas [ipotlticas [de estrlctlta [J flhcion

(1]



desconocidallll este es el caso de las protelmas id[ 11 e id[I 11l lesta [ltilJa relllada

nelativallente en M. tuberculosis [/[TTv c[ando se c[ltiva en balds concentraciones de [ierro
7 id[[1no [a sido reportada en est[dios previos de prote6[Jicalllel [en [L¢ la codifica
"a sido descrito collo no esencial para el crecilliento in vitro de M. tuberculosis(Jal[Thos
altores slTieren [lé este tipo de [énes podridn ser esenciales para la s[pervivencia

[Jicobacteriana en el allbiente del Lospedero L

[la protena id[T]es [ha enlilla citosolica secretada tanto por M. tuberculosis [[TTv collo
por M. bovis D00 " [participa en la slitesis de nltleésidos trifosfato[se altofosforila [l
posee allplia especificidad de s[stratol]interviniendo en el control del crecilliento [
selalilacion celllar [ a id[IIsecretada por M. tuberculosis al [edio extracel lar act'a collo
factor citotoxico para [lacrofal os al seclestrar el [1[]]e inlibir la activacion de los receptores
(117 [ 1a conseclente flsion falosollallisosollallpor lo [Te se [a relacionado con la

s[pervivencia del bacilo [evasion del sistel]a in[][hel]

'n [h est[dio colIparativo de los proteollas de la fraccion celllar de allThas vaclhas [1]] []
M. tuberculosis [1[TTIv realifado en el [toltalla de m(J[hololld [Jolecllar [Jicrobiana
‘¢ol][hicacion personal(llse detectd [Te los plntos correspondientes a id[1]e id[T11 se
encontraban presentes [hicallente en las (L[ 1[I n el presente trabalo tallbiln se detectd la
presencia de estos plntos en el sobrenadante de clltivo tanto de [[][] [fice collo de
rlO0 st por lo [Te fleron seleccionados para sl identificacion por espectrolletrld de
‘lasas[ 1 os plntos id[T1e id[ T 1T fl eron identificados collo la [lis[]a protenalla clal es [ha
protena ribosollal for[ada por dos dollinios diferentes/ lallbos dolJinios est[h codificados
por el [lis[ 1o [en [Ise diferencian por [ha acetilacion en el extrel Jo allino terl Jinal de [ho de
ellos ""'Jle [a reportado a este dllero collo [ho de los collponentes ter_loestables del
derivado protemico pltificado [TITI[T] capall de indlcir [ha flerte resplesta de
[ipersensibilidad retardada [ [sta protema ribosollal se relaciona con [lecanis(]os
trad( ccionales[ 'a [Te actla col o receptor de diferentes factores invollcrados en la sintesis
de protenas [Idesel 'pela [ha flncion esencial para el correcto proceso tradl ccional tal 1biln

se [ identificado a esta protena col o ant(lieno in[] [hodo[linante de c[1(1as (] ']



" identificacion de las [ 1] de r[J0JJ[stC I con expresion diferencial relativa con relacion a
(00 ClicellslTiere [Te en condiciones in vitro la vaclha [J[][] recollbinante rellla la
liberacion de (111 invollcradas en procesos [letabolicos e inl][holThicas! por otro lado dado
‘Te la vaclha recollbinante posee [Jenor cantidad de la protema id[TTles posible [Te la
sobreleéxpresion de la lipoprotema [stlIT] [TTe for[la parte de [n siste[]a de transporte de
fosfatos tipo [I[I[][Jestllinvollcrada de [lanera illportante en procesos dependientes de vlas

de selalilacion rel 1 1adas por fosfato!

[xisten evidencias de presencia de antic[erpos contra [ 1] en s[ero de pacientes con [I[] [
cllas [J especlficas para el [lis[lo tipo de protelnas en individlos infectados con M.
tuberculosispor lo [T¢e ensalos de proliferacion celllar balo el estll[lo de las [ 1] de
r0 st expresadas diferenciall lente con respecto a [I[11] [licellperJitir'n identificar
ant[llenos candidatos para vachas [0 prlebas de dialnhodstico [1[$ sensibles [lespec ficas(’]

s posible [T¢ los perfiles de protenas liberadas in vitro refle/én la expresion de protenas [Te
tienen acceso al [ledio extracelllar clando la [licobacteria se enclentra en el interior del
falosollalTa fltlta identificacion [Jcaracterilacion de las protemas liberadas por r 110 st]
"l al entrar en contacto con el allbiente intracelllar de [Jacrofalos[laportar[] infor[Jacion
relevante sobre los antlllenos invollcrados en la [Jodllacién de la resplesta inl]lhe del
rospedero [IslIrelacién con el increllento en la [lalor proteccion conferida por la vaclha

recol /binante[]

"os res[Itados obtenidos en el presente trabalo proporcionan [ha descripcion de los callbios
lobales en el perfil de expresion de prote(nas de filtrado de clItivo de la vac[ha recol |binante
rlJ00 st con respecto a L[] [icel fT tl tos est/ dios de c[1[1as estil|[ladas con protenas
expresadas diferencial[Jente entre estas dos vaclhas contriblir[n a [h [elor entendilJiento de
los [ecanislJos elIpleados por la r[I[J[1[st[ [T para indlcir [ha resplesta in[][he de [Jalor

eficacia protectoral |



9. CONCLUSIONES

O Cice CrDO0 st poseen [ha distribl cion sillilar de protemnas de filtrado de
clltivol]

rOJ00CstC T libera [lenor n[Tlero de protemas al [Jedio de c1tivo[]

Cas [I1] con expresion diferencial relativa en r[J[]1J[st[ 1] con respecto a [I[I1[] [ice
identificadas col o antlllenos in[[holThicos podrlan participar en la eficallresplesta

in[][he ind[cida por la vac[ha recolbinante[’



10. BIBLIOGRAFIA

5 B

5= 5 B B8 B

S

"Jorenol] [ [lesde las flerlas [Jllicas [asta [loberto [Joc[ ! [ln enfolle
epidellioldTico de la tlbercllosis T TTTTTlev [mst [al [inf Cesp [ ex T TITTTTTTIITTT]
(it Mycobacterium tuberculosis patlolenesis and [Jolec[lar deter[Jinants of
vir[lence[ TTTTTTlin [Jicrobiol Cev T TJITTTTTIIITT]

Uorbett ML att OO aller01L et al. [Te [tollinl] bltden of tberc[losis!]
“lobal trends and interactions [it[Jt[e [T epideJic[TTTTT T irc[]Mmtern [Jed TTT]JIIT]
(T T

(el T[T lobal epideiolo Tlof tlberclosis T T TTTancet [T TIITTTTITTTITITT]
CeaoJ I artin 0 eal ] et al. Cractical [andbool] for tle [Ienot pic and
Clenot[pic [dentification of [ [cobacterial [T TTTTTTTTTTIT]

Carlall][ T acterias [atdélenas[ ] arte [l a edicion [ [T TT 1] adernos de la [aclltad de
O Mical T

Cile [T C0f HicellJenland elepants/ Mycobacterium tuberculosis cell envelope
lipids and patlolenesis [T TT T lin mvest [T [ITTITTTTTITTIT]

ClatlelJal] DT Direpinal) D0 DI Chifani [ 00 [Tland  Creisirt(17 [0 [0 [ olec[lar
epidel Jiolo[ T of tlbercllosisl cltrent insil [ ts[ [T TT1 1 lin [Jicrobiol [lev[ I T1ITTITTT]
[TTT]

Crosc[ T T ordon T T[T Jarnier T 1[,Jet al. [JenolJe plasticit[Jof (17171 and il Ipact on
vaccine efficac [T TTTTTroc [atl [ead Cei O O DT T I TITTTT

Celisle (110 [ralnstein [ (1] [Josen tands [[land [ndersen [1![l e [troteolle of
Mycobacterium tuberculosisi/[T] en [ bercllosis and tle [I[bercle bacill($[1[TTTT]
OO0 [ress[ T aslinlton [T T pp [ TTTTITTT]

Clarballo] Cml [hololTa [TpatolThesis de la tiberc[losis[ LT TT T lerlia e M hol
Cediatr (T[T

CTirtallT spectos inl ) holenlticos de la tlbercllosis p[1[Jonar[ [ TTT T Jev mst [lal
Uinf Clesp [lex (LTI

[ L0 Dlobal tibercllosis controll s tveillancel Iplannin[ T /financin[ ][] [I[] report
[TTTTTTTTTTJeneval ppl[TTTT]

OO T e [lobal Man to [top [ CITTHCTTTTITITITT) CCICT T itlerland [ pp![]
[TTT]

"lorales[ ITelal Infeccion por Mycobacterium tuberculosis en pacientes infectados por
el vir(s de la in[ /[ hodeficiencia [T lanal I [T 11 loll I ledl ] Jospl infantl I 1ex[ 11T
(LT

() 00 Dddressinl ] tle tlreat of tlbercllosis calsed bl extensivel | drl [ Iresistant
Mycobacterium tuberculosis{ I TTTTI ] eel1[] [pidelliololical [lecord[ [T [TTTIITTT]
[TTT]

Cetto [T 1 le Tl and [avillione[ 1] [T]lobal tfberclosis control 11 (1] report LT TTT]
[TTTTTTTT]

Clarrada [)7] Cerspectivas en tlbercllosis[| [ Terencias para s[] elillinacion en la
"leplblica [lexicanal [ 11111 lev mst [lal [inf [lesp [Jex[ [ [JITIITTTIITTT]
D0Crolfralla [acional de [alld CTTTTITTTT] [a delJocratifacion de la salld en
[l [xicol] [Jacia [n sistella [hiversal de salld[]la edicion[ [T T [xico O]

ppl
[rolecciones de la [bblacion de [ [xicol I T11)— [TT 1T [ttplI8inais(sald[Tob[x[




LI
LI

OO0 oletn de [pidelioloTal i TTT T ol tnal Toletmn pidellioloTa LT TTTIT]
NN

Core [lealtl] [ndicators tle latest data froll [Illtiple [ solices[]
Citp (D O O LT Co int I Cosis [Gore [dore [select [process[¢f ] [

Uillabal 111 lelebracion del [11d [1 [ndial contra la [l berc[losis[ 1 /de [Jarlo del [T111]
(T T ev mst Cal Unf Cesp [ ex (LTI

Cttp (O[] Icenave[Tob [ x [t berc[losis/defa1t/asplid[ red[laes[ T T TT]

DitD MMM es el DOO0O0 en Ofbercosisl Ceteccion de casostratalJiento [
vililancialTrelTntas [Jresplestasi Tal [T TTTpp TITT]

Citp (M 01 0 M Coint [T ediacentre facts Ceets fs [T T 1ds index Mt 11

Copel 1100 [TlclJDanlal de [trocedillientos [Ienicos de [laclhacion(] fall[TTTT]
OO OOOHE xico L M pp LLLLT]

Cttp (T T IO I LI (Min(sisesialexe M CTTTTITTTTTTT]

LT

Kaufmann, S. H. E. A short history of Robert Koch’s fight against tuberculosis: Those
[Jlo do not relJelIber tle past are condel /ned to repeat it[ [T TTT [ berc[losis[ I T1[TT]
[1T]

CradlJannl ][ Jobert [loclland tle press(tes of scientific researcl | t[berclosis and
tlbercin[TTTTTTed CistC I TIITITITIT]

Cettinler[ [Tor ensen[ [ [IadefoledlT1]et al. [evelop[Jent of tLe Mycobacterium
bovis [1[1[] vaccinellreviel] of tle [istorical and bioclellical evidence for a
Cenealolical tree [ TTTTT'ber (s T T

CrelJer LTI T lelations[ip bet[Jeen bacille [lal[Jette [T Ttin [TI[] ] strains and tle
efficaclof [1[1[] vaccine in tle prevention of tlberc[losis[ I TTTTIlin [nfect [lis[ T}
(M rmrrTd

Crispen [ [ istor[lof [[][] and its s{bstrains ([ [T 1T ro /[ lin [iol Ces T T T TIITIT]
Csborn[T)T] [TIanles in [0 strains [T TTTT T bercle T T [T ITTIT]

Celr0) D Mand [Jalllot 0 Cistorical and [olecar plTlolenllof U] strains!|
[(ITTTHaccine (LT (ITITOTTTTITTTY

Csborn[] 111 [T vaccinel Jan investilation of colonl] [Jorplolol 1] frol ] folt
different strains after tleir introd[ction as seed for vaccine preparation in folt
prod[ction laboratories [ TTTTT ol [tand [T T1TTITTTITT]

Clastalon [ [Tstldio de la resplesta [ 1]ind[ cida por las protemas [ 1T
‘Tla de M. tuberculosis en la vacina [I[][] [bacilo [JallJette T Trin[MTTTTITTTT]
“loctorado [T11]

[Jodificacion a la [orl[la [ficial [1exicana [J[I[] [T TTTITICTITTTT "ara la prevencion
“lcontrol de la t[bercllosis en la atencion prillaria a la salld [or[Ja [ficial []exicana
CJOC I CTCC T T T para la prevencion [control de la tlbercllosis en la atencion
prilJaria de la salCd[ Lttp (M [ facled[Thal[Mx[sssmo 1 (M [TTssal [ [Tt 11[]

CrelJer [l [ reventinl]tlberc[losis [litl]bacill(s [lalllette ][ Itin vaccinella [Jetal]
anallsis of tle literat[re[ [T TTTTlin mfect [lisCT T[T ppl CJCTTIITT]

Cinel [0 Jand [odril Tes 1[I 1[I odern vaccines!|[] [cobacterial diseases! /[ 111]
Lancet[ LTI ITTITTTTIOTTTT]

Colert[TI00 [leal [orld [ vaccines! clinical trials in [ Jlendellic relions[ LT 1T
Uaccine [ [J T ITTIIITTTIOTTTT]

[ronson [ antos[all [ Mo Ustoc [ T1100] [Jet al. DonlIterl] efficaclof L1
vaccine in [1[Jerican mdians and [Jlasla [latives[ ][] [T1Tear follol[MTp stCdTITTTT]
CAlJal TT T M T ]

(1]



CodrilTes 0 Mand (it TI0 O  bere [osis in developinlcolntries and [Jet[ods
for its control [ [ 1 11T rans [JLoc [rop [Jed [JCLTTTI I T TIIITT]

Crandt[ T eino [inlal 100 einreic[ ] [lsen[ I [,let al. [aillte of tle Mycobacterium
bovis ][] vaccinel[ 5ol le species of environ[Jental (][ tobacteria bloc[][][1tiplication
of (1] and indlction of protective i[1[]hit[Jto tbercllosis[ I TTTT [nfect 11 nlIT]
(MITTTTIITTT]

Cindersen[ I T"and Clolert[ T [Tk sl ceess and faillte of [T [lilplications for a
novel t[bercllosis vaccine [ 111 1]at [lev [licrobiol "I TITITT]

Clastillo DT Jastanon [T (M Jernande [T 11 )et al. Mycobacterium bovis [
s[bstrains confer different levels of protection alainst [J [cobacteril ] t[bercllosis
infection in a D¢ [odel of proltessive pllllonar([] tlberclosis[J[TTTT]mfect
0O Ch (I T T

Clastanon [0 [and [Copel] L] second[Teneration anti (] vaccine is lon[]
overdle[ [T 1T TInn [lin [Jicrobiol [ntilJicrob [T 1T

Crallovicl] [ Cataralan() [1[] and [TarlJall [17 [J[1hollod[lator(] action of
"Il cobacterial secretor Jproteins[ [T 1111 ]icrobes mfect! [I[TTITTTITITT]

Coln [ M Half lann LT Herans LI [and  CfoleCTICICI] [cobacterial
protein antilensla colIpilation[ [T TTTT]ol [Jicrobiol "IJTITTTTITITT]

Chetric LT eldin[ T Jand [Indersen /[ /[rospects for a novel vaccine alainst
tlbercosis[ T TTT1T]et [licrobiol [T T T TTITITT]

CrlelIT0] [0 Ctrrent proltess in tlberc(losis vaccine developllent [ 111 [Jaccinel ] 1]
LTI TP T

Clell frral T lecent proltess in tle developllent and testin[]of vaccines al ainst
[TTJan tlbercllosis[ TTTTTTnt [Carasitol "1 T TIITTTT]

CirCeE] MC e frral D000 Cand . Celisle DT Cberc [osis vaceine develop!(lent!( ]
recent prolress[ [T TTTTrends [Jicrobiol [T JITTTTTITITT]

Cndersen( [ [Jand [olert[ T[T [I0IC] s[blhit vaccines [plttin[]tle pieces toletler(]
(I TTTT])icrobes mfect ] IITITITTITITT]

[lastanon (T rreolal ![] [land [ope[lllidall /[ ][] second/leneration anti [I[] vaccine is
lonUoverdl e[ TTTTTTnn [lin [Jicrobiol [ntilJicrob [1[TT]

Clor Uit ) 0 DI Dlart (1 D) Cillon L0 [T and  [aslesalTlalicl [ [ novel live
recol Jbinant [][¢cobacterial vaccine alainst bovine tl bercllosis [ore potent tlan [I[11][]
(TTTTHaccine [T T ITTTTIITITT]

Crode( ) [T Ceiler( ) [T ClalTlann[] [1,] et al. [ncreased vaccine efficac/| alainst
tlbercl[losis of recollbinant Mycobacterium bovis bacille [JallJette[TJ[Ttin [][tants
tlat secrete listeriol [sin[ [T 1T T TI[lin mvest [T TIITTTTITITTT]

OO OO0 O Crodin DT [ allessill (1, et al. Cecollbinant (100 exportin[ [0 ]
confers enlanced protection alainst t[berc[losis [ TTTTT]at [Jed TJITITTTIITTT]
Calfann[ 110 nvisionin[ ] flt[te stratelies for vaccination alainst t[ bercllosis[
(T T T at Dev [0 Chol CE I T IITTT T

Cleil T ) and [adoffl [T ][ [dvances in t[ berc(losis vaccine stratelies[ [ 1111 ]at
Clev [licrobiol [T T TTITITT]

Calail [T Jats[ T Jotol I Tand [alas[Tal I Ipecific slinreactive protein frol | c[lt[te
filtrate of Mycobacterium bovis [0 T T T fect [ [ Ch [T (T T IIIT11T]
[lreottel ][ land [es [IrlJealX[I[I[/nfl[ence of tle ale of [I[cobacterial c[It[tes on
tle protein and carbolTdrate collposition of tlberc[lins[I'TTTT]Jan [1[]icrobiol I[T]
(M T T

(1]



CrlJel] 1) [0 mdletion of nonspecific aclTired resistance and delaled[flpe

[Ipersensitivit[ [ b[t not specific acl [ired resistance in [lice inocllated [lit[] [illed

[l [tobacterial vaccines [ [ [T nfect [Tt T TITIOTTTT]

Collins LT [MFalibTI I and Holn I Hololical activitl]of protein antilens

isolated fro 1 Mycobacterium tuberculosis c[1tlre filtrate [T TT T nfect [T/[]1[n[T T[]

(LTI
[ndersen] (11 [s[Taard[] [(JI CIh(Iwvistl] [ et al. [toteins released frol]
Mycobacterium tuberculosis dtinJ o [t (I T T T nfect (1 Ca LT T TTITTITIT]

Cindersen ] (1T (s Taard [ CTn (T vist[1 0] et al. [icell proliferative response to
antilens secreted blJMycobacterium tuberculosis T T nfect [ a0 (T

(TTTT]
Cole LM rose LM ar LIl CIT, et al. Ceciplerin[JtLe biolo[I1of Mycobacterium
tuberculosis fro[ ] tle colIplete [enolJe sel Tencel [T 11T latlrel [T TITITTIIITT]

Calairas DO M icle O MCin [T OO0 tover O oleclar anallsis of [enetic
differences betlleen [ [cobacterill] bovis [0 and virllent [ CObovisO [T
Cacteriol LI MM I TIOIITT]

(O O M rodin LT rose LT L et al. Coss of [ [Clcontriblted to t[e attenlation of

tle live tlbercllosis vaccines Mycobacterium bovis [ and Mycobacterium microti(]
[(TTTTT] ol Oicrobiol (T T T TIITTT]

Ctanle [0 Hal Tavan TN D Dan (0 (0 Dand Clox DT Celte infection and

Tlacroplale s bversion bl JMycobacterium tuberculosis re(Tire a specialiléed secretion

sisteJ [T TTTTTroc Hatl Clead Ce1 [ OO OO

Tonnenber[ 111 [T and [lelisle[ TT T[T efinition of Mycobacterium tuberculosis c[1t[ e

filtrate proteins b[]t[Jo[dilensional pollacr(lallide [el electroploresis'/[[ter[/inal

allino acid sel T encinlTand electrosprall[lass spectrolJetr[ I [T mfect (1111
IINIENNENIINEEN

CollelTI] [Mlolnsonl 1T and [lennarol 1] ([ 1[dentification of secreted proteins of
Mycobacterium tuberculosis b[la bioinfor[latic approac 1T 1T Infect 1] [T T]TTT]
(TTTTITTT]

Undersenl] [I] [iffective vaccination of [lice alainst Mycobacterium tuberculosis

infection [lit[] a sollble [lixt[te of secreted [I[cobacterial proteins[J[TT1T]mfect

(0O Co O O T

Cavn [ Jelissie (I[[Tale [, et al. ([ TJan [ cell responses to tle [T IT]anti[én

fro] Mycobacterium tuberculosis I 1111 mfect [Jis[ LI TJITITTTITITT]

Cal TTOOOMMOi0 OO0 OO0 O et al. Ontilens secreted frol] Mycobacterium

tuberculosis(Jidentification bl proteolJics approacl ! and test for dialnostic [larler[]
(T T T roteo ies I T IIT T TIITTTT]

Cleiffer I etts LM tan 0100 et al. [rotein expression bl]a [eilinl] strain

differs frol] tlat of anotler clinical isolate and Mycobacterium tuberculosis [1[TTIv[]
(LTI TTicrobioloITTT Tt CITTTTTITTITT]

Covert[ ][I I Cpencer L LI Cr e [T [Jand  [CelisleJCTICICCe application of
proteol lics in defininl] tle [ cell antilens of Mycobacterium tuberculosisi)T1T1]
Croteol lics I I TITTTT]

Cor it (0 DO M ee JOOC illon 0T and  Dart [0 D rotective 1)) Chit[Jalainst

tlbercllosis indlced bl] vaccination [Jit[! [Jalor extracellllar proteins of
Mycobacterium tuberculosis[ TTTTTTroc [atl [cad (i [ CJCICTTITITTTTIITTT]




Crandt [0 00 [0 [ Cosenltands [T Clindblad 00 Undersen [ IO sCbhit
vaccination alainst Mycobacterium tuberculosis T T 11T Infect [T ] [T I TIITIT]
Tendola [0 Naracterilacion de proteasas detectadas en el [Jedio de clltivo de
Mycobacterium tuberculosis[ T TTTTTTTTTTIT]

Cleatt[ 101 [0 Jand Cssell 1000 dentification of [ [cobacterial [Tiface [toteins
Ueleased into [Ibcellllar [ollpartllents of [nfected [Jacroplales[|[IT11] nfect
MO T I TIITITT]

Cefevre[ 111 raibant[ 1] [Ide [1 it Jet al. [l tree different p[tative pLosp[ate transport
receptors are encoded blJtle [ [cobacteri[ 1] t[berclosis [enol e and are present at
tle slrface of [] [cobacteril [ bovis LI acteriol LT (T LTI
Carboe 111 Cand [liler I 00e [TT1T Ja protein of Mycobacterium tuberculosis’a
revie JLITTTTmfect [T T

CCas[ M fas[ 1] [T1Cand [oclo[ T T T Tirlstal strictlre of M. tuberculosis (107
plLosplate transport receptorspecificitJand clarle collpensation dollinated bl Jion]
dipole interactions[ [ TTTTTtrlctirel [T ITTITTTITTTT]

"ttp (MTenolistpaste [t fir [T Cist(TTTTTT]

Corres | U [T Tre (11 [ (1 LI Clervantes[ ) [ Jand  [lspitial | [1[] [ olec[lar anall$is of
Mycobacterium tuberculosis plosplate specific transport s[stel[] in Mycobacterium
smegmatis(] [1laracterilation of recollbinant [T] [TJa [TSt[ITIT] [TTTT] [Jicrobial
Catlolenesis[ [ TJ[TTTITTT]

Uspitial U Tinos L] (1 ernande [Tandol [ Jand [Tancillal Il /[T osplate starvation
enlances expression of tfe ilJ[1[hodolJinant [TITilodalton protein antilen of
Mycobacterium tuberculosis(]de[lonstration bl i[1[1[holold electron [licroscop( ]
(T T Tfect (00 D (L MITTTT T

(Talls[ T larnes[ T T IO eis[ T T T1Jetal. [I[Tlan [J[1CT1 [ cells recolhile epitopes of
tle [[111]a [e[lol sin and tle (1111 ]a antil én of Mycobacterium tuberculosis(TTTTTT]
CeToc Chol (T T T T TTT]

CilGnson [ CCITOCT T il Hnson I CCI G et al. [T [ antilen(specific [lalor
[istocol Ipatibilit/ Icol Iplex class [ restricted interferon lal |l Jalsecretin/ [ 1[1[1][1cells
in [ealt[Tlcontacts of t{berclosis[ [T TTT 1T holo TTT T TTINITT]

[onsecal [ [T 1 lenaissallrol [ [ 1Tvan [nlelen ] [,let al. md[ction of cell(llediated
il1[1[nitl] alainst Mycobacterium tuberculosis [sin[1 [I[1[] vaccines encodin!]
cltotoxic and [elper [lcell epitopes of tl e [[1Tilodalton protein [TTTT [nfect (1111 nl]
(OO T T

Uastanon [T [ opel | LI spitia (1T and [ernande ! 1T nel! vaccine
alainst tlbercllosis slolJs [teater protection in a [lo[se [Jodel [itl[] proltessive
plonartlbercllosis [T 111 bercllosis [Tdinb T[T

Collo M reAns HUOOOMJan L] et al. Civercollin[tec[hical variation and
biololical variation in [T antitative proteol lics[ [T I roteolJics [J[ITTITTTTITITIT]
Cosen(tands(| [T [in[T] [ [Teldin(TT1 [,) et al. Collards tle proteolle of
] [cobacteri[ 1] tiberc/losis[ I T T T lectroploresis! [ [T TTTTTTIIITTIT]

Calen[ T erven T T T1T ladar[TTI1 T and [1iler[ T[T Tlo[Iprelensive anal sis of
exported proteins frol | [] [cobacteril 1] tiberclosis [I[TT V[ ITTTT T roteol lics[ I 1[TT T
(TTTIIITTT]

O Tesl) D C0itC) (70 OarcialTanclel1] [ et al. [roteollic collparison of
I Ccobacteri[ 1] avilT] slbspecies paratiberc[losis [toln in vitro and isolated frol]
clinical cases of ovine parat[ berclosis[ [ T[] icrobiolo[ [T TTTIt [ITTTTIIIT]

(1]



Horio 0 MMatoni O MCsin L] et al. mflCence of clltlie [ledil L] on tLe resistance
and response of [] [cobacteril [ ] bovis [I[][] to reactive nitrolen inter lediates [ I [11]
“licrobes mfect[ 1] IITTTTTITTT]

CloCpoel 0] MM eders 1 LTI Cbbard LTI et al. [Tlobal anallsis of proteins
sintlesiled bl [] [cobacteri ] s[lelT]atis provides direct evidence for p[Tsiololical
Ceterol eneitl /in stationar[ [plase cl1tlres [T 111 Jacteriol [T T[T TTTIIITTT]
Usclenbrenner[ 1] [T lorn T T T alher[ 1 [T ]et al. Clo[Iparative proteol e anall sis
of laborator(] [tolln [rlcella abortls [I11)and [irlcella [elitensis (111 [JTTTTI]
LroteolJe Les[TJIITITTTIIITIT]

CattoJ T deld [ 1M Jalens I et al. [roteins [hil e to intraplalosollall[l [folIn
1 [cobacteri[ 1] tiberclosis T TTTTTroteolJics ] TTTTTTTIITTTT]

Uetts (I TO Te LT M obb LI let al. [ival ation of a nltrient starvation [odel
of [JCcobacterilT] t[bercl[losis persistence b[][eéne and protein expression profilin[T]
(I TTT 1] ol Uicrobiol LI T TTITITT]

e OO Tan (T M fan 0 Fand CalCC0 o parative proteol e anal[sis
of clltlte s[pernatant proteins of [][cobacteri(l! t(bercllosis [J[TTv and [[1TT]al]
[(TTTTTJicrobes mfect ] T TIT T IITTT]

ThlbltO O Celaible OO O ollenCopfl11T1T) et al. [lolJparative proteolle
anallsis of [][cobacteril ] tibercllosis and [J[cobacterill] bovis [I[I[] strainsl]
tollards flnctional [enollics of [licrobial patlolensJ[TTTT1]ol [Jicrobiol (1] [TIT]
(TTTTIITTT]

Tlosen[rands[ (T[] eldin[TT][1[Mlacobsen[ [T, et al. [lappin[)and identification of
"I cobacteril 1] tlbercllosis proteins bl] tl]oldil]ensional [el electroploresis! ]
Cicrosel TencinlJand il [J[hodetection [T TTT T lectroporesis I T]ITTTTTITTTT]

Con IO Hee MM Hor CatCTIE Cf Hand  Cibson 0111 [identification of [Tt
ClconitaselJand [Jtler [troteins [xpressed b[] [][cobacteril 1] tl(berclosis [hder
Clonditions of [0l and [1ilT][loncentrations of [fon b ][ lolbined [[Jo[l]ilJensional
el Clectroploresis and [Jass [pectolletr[ [ TTTTTIaf [0 LTI
COCopralJLM0Gn (IO Mo 100G et al. Cltotoxic activit[]of nlcleoside diplosplate
inase secreted fro] Mycobacterium tuberculosis T T T+ [l tioclel ) I
[TTT]

Claborinal [TCAC T Cen TG et al. [ecretion of [ ITtililin[len[11]es[ nlcleoside
diplosplate [inase and [J[ 1 ase[ bl ]Mycobacterium bovis [I[1[][seTestration of (][]
froll [lacroplale [IT]receptors [ TTTT]ol [Jicrobiol (I TJITTTTTTITITTIT]

Ctaral LI fral 1] (1111 adal 1l and [lalladal [ ][] loninland sel I encinl lof tle [ene
encodinl tle ribosollal [T TIlife protein of [][cobacterill] bovis [T
Clcleic Ueids Cles I

Citalral] [0 CinolJotol) [ [and [Jalladall [[][Nibosol]al protein [ incllded in
tlbercllin pltified protein derivative [1111[Jis a [Jalor [eatlresistant protein ind[ cinl
stronl]delaled(tl pe [Tpersensitivit! [T TTTTTcand [T Chol (T ITITTTITIT]

Corl [ land [elinler[I[[][inearilation of tle [radford [‘rotein [Issall [ncreases [fs
“ensitivit[ [T [ eoretical and ["xperilJental [tldies[ I TTTTTInal CioclelJ[TTTIITTIITTT]




ANEXOS

MEDIOS

A. Medio Sauton
Cara [ [ disolver [1[]de [lasparalinall][lde [cido cltricol [ 11 [de fosfato de potasiol [ I[][]
de sl1fato de [alnesio [eptalidratado[ 1111 ]de citrato flrrico de allonio[ I T][[]de [licerol
[0 [0de pirfvato de sodio en [TT1[11de (I [1dCalTstar el pl]a (1 ([T con Hallll [0 [
llevar a volTJen[Tsterililar por filtracion a trav(s de [Jellbrana de (10Tl
"ara el clltivo de la sCbeepa r10I st 1 se adiciono sl 1fato de [anallicina [I[I1][J[ ][] cada
tercer dla

SOLUCIONES

B. Amortiguadora de carga 2X
Ciris (O p O LI AT C1 ) (0 icerol 1T viwDEEI 0 C1 0 DivEB [ ercaptoetanol [ LT ]
alllde brollofenol [T (v
Uisolver en [1-[]d [JallJacenar protelido de la 1[T7a [J[1][ T ara preparar la [ ][ estralse [lel[cla

con en relacion [ 1] se calienta en bal o [larla por [I[Jin[]

C. Tris-HCI pH 6.8 (0.5 M)
Cara [[T][10disolver [1[1de [Iris base en [T]1[1[1de [I[ld[allstar a p[] [1llcon 11 101 [
llevar a vol[TJen[Tiltrar con [lellbrana de [0 DalJacenar a [0

D. Amortiguadora de Rehidratacion
Crea [0 0O [T TeolalJidopropil [dietilalJonio [l Tpropanos/ 1fonato 0] 1 [ w0
(100 faltl de brolJofenol 101111 fanfolinas [ThiolTllte p[] [T o lad T[]

Uelidratar el (10 1'la [tea [lel alll de brollofenol con la [1[estra de protemalaltelar el
00 00 d cbp el vol[Tlen final deseado de la [Jel¢clal T ara tiras [tadiente in[Jobililado de



pll IT0de [ cll0lelelar (11101 de la sollcion allortil [adora de relidratacion con las
anfolinas( I as tiras [ se re[idratan de [[la [[1[]a te[ Iperat/tra albientel

E. Amortiguadora de Equilibrio
Crea [0 [Tlicerol [0 viv[Tiris pl) (D00 (IO 00 DivEalll de brollofenol CIOTTIC [
Uisolver[llevar a vollllen con [J[]d [JallJacenar a tel peratita allbiente[ | as tiras [11] se
ellilibran [T] [Jin en sollcion allortilladora de ellilibrio con [ [T [0 O
posterior[Jente con (T[] [T (1]

F. TrispH 8.8 (1.5 M) 4X
Ciris base [T CLOIC)CIICT [
Cisolver en [/ 1dallstar a pl] [Tllcon (101 (1] [Illevar a voll[Tlen con [ [Id[ [ iltrar con
Clellbrana de [T/ [alJacenar a [1[T[]

G. Acrilamida/bis-acrilamida (T 30 % C 3 %)
Cara [T disolver ‘lde acrilallida [1[101[de bislacrilallidalTIllevar a vol[Tlen con
T d[Tles[asificar[filtrar con [lelTbrana de [T 1] [allJacenar protelido de la 1T ]a [JITI]

H. Persulfato de Amonio (PSA) 10 %
Cara [J O OCdisolver (IIT T 1] [Jde (1] en [ [JdCdeslasificar [Jal[Jacenar en allc[otas de [T1]
Ula I

. Agarosa para sellar
(lChrosa [ ) OO ffer de corrida [11 [T a1l de broJofenol [T 10 DO Od [T
[ 000 hdir la alarosa en el [ [Jd DallJacenar en allé[otas de [ ][ en t[bos de vidrio con

tapon de roscal’l

J. Amortiguadora de corrida 5X
Clicina [LTI0J0) Cliras base (10 ) CLE L) CI ) E
Cisolver[llevar a vol[Tlen con [ [1d [filtrar con papel [ [atllan [TT][]l1[Jacenar a [][T1]



K. DGGE 10 -17 %

[Jel¢lar dos sollciones de poliacrilallida [tililando [n sistella for[lador de [tadientel llas

solciones se preparan de la sil [iente [Janeral’

Jeactivo "ol [t:i(')r} al [D O jbl[t:i(')r} al D] 0
de acrilalJida de acrilalJida
(I crosa — LI
Cod (LTI EINENN
Cris p ) CID O £ 0T (IO ERNINN
ottt | o | o
(10 LT 0] (LTI (L]0
OO0 oo L]0 (L]0
“lol[TJen final Mod Mod

HJ [T OO etral etiletilendial Jina

[na vellinlectado el vol[ T len total de la [e[¢lalse coloca [ha capa de isopropanol sobre los
"eles para [Te la s(perficie de los [lis[los [Tede planalilos [eles se delan polilJerilar al
“lenos dltante [J[ 1]

TECNICAS DE LABORATORIO

L. Cuantificacion de proteinas por el método de Bradford (microensayo)
'n [ha [licroplaca []a partir de [1 estindar de [I[1] (][I0 [ preparar [ha cltva con [[17][]
COCE [ O C) pll de protemallllrelar [11d cbp [T uL y afadir [I1]ulL de reactivo de

[rradford[Iinclbar [ [Jin en oscltidad [Jleer a [Iarm [ Cam JE1 collplelo colorantel

protena es estable [asta por [1][Jinl[J[a cantidad de protena contenida en la [I[estra por

interpolacion a partir de [ha [t[ficall



M. Tincion con plata
Codas las soll ciones deben prepararse el [lis[Jo dld en [1¢ ser(n [tililadas[ 1 as sol[ciones de
preltratallientolil /pre[hacion [Irevelado deben prepararse al instante!

Lildcion] U0 O g oddo 0o

Cavado!] CtO0 00

[reltrataJiento] Ua [ H {001 I

(Mprefnacionl ]  CICTIC) L CCIT for[aldelIdo [T [T T T roteler de la 1111
Ceveladol Oa00p (DM Ma H0 0 OO0 O forDaldeTdo (10 [ 0 O
Larol] Ul oUoo Mg

Tlodo el procedil liento se realila a te[Iperat[ ta al Ibiente tal collo se describe a continlaciéon!’

(11 0 finalilar la corrida electrofor(ticallcolocar el (€l en [n recipiente en el clal [Tede
collpletallente plano [Isin dobleces[1ltelar sollcion de fildcion sl ficiente para [Te lo
clbra por collpleto [delar en alitacion leve [T lrpl I [1milJo dlrante [J[ 1]

1] [olectar los desecl os de la soll cion de filacion [realilar [lavados de [11[]in cada [ho en
la sollcion de lavado!

11 Ceseclar los restos de la sollcion de lavado [lrealilar [1lavados de [1[Jin cada [ho en
-0do

1] [nclbar en soll cion de preltratal liento exactal lente d[rante [J[]in[]

(11 Ceseclar los restos de la sollcion de preltratal liento [realilar [lavados de [[sell cada
(ho en [ [1dO

(11 Olrelar la sollcion de il prehacion [dear en alitacion leve [T rp[J[d[Fante [T][Jin[]

1] Colectar los deseclos de la sollcion de il lpre[hacion [realilar [1lavados de [[Isell cada
[ho en [ [Jd[]

(11 Olfrelar [11[1[1de la solcioén de revelado [len(lalar el [el [lel recipientel | leseclar esa
sollcion [Naltelar el resto de la sollcion de revelado[ ] antener en alitacion dltante [T
[lin o [asta [Te se lolte lailJalen deseada sel[h la aparicion de los plhtos

[T Deseclar la solC¢ion de revelado Olavar Oveces Uin con O-Jd0

[ITTrelar la sollcion de paroll Japtitar la i[Jalen dilital del [el dentro de la silliente
[Jedia [ora de [Té se [ala detenido el reveladol[ 1l os [eles pleden alllacenarse en la
sollcion de paro a [J[1] [asta por [ha selJanallIntes de secar los [¢les entre dos [0lds de
papel celofinlse recollienda [acer [1 lavado con sollcidén de [licerol al [1][] dlrante (1]
Cinl]
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