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Resumen 

Identificación y estudio de antígenos/epítopos de Mycobacterium 

tuberculosis con valor para el diagnóstico a partir de una biblioteca genómica 
expresada en fagos filamentosos. 
 

La tuberculosis (TB) permanece como una enfermedad importante y 

potencialmente fatal para humanos, y se estima que un tercio de la población 

mundial está infectada con el bacilo Mycobacterium tuberculosis. 

 

El genoma de M. tuberculosis se terminó de secuenciar en 1998, y se sabe 

que el patógeno tiene 3924 genes que codifican para proteínas. Al 40% de los genes 

se les han atribuido funciones especificas, al otro 44% se le han asignado funciones 

hipotéticas, mientras que el 16% restante se desconoce su función, posiblemente 

porque estos corresponden a funciones especificas de micobacterias. 

 

 En este trabajo utilizamos la técnica de despliegue en fagos para construir 

una biblioteca genómica de M. tuberculosis expresada en la proteína pVIII de fagos 

filamentosos M13. 

 

La complejidad de esta biblioteca es de 9x105. Utilizando el suero de un ratón 

infectado con M. tuberculosis se seleccionó una clona reactiva, la cual expresa parte 

de una proteína transportadora de una acil-transferasa cuyo aceptor es el 

meromicolato (un tipo de cadena hidrocarbonada de talla larga). Es la primera vez 

que se reporta el reconocimiento antigénico de esta enzima en un modelo de 

infección por M. tuberculosis, por lo que este hallazgo incita a la búsqueda de 

implicaciones que la expresión durante la infección de una proteína pudiera acarrear. 

 

 Esta biblioteca ofrece cambiar por la posibilidad de rastrear una gran cantidad 

de antígenos/epítopos de manera rápida y a bajo costo, tanto para diagnóstico como 

para vacunación. 

 

 

 



 

 
 

Abstract 
Study and identification of antigens/epitopes of Mycobacterium 

tuberculosis for diagnosis from a genomic library expressed in filamentous 
phages. 
 

Tuberculosis (TB) remains an important and potentially fatal infection in 

humans, and it is estimated that one-third of the world population is infected with 

Mycobacterium tuberculosis. 

 

The M. tuberculosis genome was completely sequenced in 1998, and it is 

known that the rod has 3924 genes that codify for proteins. Precise functions were 

attributed to 40% of the protein-coding genes; for 44%, some functional information 

was available, whereas no homology was found for the remaining 16%, which may 

be mycobacterial specific genes. 

 

 In this work we use the Phage Display technique in order to build a genomic 

expression library of M. tuberculosis expressed on the pVIII surface protein of M13 

filamentous phages.  

 

The complexity of this library is 9x105. After biopannings using serum of an M. 

tuberculosis-infected mouse, one reactive clone was obtained, which expresses part 

of a meromycolate extension acyl carrier protein (a long hydrocarbonated chain). 

This is the first time this enzyme has been reported with antigenic function in a M. 

tuberculosis model, it is thus interesting to search whether this protein is an antigen 

with biological functions during infection. 

 

This library gives the possibility to identify a vast amount of antigens/epitopes 

in a quickly and cost effective way, either for diagnostic or vaccination. 
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Abreviaturas 
Ac    Anticuerpo 

Ag    Antígeno 

ARN    Ácido ribonucleico 

BCG    Bacilo Calmette-Guérin 

BSA    Albúmina sérica bovina 

CB    Carbenicilina  

DNA    Ácido desoxirribonucleico 

DOTS    Directly Observed Treatment Short-Course 

DR-TB   Tuberculosis drogoresistente 

DTT    Dithiothreitol 

EDTA    Ethylenediaminetetraacetic acid 

ELISA    Enzyme Linked Immunosorbent Assay 

IFN-γ    Interferon gamma 

IL    Interleucina 

kDa    Kilo Daltones 

KM    Kanamicina 

MTB    Mycobacterium tuberculosis 

OMS    Organización Mundial de la Salud 

PBS    Phosphate Búfered Saline  

PFU    Plaque forming unit 

PPD    Purified Protein Derivative 

PSA    Persulfato de Amonio 

PVDF    Polyvinylidene fluoride 

TB    Tuberculosis 

TBE    TRIS-BORATE-EDTA 

TBS    Tris Búfered Saline 

TCR    Receptor de células T 

TNF-α    Factor de necrosis tumoral alfa 

TRIS    (Tris [hydroxymethyl] aminomethane) 

UFC    Unidades Formadoras de Colonias 

XDR-TB   Tuberculosis extremadamente drogoresistente 



 

 
 

ANTECEDENTES 

La tuberculosis es una enfermedad infecciosa, generalmente crónica, 

altamente contagiosa. Es causada por bacterias del complejo Mycobacterium 

tuberculosis. La forma clínica más frecuente es la pulmonar, que se propaga por vía 

aérea a partir de individuos enfermos.  

 

La tuberculosis, conocida como peste blanca o tisis, es una enfermedad 

antigua. Alrededor del siglo IV antes de Cristo, Hipócrates de Cos contribuyó 

creando a establecer el término "tisis" que quiere decir consunción o derretimiento. 

En 1882, Robert Koch reporta el cultivo exitoso del bacilo de la tuberculosis 

descubriendo así el agente etiológico de la enfermedad, además de una técnica de 

tinción para detectarlo. 

 

También se han encontrado deformaciones óseas en fósiles de marsupiales 

que datan de hace más de 6 millones de años causadas posiblemente por la 

infección de este bacilo, así como lesiones en huesos de momias de la época 

predinástica de Egipto de más de 5400 años de antigüedad, mediante ensayos de 

PCR se logró confirmar que estos individuos estuvieron infectados por el bacilo 

causante de la tuberculosis (Crubezy et al., 1998; Zink et al., 2002; Zink et al., 2003). 

 

Epidemiología de la tuberculosis 

El bacilo de Mycobacterium tuberculosis es uno de los patógenos que cobra 

más vidas humanas (Marques Gomes, 2004). Actualmente se estima que un tercio 

de la población mundial (alrededor de dos mil millones de personas) está infectados 

con M. tuberculosis (Fig. 1), lo que ha propiciado que la tuberculosis sea la principal 



 

 
 

causa de muerte en individuos infectados con el virus de inmunodeficiencia humana 

(VIH), quienes son altamente susceptibles a padecer la enfermedad (Collins, 1998). 

 

La Organización Mundial de la Salud (OMS) estima que por causa de la 

tuberculosis se producen cerca de 2 millones de muertes al año, y que cada año 

entre 8 y 9 millones de personas desarrollan la enfermedad activa. Debido al 

descontrol de su propagación, la tuberculosis es el único padecimiento considerado 

por la OMS como una emergencia mundial (World Health Organization, 2007). El 

control de la dispersión de la tuberculosis es uno de los “Objetivos de Desarrollo del 

Milenio” de las Naciones Unidas y la OMS (Objetivo 6, Meta 8, Indicador 24), los 

cuales incluyen el reducir las tasas de infección antes del año 2015 (Stop TB 

Partnership and World Health Organization, 2006; Torres and Mujica, 2004). 

 

Tasa por 100 000 

0 – 24 

25‐49 

50‐99 

Figura 1. Incidencia estimada de tuberculosis en el 2005, (World Health Organization, 2007).



 

 
 

 En México, el combate contra la tuberculosis ha estado enmarcado dentro del 

Programa Nacional de Salud de la Secretaría de Salud, implementado para reducir 

los rezagos en salud que afectan a los más pobres, especialmente las líneas 

fronterizas y las comunidades indígenas del sur del país (Fig. 2); (Secretaría de 

Salud, 2001).  

 

Como en toda Latinoamérica, en México la tuberculosis es considerada como 

una enfermedad desatendida, se ha identificado en el país un subregistro de casos 

(Tapia et al., 1995), una incidencia mayor de la enfermedad en pacientes con 

diabetes mellitus, desnutrición y adicciones (Secretaría de Salud, 2001); además de 

la aparición de tuberculosis resistente y extremadamente resistente a los fármacos 

disponibles (World Health Organization, 2007). Entre los principales factores que 

impiden el control de la tuberculosis destacan la falta de métodos de diagnóstico, así 

como la baja eficacia de la vacuna actualmente disponible. 

 

Figura 2. Incidencia estimada de tuberculosis pulmonar y meníngea en México, 

Sistema Único de Información para la Vigilancia Epidemiológica, (Secretaría de Salud, 2001). 

0.01 - 0.1
0.11 - 0.2 
0.21 - 0.3
0.31 - 0.4
0.41 - 0.5

T. meníngea 

1 - 10
10 1 - 20
20.1 - 30 
30.1 - 40
40.1 - 50 
50.1 - 60

T. pulmonar 



 

 
 

Propagación de la enfermedad de tuberculosis 

Una persona con tuberculosis (TB) activa puede contagiar hasta 15 personas 

en un año con solo respirar cerca de ellas. Esto, aunado al incremento de cepas 

resistentes a fármacos anti-tuberculosis, la baja eficacia de las vacunas disponibles 

y la escasa confiabilidad en los métodos de diagnóstico actuales, han impedido el 

control de esta enfermedad. 

 

El contagio puede ocurrir cuando una persona infectada genera aerosoles 

(que contienen bacilos) al momento de toser, estornudar o hablar. Estos bacilos 

entran a las vías aéreas superiores (faringe, cavidades nasales, laringe, tráquea 

parte superior), y posteriormente a las vías aéreas inferiores (tráquea parte inferior, 

bronquios, bronquiolos, alveolos pulmonares), en donde los bacilos son fagocitados 

por macrófagos alveolares infectando al individuo (Schlossberg, 1999). 

 

En algunos casos esta enfermedad también puede diseminarse desde los 

pulmones hacia otros órganos del cuerpo como riñón o hígado, por medio del 

torrente sanguíneo o el sistema linfático (Cole et al., 2005). 

 

Síntomas de la enfermedad 

Los síntomas generales de esta enfermedad son fiebre, pérdida de peso, 

letargo, malestar general, sudoraciones nocturnas, dolor articular, inflamación 

abdominal, glándulas inflamadas, disnea (sensación de dificultad respiratoria), dolor 

retro esternal,  y en caso de tuberculosis pulmonar se presenta tos, esputo 

(secreción pulmonar que se expulsa cuando se presenta tos profunda), desarrollo de 

granulomas (tumores granulares) en los tejidos infectados (Martini and Bartholomew, 



 

 
 

1997), y hemoptisis (tos con sangre), lo cual es síntoma de destrucción pulmonar, y 

un mecanismo de diseminación de las bacterias a nuevos hospederos (Glickman 

and Jacobs, Jr., 2001). Estos signos y síntomas no son solo exclusivos de esta 

enfermedad.  

 

Los pacientes portadores del bacilo que experimentan algún tipo de 

inmunosupresión pueden desarrollar más rápido la enfermedad activa y la 

destrucción progresiva de tejido pulmonar (Young and Robertson, 1998). 

 

Diagnóstico 

El bacilo Mycobacterium tuberculosis puede estar latente varios años en un 

individuo antes de generar la enfermedad (Parrish et al., 1998). Actualmente se 

cuenta con diferentes métodos de diagnóstico pero ninguno de ellos es totalmente 

efectivo. Por ejemplo la baciloscopía es uno de los métodos de diagnóstico utilizados 

para identificar tuberculosis activa. Este método se basa en buscar, a partir de 

muestras de esputo, bacilos ácido alcohol resistentes previamente teñidos con 

fucsina (tinción Ziehl-Neelsen) (Draper, 1998). Otro método consta de cultivar la 

muestra hasta por 8 semanas en medio Lowenstein-Jensen (o estándar de oro) para 

observar el crecimiento del bacilo. Estas  técnicas han sido utilizadas durante más 

de 100 años (Seiler et al., 2003). 

 

De acuerdo con la OMS, una de las prioridades actuales consiste en contar 

con métodos efectivos para el rastreo de la enfermedad pulmonar activa, forma 

contagiosa responsable de la diseminación de la pandemia. Para hacer frente a los 

problemas de baja sensibilidad, tardanza o requerimientos de infraestructura costosa 



 

 
 

inherentes a estas técnicas tradicionales, varios métodos alternativos se encuentran 

en estudio (Tabla 1). 

 

Tabla 1. Características de los métodos actuales de diagnóstico de TB activa.  

Método Ventajas Desventajas Referencia 

 

Radiografía de 
tórax 

• Rápido • Costo elevado 
• Inespecífico 
• Requiere infraestructura 

especializada  
• Requiere personal 

capacitado 

 

(Bloom, 1994) 

 

 

 

Baciloscopía 

• Rápido • Poco sensible 
• Inútil para diagnóstico de 

TB extrapulmonar 
• Necesidad de ser 

reproducido durante 3 días 
consecutivos 

• Puede requerirse lavado 
gástrico o bronco aspiración 

• Requiere de personal 
capacitado 

• Exposición del personal al 
patógeno 

 

(Bloom, 1994; 
Warren et al., 
2000) 

 

 

 

Cultivo 

• Generalmente 
específico 

• Posibilidad de ser 
combinado con 
pruebas de 
sensibilidad a 
fármacos 

 

• Muy lento (4 a 12 semanas) 
• Inútil para diagnóstico de 

TB extrapulmonar 
• Exposición del personal al 

patógeno 
• Posibilidad de falsos 

positivos 
• Necesidad de 

infraestructura muy costosa 
• Requiere de personal 

capacitado 

(Bloom, 1994; 
Burman et al., 
1997) 

 

 

 

PCR 

• Rápido 
• Específico para 

bacilos del 
complejo M. 
tuberculosis. 

• Costo elevado 
• Poco sensible a partir de 

muestras biológicas 
• Varios reportes sobre 

inespecificidad (para la 
sonda IS6110) 

• Requiere de infraestructura 
especial    Requiere 
personal capacitado 

 

(Bloom, 1994; 
Noordhoek et 
al., 1993) 

 

 

 

 

 

Inmunodiagnóstico 

 

• Rápido 
• Posibilidad de ser 

realizado en 
sistemas que no 
requieren 
infraestructura 
especial ni 
capacitación 

• Posibilidad de 
diagnóstico para 
tuberculosis extra 
pulmonares e 
infantil 

• La sensibilidad no llega a 
ser total debido a casos con 
anergia 

• Falta de disponibilidad de 
antígenos específicos y 
sensibles 

• Diferencias en el 
reconocimiento de 
antígenos posiblemente 
asociados a factores 
genéticos en la población 

 

(Bloom, 1994; 
Bothamley et 
al., 1989; 
Chan et al., 
2000; Daniel 
and Debanne, 
1987) 



 

 
 

Para rastrear la tuberculosis activa en amplias poblaciones se requiere de 

tecnologías accesibles, por lo que un método de diagnóstico sencillo, eficaz y de 

bajo costo ayudaría ampliamente a controlar esta enfermedad. Por ejemplo el 

inmunodiagnóstico es factible para ser un método de diagnóstico sencillo y de bajo 

costo capaz de cumplir con los estándares marcados por la OMS en cuanto a 

sensibilidad >70% de diagnóstico de enfermos (World Health Organization, 1997). 

Sin embargo, esta técnica está limitada por la baja disponibilidad de antígenos 

específicos que pueden obtenerse a partir de micobacterias cultivadas, 

especialmente por lo difícil de su cultivo y el riesgo de contagio existente durante el 

proceso de producción a gran escala debido a que M. tuberculosis tiene un tiempo 

de duplicación de más de 24 horas y es un patógeno de alto riesgo biológico. 

 

Por otra parte, la detección de tuberculosis latente (en individuos que se 

encuentran infectados pero no enfermos) se realiza mediante la prueba de la 

tuberculina o prueba de Mantoux, la cual consiste en administrar intradérmicamente 

una solución isotónica estéril con proteínas purificadas derivadas del bacilo o PPD. 

Los dos tipos de PPD que se utilizan (RT 23 o CT 68) (Vijayan, 2002), se obtienen a 

partir de un cultivo de Mycobacterium tuberculosis en un medio sintético (McEvoy, 

1994).  

 

Dicha reactividad resulta de una previa exposición a M. tuberculosis, pero 

también puede darse debido a la vacunación o exposición a micobacterias 

ambientales. En algunas ocasiones algunos pacientes que se realizan la prueba de 

PPD varias veces, pueden llegar a presentar un fenómeno de sensibilidad a dicha 

prueba, efecto booster (Menzies, 1999), y pacientes con depresión del sistema 



 

 
 

inmune o dermatitis atípica pueden resultar en falsos negativos (Markowitz et al., 

1993), siendo evidente la necesidad de métodos de detección más específicos 

 

Tratamiento 

Uno de los primeros fármacos anti-tuberculosis utilizados fue la 

estreptomicina, descubierta por Waksman a finales de la Segunda Guerra Mundial 

(Neyra, 1957). Actualmente existe un programa diseñado por la OMS llamado DOTS 

por sus siglas en inglés (Directly Observed Treatment Short-Course) o TAES, en 

español (Tratamiento Acortado Estrictamente Supervisado); (Small, 1999). Este 

tratamiento consta principalmente de la combinación de diferentes fármacos como 

Isoniacida, Rifampicina, Pirazinamida, Estreptomicina y Etambutol, los cuales son 

administrados por un periodo de 6 meses. La OMS ha creado una organización 

llamada ¨STOP TB¨ la cual proporciona de manera gratuita (bajo ciertos 

lineamientos) tratamientos anti-tuberculosos a zonas de países en vías de desarrollo 

que tengan una alta tasa de incidencia. 

 

 La isoniacida es un fármaco que inhibe la síntesis de los ácidos micólicos de 

la micobacteria, los cuales son esenciales para la formación de su pared. Se sabe 

que la resistencia de la bacteria hacia este fármaco, está relacionada con la 

sobreexpresión del gene inhA, y la supresión del gene katG el cual codifica para la 

catalasa micobacteriana (enzima que degrada el peróxido y produce CO2) (Morlock 

et al., 2003). La rifampicina es un antibiótico producido por Streptomyces 

mediterranei que tiene actividad biológica contra bacilos, cocos gram positivos y 

negativos. Este fármaco actúa uniéndose a la subunidad β de la polimerasa del ARN 



 

 
 

bacteriano, inhibiendo la síntesis de ARN mensajero. La bacteria adquiere 

resistencia cuando muta el gene rpoB de esa subunidad (Mariam et al., 2004). 

 

 En el caso del etambutol (EMB), éste actúa inhibiendo la polimerización de 

arabinogalactano y lipoarabinomanano (lípidos que forman parte la pared), siendo su 

principal blanco la arabinosiltransferasa. El EMB también favorece la acción de 

fármacos lipofílicos (como la rifampicina). La micobacteria se vuelve resistente a 

este fármaco cuando se produce una mutación en el gene embB el cual codifica la 

arabinosiltransferasa (Lety et al., 1997). La pirazinamida es un fármaco similar a la 

nicotinamida, estable, ligeramente hidrosoluble; es absorbido por los macrófagos 

ayudándolos a matar a los bacilos en un medio ácido (Wade and Zhang, 2004). En 

cambio la estreptomicina tiene una absorción deficiente por las células, por lo que su 

acción principal es en la parte extra celular. 

 

Algunos de estos fármacos han comenzado a ser ineficientes en el 

tratamiento de la tuberculosis, debido a que en algunas ocasiones los pacientes 

abandonan su tratamiento favoreciendo la aparición de nuevas cepas multi-drogo 

resistentes. Por ejemplo la tuberculosis multi-drogo resistente (MDR-TB) es una 

forma de tuberculosis resistente a dos o más fármacos de primera linea (incluyendo 

isoniacida y rifampicina) mientras que la tuberculosis extremadamente resistente 

(XDR-TB) es una forma de tuberculosis resistente a los fármacos de primera línea y 

a tres o más de segunda línea incluyendo fluoroquinolonas y uno de los tres 

fármacos inyectables como la amikacina (Raviglione and Smith, 2007). 

 

 



 

 
 

La vacuna contra tuberculosis 

En 1882, cuando se identificó el agente etiológico de la tuberculosis, se 

comenzaron a desarrollar diversos métodos para prevenir y tratar esta enfermedad. 

En 1921 Albert Calmette y su ayudante Camille Guérin, después de varios años de 

realizar cultivos sucesivos de una cepa del bacilo tuberculoso bovino, lograron 

atenuar su virulencia y comenzaron a probarla para protección, creando así la 

vacuna BCG (Bacilo Calmette-Guérin) (Yamamoto and Yamamoto, 2007). 

 

La eficacia de esta vacuna ha sido ampliamente cuestionada, estimándose 

una protección promedio de un 50% en contra de la TB pulmonar activa (Brewer, 

2000). En el caso de tuberculosis meníngea en infantes, la vacuna tiene un alto 

índice de efectividad, pero está contraindicada en el caso de individuos infectados 

con VIH ya que se trata de una bacteria viva atenuada. Sin embargo, ningún otro 

método profiláctico ha sido desarrollado y la BCG es utilizada desde 1921, por lo que 

la implementación de nuevas vacunas que puedan ser utilizadas en la población en 

general, así como por individuos inmunosuprimidos es uno de los principales retos 

en la actualidad (Yamamoto and Yamamoto, 2007). 

 

Respuesta inmune contra tuberculosis 

Cuando un individuo se infecta con M. tuberculosis, generalmente se produce 

una respuesta inmune para formar granulomas que están constituidos 

principalmente de macrófagos, leucocitos polimorfonucleares y monocitos con el fin 

de confinar a los bacilos patógenos. El individuo porta el bacilo de la tuberculosis 

pero sin presentar los síntomas de la enfermedad. A esto se le denomina 

tuberculosis latente (Chan and Kaufmann, 1994). En el caso de que el individuo por 



 

 
 

alguna razón presente inmunosupresión, los bacilos de la tuberculosis proliferarán 

rápidamente por todo el organismo, y comenzará a presentar los signos y síntomas 

de la enfermedad activa convirtiéndose en un foco de infección (Tiruviluamala and 

Reichman, 2002). 

 

 Durante la respuesta inmune contra M. tuberculosis, los macrófagos fagocitan 

a los bacilos y procesan los antígenos en el fagolisosoma para posteriormente 

presentarlos por medio de MHC-II a linfocitos T CD4+, mientras que los antígenos 

que se encuentran en el citoplasma de las células infectadas son presentados por 

medio de MHC-I a linfocitos T CD8+ (Fig. 3) (Kaufmann, 2001). En presentación 

cruzada, una célula presentadora de antígeno fagocita a una célula infectada y  

presenta los antígenos del patógeno activando a linfocitos T CD8+ citotóxicos. 

 

Recientemente se ha encontrado que moléculas CD1 pueden presentar 

antígenos de tipo no proteicos como lípidos, fosfolípidos, y lípidos isoprenoides 

(Sugita et al., 2004), abriendo un nuevo panorama en la inmunidad contra 

tuberculosis ya que estas moléculas pueden presentar algunos lípidos 

característicos del bacilo M. tuberculosis  como el lipoarabinomamano (Torrelles et 

al., 2004). 



 

 
 

 

 

La respuesta inmune protectora contra la tuberculosis se basa principalmente 

en la inmunidad mediada por una respuesta tipo Th1 (García-Sancho, 2001; 

Vanham et al., 1997). Algunos de los factores que participan en la respuesta tipo 

Th1 son las citocinas IL-12 y TNF-α provenientes de macrófagos y monocitos, y la 

IL-2 e IFN-γ de linfocitos T. Estas citocinas son esenciales para la activación de los 

mecanismos microbicidas de los macrófagos y la eliminación de los bacilos (Barnes, 

1994). También se sabe que es importante la participación de citocinas de la 

respuesta inmune tipo Th2 (IL-4, IL-6 e IL-10), las cuales inhiben los efectos 

exacerbados de la respuesta Th1, evitando que ésta sea tan fuerte que genere 

necrosis y lesione al individuo (Demissie et al., 2004). 

 El bacilo tuberculoso emplea diferentes métodos para evitar que el sistema 

inmune lo destruya. En primer lugar el bacilo puede interactuar con la célula 

Granuloma 

Reactivación Diseminación 

TNF-α IFN-γ IFN-γ IFN-γ IFN-γ 

CD 4+ CD 8+ γ / δ 
DN 
CD4+ 
CD8+ 

Macrófago 
infectado 
activado 

Radicales libres 
de oxigeno

Macrófago 
infectado 

perforina 
granulisina 

Apoptosis   Secreción de perforina/granulisina 

Persona infectada 

Figura 3. Respuesta inmune a M. tuberculosis adaptado de (Kaufmann, 2001). 



 

 
 

hospedera (preferentemente macrófagos), mediante el uso de diversos receptores 

como los tipo "toll" (TLR) (Krutzik et al., 2001), receptores que promueven la 

fagocitosis como el receptor de manosa, CD14, receptores del complemento (CR1, 

CR3, CR4), receptores "scavenger", receptores de la fracción cristalizable de 

anticuerpos IgG (FcγRs), (Ernst, 1998) y receptores de fibronectina. 

 

 Una vez fagocitado, algunos de los mecanismos  que utiliza el macrófago 

para destruir al bacilo son: la generación de radicales libres de oxigeno para estallido 

respiratorio (Ismail et al., 2002) y la producción de intermediarios de nitrógeno 

reactivos vía L-arginina (Flynn and Chan, 2001a). Sin embargo, las cepas virulentas 

de M. tuberculosis son capaces de inhibir múltiples funciones del macrófago, como 

la maduración del fagosoma, la señalización por Ca2+ y fosfatidil inositol 3 cinasa así 

como rutas de apoptosis, entre otras (Koul et al., 2004). 

 

Estudios recientes han demostrado que existe un efecto sinérgico entre el 

bacilo de M. tuberculosis y el VIH, ya que se ha demostrado que hay un incremento 

en la replicación y la mutación del virus, principalmente en la secuencia V3 de la 

glicoproteína 120. Esto probablemente se deba a que M. tuberculosis incrementa la 

expresión en macrófagos del co-receptor de superficie CXCR4 (CD184) por lo cual 

el virus prefiere utilizar este co-receptor sobre CCR5 (CD159) de linfocitos T, 

facilitando la entrada del virus a macrófagos (Hoshino et al., 2004). También se ha 

observado un aumento exacerbado en la susceptibilidad contra la tuberculosis en 

individuos infectados con el VIH (inmunosupresión), ya que la inmunidad  contra M. 

tuberculosis es principalmente mediada por células T CD4+ (Pacheco, 2000). 

 



 

 
 

 Las células T γ/δ  también juegan un papel importante durante una infección 

con M. tuberculosis. Estos linfocitos expresan un receptor de células T (TCR) 

constituido por una cadena “γ“ y una cadena “δ” a diferencia del TCR α/β de linfocitos 

cooperadores CD4+ o citotóxicos CD8+. Los linfocitos T γ/δ  tiene una distribución 

anatómica selectiva principalmente en pulpa roja del bazo y criptas intestinales, y 

reconocen fosfoantígenos de manera independiente a moléculas presentadoras 

MHC (Chen, 2005). 

 

 Los linfocitos T γ/δ actúan como reguladores previniendo autoinmunidad o 

participando tanto en la respuesta inmune innata como la adquirida.  En humano la 

subclase de linfocitos T Vγ9/Vδ2 es capaz de reconocer el metabolito “4-hydroxy-3-

methyl-but-2-enyl pyrophosphate” presente en diversas bacterias como M. 

tuberculosis (Martino et al., 2007). En modelos de primates infectados con 

micobacterias se ha demostrado que la ruta y la dosis son importantes en la 

regulación de linfocitos T γ/δ (Chen, 2005). 

 

 Otro factor importante de la enfermedad de tuberculosis es la latencia, cuando 

una persona entra en contacto con el bacilo M. tuberculosis, ésta puede destruir el 

bacilo inmediatamente, puede infectarse y desarrollar la enfermedad o puede 

infectarse sin presentar los síntomas o ser transmisor de la enfermedad (Flynn and 

Chan, 2001b) y se ha demostrado que el bacilo puede permanecer viable en un 

estado de letargo por varios años dentro del granuloma (Manabe and Bishai, 2000). 

 

 

 



 

 
 

Características del bacilo 

A este bacilo se le dio el nombre de Mycobacterium ya que cuando se cultiva 

in vitro, forma colonias parecidas a los micelios de algunos hongos (Fig. 4), y 

tuberculosis por que el sistema inmune forma pequeños granulomas o tubérculos 

constituidos principalmente de macrófagos alrededor del bacilo para intentar aislarlo 

(Fig. 5), (Orme, 1995). 

 

La mayoría de las micobacterias son organismos saprófitos de vida libre que 

pueden encontrarse en una amplia variedad de ambientes, algunas de las especies 

de interés clínico son M. bovis, M. leprae y M. tuberculosis (Goodfellow and Magee, 

1998). 

 

Figura 5. Bacilo de M. tuberculosis 

(Wadsworth Center, 2008). 

Figura 4. Colonias del bacilo de M. tuberculosis 

(Johns Hopkins University, 2008).



 

 
 

La de las principales características que le confieren resistencia al género 

Mycobacterium es su pared celular, ésta es hasta mil veces más impermeable a 

solutos hidrofílicos que la pared de Escherichia coli, lo que la hace resistente a 

deshidratación, a la absorción de ciertos antibióticos y a daños por ácidos y bases 

fuertes (Draper, 1998).  

 

La pared se divide en cuatro secciones: zona externa de grosor variable, zona 

transparente al paso de electrones, zona densa al paso de electrones y membrana 

plasmática. En la zona densa al paso de electrones encontramos peptidoglicano y 

arabinogalactano, en la zona transparente al paso de electrones se encuentran 

lípidos, como los ácidos micólicos (estos últimos responsables principales de la 

impermeabilidad de la pared), y en la zona externa de grosor variable se encuentran 

polisacáridos, lípidos y proteínas (Fig.4); (Crick et al., 2001). 

 

Manosa 
Porina 

Glicolípidos 

Ácidos 
Micólicos 

Galactano 
Lipoarabino manano 

Peptidoglicano 

Fosfatidil inositol manósido 

Figura 4. Modelo de la pared celular de Mycobacterium (Quesniaux et al., 2004). 



 

 
 

El genoma de M. tuberculosis 

El genoma de M. tuberculosis cepa H37Rv fue secuenciado en su totalidad 

en1998 (Cole et al., 1998) y se le han hecho anotaciones posteriormente. El bacilo 

contiene 3924 genes que codifican para diversas proteínas. Al 40% de los genes se 

han atribuido funciones especificas sin ninguna ambigüedad, al otro 40% se le han 

asignado funciones hipotéticas, y el porcentaje restante corresponde a secuencias 

que solo están presentes en M. tuberculosis. La secuenciación del genoma del 

bacilo tuberculoso ha facilitado en gran medida la investigación en tuberculosis. Por 

ejemplo, se han podido clonar y expresar nuevos antígenos o epítopos (Ben et al., 

2005; De Groot et al., 2005), o se han sintetizado péptidos a fin de identificar 

proteínas antigénicas de M. tuberculosis con potencial para diagnóstico y/o para 

vacunación (Cockle et al., 2002). Sin embargo, al sesgar la búsqueda de antígenos 

para un determinado tipo de proteínas, como en los casos anteriores, puede 

perderse la información de antígenos valiosos.  

 

Aunque algunos antígenos parecen candidatos prometedores para el 

diagnóstico o vacunación contra tuberculosis, como los antígenos Ag85, ESAT-6 y 

CFP-10 (Ben et al., 2005; Ravn et al., 2005), la heterogeneidad de la respuesta 

inmune hacia la tuberculosis en la población humana hace necesaria la búsqueda e 

identificación de nuevos antígenos específicos para poder incrementar la 

sensibilidad del diagnóstico y la capacidad protectora de una vacuna. En este 

sentido sería sumamente útil disponer de herramientas que permitan la identificación 

de múltiples antígenos o epítopos del genoma completo de M. tuberculosis.  

 

 



 

 
 

Aplicación de fagos  

A principios del siglo XX, mientras se desarrollaban cultivos con bacterias, se 

realizaron las primeras observaciones que demostraban la existencia de algún tipo 

de agente con capacidad infectiva que no era retenido por los filtros de porcelana y 

formaba placas en los cultivos de bacterias. Frederick Twort en 1915 fue uno de los 

primeros en referirse a este agente bacteriolítico; posteriormente, en 1917, Félix 

d'Herelle observó que estas zonas claras (llamadas placas) se debían a que las 

bacterias estaban muertas por dicho factor patógeno al cual le dio el nombre de 

“Bacteriófago” (Duckworth, 1976). 

 

Los bacteriófagos, comúnmente llamados fagos, comenzaron a tomar 

importancia para tratar infecciones de origen bacteriano ya que de manera natural 

colonizan estos nichos (Gaidelyte et al., 2007). Estas características hicieron que 

varios científicos se dedicaran a investigar más acerca de las propiedades de estos 

virus de bacterias. Actualmente se han identificado micobacteriofagos capaces de 

lisar al bacilo M. tuberculosis (Peng et al., 2006).  

 

Una de las limitantes de estos tratamientos recae en que cada tipo de fago es 

específico para ciertas cepas por lo que un diagnóstico preciso resultaba 

imprescindible, otro de los problemas a principios del siglo XX, era la poca 

información de la que se disponía acerca de la biología de los fagos, por lo que era 

sumamente complejo escalar los procesos de producción (Pennazio, 2006). 

 

En 1930 se realizaron grandes avances sobre el conocimiento de los fagos, 

se demostró en varias especies de fago sus propiedades antigénicas y en 1940 con 



 

 
 

la utilización del microscopio electrónico Ruska obtiene las primeras imágenes de un 

fago, seguido de Anderson y Luria (Pennazio, 2006), desde entonces se han 

realizado más de cinco mil observaciones de fagos al microscopio electrónico 

(Ackermann, 2006). 

 

A finales de la segunda guerra mundial, con la aparición de los primeros 

fármacos, los fagos fueron rápidamente olvidados. Sin embargo la falta de 

distribución de antibióticos en Europa del Este favoreció que estos tratamientos 

continuaran siendo utilizados esporádicamente en diversos países como la ex Unión 

Soviética. 

 

Existe una gran diversidad de tipos de fagos, por ejemplo fagos líticos de 

enterobacterias como el T2,  T4 o T7, los cuales infectan diferentes cepas de E. coli 

(Steven et al., 1990), el fago P22 que infecta bacterias de Salmonella, el fago Φ6, 

que infecta bacterias de Pseudomonas o el Phi-X174, que fue éste uno de los 

primeros organismos secuenciado completamente (Brussow and Hendrix, 2002). 

También existen fagos temperados que pueden integrarse al genoma de la bacteria 

y replicarse en cada una de sus divisiones o usar una ruta lítica como el fago 

lambda. 

 

Existen otro tipo de fagos no líticos (que infectan bacterias E. coli) como el 

M13, este fago es de tipo filamentoso y  tiene un DNA circular de cadena sencilla de 

6.4 Kb, que codifica 11 diferentes tipos de proteínas. Este fago tiene diversas 

proteínas de superficie, como la pIX, pVI o pIII que se expresan de 3-5 copias y  la 



 

 
 

pVIII  que se expresa alrededor de 2700 veces por partícula de fago (Fig. 5) (Vispo 

and Puchades, 2001). 

 

Fue hasta la década de los setenta que se comenzaron a utilizar los fagos 

como posibles herramientas de biología molecular, con la utilización de fagos M13 

como vehículos para clonar y secuenciar fragmentos de DNA.  

 

A mediados de los ochenta, George Smith demostró que se pueden utilizar 

estos fagos para generar bibliotecas con información genética, esto lo hizo mediante 

la clonación de un fragmento de la enzima Eco RI en la proteína de superficie pIII de 

un fago filamentoso M13 (Smith, 1985), y a principios de los noventa se generaron 

las primeras bibliotecas de péptidos expresados en fagos, las cuales se utilizan para 

identificar ligandos específicos (Cwirla et al., 1990). 

 

Figura 5. Micrografía y esquema de un fago M13 (Kay et al., 1996). 



 

 
 

Estos experimentos dieron la pauta para el desarrollo del Phage Display o 

Despliegue en Fago, tecnología con la cual se pueden expresar diferentes moléculas 

unidas a las proteínas de superficie de fagos, siendo las proteínas pIII y pVIII las 

más utilizadas para fusionar péptidos (Fig. 6). Con este sistema es posible construir 

bibliotecas con una diversidad de hasta ~1x1010. Esta tecnología puede ser aplicada 

en diferentes áreas, como la identificación de interacciones ligando-receptor, la 

búsqueda de regiones antigénicas/inmunogénicas, y la identificación de mimótopos 

de motivos antigénicos y/o inmunogénicos, entre otras (Tabla 2). 

 

 

 

 

 

Figura 6. Expresión en diferentes proteínas de superficie. Fago M13 wild type (a); 

despliegue en proteína pIII (b); despliegue en proteína pVIII (c). 

DNA Genómico en 
cadena sencilla 

Completo  Completo  

Hibrido  Hibrido  



 

 
 

 

Tabla 2. Diferentes aplicaciones del Phage Display (Smothers et al., 2002). 

Tipo de biblioteca Aplicación 

 

 

 

Péptidos 

Interacciones proteína – péptido, DNA, RNA, glicolípidos, etc.  

Identificación de sitios específicos de unión para 

 Diagnóstico 

 Receptores agonistas o antagonistas 

 Inhibición de enzimas 

 Mimetismo o identificación de epítopos 

Determinación de sustratos específicos de proteasas 

Diseño de vacunas 

Identificación de marcadores específicos de células o tejidos 

 

Fragmentos  

de  

anticuerpos 

Identificación de sitios específicos para 

 Terapia y diagnóstico humano 

 Receptores agonistas o antagonistas 

 Inhibición de enzimas 

Identificación de marcadores específicos de células o tejidos 

 

 

Bibliotecas de cDNA 

 

Bibliotecas de 

 DNA genómico 

Identificación de complejos proteicos naturales 

Determinación de sustratos específicos de enzimas 

Interacciones proteína – proteína y epítopos 

Cambios de función en proteínas como: 

 Incremento en la afinidad de pegado 

 Alteraciones de especificidad de pegado 

 Alteración en la especificidad de la enzima al sustrato  

 Cinética enzimática 

 

 

 

 



 

 
 

Actualmente se dispone de bibliotecas comerciales de péptidos al azar, y es 

relativamente sencillo construir bibliotecas específicas tanto en longitud de péptidos 

expresados, complejidad y origen del DNA (bibliotecas de péptidos al azar, DNA 

genómico, cDNA o fragmentos de anticuerpos Fab o scFv) fusionadas a algunas de 

las proteínas de la superficie del fago. 

 

Las ventajas de la tecnología de despliegue en fagos son: su sencillez en su 

proceso de elaboración, el procesamiento simultáneo de una gran variedad de 

moléculas, su alto rendimiento sin la necesidad de utilizar áreas de bioseguridad, en 

el caso de expresar proteínas de patógenos, costos de producción relativamente 

bajos (ya que se utilizan reactores para infectar bacterias E. coli, cuya infección no 

es lítica, facilitando así el proceso de purificación).  

 

Los péptidos expresados en este sistema pueden ser de diversos tamaños 

(desde 5 amino ácidos hasta 60 kDa), además de que los fagos tienen gran 

capacidad inmunogénica sin el uso de adyuvante y son resistentes al calor (hasta 

70º C), a solventes orgánicos, urea y ácidos, facilitando su transporte (Smith and 

Petrenko, 1997). Por otra parte se sabe que los fagos pueden ser procesados y 

presentados tanto por la vía del complejo principal de histocompatibilidad clase I 

(MHC-I) o clase II (MHC-II), lo que le da una gran capacidad de presentar diversos 

tipos de antígenos (Gaubin et al., 2003), pudiendo favorecer la polarización de la 

respuesta inmune hacia tipo Th1 (respuesta principal ante patógenos intracelulares) 

o tipo Th2 (respuesta principal hacia patógenos extracelulares).  

 



 

 
 

Las características de esta tecnología abren la posibilidad de poder 

desarrollar fármacos o identificar inmunógenos a corto plazo, los cuales pueden ser 

administrados junto con el fago o sintetizar por separado los péptidos para su 

administración (Sergeeva et al., 2006). 

 

Aparte de las características antes mencionadas se ha observado en ensayos 

de inmunización de cerdos que los fagos pueden autopropagarse pasando de un 

individuo previamente inmunizado a otro que comparta su entorno (Manoutcharian et 

al., 2004). También se ha observado en ensayos con ratones que los fagos tiene la 

capacidad de atravesar la barrera hematoencefálica (Frenkel and Solomon, 2002). 

 

 El sistema de fagos también se ha utilizado en el campo de la nanotecnología 

(Petty et al., 2007; Sarikaya et al., 2003). Mediante este sistema se han expresado 

péptidos en la proteína VIII del fago afines a precursores de nanocristales de ZnS y 

CdS, capaces de dirigir el ordenamiento de puntos cuánticos (Mao et al., 2003). 

 

En el caso de M. tuberculosis, se han descrito bibliotecas de expresión en 

diversos sistemas, por ejemplo se han construido bibliotecas de expresión de DNA 

de antígenos o DNA genómico en sistemas que utilizan fagos lambda. Estos 

sistemas tienen la desventaja de que los fagos son líticos y para realizar las 

bioselecciónes generalmente se tienen que realizar preabsorciones del suero con 

bacterias E. coli (Bisen et al., 2003; Lim et al., 2000). También se han construido 

bibliotecas de DNA genómico clonadas en vectores de expresión eucarionte para 

inmunizar ratones y realizar retos; en estos ensayos se ha sugerido la presencia de 

genes que codifican para proteínas importantes en la inmunidad contra Tb, pero sin 



 

 
 

llegar a identificarlas puntualmente (Hernandez et al., 2006; Talaat and Stemke-

Hale, 2005). 

 

En este trabajo nos propusimos construir una biblioteca genómica de M. 

tuberculosis en fagos filamentosos M13, e identificar a partir de ella nuevos 

antígenos para diagnóstico de tuberculosis activa. En esta biblioteca, los antígenos 

son desplegados en fagos, al ser expresados de manera recombinante en proteínas 

de superficie (pIII o pVIII) de fagos filamentosos M13.  

 

  La disponibilidad de tal biblioteca permitiría, a futuro, no solo la identificación 

de antígenos útiles para diagnóstico de tuberculosis activa, sino también de 

tuberculosis latente o para vacunación, además de auxiliar en la identificación de 

nuevas proteínas, cuya expresión en sistemas convencionales apareciera afectada. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

JUSTIFICACIÓN 

Actualmente para el diagnóstico de TB se cuenta con diferentes métodos, 

como la prueba de PPD, el cultivo o la baciloscopía; sin embargo ninguno de ellos es 

totalmente efectivo, por lo que un método de inmunodiagnóstico sería más sencillo y 

barato. 

 

Se han encontrado antígenos que son prometedores candidatos para el 

diagnóstico de tuberculosis activa, entre ellos, los antígenos Ag85, ESAT-6 y CFP-

10 (Ben et al., 2005; Ravn et al., 2005), pero debido a la heterogeneidad de la 

respuesta inmune humoral, se requiere la identificación de nuevos antígenos 

específicos para poder incrementar la sensibilidad del diagnóstico (Abebe et al., 

2007).  

 

En este proyecto pretendemos identificar nuevos antígenos así como sus 

epítopos mediante la construcción y rastreo de una biblioteca genómica de M. 

tuberculosis. La construcción se realizará en fagos M13, sistema que ha sido 

descrito tanto para la expresión de epítopos B que son utilizados para 

inmunodiagnóstico (Kouzmitcheva et al., 2001; Robles et al., 2005), como para la 

inducción de respuesta inmune celular (Manoutcharian et al., 2004). El rastreo de 

clonas de fagos reactivas a anticuerpos será  realizado utilizando sueros de ratón 

Balb/c infectado con M. tuberculosis (Hernandez-Pando et al., 1996), de manera que 

puedan captarse antígenos/epítopos que induzcan una respuesta humoral aunque 

solo sean expresados durante una infección. Con esta estrategia también es posible 

identificar antígenos T, por lo que adicionalmente planteamos la posibilidad de 

utilizarlos como subunidades de vacunación. 



 

 
 

HIPÓTESIS 

Mediante la técnica de despliegue en fagos, es posible construir una 

biblioteca genómica para expresar e identificar antígenos del bacilo M. tuberculosis. 

 

OBJETIVO GENERAL 

Identificar antígenos de Mycobacterium tuberculosis utilizando una biblioteca 

genómica expresada en fagos  filamentosos y evaluar su utilidad en el diagnóstico 

de la tuberculosis. 

 

OBJETIVOS PARTICULARES 

1.- Construcción de una biblioteca genómica de M. tuberculosis expresada en la 

proteína pVIII del fago M13.  

2.- Realizar una bioselección utilizando la biblioteca construida y suero de un ratón 

infectado con M. tuberculosis. 

3.- Identificar las secuencias de los insertos de las clonas reactivas y evaluar la 

reactividad de las clonas obtenidas contra sueros de individuos con tuberculosis 

activa. 

 

 



 

 
 

DISEÑO EXPERIMENTAL 
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MATERIAL Y MÉTODOS 

Material biológico 

El suero de ratón infectado con M. tuberculosis H37Rv fue generosamente 

donado por el Dr. Rogelio Hernández Pando del Instituto Nacional de la Nutrición 

Salvador Zubirán.  

 

Cultivo de M. tuberculosis, extracción de DNA y preparación  vector e insertos 

Se cultivó la cepa de M. tuberculosis H37Rv por 4 semanas, a 37ºC en medio 

Sauton enriquecido con glucosa y piruvato al 5% (Kitaura et al., 2000) en 

condiciones de bioseguridad. Las colonias de M. tuberculosis se colectaron en búfer 

Tris-EDTA (pH=8.0) y se incubaron 20 minutos a 80 °c, posteriormente se incubó 

con lisozima 2 horas a 37 °C, y después con SDS y proteinasa K 20 minutos a 65 

°C, para agregarles una mezcla de CTAB-NaCl. La precipitación del DNA se llevó a 

cabo utilizando cloroformo-alcohol isoamílico (24:1) (Hosek et al., 2006). El DNA se 

trató con RNAsa, y se purificó usando el kit “Wizard plus SV minipreps, PromegaTM”, 

posteriormente se sonicó 25 veces en intervalos de 25 segundos. Los fragmentos 

sonicados de DNA se eluyeron de un gel de agarosa 0.8% en la región de 100 – 500 

pb mediante el kit “Wizard plus SV minipreps, PromegaTM” y posteriormente fueron 

tratados con la enzima Klenow (PromegaTM) y Mung Bean (FermentasTM) para 

generar extremos romos. Por otra parte, el vector fagémido pG8SAET (donado por 

el Dr. Lars Frykberg, Swedish University of Agricultural Science, Uppsala) fue 

digerido con la enzima de restricción SnaBI (New Englad BiolabsTM) y defosforilado 

con fosfatasa alcalina (CIAP, Amersham Pharmacia BiotechTM) para evitar su 

recircularización.  

 



 

 
 

Construcción de la biblioteca 

La construcción de la biblioteca de DNA genómico de M. tuberculosis se inició 

con la clonación de los insertos obtenidos en el sitio SnaBI del vector pG8SAET 

utilizando una proporción molar 1:5 vector-inserto mediante la enzima T4 DNA ligasa 

(New England BiolabsTM). Posteriormente, el producto de la ligación fue purificado 

mediante columna (Kit Wizard plus SV minipreps, PromegaTM) y se electroporó en 45 

μl de bacterias E. coli TG1 usando el electroporador Gene Pulser II System (2.5 kV, 

25 μF, 400Ω); (Bio-Rad, Labs, HerculesTM, CA, USA) en cubetas de 2 mm. Las 

electroporaciones se realizaron utilizando 1 ml de medio SOC por cada reacción las 

cuales se colectaron en un tubo de 50 ml, incubándose a 37 °C por 1 hr sin 

agitación. Se plaquearon alícuotas del cultivo sobre agar LB/ cb (1 μl por cada ml de 

medio de una solución 50mg/ml) para determinar el número de transformantes y la 

complejidad de la biblioteca, y se guardó una alícuota de 700 μl de células 

transformadas en glicerol al 30% para congelarlas a -70ºC (Jacobsson et al., 2003). 

 

Para determinar el tamaño de los insertos, se realizó un PCR, a partir del 

DNA de la colonia bacteriana. En esterilidad se tomaron dos muestras con un palillo 

de cada colonia, una de ellas se estrió en una caja con LB/cb y la otra se 

resuspendió en 20 μl de agua estéril. Esta última se calentó por 10 minutos a 100 °C 

y se centrifugó 5 minutos a 13200rpm, del cual se tomó 5 μl y se agregó 1 μl del 

oligonucleótido sintético 5’ 5YSAET (GGAAAAACATTTATTCAATTCGTAAACTAG) 

25 pmol/μl; 1μl del oligo 3´ F8 (GACAATGACAACAACCATCGCCCACGCATA) 25 

pmol/μl; y 0.5 μl de la enzima Taq polimerasa (AltaenzymesTM). El ciclo de 

temperaturas fue el siguiente: [94 °C 30seg]; [94 °C 30seg, 60 °C 30seg, 70 °C 1 

min] 20 ciclos; [72 °C 1 min]. Una vez terminada la PCR, se analizó 2μl del medio de 



 

 
 

reacción en un gel de agarosa al 0.8% en TBE 1x, a 100 volts, alrededor de 45 

minutos. 

 

Para la amplificación, se tomaron 500 μl del sobrenadante de las células 

transformadas  y se les agregó 5 μl de fago helper M13KO7 (InvitrogenTM) y se 

incubó 30 min. 37 °C sin agitación y 30 min. 37 °C en agitación a 250rpm. 

Posteriormente se agregaron 4.5 ml de 2xYT (50 μg/ml cb/kb), se incubó toda la 

noche a 37 °C en agitación (200rpm). Al día siguiente se centrifugó 20 min. a 5000 

rpm 4 °C, y se tomaron 3.4 ml por cada clona para agregarles 600μl de PEG/NaCl 

(20% p/v PEG 800, 2.5M NaCl) incubándose 1 hr en hielo. Enseguida se centrifugó 

10 min a 14000rpm 4 °C; se descartó el sobrenadante, el sedimento fue resuspendió 

en 1.2 ml de TBS, se le agregó PEG/NaCl y se incubó 1 hr en hielo. A continuación, 

se centrifugó 10 min 14000rpm 4 °C y la biblioteca en fagos resultante se 

resuspendió en TBS. 

 

ELISA de Proteínas  (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) 

 En una placa para ELISA (Nunc Maxi Sorp, DenmarkTM) se depositó 0.5μg de 

extracto total de proteínas de M. tuberculosis diluidas en 100μl/pozo de búfer de 

carbonatos, y se incubó toda la noche a 4 °C. Los posos se lavaron 5 veces con 

200μl (PBS-Tween 20 al 0.2%) y se le agregó a cada pozo 200μl de PBS-BSA 2% e 

incubó 1 hora a 37ºC. Se lavó nuevamente y se incubó con el suero del ratón 

infectado con M. tuberculosis diluido 1:100, 1:200, 1:400, 1:800, 1:1600, 1:3200, 

1:6400, 1:12800, 1:25600 (en PBS-BSA al 1%, Tween 20 al 0.1%) 1hr 37 °C. Se 

lavó nuevamente y se incubó con anti IgG H+L de ratón conjugado a la fosfatasa 

(Sigma, St. Louis USATM), dilución 1:5000 (en 100μl de PBS-BSA al 1% Tween 20 



 

 
 

0.1%), 1 hora a 37ºC. Se lavó y agregó 100μl de 4-nitrofenilfosfato (a 1mg/ml en 

solución amortiguadora de dietanolamina). Se incubó a 37ºC protegido de la luz el 

tiempo necesario para obtener la reacción colorimétrica. La densidad óptica fue leída 

a 405 nm y los resultados fueron graficados (Crowther, 2001). 

 

Bioselección de la biblioteca con suero de ratón infectado con M. tuberculosis 

Para identificar clonas reactivas, se realizó una bioselección utilizando una 

placa de ELISA (Nunc Maxi Sorp, DenmarkTM). Cuatro pozos se cubrieron con 100μl 

de anti IgG de ratón (gamma) (0.5 μg/pozo) (Zymed, South San Francisco, CA, 

USATM) dilución 1:200 PBS, 1 hr. 37ºC. Se lavó 10 veces con 200μl PBS-Tween20 

0.3%, e incubó con 100μl de PBS-BSA 2% 1 hr. 37ºC. Se realizaron 10 lavados con 

200μl PBS-Tween20 0.3%. Posteriormente se agregó 100μl de suero de ratón Balb/c 

infectado con M. tuberculosis 1:100 PBS-BSA 1%, Tween20 0.1%, e incubó 1 hr 

37ºC. La placa se lavó 10 veces con 200μl de PBS-Tween20 0.3%. Se agregaron 

100 μl/pozo de una solución de 2x1011 partículas de fagos /ml de la biblioteca en 

450μl de PBS-BSA 0.1%, Tween20 0.1% e incubó toda la noche 4ºC. Se lavó 10 

veces con solución fría, y se agregó a cada pozo 100μl de trietilamina (0.1M), e 

incubó 30 min a temperatura ambiente. El eluído fue colectado y se le agregó 200μl 

de Tris-HCl (1M, pH 7.4). Los fagos eluídos fueron propagados en células E. coli 

TG1 y se rescataron usando el fago helper M13KO7 (como se describió 

previamente). En total se realizaron tres rondas de bioselección. 

 

Después de cada ronda de bioselección, se procedió a determinar el número 

de fagos eluídos. Después de cada ronda se hicieron diluciones seriadas 1:10 en 

medio de cultivo 2xYT, a partir de los fagos eluídos de las bioselecciones anteriores. 



 

 
 

Después de la ultima dilución, se agregaron los fagos a 200 ml de bacterias TG-1 

(de un cultivo de toda la noche, DO600~ 0.5), e incubaron 45min 37 °C, 

posteriormente se inoculó en cajas Petri con medio LB/cb y se deja incubando toda 

la noche a 37ºC. Al día siguiente, se contaron las unidades formadoras de colonias 

(UFC) y se determinó el título. 

 

Mega Selección  

Con los fagos obtenidos de la tercera ronda se procedió a la selección de 

clonas reactivas. Se sensibilizó una placa de ELISA (Nunc Maxi Sorp, DenmarkTM) 

con 100μl de suero anti IgG de ratón (0.3 μg/pozo) en búfer de carbonatos 1hr 37 

°C. Se hicieron 4 lavados con 200 μl de PBS-Tween 20 al 0.2%, enseguida se 

bloqueó con PBS-Leche 2% e incubó 1 hora a temperatura ambiente. La placa se 

lavó y en la mitad de los pozos se depositaron 100 μl por pozo de suero pre inmune 

de ratón 1:200 y en la otra mitad 100 μl de suero de ratón infectado con M. 

tuberculosis 1:800 en PBS- Leche 2% Triton X-100 0.2%. Se incubó toda la noche a 

4 °C. 

 

En otra placa de ELISA estéril de 96 pozos se agregó a cada pozo 125 μl de 

2xYT/cb (placa de de cultivo). De la caja Petri previamente incubada con los fagos 

de la tercera ronda utilizada para cuantificar el titulo, se seleccionaron colonias al 

azar se sembraron por separado en cada pozo de la placa de ELISA con el medio, y 

se incubó 4hrs 37 °C 250rpm.  

 

Al término de la incubación se realiza una caja maestra, en otra  placa de 

ELISA estéril de 96 pozos con 125 μl 2xYT/Cb por pozo mojando las puntas de una 



 

 
 

pipeta multicanal en la placa de cultivo y enjuagándolas en la caja maestra, 

incubándose toda la noche 30 °C 250rpm. Al día siguiente se agregó 62.5 μl de 

glicerol/pozo y se guardó la caja a -80 °C. 

 

Una vez realizada la caja maestra, se le agregó a cada pozo de la placa de 

ELISA de cultivo 2x107/20 μl de fago Helper M13KO7 (InvitrogeneTM) e incubó 30 

min sin agitación 37 °C y posteriormente 30 min con agitación  37 °C. Enseguida se 

centrifugó a 10min.  2500 rpm 4 °C. Se retiró el sobrenadante con pipeta (inclinando 

la placa sin mover la punta de lugar) y se le agregó 150 μl de 2xYT/ Cb/ Km por pozo 

e incubó toda la noche a 30 °C en agitación 250rpm.  Al día siguiente, se centrifugó 

a 3000 rpm/10min/4 °C y se tomó 100 μl de cada clona; a esta alícuota se agregó 

100 μl de PBS 2x Leche 4% Triton X-100 0.4% y se incubó 30 min. a temperatura 

ambiente. 

 

La placa que se dejó sensibilizando toda la noche con los sueros, se lavó 4 

veces con 200 μl de PBS-Tween 20 al 0.2% y se le agregó 100 μl por pozo (inmune 

y preinmune) de una dilución 1:1 de los fagos preincubados en PBS 2x Leche 4% 

Triton X-100 0.4% e incubó toda la noche 4 °C. Al día siguiente se retiraron los fagos 

y se lavó la placa (una vez manualmente con 200 μl de PBS-Tween 20 al 0.2% y 4 

veces con 400 μl PBS-Tween 20 al 0.2%). Posteriormente se agregó un anticuerpo 

anti-M13 (ZymedTM) 1:2000, en PBS- Leche 2% Triton X-100 0.2% y se incubó 1 

hora 37 °C. Se lavó la placa y se le agregó 100 μl de anticuerpo anti conejo H+L 

conjugado HRP 1:5000 en PBS Leche 2% Triton X-100 0.2% e incubó 1 hora a 37 

°C. Se lavó la placa y se reveló con 100μl de ABTS incubándola 10 min 37 °C y se 

leyó 405 nm. 



 

 
 

ELISA con suero de ratón infectado con M. tuberculosis 

Una vez identificada la clona positiva se comprobó su reactividad mediante un 

ELISA. Para esto, se depositó 100μl de la clona 2G (1x1010 por pozo) diluidos en 

PBS-leche 2% Triton X-100 0.2% en una placa de ELISA (Nunc Maxi Sorp, 

DenmarkTM) y se incubó 2 horas a temperatura ambiente. Posteriormente, se lavó 4 

veces con 400 μl de PBS-Tween 20 al 0.2%. Una vez realizado el lavado se bloqueó 

con PBS-leche 2% y se incubó 1 hora a temperatura ambiente. La placa se lavó y se 

le agregó el suero de ratón infectado con M. tuberculosis diluido 1:800 en PBS-leche 

2% Triton X-100 0.2%. Se incubó 1 hr a 37 °C y 1 hr a temperatura ambiente. Se 

realizó otro lavado y se depositó el anticuerpo anti IgG de ratón conjugado HRP 

1:5000 en PBS-Leche 2% Triton X-100 0.2% y se incubó 1hra 25 °C. Se lavó la 

placa y se reveló incubando con 100μl de ABTS por 15 minutos 37 °C al abrigo de la 

luz. La lectura se realizó a 405nm. 

 

ELISA con suero de ratón para determinar subclases de anticuerpos 

Se depositó 100μl de la clona 2G (1x1010 por pozo) diluida en PBS-leche 2% 

Triton X-100 0.2% y se incubó 2 horas a temperatura ambiente. Posteriormente, se 

lavó con 400 μl de PBS-Tween 20 al 0.2% 4 veces. Una vez realizado el lavado se 

bloqueó con 200 μl PBS-leche 2% y se incubó 1 hora a temperatura ambiente. Se 

lavó la placa y se le agregó 100 μl por pozo del suero de ratón infectado con TB 

diluido 1:800 en PBS-leche 2% Triton X-100 0.2% y se incubó 1 hr a 37 °C y 1 hr a 

temperatura ambiente. Se realizó otro lavado y se depositaron 100 μl por pozo de los 

anticuerpos (IgG2a (Th1) o IgG1 (Th2), 1:2500 conjugado con HRP en PBS-leche 

2% Triton X-100 0.2%) y se incubó 1hr 37 °C. Se lavó la placa y se reveló con 100μl 

de ABTS 15 minutos a 37 °C al abrigo de la luz, midiendo la reacción a 405 nm. 



 

 
 

Ensayos de ELISA con sueros de pacientes con tuberculosis 

Para detectar anticuerpos específicos capturados por los fagos presentes en 

los sueros de pacientes con tuberculosis, se agregó 1x1010 fagos de la clona 2G en 

100μl de PBS (pH 7.4) por pozo en una placa (Nunc Maxi Sorp, DenmarkTM) y se 

incubó toda la noche a 4 °C. Después se lavó y bloqueó con 200 μl de PBS-BSA 2%. 

Posteriormente se lavó de nuevo y se le agregó 100 μl del suero de cada paciente o 

los sueros de individuos sanos, diluidos 1:800 en PBS-leche 2% Triton X-100 0.2% y 

se incubó 1hr 37 °C. Se lavó la placa y se agregó 100 μl el anticuerpo conjugado 

HRP anti IgG (H+L) de humano 1:5000 en PBS Leche 2% Triton X-100 0.2% y se 

incubó 1 hora a 25 °C. A continuación se lavó la placa y se le agregó 100 μl del 

sustrato para peroxidasa ABTS (ZymedTM). La absorbancia se midió a 405 nm 

utilizando un lector de ELISA Opsys MR Microplate Reader (Dynex TechnologiesTM). 

 

Secuenciación del DNA de cadena sencilla de los fagos 

Se purificó el DNA de cadena sencilla de la clona que resultó positiva de la 

bioselección con suero de ratón inmunizado con M. tuberculosis y/o en los ensayos 

de ELISA con sueros de pacientes con tuberculosis. Se tomó 1 ml de sobrenadante 

de la primera centrifugación del proceso de amplificado de cada clona, se agregaron 

400μl PEG/NaCl, y se mantuvo a temperatura ambiente por 10 min. Después se 

centrifugó por 10 min. 13200rpm, y se desechó el sobrenadante. Se agregó 200μl de 

búfer de yodo 10mM Tris-HCl (pH 8.0), 1mM EDTA, 4M Yoduro Sódico, para 

resuspender el residuo, posteriormente se agregó 500μl de etanol absoluto, se 

mezcló e incubó 10 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se centrifugó 

10 min. 13200rpm, se descartó el sobrenadante y se agregó 200μl etanol 70%. Se 

centrifugó 1 min. Finalmente el sedimento se resuspendió en 15.5μl de H2O 



 

 
 

bidestilada. Para verificar la presencia de DNA, se tomaron 2μl de la muestra y se 

analizaron en un gel de agarosa al 1%. 

 

La secuenciación del DNA de los fagos seleccionados se realiza mediante el 

uso del kit "T7 Sequenase versión 2.0 Quik-Denature plasmid sequencing" 

(Amersham Life Science, OHTM) y dATP α-35S según instrucciones del proveedor 

usando un oligo basado en el vector pG8SAET. Se incuban 10 min. a 37ºC con 1.5μl 

de primer, 2μl de "plasmid reaction búfer" y 12.5 ml de DNA purificado de cada uno 

de las clonas (0.5-3 μl de DNA). Se incubó en hielo 10 min y se agregó 1μl de DTT 

(dithiothreitol) 0.1M, 2μl de labeling mix (dNTPs de G, T, C; 7.5mM c/u), 0.5μl de 

dATP α-35S (3.75x10-13 μCi), y 1μl de enzima (4 unidades de polimerasa), se incubó 

5 min. 37ºC. En 4 tubos se agregó por cada reacción 2.5μl de dNTPs (80μM) 

nucleótidos análogos de terminación (G, A, T y C), a los cuales se agregó 4.5μl de la 

mezcla anterior incubandolos 5 min. a 37ºC. A cada tubo se agregó 4μl de solución 

stop y se incubó 3 min. 75ºC. Se agregó 6 μl de cada una de las muestras en los 

carriles de un gel de poliacrilamida al 8%; el cual se corrió 4.5 hrs. a 1800 Volts, el 

gel se secó en un secador de geles durante 60 min a 80ºC. Se transfirió a un 

cassette en donde se expuso en una placa de rayos X por 72 hrs. Posteriormente se 

reveló la placa y se realizó la lectura para determinar la secuencia de aminoácidos 

de los péptidos expresados en los insertos de los fagos. 

 

 

 

 

 



 

 
 

Análisis de similitud de secuencias 

Se utilizó el módulo de BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi) del 

programa BioEdit para determinar la similitud de los aminoácidos expresados en las 

clonas reactivas con las diferentes bases de datos disponibles para confirmar que 

estas secuencias pertenecen a M. tuberculosis y determinar la región que está 

siendo expresada. También se identificó la región expresada en la estructura 

tridimensional de la proteína mediante el programa Swiss-Pdb viewer (Guex and 

Peitsch, 1997). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

RESULTADOS 

Obtención y fragmentación de DNA de M. tuberculosis 

El bacilo de M. tuberculosis H37Rv se cultivó por 4 semanas, a 37ºC en medio 

Sauton enriquecido con glucosa y piruvato al 5%. El DNA genómico de M. 

tuberculosis fue extraído por medio de la técnica fenol-cloroformo y fragmentado por 

sonicación para obtener fragmentos de DNA que fueron posteriormente eluídos de 

un gel de agarosa al 0.8% (Fig. 7). 
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Figura 7. Purificación y fragmentación de DNA de M. tuberculosis, de izquierda a derecha se 

muestra en el gel de agarosa, el marcador molecular MM (pb), DNA genómico, DNA 

genómico después del tratamiento de sonicación y elución del sonicado. 



 

 
 

Obtención de insertos de DNA de M. tuberculosis y purificación del vector 

Los fragmentos de DNA eluídos se trataron con las enzimas Klenow y Mung 

Bean para generar extremos romos. Se utilizó el vector pG8SAET para poder 

expresar los antígenos/epítopos de M. tuberculosis fusionados a la proteína de 

superficie pVIII del fago M13, este vector fue digerido en el sitio SnaB1 (TAC↓GTA) y 

eluído de un gel de agarosa al 0.8%. Posteriormente se trató con la enzima CIAP 

para eliminar los fósforos terminales y evitar que se ligara sobre sí mismo (Fig. 8). 

 

 

 

 

Figura 8. Purificación del vector pG8SAET, de izquierda a derecha se muestra en el gel de 

agarosa, marcador molecular (MM), vector pG8SAET súper enrollado y pG8SAET digerido 

con SnaB1. 
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Construcción y determinación de la complejidad de la biblioteca 

Teniendo listo el vector y los insertos, se realizaron diversos ensayos de 

clonación en los cuales se transformaron bacterias E. coli (TG1) por electroporación  

y se plaquearon en cajas con LB agar adicionado con carbenicilina para seleccionar 

aquellas que incorporaron al fagémido. El crecimiento de unidades formadoras de 

colonias (UFC) demostró que la transformación de E. coli fue exitosa. Algunas de 

estas UFC fueron seleccionadas al azar para purificar su DNA y realizarles un 

análisis de los productos amplificados. Par esto se realizó una PCR utilizando los 

cebadores sintéticos pySAET y F8, específicos para el vector pG8SAET, con lo cual 

se comprobó la existencia de fragmentos insertados en el vector. 

 

Una vez estandarizado el método de clonación a 1:10 vector inserto en radio 

molar, se procedió a construir la biblioteca realizando 14 ligaciones simultáneas, las 

cuales se concentraron y purificaron con el kit “Wizard SV Gel and PCR Clean Up 

System” de PromegaTM. Se transformaron bacterias E. coli TG1 por electroporación 

(en total 25 electroporaciónes). Todas las ligaciones se colectaron en un “pool”, se 

guardaron bacterias transformadas en glicerol a -80 °C, asimismo, se tomó una 

muestra para titular y determinar la complejidad de la biblioteca, la cual se 

aproximadamente de 9x105. Por otra parte se tomaron diez colonias, las cuales se 

analizaron por PCR para determinar el tamaño de los insertos clonados los cuales 

van de 100 – 400 pb  (Fig. 9). 

 

 

 

 



 

 
 

 

 

Del resto de las transformantes se utilizó una parte para purificar plásmido por medio 

del kit “Plasmid Midiprep” QuiagenTM y el resto para realizar el rescate utilizando el  

fago helper M13KO7 seguido de la precipitación y purificación de los fagos 

recombinantes por medio de PEG/NaCl, obteniendo así la biblioteca genómica de M. 

tuberculosis.   

 

 

 

 

 

Figura 9. Determinación del tamaño de las clonas obtenidas de la biblioteca por PCR de 

colonia. De izquierda a derecha se muestra en el gel de agarosa el marcador molecular, 

vector pG8SAET como control, y diez unidades formadoras de colonia seleccionadas al azar.
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Bioselección mediante un suero de ratón infectado con M. tuberculosis 

Posteriormente se realizaron las bioselecciónes utilizando un suero de un 

ratón infectado con M. tuberculosis, lo que permitiría el rastreo con anticuerpos 

producidos durante la infección. Esta estrategia permite la posibilidad de identificar 

antígenos que no hayan sido precisamente detectados, o incapaces de producirse in 

vitro (Fig. 10). 

 

Después de realizar 3 rondas de bioselección, el eluído de la última ronda fue 

cultivado en placa conforme al protocolo y se seleccionaron 90 clonas al azar. La 

reactividad de estas clonas fue probada mediante un mega selección. En este 

ensayo se encontraron tres clonas altamente reactiva al suero de ratón (Fig. 11),  

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Representación esquemática del formato de bioselección. 

Biblioteca 

 

Anticuerpos IgG de ratón infectado 

Anticuerpos anti IgG de ratón 

Y  Y  Y  Y  Y  Y  Y
Y  Y  Y  Y  Y  Y  Y



 

 
 

 

 

Determinación de la secuencia expresada en las clonas reactivas  

Una vez identificadas las clonas reactivas, se infectaron bacterias E. coli y se 

purifico el plásmido, el cual se secuenció para determinar el péptido que está siendo 

expresado por la clona. Con la secuencia determinada de cada una de las clonas, se 

pudo observar que las tres expresaban el mismo inserto. Este inserto fue analizado 

mediante el programa Blast del NCBI, determinándose que corresponde a una 

región de una proteína reportada con función transportadora de acil-meromicolatos 

de M. tuberculosis (Cole et al., 1998) con una identidad de 100% a nivel de amino 

ácidos y nucleótidos (Fig. 12). 

 

 

Figura 11. Determinación de la reactividad de 3 clonas seleccionadas contra suero de ratón 

infectado con M. tuberculosis mediante ELISA, (solo se muestran la clonas reactivas: 1F, 2G y 

3G) clona no relacionada (NoR), anticuerpo anti M13 con clona no relacionada (antiM13) y 

medio de cultivo (TG1). 
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Posteriormente se buscó la estructura tridimensional de la proteína 

transportadora de acil-meromicolatos (Wong et al., 2002) en la base de datos de 

Swiss-PDB, y se determinó la región correspondiente al inserto expresado de la 

clona reactiva  2G (Fig. 13). 

Figura 12. Análisis bioinformático en Blast de la secuencia expresada en la clona reactiva 2G. 

Figura 13. Estructura tridimensional de la proteína transportadora de acil-meromicolatos, en 

negro se marca la región correspondiente al inserto expresado en el fago. 



 

 
 

Predicción teórica de él/los posible(s) epítopo(s) B 

Una vez identificada la secuencia del inserto que es expresada por la clona, 

se determinó por diversos algoritmos bioinformáticos el posible epítopo 

(determinante antigénico) de células B dentro de la secuencia. A continuación se 

muestra la tabla con el método utilizado y la posible secuencia del epítopo (Tabla 3). 

 

Tabla 3. Predicción in silico de los probables epítopos B 

Algoritmo utilizado Posible Epítopo B 

Aproximación general LAGLRTVGDVVAYIQK 

Redes Neuronales 
DLAGLRTVGDVVAYIQKLEE 

AYIQKLEEENPEAAQALRAK 

Hidrofobicidad 
QKLEEENPEAAQ 

IESENPDAV 

Flexibilidad AKIESEN 

Accesibilidad 
YIQKLEEENPEAAQ 

RAKIESENPDA 

Superficie Expuesta QKLEEENP 

Polaridad 

GVKIDEDLA 

YIQKLEEENPEAA 

LRAKIESENP 

 

 

 

 



 

 
 

Determinación de la reactividad de la clona obtenida 

 Con la clona seleccionada se realizó otro ELISA para confirmar su reactividad 

con suero de ratón infectado con M. tuberculosis (Fig. 14). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Determinación de la reactividad de la clona 2G mediante ELISA. Clona 2G con 

suero inmune (SInm), clona 2G con suero pre inmune (SPre), como control se utilizó una 

clona no relacionada con suero inmune (SInm-ClNR) y preinmune (SPre-ClNR). 
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Determinación de subclase de anticuerpos reconocidos por la clona 

De igual forma se realizó un ensayo de ELISA para determinar la subclase de 

anticuerpos que reconocen la clona, en este ensayo se usaron anticuerpos anti IgG1 

(respuesta inmune tipo Th2) e IgG2a (respuesta inmune tipo Th1) con lo cual se 

pudo observar que la clona es reconocida principalmente por anticuerpos IgG1, los 

cuales se pueden correlacionar con una respuesta inmune de tipo Th2 (Fig. 15) 

(Maassen et al., 2003). 

 

Figura 15. Determinación de la subclase de anticuerpos que reconoce la clona 2G mediante 

ELISA. De derecha a izquierda se muestra la clona 2G con anticuerpo  anti-IgG1 (IgG1-Th2), 

la clona 2G con anti-IgG2a (IgG2a-Th1), como controles se utilizó la clona 2G con suero 

inmune, revelado con anti-IgG (SInm), y con suero preinmune con anti-IgG (SPre). También 

se incluyó un control de la clona 2G con anticuerpo anti-M13 (2G- antiM13), una clona no 

relacionada con suero inmune (SInm-ClNR) y la misma clona no relacionada con suero 

preinmune (SPre-ClNR). 
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Conclusiones 

La tuberculosis es una enfermedad neumopática que afecta a gran parte de la 

población mundial, por lo que se necesita un método de diagnóstico accesible, 

sencillo y eficaz para rastrear esta enfermedad en amplias poblaciones, tanto en su 

forma activa como latente. 

 

Los métodos de diagnóstico actuales como la prueba de PPD, el cultivo o la 

baciloscopía son poco prácticos y carecen de eficacia, por lo que la implementación 

de un método alterno que sea sencillo y de bajo costo, como el inmunodiagnóstico, 

es una prioridad. Es factible que, identificándose los antígenos idóneos, el 

inmunodiagnóstico sea capaz de cumplir con los estándares marcados por la OMS 

en cuanto a sensibilidad (de al menos un 70%), y contribuir así para un mejor control 

de la enfermedad. 

 

Actualmente se han propuesto varios antígenos como candidatos para el 

diagnóstico de tuberculosis, entre ellos las proteínas denominadas Ag85, ESAT-6 y 

CFP-10; sin embargo, las pruebas realizadas muestran que la heterogeneidad de la 

respuesta inmune humoral es muy amplia. Por esta razón,  se requiere la 

identificación de nuevos antígenos/epítopos  específicos los cuales ayuden a 

incrementar la sensibilidad del diagnóstico tanto de tuberculosis activa como latente. 

 

El despliegue en fagos ofrece la capacidad de procesar y probar una gran 

cantidad de antígenos/epítopos al mismo tiempo, por lo que es ideal para encontrar 

moléculas relevantes para el desarrollo de un método de diagnóstico e incluso sub 

unidades de vacunación.  



 

 
 

En este trabajo se describe la primera biblioteca de expresión del genoma de 

Mycobacterium tuberculosis desplegada en fagos. La biblioteca contiene fragmentos 

proteicos del bacilo insertados en la proteína de superficie pVIII del fago filamentoso 

M13. Expresa potencialmente decenas de miles de fragmentos proteicos del bacilo, 

incluyendo probablemente aquellos que no han logrado ser expresados en cultivos 

in vitro, del patógeno. En efecto, aun cuando muchos de las clonas contendrían 

fragmentos que se encuentran fuera del marco de lectura de M. tuberculosis, se 

tiene una probabilidad de 1/18 para que los insertos sean traducidos como proteínas 

correspondientes al bacilo. Con una complejidad de la biblioteca estimada de 9x105, 

se obtendrían  un total de 5x104 clonas que están en marco de lectura correcta 

respecto a M. tuberculosis.  Si se considera que el rango promedio de los insertos 

clonados en el vector es de 200pb, una biblioteca con una complejidad de 5x104 

estaría expresando 1x107pb por lo que, teóricamente, todo el genoma de M. 

tuberculosis (4.4 Mega bases) estaría siendo expresado en este sistema de fagos. 

 

Utilizando la biblioteca construida, identificamos un nuevo antígeno de M. 

tuberculosis. El antígeno es el fragmento de una proteína cuya secuencia lo define 

como una acil-transferasa de ácidos grasos de gran longitud de Mycobacterium, y 

fue identificado por afinidad de la clona que lo expresa hacia anticuerpos presentes 

en un animal con infección activa de M. tuberculosis. Podemos deducir que esta 

proteína, implicada en la biogénesis de la pared celular, es sintetizada en el contexto 

de una infección. 

 

El sistema de despliegue en fagos utilizado en este proyecto ha sido descrito 

previamente para otros organismos tanto para la expresión de epítopos B que son 



 

 
 

utilizados para inmunodiagnóstico (Kouzmicheva et al., 2001; Robles et al., 2005), 

como para la inducción de respuesta inmune celular (Gaubin et al., 2003, 

Manoutcharian et al., 2004). 

 

Es interesante ahora investigar si el antígeno identificado, ya sea en el 

contexto de fago o en forma libre, es capaz de discriminar entre individuos con 

tuberculosis activas e individuos sanos o con otros tipos de afecciones pulmonares 

(infecciosas o crónico-degenerativas). 

 

En el marco de este trabajo nos enfocamos a buscar clonas con potencial 

diagnóstico para tuberculosis activa, realizando una bioselección con un suero de 

ratón infectado con M. tuberculosis. Sin embargo, la biblioteca construida hará 

posible el desarrollo de otros tipos de trabajos, tales como identificación de reactivos 

de diagnóstico para tuberculosis latente, o de inmunógenos para vacunación, 

contribuyendo así a solucionar dos de los principales problemas actuales para el 

control de la tuberculosis: falta de diagnóstico y baja eficacia en la vacunación. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

Perspectivas 

Dentro de las perspectivas proponemos realizar ensayos de ELISA con 

sueros de pacientes infectados con tuberculosis, e individuos sanos a fin de 

determinar la utilidad de la clona identificada como reactivo de diagnóstico. 

Proponemos también la identificación de clonas adicionales mediante bioselecciónes 

con anticuerpos específicos contra antígenos ya identificados de M. tuberculosis. 

 

Un punto importante será el evaluar alternativas para utilizar como reactivos 

de diagnóstico los antígenos de M. tuberculosis identificados con la metodología y 

biblioteca planteados en este trabajo. Dichas alternativas comprenderían el uso de 

los antígenos libres de fago (sintéticos), así como la inclusión de procedimientos de 

pre-adsorción de sueros con fagos nativos. 

 

Finalmente, planeamos utilizar la biblioteca aquí construida para un tamizaje 

que permita la identificación de antígenos inductores de activación linfocitaria 

(inmunógenos potencialmente protectores). Estos ensayos podrían ser realizados  

utilizando monocitos de sangre periférica de pacientes infectados con tuberculosis e 

individuos primo-infectados sanos para cuantificar la producción (y en su caso el 

tipo) de interleucinas (INF-γ, TGF-β, TNF), pudiendo así determinar su papel como 

inductores de respuesta celular e identificar posibles antígenos de células T, como 

componentes de una vacuna. 
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