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INTRODUCCION

Mycobacternium tuberculosis

Bacilo ligeramente curvo

Aerobio estricto

No formador de esporas ni capsulas

Acido alcohol resistente

Inmovil
https://fiestadelosmicroorganismos.wordpress.com
/2016/12/15/practica-10-tincion-de-ziehl-neelsen/

Crecimiento lento

Colonias de aspecto granular, seco,
rugoso, no pigmentado.

http://fundacionio.org/img/bacteriology/cont/Myco

bacterium_tuberculosis.html

Inactivacion fisica con luz ultra violeta
y temperaturas >60 °C

http://gpdlab.com/servicios/mycobacterium-tuberculosis/

Pfyffer, G. E. (2015). Mycobacterium: general characteristics, laboratory detection, and staining procedures. In Manual of Clinical Microbiology, Eleventh Edition.


https://fiestadelosmicroorganismos.wordpress.com/2016/12/15/practica-10-tincion-de-ziehl-neelsen/
http://gpdlab.com/servicios/mycobacterium-tuberculosis/
http://fundacionio.org/img/bacteriology/cont/Mycobacterium_tuberculosis.html

RESPUESTA INMUNE

Mtb

." "=  Receptores de reconocimiento de patrones

Granuloma

Enfermedad
activa

Respuesta inmune en tuberculosis. Modificado de Kaufmann.

- Kaufmann SH, Hussey G, Lambert P-H. New vaccines for tuberculosis. The Lancet. 2010;375(9731):2110-9.
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RADIOLOGICO

BACTERIOLOGICO

CLINICO

Pérdida de pesofz's

8\ Cansancio

Tos con flema por
mas de 15 dias

http://www.elsevier.es/es-revista-medicina-integral-63-articulo-
manifestaciones-radiologicas-tuberculosis-pulmonar-13029945

FiebreY /

Sudor por
las noches

http://fmdiabetes.org/diabetes-y-tuberculosis-personas-mas-propensas/tuberculosisl/
V4 £
EPIDEMIOLOGICO TUBERCULINICO

http://slideplayer.es/slide/5543964 /
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http://slideplayer.es/slide/10259715/

http://printer-friendly.adam.com/content.aspx?productld=118&pid=5&gid=003839&c custid=802

- Goicochea CR, Castillo SB, Tarazona PC, Narvaez CC, Ultima JC, Ultima RC, et al. Asociacién de criterios de Stegen modificado por Toledo para el diagndstico de tuberculosis

pediatrica, Hospital Belén de Trujillo. UCV-SCIENTIA. 2015;4(1):64-71.


http://fmdiabetes.org/diabetes-y-tuberculosis-personas-mas-propensas/tuberculosis1/
http://slideplayer.es/slide/5543964
http://www.elsevier.es/es-revista-medicina-integral-63-articulo-manifestaciones-radiologicas-tuberculosis-pulmonar-13029945
http://slideplayer.es/slide/10259715/
http://printer-friendly.adam.com/content.aspx?productId=118&pid=5&gid=003839&c_custid=802

INTRODUCCION

HISTOPATOLOGICO
o, , O '

Figura 4. Biopsia de eséfago. A. Granulomas epitelioides (coloracion HE 400x); B. Bacilos acido-alcohol resistentes (coloracion
Ziehl-Neelsen1000x).

LIBERACION IFN-,
~~

Remitir para
. incubacién

micobacteria mas no enfermedad. >0.5 Ul/mL

@% POSITIVO: Determina contacto previo con la S ( )
\ ilculare ."I’/

Recol¢ erpretar
QFT=GIT demu NEGATIVO: Determina que no se ha tenido sultados —
contacto con la micobacteria. <0.5 Ul/mL % /
ESAT-6 INDETERMINADO: Control positivo <0.5 Ul/mL — /4
CFP-10
TB7.7 \ 3 dias /
~—_

- Goicochea CR, Castillo SB, Tarazona PC, Narvaez CC, Ultima JC, Ultima RC, et al. Asociacidn de criterios de Stegen modificado por Toledo para el diagndstico de tuberculosis
pediatrica, Hospital Belén de Trujillo. UCV-SCIENTIA. 2015;4(1):64-71.



INTRODUCCION

Mycobacterium bovis BCG
Bacilo Calmette-Guerin

Desarrollada en el afio 1921. J
p

TB meningea — TB diseminada en lactantes y nifios.

/

e ™

Proteccion parcial sobre TB pediatrica.
A >
Ia )

No evita infeccidn ni reactivacion de TBL
AN >

\
4 4 mil millones de dosis administradas en todo el mundo. J'

https://www.aidepharmacien.ma/actualite/item/12069-vaccin-bcg-ssi-

‘ D remise-a-disposition-progressive-apres-3-mois-de-rupture-de-stock

- Fine PE. Variation in protection by BCG: implications of and for heterologous immunity. The Lancet. 1995


https://www.aidepharmacien.ma/actualite/item/12069-vaccin-bcg-ssi-remise-a-disposition-progressive-apres-3-mois-de-rupture-de-stock

DESARROLLO DE VACUNAS

H56: 1C31 M72 + ASO1E
SSI, Valneva, Aereas GSK, Aereas
H4:1C31
Sanofi Pasteur, SSI, )
Aereas . Vector viral

Proteina / Adyuvante

OD93 + GLA-SE
IDRI, Welcome Trust

. Micobacterias células o estrato entero

. Micobacterias vivas

Nuevas vacunas para prevenir la tuberculosis, tomado y modificado de AEREAS, 2017

- AERAS. GLOBAL CLINICAL PIPELINE OF TB VACCINE CANDIDATES.Information is self-reported by vaccine sponsors. 26/2017. Available from:
http://www.aeras.org/annualreport2016.



INTRODUCCION

METODOLOGIA IMPLEMENTADA POR FIDIC

Seleccién

M. tuberculosis

H37Rv
4,411,529 bp

Cole S, et al. Nature. 1998;396(6707):190
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Ocampo, M., Patarroyo, M. A., Vanegas, M., Alba, M. P, y Patarroyo, M. E. (2014). Functional, biochemical and 3D studies of Mycobacterium tuberculosis protein

peptides for an effective anti-tuberculosis vaccine.



OBIJETIVOS

GENERAL

Determinar la respuesta inmune celular a partir de ensayos de
linfoproliferacion de células mononucleares humanas generada por
péptidos sintéticos derivados de proteinas de M. tuberculosis H37Rv.



OBIJETIVOS

ESPECIFICOS

»Seleccionar péptidos sintéticos derivados de proteinas de M. tuberculosis
gue hayan sido reportados como de alta union especifica y a su vez inhiban
la invasion a lineas celulares A549 y U937.

»Evaluar la division celular inducida por péptidos sintéticos en linfocitos T
derivados de PBMC de donantes sanos clasificados por prueba de
Quantiferon.



SELECCION PEPTIDOS PARA ENSAYO DE
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ENSAYO DE LINFOPROLIFERACION

8 donantes Muestra
clasificados Obtencion

de PBMC

previamente
por prueba Qf

http://www.genomica.uaslp.mx/Protocolos/Cell counts SPA.pdf

PLASMA

Obtencidn de células mononucleares (PBMC)


http://www.genomica.uaslp.mx/Protocolos/Cell_counts_SPA.pdf

METODOLOGIA

ENSAYOS PRELIMINARES UTILIZANDO MTT
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indice de
Estimulacion 22.0




METODOLOGIA

ENSAYOS UTILIZANDO CFSE

1. Control sin estimular

2. PHA

Componentes evaluados

. 1. Control Sin estimulo
3. Interleucina 2

CFSE ] H | ' J 4. PMA 2. Control Positivo
—
- SULY Ry U 5. lonomicina

3. Péptidos sintéticos

2x10°

incubacion 5 dias

Citometria
de Flujo 530nm

d

6. PMA + lonomicina

Marcaje de células Analisis - indice de
con Ac anti-CD3 ‘ estadistico Estimulacion 22.0




' RESULTADOS / DISCUSION

PEPTIDOS ENSAYOS DE LINFOPROLIFERACION

PROTEINA | PEPTIDO SECUENCIA
31024 *' AAL YLGGLNPMTNLRHFPF*
31025 ' AL VNEDAGPAGQQNDGLVS Y™
RvO180C 31028 e RDFG&SAVTPTRTDRPNI’I':‘
31032 P KSTAYNPLPNGTGNGLSAF Y-~
31039 3L GLPSAGATVPLEAVPAFFRY™®
31044 SEHOAQYQARQSARESSSEQP
RV0227 16945 P U KPEVIFADYOVTSTEETVE™®
16951 402 A PPPPPDAGHPDPGPPERR YS!
Rv0679¢ 30987 HEYKNGDP TIDNLGAGNRINKE '**
Rv1268¢ 37964 ' ANAL GLASPADAAAGIMYGD*®
Rv141ic 37096 P APPFATOPVPATVWIQETGY >
Rv1490 11073 2 FGRVESHADYHDWVCEHVTP®
37763 ‘MESPMTSTLHRTPLATAGLAY"®
Rv1911c 37765 ST YVPKATTVDATTPAPAAEPL®®
37767 7T GANVAPPL TWSSPAGAAELAY™
36827 S2TQIMSDPAYNINISLPS YY*
Rv1980c 31101 ' CQIOMSDPAYNINISLPSYY®®
31107 T NVQGELSKQTGQQVSIAPNAY '™
Rv2004c 9111 2 AGYAVRSGD TAPASLRDFYTE
37775 FTSSNGARGGIAS TNMNP TNPY
Rv2270 37777 S ETWINLOQVGD TLADLPPADL Y™
37780 I GFAPYTGQSVDTSPYSVAYL '
Rv2301c 30960 2 PNTRLVPGGYSLGAAVTDV'!
Rv2560 11024 FIWVWVALSDRATTAYTNTSGVSS'™
Rv2707 16084 X RIGVGT TTYSSTAQHSAVAAY
16295 21 UITSRRORKSAPARISGDRIY- ™
Rv3166¢ 16298 4 NMERELSHVPGVAPQDFDTPTY- ™
16300 I SLFAEARFSPHVWINEEHREY "
Rv3494c 38373 S LVRILNSGTAPSNVTATVRSY'™
— 16645 SIWFPLAINW T TAGLDPVRAME '
16646 21 AL RPPAHGALEFADGSPSY' ™

Péptidos sintéticos derivados de proteinas de M. tuberculosis H37Rv usadas en el estudio.



RESULTADOS / DISCUSION

ENSAYOS PRELIMINARES UTILIZANDO MTT

Estimulos

PMA + lo ng/ml
lonomicina 250 ng/ml

PMA 10 ng/ml

IL-2 100 U/ml

I
]
~__H
e
PHA 10 ug/mi I

PHA 5 ug/m| -

0

1 2

Indice de Estimulacion

Ramirez y col. 2015




RESULTADOS / DISCUSION

ENSAYOS UTILIZANDO CFSE

PMA+lo ng/ml
lonomicina 250 ng/ml
PMA 10 ng/ml

1
2200 v/ R
1

PHA 10 pg/ml

Estimulo

PHA 5 pg/ml

o 1 2 3 4 5 & 7 3 9 10

Indice de Estimulacion

Nguyen y col. 2003

Quah y col. 2010




RESULTADOS / DISCUSION

ENSAYOS UTILIZANDO CFSE

PHA pg/ml

20

L

° _
A

Indice de Estimulacion

Ruiz y col. 2005
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 RESULTADOS / DISCUSION

RESPUESTA INMUNE ANTE ESTIMULO DE PEPTIDOS EN
PBMC DE INDIVIDUOS SANOS QF+
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| RESULTADOS / DISCUSION

RESPUESTA INMUNE ANTE ESTIMULO DE PEPTIDOS EN
PBMC DE INDIVIDUOS SANOS QF-
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| RESULTADOS / DISCUSION

RESPUESTA INMUNE ANTE ESTIMULO DE PEPTIDOS

Rv0180c Rv0227 Rv0679c Rv1268c
8 8 8
8 c 7
57 57 S 7 ©
86 86 S 56
=] = — =
ES ES ES ES
= -t
54 g4 %4 o 4
83 1 33 — - $3 - -
82 E—— - 'I::‘- — 82 —F | P — 892 .. T . 8o, T e —
T ! T 5 T
E LIt | 2l ol .| | |
0 it i 1 e DT A e 0 ] _-.-_-_T_-. anls 0 [ ] B B e o Wa (T p—
31024 31025 31028 31032 31039 31044 16945 16951 30987 37964
Péptido Péptidos Péptidos Péptido
Rvl4lic Rv1490 Rv1911c Rv1980c
8 8 8 8
5’ 57 §7 §7
® 6 &b 86 86
ES g5 25 25
&4 g4 Za g4
(1]
o 3 i % 3 T ‘g 3 % 3 I
§2 B — 82_ ........................... 82 - _BE P — 82 -E-n:v—-— i T i
5 = = - 3 = ] B
= omll Bl | LE ([ [ |||
0 - g o [ —— 0 [ | LT I an..- B EEEE 0 [ Tp——- mnlln —
37096 11073 37763 37765 37767 36827 31101 31107
Péptido Péptido Péptido Péptido

= Individuo 1

m Individuo 5

= Individuo 2

m Individuo 6

= Individuo 3 Individuo 4

m Individuo 7 = Individuo 8




| RESULTADOS / DISCUSION

RESPUESTA INMUNE ANTE ESTIMULO DE PEPTIDOS
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RECOMENDACIONES

Determinar la respuesta inmune con la técnica de CFSE empleando como
estimulo los péptidos 31039, 37777 y 38373 con una corte mas grande de
pacientes para corroborar su uso como posible técnica de diagndstico la cual
permita diferenciar pacientes que hayan tenido contacto con M. tuberculosis
de aquellos pacientes que no.

Cuantificar las citocinas secretadas de sobrenadantes de ensayos con estimulo
de péptidos sintéticos para determinar si existe un perfil relacionado con la
linfoproliferacion.
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LINFOPROLIFERACION MTT

}‘ }@ oot Recucas
o8

J{4 Sdimelhyithiazol-2-41)-2 b-diphenyletrazolium bromide (2154 5-dimethyhthéazol-2-yl}-1, 3-diphenyiformazan
(MTT) (Formazan)

https://www.semanticscholar.org/paper/MTT-assay-for-cell-viability%3A-Intracellular-of-the-Stockert-BI%C3%A1zquez-Castro/7881c7e6356592fb2f7e489aa2efcec8df86b732



https://www.semanticscholar.org/paper/MTT-assay-for-cell-viability:-Intracellular-of-the-Stockert-Bl%C3%A1zquez-Castro/7881c7e6356592fb2f7e489aa2efcec8df86b732

CALCULO INDICE DE ESTIMULACIO CFSE

El porcentaje de proliferacion de células T CD4+, se midio mediante la dilucion del
marcador CFSE, es decir que el indice de estimulacion (S1), se determind por la

pérdida relativa de intensidad de fluorescencia, utiizando la siguiente formula:

IF= (% de intensidad de fluorescencia de células con CFSE co-cultivadas con
antigeno) / (% de intensidad de fluorescencia de células con CFSE co-

cultivadas sin antigeno).

La proliferacion de linfocitos, se analizé en 7 picos 0 generaciones de células. G =
generacion. Se determino un 1S positivo igual o mayor a 2.0 (43). Para obtener el

porcentaje de intensidad de fluorescencia de las celulas se calculo como:

IS=(Celulas diluidas (Generacion1-Generacion7)) / (Recuento de celulas
totales (G0-G7)) * 100
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 Técnica

» Analisis celular
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SELECCION GATE POR CFSE

Es una técnica que permite obtener
informacion sobre poblaciones
celulares a partir de un estudio
individualizado de un gran numero de
células (habitualmente entre 5000 y
10000) que por tanto seran una
muestra lo suficientemente

representativa del conjunto
poblacional. La suspension de células
en solucion isotdnica se hace pasar a

Gate
Linfocitos T

través de un pequeiio orificio de
modo que cuando salen lo hacen una
a una (en fila india) formando parte
de una corriente continua o flujo
cilindric



(A)

ROL CFSE

250K =] . v ormanii . o
2006 T - /.\
< j | ) -
5 150K = . / / B
2 o P R rae )
“ 100K =2 R i
50K =3
0 1 ¥
llllIllllllllllll'llllllll
0 50K 100K 150K200K250K
800 -
600 —
3 400 8
200
03
0 50K 100K 150K200K250K

(B)

(B)

SSC-A

0 50K 100K 150K200K250K

ool-H

Count

N
(&)}
o

N
o
o

-
(6]
o

-
o
o

(o))
o o

0 50K 100K 150K200K250K
FSC-H

(C)

(C)

PEPTIDO

%
Q
2
2]
ll(l.lvlll'lllllllll'lllllll'
0 50K 100K 150K200K250K
FSC-A
500
400
5 300
&)
200
100
0

FITC-A




GRUPO FUNCIONAL RECEPTORES i‘

Ensayo de union FIDIC

Union Total
6 + 11 sitios
‘ OCUdeOS
125T - peptido
Union Inespecifica
125T _péptido 4 sitios
+ ocupados
O — "
Péptido Frio

Union especifica = Union Total - Union Inespecifica =




