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TUBERCULOSIS
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TUBERCULOSIS

World Health Organization. Global Tuberculosis Report. 2020.

289.000 casos

22.900 muertes

10 M casos

1.4 M muertes

Semana 38 - 2020

8.182 casos

Incidencia de 14,8 
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INS / SIVIGILA

LATENCIA

1/3 de la población

16.000 (6%)
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DIAGNÓSTICO DE TB
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Criterio 
clínico
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microbiológico

Criterio 
molecular
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inmunológico

Hemoptisis Fiebre 

Pérdida de 

peso
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HiporexiaTos crónica

rpoβ

Especificidad 3
www.hogarmania.com/salud/salud-familiar/prevencion-cuidados/tuberculosis-35453.html

www.medigraphic.com/pdfs/neumo/nt-2015/nt153g.pdf es.wikipedia.org/wiki/Baciloscopia

patagoniad.com/2018/03/24/nuevo-equipo-de-biologia-molecular/

www.lopezcorrea.com/2017/index.php?option=com_content&view=article&id=2030:aplic es.wikipedia.org/wiki/Mycobacterium_tuberculosis
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Yudhawati R. PN. The role of N-Acetyl Sistein in Pulmonary Tuberculosis. Department of Pulmonology and Respiratory Medicine. 2020;6(1).
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TEM
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CANDIDATOS VACUNALES

WHO. 2020. 6

Protección para la TB 

pulmonar en adultos 

tiene una variabilidad en 

la eficiencia de 0 – 80%

BCG

Gupta UD et al. Current 
status of TB vaccines. Vaccine 

2007
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ANTECEDENTES
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Metodología lógica, 
racional y robusta en la 
búsqueda de antígenos 

peptídicos sintéticos

1. Bioinformática  

U937 (macrofagos)

A549 (epiteliales alveolares)

2. Presencia y transcripción

3. Síntesis de péptidos 

5. Ensayo receptor-ligando 

6. Inhibición de entrada 

7. Citotoxicidad

8. Antigenicidad

HABPs

4. Expresión y localización  

Ocampo M. 2014 6

Sánchez-Barinas C. 2019



¿Cuál es la proliferación de PBMCs estimulados con 
péptidos sintéticos derivados de proteínas de superficie de 

Mycobacterium tuberculosis?
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Ausencia en el reconocimiento de los 
péptidos por células del sistema inmune Silencio inmunológico

Modificación de a.a en la 
secuencia nativa 

Mejorar el reconocimiento de los Ag 
mediante el acople al CMH-II 

Patarroyo ME.  2004
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OBJETIVOS

Determinar a través de ensayos de linfoproliferación la respuesta inmune 
celular generada por péptidos sintéticos provenientes de Mtb en PBMCs.
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● Identificar in silico las secuencias presentes en péptidos provenientes de
Mtb que se presentan por el CMH-II en los alelos de DRβ más frecuentes.

● Evaluar la expansión clonal in vitro inducida por péptidos sintéticos en
PBMCs de pacientes clasificados con la prueba de PPD.

● Caracterizar la población de linfocitos T en estudio mediante la producción
de citoquinas y la activación de factores de transcripción en la
diferenciación de linfocitos ayudadores.
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NetMHCIIpan 4.0: http://www.cbs.dtu.dk/services/NetMHCIIpan/

1. EVALUACIÓN DEL RECONOCIMIENTO DE PÉPTIDOS

SINTÉTICOS PROVENIENTES DE Mtb
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57 alelos frecuentes (DRβ 1-3-4-5)

57 péptidos: 29 nativos y 28 
modificados

%RANK
Sin unión: >10
U. débil: 2.1-10
U. fuerte: <2

Allele Frequencies Database  http://www.allelefrequencies.net 10

National Cancer Institute. 2012

http://www.allelefrequencies.net


EVALUACIÓN DEL RECONOCIMIENTO DE PÉPTIDOS SINTÉTICOS PROVENIENTES

DE Mtb
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Unión de 29 péptidos de 13 
proteínas reportadas

8 nativos
21 modificados

250 uniones pronosticadas 
198 débiles (amarillo) 

52 fuertes (rojo)

11

Modificaciones



2. EVALUACIÓN DE LA ANTIGENICIDAD DE LOS

PÉPTIDOS

MultiSkan 
GO

40 antígenos triplicado
(22 nativas

18 modificadas) ELISA INDIRECTO 13

Fijación Ag 
placa 96 pozos

Ac primario 
(plasma donantes)

Ac secundario 
(Ac anti human -P)

Solución 
reveladora

Solución
parada

Lectura  450 nm

Sustrato
Peroxidasa

Ac secundario 

Ag

12
www.fishersci.es/shop/products/multiskan-go-

microplate-spectrophotometer/p-453054
www.abyntek.com/caracteristicas-buscar-kit-elisa/www.bescience.com/products/placa-96-pocillos-

sintc-fondo-plano



EVALUACIÓN DE LA ANTIGENICIDAD DE LOS PÉPTIDOS

● TBA
● TBL / PPD +
● Sanos / PPD -

Lisado
Sauton

14

PPD- vs TBA: 31024*, 31044*, 16295***, 

40449**; 11073* y 40401*, 40435**; 31107*** y 

40443*; 40407**, 16300*, 40411**

PPD-/PPD+: 9111*, 40439*, 40427*, 38373* y 

40447**

PPD+ vs TBA: 40425*, 16295**, 30987*, 

31107***, 9111**, 40439*, 40427*, 40405, 

40447**
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3. DETERMINACIÓN DE EXPANSIÓN CLONAL DE LINFOCITOS
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Toma de muestra

Obtención PBMC por 
gradiente de densidad

Lavado y recuento de 
células

Marcación con CFSE

Éster de succinimidil-carboxifluoresceína

Exterior célula

Membrana

CFDASE

CFDASE

Citosol

esterasas

CFSE CFR2

CFR1

Quah B. 2010
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www.researchgate.net/figure/Figur
a-1-Determinacion-de-viabilidad-ce

amilab.cl/vacutainer/

www.researchgate.net/figure/Ficol
l-paque-layers-after-
centrifugation-

/www.generon.co.uk/other-products-186/viafluor-cfse-cell-proliferation-
514000616.html



DETERMINACIÓN DE EXPANSIÓN CLONAL DE LINFOCITOS

IP: >1.7
18

FACS - DIVA Canto II

CFSE

Triplicado

16

https://denovosoftware.com/

PHA 10 μg/ml

Péptido 100 μg/ml
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DETERMINACIÓN DE EXPANSIÓN CLONAL DE LINFOCITOS
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DETERMINACIÓN DE EXPANSIÓN CLONAL DE LINFOCITOS

PPD 
negativo

30987  

37765 

36827 

9111 

3777

18

40399*

40425*

40435*

40415

40431

40423 

40449



PPD positiva

Rv1980c:36827
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DETERMINACIÓN DE EXPANSIÓN CLONAL DE LINFOCITOS

Método diagnóstico 

temprano para 

pacientes con TBA 

asintomáticos

Nakamura RM, Velmonte MA, Kawajiri K,  
Ang CF, Frias et al.
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4. IDENTIFICACIÓN LINAJES DE LINFOCITOS TH

23

Extracción 
ARN

Síntesis ADNc PCR
convencional 

Electroforesis 
agarosa 2,5%

21

GeneRunner

t-bet GATA3 RORt FOXP3 Bcl6 BLIMP1

110 pb 125 pb 114 pb 181 pb 178 pb 242 pb

IFN IL-4 IL-13 IL-17A IL-10 IL-21 GAPDH

204 pb 190 pb 202  pb 167 pb 172 pb 265 pb 496 pb

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/
http://www.generunner.net/Al

Fotodocumentador



IDENTIFICACIÓN DE LINAJES DE LINFOCITOS TH

25

Th1 en 100% Th2 en 88% Th17 en 44% Treg en 88%
22

Tf en 0%



5. EVALUACIÓN MEMORIA INMUNOLÓGICA
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23

Fluoróforos Célula a identificar

CD4 Pacific blue Linfocitos ayudadores

CD8 APC (Aloficocianina) Linfocitos citotóxicos

CD19 APC.Cy7 Linfocitos B

CD62L FITC Linfocitos de memoria

CD45RA Alexa Fluor 700 Linfocitos inmaduros

CD45RO PE (ficoeritrina) Linfocitos maduros

150.000

células

https://www.flowjo.com/

https://www.thermofisher.com/co/en/home/life-science/cell-analysis/labeling-
chemistry/fluorescence-spectraviewer.html#!/
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Aumento CD4

Disminución CD8 
y CD19

Aumento CD62L, 
CD45RA y 
CD45RO

Rta. celular 
tipo Th

Memoria 
central

24

EVALUACIÓN MEMORIA INMUNOLÓGICA



CONCLUSIONES

● De las 16 proteínas compuestas por 57 péptidos se observó que las secuencias peptídicas
modificadas poseen mayor pronóstico de unión a los alelos de DRβ más frecuentes a nivel
mundial.

28

● La proliferación de linfocitos estimulados con péptidos modificados fue mayor en los
donantes PPD negativo, donde se evidenció la proliferación de 7 péptidos de 5 proteínas
evaluadas.

25

● El péptido 36827 (Rv1980c) presentó IP superior al umbral en todos los donantes PPD
positivo que tienen unión alelo específica con la secuencia peptídica.

● La diferenciación de linfocitos después de la estimulación se representa principalmente por
el linaje Th1, seguido por Th2 y T-reg.

● Las células de memoria presentes después de la proliferación son presuntivamente de tipo
memoria central, importantes por su acción efectora en respuesta a la infección con Mtb.



PERSPECTIVAS

● Determinar la proliferación celular con el estímulo del péptido 36827 en una cohorte de

donantes más grande para identificar su posible uso como técnica de diagnóstico.

25

● Identificar la linfoproliferación con el uso de péptidos modificados en donantes PPD

negativo con el uso de CPA como macrófagos y dendríticas.

● Evaluar la presencia de anticuerpos después del estímulo con los péptidos para determinar el
reconocimiento de estos antígenos y la participación del linaje Th2.

● Purificar linfocitos naive para confirmar la diferenciación de perfiles Th1, Th2 y Th17 que
confirme la presencia de citoquinas para el control de la micobacteria.
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