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DESCRIPCIÓN 

Composiciones inmunogénicas que comprenden polipéptidos de mycobacterium tuberculosis y fusiones de los 
mismos 

Declaración en referencia al listado de secuencias 

El listado de secuencias asociado con la presente solicitud se proporciona en formato de texto en lugar de una copia 5 
de papel, y se incorpora en la memoria descriptiva por referencia. El nombre del archivo de texto que contiene el 
Listado de secuencias es 480239_403PC_SEQUENCE_LISTING.txt. El archivo tiene un tamaño de 515 KB, se creó 
el 4 de abril de 2007, y se remite por vía electrónica a través de EFS-Web, concurrentemente con la presentación de 
la memoria descriptiva. 

Antecedentes 10 

Campo técnico 

La presente invención se refiere, en general, a composiciones que comprenden combinaciones antigénicas y/o 
inmunogénicas de antígenos de Mycobacterium tuberculosis y a su uso en el diagnóstico, tratamiento, y prevención 
de la tuberculosis. 

Descripción de la técnica relacionada 15 

La tuberculosis es una enfermedad infecciosa crónica causada por la infección por Mycobacterium tuberculosis y 
otras especies de Mycobacterium. Es una de las principales enfermedades en los países en desarrollo, así como 
problema creciente en las zonas desarrolladas del mundo, con varios millones de nuevos casos cada año. Aunque la 
infección puede ser asintomática durante un periodo de tiempo considerable, la enfermedad se manifiesta con 
frecuencia como una inflamación aguda de los pulmones, que da como resultado fiebre y una tos no productiva. En 20 
caso de que no se trate, suele tener como consecuencia complicaciones graves y la muerte. 

Aunque normalmente la tuberculosis puede controlarse usando terapia antibiótica prolongada, dicho tratamiento no 
es suficiente para prevenir la diseminación de la enfermedad. Los individuos infectados pueden permanecer 
asintomáticos, pero contagiosos, durante cierto tiempo. Además, aunque es crítico el cumplimiento del régimen de 
tratamiento, es difícil de controlar el comportamiento del paciente. Algunos pacientes no completan el ciclo de 25 
tratamiento, lo que puede dar lugar a un tratamiento ineficaz y al desarrollo de resistencia a los fármacos. 

Para controlar la diseminación de la tuberculosis, es vital una vacunación eficaz y un diagnóstico temprano preciso 
de la enfermedad. Actualmente, la vacunación con bacteria viva es el método más ampliamente usado para inducir 
inmunidad protectora. La Mycobacterium más comúnmente empleada para este fin es Bacillus Calmette-Guérin 
(BCG), una cepa no virulenta de Mycobacterium bovis. Sin embargo, la seguridad y eficacia de la BCG es una fuente 30 
de controversia y algunos países, tales como los Estados Unidos, no vacunan a la población general con este 
agente. 

El diagnóstico de la tuberculosis se logra normalmente usando una prueba cutánea, que implica la exposición 
intradérmica a PPD de tuberculina (derivado de proteína purificado). Las respuestas de células T específicas de 
antígeno dan como resultado un endurecimiento medible en el sitio de inyección a las 48-72 horas después de la 35 
inyección, lo que indica exposición a agentes micobacterianos. Sin embargo, la sensibilidad y la especificidad han 
sido problemáticas, y no puede distinguirse a los individuos vacunados con BCG de los individuos infectados. 

El documento WO 2006/136162 divulga vacunas para la tuberculosis usando antígenos de M. tuberculosis inducidos 
por privación de alimentos que comprenden, entre otras cosas, Rv3875 (ESAT6), y Rv1886c (Ag85B) y 
combinaciones (proteínas de fusión) de los mismos con otros antígenos. 40 

El documento WO 2004/006952 divulga vacunas para la tuberculosis que comprenden antígenos específicos para 
las condiciones bajas en oxígeno de M. tuberculosis, incluyendo Rv1813c, Rv2032, Rv1738, que pueden fusionarse 
a otros antígenos, tales como Rv3875 (ESAT6), y Rv1886c (Ag85B). 

El documento EP 1484405 plantea la hipótesis, basándose en una búsqueda de homología, de que la ORF 11-4 es 
un antígeno potencial de M. tuberculosis. 45 

TSENOVA L. et al. (INFECTION AND IMMUNITY, vol. 74, n.º 4, 1 de enero de 2006, páginas 2392-2401) divulga 
una evaluación de la vacuna de poliproteína Mtb72F en un modelo de conejo de meningitis tuberculosa. 

D6: CHAKHAIYAR P. et al. (JOURNAL OF INFECTIOUS DISEASES, vol. 190, n.º 7, 1 de octubre de 2004, páginas 
1237-1244) divulga regiones de alta antigenicidad dentro de la fase abierta de lectura hipotética de repetición en 
tándem polimórfica mayor PPE, Rv2608, muestran una respuesta humoral diferencial y baja respuesta de células T 50 
en diversas categorías de pacientes con tuberculosis. 

COLE S.T. et al. (NATURE, vol. 393, 11 de junio de 1998, páginas 537-563) divulga el descifrado de la biología de 
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Mycobacterium tuberculosis a partir de la secuencia genómica completa. 

Por consiguiente, existe la necesidad de reactivos y métodos mejorados para diagnosticar, prevenir y tratar la 
tuberculosis. La presente invención satisface estas necesidades y ofrece otras ventajas relacionadas. 

Breve compendio 

La presente invención se refiere, en general, a composiciones que comprenden al menos dos antígenos 5 
heterólogos, a polipéptidos de fusión que comprenden los antígenos y a polinucleótidos que codifican los antígenos, 
donde los antígenos son de una especie de Mycobacterium, en particular de Mycobacterium tuberculosis. La 
presente invención también se refiere a métodos para usar los polipéptidos y polinucleótidos de la invención en el 
diagnóstico, tratamiento y prevención de la infección por Mycobacterium. Los antígenos de la invención, cuando se 
emplean en combinación y/o en forma de polipéptidos o polinucleótidos de fusión como se describen en la presente 10 
memoria, ofrecen niveles de inmunogenicidad mejorados e inesperados, dando como resultado una reducción en la 
carga bacteriana pulmonar, y por lo tanto, son particularmente útiles en el contexto del desarrollo de vacunas. 

Por ejemplo, la presente divulgación se refiere a composiciones que comprenden un inmunoestimulante y una 
combinación de dos o más antígenos de Mycobacterium tuberculosis, o fragmentos inmunogénicos de los mismos, 
en donde los antígenos se seleccionan entre el grupo que consiste en Rv0164 (SEQ ID NO: 1), Rv0496 (SEQ ID 15 
NO: 6), Rv2608 (SEQ ID NO: 26), Rv3020 (SEQ ID NO: 36), Rv3478 (SEQ ID NO: 41), Rv3619 (SEQ ID NO: 46), 
Rv3620 (SEQ ID NO: 51), RV1738 (SEQ ID NO: 11), Rv1813 (SEQ ID NO: 16), Rv3810 (SEQ ID NO: 56), Rv2389 
(SEQ ID NO: 21). Rv2866 (SEQ ID NO: 31), Rv3876 (SEQ ID NO: 61), Rv0054 (SEQ ID NO: 100), Rv0410 (SEQ ID 
NO: 106), Rv0655 (SEQ ID NO: 112), Rv0831 (SEQ ID NO: 115), Rv1009 (SEQ ID NO: 118), Rv1099 (SEQ ID NO: 
121), Rv1240 (SEQ ID NO: 124), Rv1288 (SEQ ID NO: 127), Rv1410 (SEQ ID NO: 130), Rv1569 (SEQ ID NO: 133), 20 
Rv1789 (SEQ ID NO: 136), Rv1818 (SEQ ID NO: 139), Rv1860 (SEQ ID NO: 142), Rv1886 (SEQ ID NO: 145), 
Rv1908 (SEQ ID NO: 148), Rv2220 (SEQ ID NO: 154), Rv2032 (SEQ ID NO: 151), Rv2623 (SEQ ID NO: 160), 
Rv2875 (SEQ ID NO: 163), Rv3044 (SEQ ID NO: 166), Rv3310 (SEQ ID NO: 169), Rv3881 (SEQ ID NO: 178), 
Rv0577 (SEQ ID NO: 184), Rv1626 (SEQ ID NO: 187), Rv0733 (SEQ ID NO: 190), Rv2520 (SEQ ID NO: 193), 
Rv1253 (SEQ ID NO: 196), Rv1980 (SEQ ID NO: 199), Rv3628 (SEQ ID NO: 202), Rv1884 (SEQ ID NO: 205), 25 
Rv3872 (SEQ ID NO: 208), Rv3873 (SEQ ID NO: 211), Rv1511 (SEQ ID NO: 214) y Rv3875 (SEQ ID NO: 292) y 
antígenos que tienen al menos un 80%, 90% o 95% de identidad con cualquiera de las secuencias anteriores. 

La invención se refiere a la combinación de tres o más antígenos seleccionados del grupo que consisten en: 

(a) una combinación que comprende Rv1813 (SEQ ID NO: 16); Rv3620 (SEQ ID NO: 51) y Rv2608 (SEQ ID NO: 
26);. 30 

También se divulga (b) una combinación que comprende Rv2608 (SEQ ID NO: 26) y Rv3619 (SEQ ID NO: 46); y 

(c) una combinación que comprende Rv3478 (SEQ ID NO: 41) y Rv3619 (SEQ ID NO: 46). 

En una realización particular, la composición de (a) anterior, que comprende Rv2608 (SEQ ID NO: 26), Rv1813 
(SEQ ID NO: 16) y Rv3620 (SEQ ID NO: 51), comprende además uno o más antígenos seleccionados entre el grupo 
que consiste en: Rv1886 (SEQ ID NO: 145), Rv2389 (SEQ ID NO: 21), Rv3619 (SEQ ID NO: 46). 35 

En una realización más particular, la composición comprende Rv1813 (SEQ ID NO: 16); Rv3620 (SEQ ID NO: 51), 
Rv2608 (SEQ ID NO: 26) y Rv2389 (SEQ ID NO: 21). 

En una realización particular relacionada, la composición comprende Rv2608 (SEQ ID NO: 26); Rv1813 (SEQ ID 
NO: 16), Rv3620 (SEQ ID NO: 51) y Rv3619 (SEQ ID NO: 46). 

También se divulga una composición que comprende Rv2608 (SEQ ID NO: 26) y Rv3619 (SEQ ID NO: 46), que 40 
además comprende uno o más antígenos seleccionados entre el grupo que consiste en: Rv1886 (SEQ ID NO: 145), 
Rv2389 (SEQ ID NO: 21), Rv1813 (SEQ ID NO: 16), Rv2875 (SEQ ID NO: 163), Rv2220 (SEQ ID NO: 154), Rv0733 
(SEQ ID NO: 190), Rv0577 (SEQ ID NO: 184), Rv3044 (SEQ ID NO: 166), Rv1626 (SEQ ID NO: 187), Rv3620 (SEQ 
ID NO: 51), Rv3478 (SEQ ID NO: 41), y Rv3020 (SEQ ID NO: 36). 

En particular, la composición comprende Rv2608 (SEQ ID NO: 26), Rv3619 (SEQ ID NO: 46), y Rv1886 (SEQ ID 45 
NO: 145). 

En otro aspecto de la divulgación, la composición comprende además uno o más antígenos seleccionados entre el 
grupo que consiste en: Rv2389 (SEQ ID NO: 21), Rv1813 (SEQ ID NO: 16), Rv2875 (SEQ ID NO: 163), Rv2220 
(SEQ ID NO: 154), Rv0733 (SEQ ID NO: 190), Rv0577 (SEQ ID NO: 184), Rv3044 (SEQ ID NO: 166), Rv1626 (SEQ 
ID NO: 187), Rv3620 (SEQ ID NO: 51) y Rv3020 (SEQ ID NO: 36). 50 

En una realización más particular, la composición comprende Rv2608 (SEQ ID NO: 26), Rv3619 (SEQ ID NO: 46), 
Rv1813 (SEQ ID NO: 16) y Rv3620 (SEQ ID NO: 51). 

También se divulga una composición que comprende Rv3478 (SEQ ID NO: 41) y Rv3619 (SEQ ID NO: 46), que 
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además comprende uno o más antígenos seleccionados entre el grupo que consiste en: Rv1886 (SEQ ID NO: 145), 
Rv2389 (SEQ ID NO: 21), Rv1813 (SEQ ID NO: 16), Rv2875 (SEQ ID NO: 163), Rv2220 (SEQ ID NO: 154), Rv0733 
(SEQ ID NO: 190), Rv0577 (SEQ ID NO: 184), Rv3044 (SEQ ID NO: 166), Rv1626 (SEQ ID NO: 187), Rv3620 (SEQ 
ID NO: 51), Rv2608 (SEQ ID NO: 26), y Rv3020 (SEQ ID NO: 36). 

En un aspecto particular, la composición comprende Rv3478 (SEQ ID NO: 41), Rv3619 (SEQ ID NO: 46) y Rv1886 5 
(SEQ ID NO: 145). 

En otro aspecto, la combinación comprende además uno o más antígenos seleccionados entre el grupo que consiste 
en: Rv2389 (SEQ ID NO: 21), Rv1813 (SEQ ID NO: 16), Rv2875 (SEQ ID NO: 163), Rv2220 (SEQ ID NO: 154), 
Rv0733 (SEQ ID NO: 190), Rv0577 (SEQ ID NO: 184), Rv3044 (SEQ ID NO: 166), Rv1626 (SEQ ID NO: 187) y 
Rv3020 (SEQ ID NO: 36). 10 

La combinación de dos o más antígenos descritos en la presente memoria puede incluir una combinación de dos o 
más antígenos recombinantes separados, o fragmentos antigénicos/inmunogénicos de los mismos. Como 
alternativa, los dos o más antígenos, o fragmentos antigénicos/inmunogénicos de los mismos, pueden unirse 
covalentemente en forma de un polipéptido de fusión. 

La presente divulgación también se refiere a polipéptidos de fusión aislados que comprenden una combinación de 15 
dos o más antígenos de Mycobacterium tuberculosis unidos covalentemente, o fragmentos inmunogénicos de los 
mismos, en donde los antígenos se seleccionan entre el grupo que consiste en Rv0164 (SEQ ID NO: 1), Rv0496 
(SEQ ID NO: 6), Rv2608 (SEQ ID NO: 26), Rv3020 (SEQ ID NO: 36), Rv3478 (SEQ ID NO: 41), Rv3619 (SEQ ID 
NO: 46). Rv3620 (SEQ ID NO: 51), RV1738 (SEQ ID NO: 11), Rv1813 (SEQ ID NO: 16), Rv3810 (SEQ ID NO: 56), 
Rv2389 (SEQ ID NO: 21), Rv2866 (SEQ ID NO: 31), Rv3876 (SEQ ID NO: 61), Rv0054 (SEQ ID NO: 100), Rv0410 20 
(SEQ ID NO: 106), Rv0655 (SEQ ID NO: 112), Rv0831 (SEQ ID NO: 115), Rv1009 (SEQ ID NO: 118), Rv1099 (SEQ 
ID NO: 121), Rv1240 (SEQ ID NO: 124), Rv1288 (SEQ ID NO: 127), Rv1410 (SEQ ID NO: 130), Rv1569 (SEQ ID 
NO: 133), Rv1789 (SEQ ID NO: 136), Rv1818 (SEQ ID NO: 139), Rv1860 (SEQ ID NO: 142), Rv1886 (SEQ ID NO: 
145), Rv1908 (SEQ ID NO: 148), Rv2220 (SEQ ID NO: 154), Rv2032 (SEQ ID NO: 151), Rv2623 (SEQ ID NO: 160), 
Rv2875 (SEQ ID NO: 163), Rv3044 (SEQ ID NO: 166), Rv3310 (SEQ ID NO: 169), Rv3881 (SEQ ID NO: 178), 25 
Rv0577 (SEQ ID NO: 184), Rv1626 (SEQ ID NO: 187), Rv0733 (SEQ ID NO: 190), Rv2520 (SEQ ID NO: 193), 
Rv1253 (SEQ ID NO: 196), Rv1980 (SEQ ID NO: 199), Rv3628 (SEQ ID NO: 202), Rv1884 (SEQ ID NO: 205), 
Rv3872 (SEQ ID NO: 208), Rv3873 (SEQ ID NO: 211), Rv1511 (SEQ ID NO: 214), y Rv3875 (SEQ ID NO: 292) y 
antígenos que tienen al menos un 80%, 90% o 95% de identidad con cualquiera de las secuencias anteriores. 

En determinadas realizaciones, el polipéptidos de fusión comprende una combinación de antígenos unidos 30 
covalentemente seleccionados entre el grupo que consiste en: 

(a) una combinación que comprende Rv1813 (SEQ ID NO: 16); Rv3620 (SEQ ID NO: 51) y Rv2608 (SEQ ID NO: 
26). 

También se divulga (b) una combinación que comprende Rv2608 (SEQ ID NO: 26) y Rv3619 (SEQ ID NO: 46); y 

(c) una combinación que comprende Rv3478 (SEQ ID NO: 41) y Rv3619 (SEQ ID NO: 46). 35 

En una realización particular, el polipéptido de fusión de (a) anterior, que comprende Rv2608 (SEQ ID NO: 26), 
Rv1813 (SEQ ID NO: 16) y Rv3620 (SEQ ID NO: 51), comprende además uno o más antígenos seleccionados entre 
el grupo que consiste en: Rv1886 (SEQ ID NO: 145), Rv2389 (SEQ ID NO: 21), Rv1813 (SEQ ID NO: 16), Rv3619 
(SEQ ID NO: 46). 

En una realización más particular, el polipéptido de fusión comprende Rv1813 (SEQ ID NO: 16); Rv3620 (SEQ ID 40 
NO: 51); Rv2608 (SEQ ID NO: 26) y Rv2389 (SEQ ID NO: 21). 

En una realización particular relacionada, el polipéptido de fusión comprende Rv1813 (SEQ ID NO: 16); Rv3620 
(SEQ ID NO: 51); Rv2608 (SEQ ID NO: 26) y Rv3619 (SEQ ID NO: 46). 

En otro aspecto concreto de la divulgación, el polipéptido de fusión de (b) anterior, que comprende Rv2608 (SEQ ID 
NO: 26) y Rv3619 (SEQ ID NO: 46), comprende además uno o más antígenos seleccionados entre el grupo que 45 
consiste en: Rv1886 (SEQ ID NO: 145), Rv2389 (SEQ ID NO: 21), Rv1813 (SEQ ID NO: 16), Rv2875 (SEQ ID NO: 
163), Rv2220 (SEQ ID NO: 154), Rv0733 (SEQ ID NO: 190), Rv0577 (SEQ ID NO: 184), Rv3044 (SEQ ID NO: 166), 
Rv1626 (SEQ ID NO: 187), Rv3620 (SEQ ID NO: 51), Rv3478 (SEQ ID NO: 41), y Rv3020 (SEQ ID NO: 36). 

En un aspecto particular, el polipéptido de fusión comprende Rv2608 (SEQ ID NO: 26), Rv1813 (SEQ ID NO: 16), 
Rv3619 (SEQ ID NO: 46), y Rv1886 (SEQ ID NO: 145). 50 

En otro aspecto particular, el polipéptido de fusión comprende además uno o más antígenos seleccionados entre el 
grupo que consiste en: Rv2389 (SEQ ID NO: 21), Rv1813 (SEQ ID NO: 16), Rv2875 (SEQ ID NO: 163), Rv2220 
(SEQ ID NO: 154), Rv0733 (SEQ ID NO: 190), Rv0577 (SEQ ID NO: 184), Rv3044 (SEQ ID NO: 166), Rv1626 (SEQ 
ID NO: 187), Rv3620 (SEQ ID NO: 51) y Rv3020 (SEQ ID NO: 36). 
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En una realización más particular, el polipéptido de fusión comprende Rv2608 (SEQ ID NO: 26), Rv3619 (SEQ ID 
NO: 46), Rv1813 (SEQ ID NO: 16) y Rv3620 (SEQ ID NO: 51). 

En otros aspectos concretos de la divulgación, el polipéptido de fusión de (c) anterior, que comprende Rv3478 (SEQ 
ID NO: 41) y Rv3619 (SEQ ID NO: 46), comprende además uno o más antígenos seleccionados entre el grupo que 
consiste en: Rv1886 (SEQ ID NO: 145), Rv2389 (SEQ ID NO: 21), Rv1813 (SEQ ID NO: 16), Rv2875 (SEQ ID NO: 5 
163), Rv2220 (SEQ ID NO: 154), Rv0733 (SEQ ID NO: 190), Rv0577 (SEQ ID NO: 184), Rv3044 (SEQ ID NO: 166), 
Rv1626 (SEQ ID NO: 187), Rv3620 (SEQ ID NO: 51), Rv2608 (SEQ ID NO: 26), y Rv3020 (SEQ ID NO: 36). 

En un aspecto particular, el polipéptido de fusión comprende Rv3478 (SEQ ID NO: 41), Rv3619 (SEQ ID NO: 46) y 
Rv1886 (SEQ ID NO: 145). 

En otra realización, el polipéptido de fusión comprende además uno o más antígenos seleccionados entre el grupo 10 
que consiste en: Rv2389 (SEQ ID NO: 21), Rv1813 (SEQ ID NO: 16), Rv2875 (SEQ ID NO: 163), Rv2220 (SEQ ID 
NO: 154), Rv0733 (SEQ ID NO: 190), Rv0577 (SEQ ID NO: 184), Rv3044 (SEQ ID NO: 166), Rv1626 (SEQ ID NO: 
187) y Rv3020 (SEQ ID NO: 36). 

En determinadas realizaciones particulares, se proporcionan polipéptidos de fusión que comprenden una secuencia 
de aminoácidos seleccionada entre el grupo que consiste en: ID83 (SEQ ID NO: 91), ID94 (SEQ ID NO: 95), ID93 15 
(SEQ ID NO: 226), ID114 (SEQ ID NO: 251), ID125 (SEQ ID NO: 257). 

De acuerdo con otro aspecto de la invención, se proporcionan polinucleótidos aislados que codifican cualquiera de 
los antígenos y/o polipéptidos de fusión descritos en la presente memoria. 

Se entenderá que, en muchas realizaciones, las composiciones, polipéptidos y polinucleótidos de la invención se 
formulan preferentemente en combinación con uno o más inmunoestimulantes para mejorar la respuesta inmunitaria 20 
provocada por los antígenos descritos en la presente memoria. Se conocen y están disponibles en la técnica 
numerosos sistemas inmunoestimulantes y adyuvantes y pueden usarse en el contexto de la presente invención, 
ejemplos ilustrativos de los cuales incluyen AS-2, ENHANZYN™, MPL™, 3D-MPL™, IFA, QS21, CWS, TDM, AGPs, 
oligonucleótidos que contienen CpG, agonistas de receptores de tipo Toll (por ejemplo, agonistas de TLR9, 
agonistas de TLR7, agonistas de TLR7/8, agonistas de TLR5, agonistas de TLR4, agonistas de TLR2, agonistas de 25 
TLR3, etc.), LeIF, saponinas, miméticos de saponina, y lípido A biológico y sintético, imiquimod, gardiquimod, 
resiquimod, poli l:C, flagelina, o una combinación de los mismos. 

Se ha observado que los polinucleótidos de fusión, los polipéptidos de fusión o las composiciones de la invención 
son altamente antigénicas. Por lo tanto, de acuerdo con otro aspecto de la invención, se proporcionan vacunas y 
métodos relacionados para estimular una respuesta inmunitaria protectora en un sujeto mediante la administración 30 
de una cantidad eficaz de una composición como se describe en la presente memoria. Pueden usarse 
polinucleótidos aislados o purificados para producir antígenos polipeptídicos de fusión recombinantes in vitro, que 
después se administran como vacuna. Como alternativa, los polinucleótidos pueden administrarse directamente a un 
sujeto en forma de vacuna a base de ADN para provocar la expresión de antígeno en el sujeto, y la posterior 
inducción de una respuesta inmunitaria contra Mycobacterium tuberculosis. 35 

Además, las composiciones, polipéptidos y polinucleótidos de fusión son útiles como herramientas diagnósticas en 
pacientes que pueden haberse infectado con Mycobacterium. Por ejemplo, las composiciones, polipéptidos de 
fusión, y polinucleótidos de la invención pueden usarse in vitro e in vivo para detectar anticuerpos humorales o 
inmunidad mediada por células contra Mycobacterium tuberculosis para el diagnóstico de la infección, el control de 
la progresión de la enfermedad y/o evaluación de las pruebas de curación. 40 

La presente divulgación también se refiere a kits diagnósticos para detectar la infección por Mycobacterium 
tuberculosis en una muestra biológica, que comprenden (a) un polipéptido que comprende al menos una porción 
inmunogénica de un antígeno o polipéptido de fusión descrito en la presente memoria, (b) un reactivo de detección. 

La presente divulgación también se refiere a métodos para detectar la presencia de infección por Mycobacterium 
tuberculosis en una muestra biológica, que comprende (a) poner en contacto una muestra biológica con un 45 
anticuerpo monoclonal que se une a un antígeno o polipéptido de fusión descrito en la presente memoria; y (b) 
detectar en la muestra biológica la presencia de proteínas de Mycobacterium tuberculosis que se unen al anticuerpo 
monoclonal. 

La presente divulgación también se refiere a métodos para detectar la infección por Mycobacterium tuberculosis en 
una muestra biológica, que comprenden (a) poner en contacto la muestra biológica con una combinación de 50 
antígeno o polipéptido de fusión como se describe en la presente memoria y (b) detectar en la muestra biológica la 
presencia de anticuerpos y/o células T que se unen a los mismos. 

La presente divulgación también se refiere a métodos para detectar la infección por Mycobacterium tuberculosis en 
una muestra biológica, que comprenden (a) poner en contacto la muestra biológica con una combinación de dos o 
más antígenos seleccionados entre el grupo que consiste en Rv0164 (SEQ ID NO: 1), Rv0496 (SEQ ID NO: 6), 55 
Rv2608 (SEQ ID NO: 26), Rv3020 (SEQ ID NO: 36), Rv3478 (SEQ ID NO: 41), Rv3619 (SEQ ID NO: 46), Rv3620 
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(SEQ ID NO: 51), RV1738 (SEQ ID NO: 11). Rv1813 (SEQ ID NO: 16), Rv3810 (SEQ ID NO: 56), Rv2389 (SEQ ID 
NO: 21), Rv2866 (SEQ ID NO: 31), Rv3876 (SEQ ID NO: 61), Rv0054 (SEQ ID NO: 100), Rv0410 (SEQ ID NO: 
106), Rv0655 (SEQ ID NO: 112), Rv0831 (SEQ ID NO: 115), Rv1009 (SEQ ID NO: 118), Rv1099 (SEQ ID NO: 121), 
Rv1240 (SEQ ID NO: 124), Rv1288 (SEQ ID NO: 127), Rv1410 (SEQ ID NO: 130), Rv1569 (SEQ ID NO: 133), 
Rv1789 (SEQ ID NO: 136), Rv1818 (SEQ ID NO: 139), Rv1860 (SEQ ID NO: 142), Rv1886 (SEQ ID NO: 145), 5 
Rv1908 (SEQ ID NO: 148), Rv2220 (SEQ ID NO: 154), Rv2032 (SEQ ID NO: 151), Rv2623 (SEQ ID NO: 160), 
Rv2875 (SEQ ID NO: 163), Rv3044 (SEQ ID NO: 166), Rv3310 (SEQ ID NO: 169), y Rv3881 (SEQ ID NO: 178), 
Rv0577 (SEQ ID NO: 184), Rv1626 (SEQ ID NO: 187), Rv0733 (SEQ ID NO: 190), Rv2520 (SEQ ID NO: 193), 
Rv1253 (SEQ ID NO: 196), Rv1980 (SEQ ID NO: 199), Rv3628 (SEQ ID NO: 202), Rv1884 (SEQ ID NO: 205), 
Rv3872 (SEQ ID NO: 208), Rv3873 (SEQ ID NO: 211), Rv1511 (SEQ ID NO: 214) y Rv3875 (SEQ ID NO: 292), o 10 
porciones inmunogénicas de los mismos; y (b) detectar en la muestra biológica la presencia de anticuerpos y/o 
células T que se unen a los mismos. 

En particular, un método para detectar la infección por Mycobacterium tuberculosis en una muestra biológica 
comprende: poner en contacto la muestra biológica con un polipéptido de fusión seleccionado entre el grupo que 
consiste en: DID85 (SEQ ID NO: 265); DID92 (SEQ ID NO: 273); DID108 (SEQ ID NO: 283) y DID93 (SEQ ID NO: 15 
291); y detectar en la muestra biológica la presencia de anticuerpos y/o células T que se unen a los mismos. 

La presente divulgación también se refiere a kits diagnósticos para detectar la infección por Mycobacterium 
tuberculosis en una muestra biológica, que comprenden: (a) una combinación de dos o más antígenos 
seleccionados entre el grupo que consiste en Rv0164 (SEQ ID NO: 1), Rv0496 (SEQ ID NO: 6), Rv2608 (SEQ ID 
NO: 26), Rv3020 (SEQ ID NO: 36), Rv3478 (SEQ ID NO: 41), Rv3619 (SEQ ID NO: 46), Rv3620 (SEQ ID NO: 51), 20 
RV1738 (SEQ ID NO: 11), Rv1813 (SEQ ID NO: 16), Rv3810 (SEQ ID NO: 56), Rv2389 (SEQ ID NO: 21), Rv2866 
(SEQ ID NO: 31), Rv3876 (SEQ ID NO: 61), Rv0054 (SEQ ID NO: 100), Rv0410 (SEQ ID NO: 106), Rv0655 (SEQ ID 
NO: 112), Rv0831 (SEQ ID NO: 115), Rv1009 (SEQ ID NO: 118), Rv1099 (SEQ ID NO: 121), Rv1240 (SEQ ID NO: 
124), Rv1288 (SEQ ID NO: 127), Rv1410 (SEQ ID NO: 130), Rv1569 (SEQ ID NO: 133), Rv1789 (SEQ ID NO: 136), 
Rv1818 (SEQ ID NO: 139), Rv1860 (SEQ ID NO: 142), Rv1886 (SEQ ID NO: 145), Rv1908 (SEQ ID NO: 148), 25 
Rv2220 (SEQ ID NO: 154), Rv2032 (SEQ ID NO: 151), Rv2623 (SEQ ID NO: 160), Rv2875 (SEQ ID NO: 163), 
Rv3044 (SEQ ID NO: 166), Rv3310 (SEQ ID NO: 169), y Rv3881 (SEQ ID NO: 178), Rv0577 (SEQ ID NO: 184), 
Rv1626 (SEQ ID NO: 187), Rv0733 (SEQ ID NO: 190), Rv2520 (SEQ ID NO: 193), Rv1253 (SEQ ID NO: 196), 
Rv1980 (SEQ ID NO: 199), Rv3628 (SEQ ID NO: 202), Rv1884 (SEQ ID NO: 205), Rv3872 (SEQ ID NO: 208), 
Rv3873 (SEQ ID NO: 211), Rv1511 (SEQ ID NO: 214) y Rv3875 (SEQ ID NO: 292), o porciones inmunogénicas de 30 
los mismos; y (b) un reactivo de detección. 

En particular, un kit de la presente invención para detectar una infección por Mycobacterium tuberculosis en una 
muestra biológica comprende: un polipéptido de fusión seleccionado entre el grupo que consiste en: DID85 (SEQ ID 
NO: 265), DID92 (SEQ ID NO: 273), DID108 (SEQ ID NO: 283) y DID93 (SEQ ID NO: 291), y un reactivo de 
detección. 35 

Breve descripción de las diversas vistas de los dibujos 

La figura 1 muestra los niveles de IFN-γ liberado por PBMC humanas estimuladas con antígeno. Se incubaron 
PBMC PPD- y PPD+ durante 72 h en medio, 10µg/ml de PHA, 10µg/ml de lisado de Mtb, 50µg/ml de las proteínas 
recombinantes de Mtb. Se muestran la media (mediaAg - mediamedio) ± DTM para PBMC PPD+ (n=18) y PPD- (n=7). 

La figura 2 muestra los niveles de esplenocitos TNF+ tras la estimulación con antígeno in vitro con diferentes 40 
proteínas recombinantes de Mtb. Se recogieron esplenocitos de ratones infectados con una baja dosis de M. 
tuberculosis H37Rv virulenta 4 semanas y 12 semanas después de la infección y se ensayaron respecto de 
respuestas de citocina TNF específicas de antígeno mediante ELISPOT. Los esplenocitos se incubaron durante 48 h 
en medio, 10µg/ml de lisado de Mtb, o 10µg/ml de las proteínas recombinantes de Mtb. Los datos mostrados son la 
media ± DT (n=2) en un experimento representativo. 45 

Las figuras 3A-3D muestran la protección contra la infección por M. tuberculosis y las respuestas inmunitarias 
específicas de antígeno. 

La figura 3A muestra el Log10 de UFC en el pulmón de ratones inmunizados después de una exposición a M. 
tuberculosis en aerosol. Se recogieron pulmones de ratones (n=7) inmunizados con CpG, 3 antígenos Rv de Mtb 
diversos, o una combinación de los mismos 4 semanas después de la exposición a aerosol con 50 - 100 bacilos de 50 
Mtb. Se contaron las UFC después de 2 semanas de cultivo in vitro en una placa de agar. Los datos mostrados son 
la media ± DTM de un experimento representativo. La figura 3B muestra los títulos del criterio de valoración de 
anticuerpo IgG2c. Se recogieron sueros de ratones (n=3 - 6) inmunizados con CpG, 3 antígenos Rv de Mtb diversos 
o una combinación de los mismos 1 semana después de la 3a inmunización y se ensayaron respecto de anticuerpos 
IgG2c específicos de antígeno mediante ELISA. Los sueros de los grupos de CpG se ensayaron nuevamente contra 55 
todos los antígenos de Rv, mientras que los demás sueros se ensayaron contra el antígeno Rv usado para la 
inmunización. Los datos mostrados son la media ± DT de un experimento representativo. La figura 3C muestra el 
IFN-γ liberado por los esplenocitos estimulados con antígeno. Se recogieron esplenocitos de ratones inmunizados 
con CpG, 3 antígenos Rv de Mtb diversos o una combinación de los mismos 3 semanas después de la 3a 
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inmunización y se ensayaron respecto de respuestas de citocina IFN-γ específicas de antígeno mediante ELISA. Los 
esplenocitos se incubaron durante 72 h en medio, o 10µg/ml de los antígenos Rv usados para la inmunización. Los 
datos mostrados son la media ± DT (n=3) en un experimento representativo. La figura 3D muestra las frecuencias 
relativas de esplenocitos TNF+ en respuesta a estimulación específica con antígeno. Se recogieron esplenocitos de 
ratones inmunizados con CpG, 3 antígenos Rv de Mtb diversos o una combinación de los mismos 3 semanas 5 
después de la 3a inmunización y se ensayaron respecto de respuestas de citocina TNF específicas de antígeno 
mediante ELISPOT. Los esplenocitos se incubaron durante 48 h en medio, o 10µg/ml de los antígenos Rv usados 
para la inmunización. Los datos mostrados son la media ± DT (n=3) en un experimento representativo. 

La figura 4A-4B muestra la inmunogenicidad de las proteínas de fusión ID83 e ID93 con GLA-SE en ratones 
C57BL/6. La figura 4A muestra los títulos de criterio de valoración de anticuerpo IgG1 e IgG2c en suero específicos 10 
de antígeno. Se recogieron sueros de ratones (n=3 - 6) inmunizados con salino, proteína de fusión ID83 o ID93 en 
formulaciones adyuvantes de GLA-SE 1 semana después de la 3a inmunización y se ensayaron respecto de 
anticuerpos de IgG1 e IgG2c específicos para ID83 e ID93 mediante ELISA. Los datos mostrados son la media ± DT 
en un experimento representativo. La figura 4B muestra los niveles de IFN-γ liberado por los esplenocitos 
estimulados con antígeno. Se recogieron esplenocitos de ratones inmunizados con ID83 o ID93 en formulación 15 
adyuvante GLA-SE 3 semanas después de la 3a inmunización y se ensayaron respecto de respuestas de citocina 
IFN-γ específicas de antígeno mediante ELISA. Los esplenocitos se incubaron durante 72 h en medio, 3µg/ml de 
ConA, o 10µg/ml de proteínas de fusión ID83 o ID93. Los datos mostrados son la media ± DT (n=3) en un 
experimento representativo. 

Las figuras 5A-5B muestran la inmunogenicidad de ID83 con diferentes formulaciones adyuvantes en ratones 20 
C57BL/6. La figura 5A muestra los títulos de criterio de valoración de anticuerpo IgG1 e IgG2c en suero específicos 
de antígeno. Se recogieron sueros de ratones (n=3 - 6) inmunizados con salino o proteína de fusión ID83 con 
diferentes formulaciones adyuvantes 1 semana después de la 3a inmunización y se ensayaron respecto de 
anticuerpos IgG1 e IgG2c específicos para ID83 mediante ELISA. Los datos mostrados son la media ± DT en un 
experimento representativo. La figura 5B muestra los niveles de IFN-γ liberado por los esplenocitos estimulados con 25 
antígeno. Se recogieron esplenocitos de ratones inmunizados con solución salina o ID83 con diferentes 
formulaciones adyuvantes 3 semanas después de la 3a inmunización y se ensayaron respecto de respuestas de 
citocina IFN-γ específicas de antígeno mediante ELISA. Los esplenocitos se incubaron durante 72 h en medio, 
3µg/ml de ConA, o 10µg/ml de proteínas de fusión ID83. Los datos mostrados son la media ± DT (n=3) en un 
experimento representativo. 30 

La figura 6 muestra la supervivencia después de la infección con Mtb de cobayas inmunizadas con proteína de 
fusión ID83 con GLA/CpG-SE. Se inmunizó a cobayas con 1 dosis de BCG, o 3 dosis de ID83 en adyuvante 
GLA/CpG-SE, y se las expuso a una baja dosis de aerosol de M. tuberculosis H37Rv 4 semanas después del último 
refuerzo. Se vigiló la supervivencia durante 200 días hasta que ¾ de los animales en el grupo de placebo (salino) 
habían muerto. 35 

Las figuras 7A-7B muestran las respuestas inmunitarias específicas de Ad5-ID83 y la protección contra una 
exposición a M. tuberculosis. La figura 7A muestra las frecuencias relativas de esplenocitos IFN-γ+ en respuesta a 
estimulación específica con antígeno. Se recogieron esplenocitos de ratones inmunizados con salino o 5x109 
partículas víricas de Ad5-ID83 3 semanas después de la 3a inmunización y se ensayaron respecto de respuestas de 
citocina IFN-γ específicas de antígeno mediante ELISPOT. Los esplenocitos se incubaron durante 48 h en medio, o 40 
10µg/ml de proteína de fusión ID83. Los datos mostrados son la media ± DT (n=3) en un experimento representativo. 
La figura 7B muestra el Log10 de UFC en el pulmón de ratones inmunizados después de una exposición a M. 
tuberculosis en aerosol. Se recogieron los pulmones de ratones (n=7) inmunizados con suero salino o 5x109 
partículas víricas de Ad5-ID83 4 semanas después de una exposición en aerosol con 50-100 bacilos de Mtb. Se 
contaron las UFC después de 2 semanas de cultivo in vitro en una placa de agar. Los datos mostrados son la media 45 
± DTM de un experimento representativo. 

La figura 8 muestra la supervivencia de ratones SWR infectados con M. tuberculosis (n=8) tratados con una 
combinación de antibióticos (Rx; rifampicina+ionazida durante 60 días) + inmunoterapia (tres inyecciones de una 
mezcla que contiene Rv2608, Rv1813, y Rv3620 con GLA-SE), solo antibióticos (Rx; rifampicina+ioniazida durante 
60 días), o sin tratar (salino). Los resultados demuestran que la combinación de fármacos + inmunoterapia prolonga 50 
la supervivencia de los ratones infectados con M. tuberculosis. 

La figura 9 muestra los resultados de los experimentos de ELISA en los que se analizaron un panel de muestras 
positivas en esputo, confirmadas para Tb (n= 80-92) y un panel de suero de control sano negativo a Tb (n=40-46) 
respecto de su reactividad con antígenos de Tb seleccionados. Los resultados demuestran que pueden obtenerse 
respuestas 100% positivas empleando diferentes combinaciones de antígeno. 55 

Breve descripción de los identificadores de secuencia 

La SEQ ID NO: 1 representa la secuencia de aminoácidos predicha para Rv0164 de Mtb. 

La SEQ ID NO: 2 representa la secuencia de una secuencia de ácido nucleico amplificada mediante la PCR que 
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codifica Rv0164 de Mtb. 

La SEQ ID NO: 3 representa la secuencia de aminoácidos de un Rv0164 de Mtb recombinante, que incluye la 
etiqueta His. 

Las SEQ ID NO: 4 y 5 representan cebadores usados para amplificar Rv0164 de Mtb. 

La SEQ ID NO: 6 representa la secuencia de aminoácidos predicha para Rv0496 de Mtb. 5 

La SEQ ID NO: 7 representa la secuencia de una secuencia de ácido nucleico amplificada mediante la PCR que 
codifica Rv0496 de Mtb. 

La SEQ ID NO: 8 representa la secuencia de aminoácidos de un Rv0496 de Mtb recombinante, que incluye la 
etiqueta His. 

Las SEQ ID NO: 9 y 10 representan cebadores usados para amplificar Rv0496 de Mtb. 10 

La SEQ ID NO: 11 representa la secuencia de aminoácidos predicha para Rv1738 de Mtb. 

La SEQ ID NO: 12 representa la secuencia de una secuencia de ácido nucleico amplificada mediante la PCR que 
codifica Rv1738 de Mtb. 

La SEQ ID NO: 13 representa la secuencia de aminoácidos de un Rv1738 de Mtb recombinante, que incluye la 
etiqueta His. 15 

Las SEQ ID NO: 14 y 15 representan cebadores usados para amplificar Rv1738 de Mtb. 

La SEQ ID NO: 16 representa la secuencia de aminoácidos predicha para Rv1813 de Mtb. 

La SEQ ID NO: 17 representa la secuencia de una secuencia de ácido nucleico amplificada mediante la PCR que 
codifica Rv1813 de Mtb. 

La SEQ ID NO: 18 representa la secuencia de aminoácidos de un Rv1813 de Mtb recombinante, que incluye la 20 
etiqueta His. 

Las SEQ ID NO: 19 y 20 representan cebadores usados para amplificar Rv1813 de Mtb. 

La SEQ ID NO: 21 representa la secuencia de aminoácidos predicha para Rv2389 de Mtb. 

La SEQ ID NO: 22 representa la secuencia de una secuencia de ácido nucleico amplificada mediante la PCR que 
codifica Rv2389 de Mtb. 25 

La SEQ ID NO: 23 representa la secuencia de aminoácidos de un Rv2389 de Mtb recombinante, que incluye la 
etiqueta His. 

Las SEQ ID NO: 24 y 25 representan cebadores usados para amplificar Rv2389 de Mtb. 

La SEQ ID NO: 26 representa la secuencia de aminoácidos predicha para Rv2608 de Mtb. 

La SEQ ID NO: 27 representa la secuencia de una secuencia de ácido nucleico amplificada mediante la PCR que 30 
codifica Rv2608 de Mtb. 

La SEQ ID NO: 28 representa la secuencia de aminoácidos de un Rv2608 de Mtb recombinante, que incluye la 
etiqueta His. 

Las SEQ ID NO: 29 y 30 representan cebadores usados para amplificar Rv2608 de Mtb. 

La SEQ ID NO: 31 representa la secuencia de aminoácidos predicha para Rv2866 de Mtb. 35 

La SEQ ID NO: 32 y 33 representan cebadores usados para amplificar Rv2866 de Mtb. 

La SEQ ID NO: 34 representa la secuencia de una secuencia de ácido nucleico amplificada mediante la PCR que 
codifica Rv2866 de Mtb. 

La SEQ ID NO: 35 representa la secuencia de aminoácidos de un Rv2866 de Mtb recombinante, que incluye la 
etiqueta His. 40 

La SEQ ID NO: 36 representa la secuencia de aminoácidos predicha para Rv3020 de Mtb. 

La SEQ ID NO: 37 representa la secuencia de una secuencia de ácido nucleico amplificada mediante la PCR que 
codifica Rv3020 de Mtb. 
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La SEQ ID NO: 38 representa la secuencia de aminoácidos de un Rv3020 de Mtb recombinante, que incluye la 
etiqueta His. 

Las SEQ ID NO: 39 y 40 representan cebadores usados para amplificar Rv3020 de Mtb. 

La SEQ ID NO: 41 representa la secuencia de aminoácidos predicha para Rv3478 de Mtb. 

La SEQ ID NO: 42 representa la secuencia de una secuencia de ácido nucleico amplificada mediante la PCR que 5 
codifica Rv3478 de Mtb. 

La SEQ ID NO: 43 representa la secuencia de aminoácidos de un Rv3478 de Mtb recombinante, que incluye la 
etiqueta His. 

Las SEQ ID NO: 44 y 45 representan cebadores usados para amplificar Rv3478 de Mtb. 

La SEQ ID NO: 46 representa la secuencia de aminoácidos predicha para Rv3619 de Mtb. 10 

La SEQ ID NO: 47 representa la secuencia de una secuencia de ácido nucleico amplificada mediante la PCR que 
codifica Rv3619 de Mtb. 

La SEQ ID NO: 48 representa la secuencia de aminoácidos de un Rv3619 de Mtb recombinante, que incluye la 
etiqueta His. 

Las SEQ ID NO: 49 y 50 representan cebadores usados para amplificar Rv3619 de Mtb. 15 

La SEQ ID NO: 51 representa la secuencia de aminoácidos predicha para Rv3620 de Mtb. 

La SEQ ID NO: 52 representa la secuencia de una secuencia de ácido nucleico amplificada mediante la PCR que 
codifica Rv3620 de Mtb. 

La SEQ ID NO: 53 representa la secuencia de aminoácidos de un Rv3620 de Mtb recombinante, que incluye la 
etiqueta His. 20 

Las SEQ ID NO: 54 y 55 representan cebadores usados para amplificar Rv3620 de Mtb. 

La SEQ ID NO: 56 representa la secuencia de aminoácidos predicha para Rv3810 de Mtb. 

La SEQ ID NO: 57 representa la secuencia de una secuencia de ácido nucleico amplificada mediante la PCR que 
codifica Rv3810 de Mtb. 

La SEQ ID NO: 58 representa la secuencia de aminoácidos de un Rv3810 de Mtb recombinante, que incluye la 25 
etiqueta His. 

Las SEQ ID NO: 59 y 60 representan cebadores usados para amplificar Rv3810 de Mtb. 

La SEQ ID NO: 61 representa la secuencia de aminoácidos predicha para Rv3876 de Mtb. 

La SEQ ID NO: 62 representa la secuencia de una secuencia de ácido nucleico amplificada mediante la PCR que 
codifica Rv3876 de Mtb. 30 

La SEQ ID NO: 63 representa la secuencia de aminoácidos de un Rv3876 de Mtb recombinante, que incluye la 
etiqueta His. 

Las SEQ ID NO: 64 y 65 representan cebadores usados para amplificar Rv3876 de Mtb. 

La SEQ ID NO: 66 representa una secuencia de polinucleótido que codifica el polipéptido de fusión Mtb36f.1. 

La SEQ ID NO: 67 representa la secuencia de aminoácidos del polipéptido de fusión de Mtb Mtb36f.1, que incluye la 35 
etiqueta His. 

Las SEQ ID NO: 68-71 representan los cebadores usados en la amplificación y clonación de Mtb36f.1. 

La SEQ ID NO: 72 representa una secuencia de polinucleótido que codifica el polipéptido de fusión ID58. 

Las SEQ ID NO: 73-78 representan los cebadores usados en la amplificación y clonación de ID58. 

La SEQ ID NO: 79 representa la secuencia de aminoácidos del polipéptido de fusión de Mtb ID58, que incluye la 40 
etiqueta His. 

La SEQ ID NO: 80 representa una secuencia de polinucleótido que codifica el polipéptido de fusión ID69. 
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Las SEQ ID NO: 81-82 representan los cebadores usados en la amplificación y clonación de ID69. 

La SEQ ID NO: 83 representa la secuencia de aminoácidos del polipéptido de fusión de Mtb ID69, que incluye la 
etiqueta His. 

La SEQ ID NO: 84 representa una secuencia de polinucleótido que codifica el polipéptido de fusión ID83. 

Las SEQ ID NO: 85-90 representan los cebadores usados en la amplificación y clonación de ID83. 5 

La SEQ ID NO: 91 representa la secuencia de aminoácidos del polipéptido de fusión de Mtb ID83, que incluye la 
etiqueta His. 

La SEQ ID NO: 92 representa una secuencia de polinucleótido que codifica el polipéptido de fusión ID94. 

Las SEQ ID NO: 93-94 representan los cebadores usados en la amplificación y clonación de ID94. 

La SEQ ID NO: 95 representa la secuencia de aminoácidos del polipéptido de fusión de Mtb ID94, que incluye la 10 
etiqueta His. 

La SEQ ID NO: 96 representa una secuencia de polinucleótido que codifica el polipéptido de fusión ID95. 

La SEQ ID NO: 97 representa la secuencia de aminoácidos del polipéptido de fusión de Mtb ID95, que incluye la 
etiqueta His. 

La SEQ ID NO: 98 representa una secuencia de polinucleótido que codifica el polipéptido de fusión ID120. 15 

La SEQ ID NO: 99 representa la secuencia de aminoácidos del polipéptido de fusión de Mtb ID120, que incluye la 
etiqueta His. 

La SEQ ID NO: 100 representa la secuencia de aminoácidos predicha para Rv0054. 

La SEQ ID NO: 101 representa la secuencia de una secuencia de ácido nucleico amplificada mediante la PCR que 
codifica Rv0054. 20 

La SEQ ID NO: 102 representa la secuencia de aminoácidos de un Rv0054 recombinante, que incluye la etiqueta 
His. 

La SEQ ID NO: 103 representa la secuencia de aminoácidos predicha para Rv0164. 

La SEQ ID NO: 104 representa la secuencia de una secuencia de ácido nucleico amplificada mediante la PCR que 
codifica Rv0164. 25 

La SEQ ID NO: 105 representa la secuencia de aminoácidos de un Rv0164 recombinante, que incluye la etiqueta 
His. 

La SEQ ID NO: 106 representa la secuencia de aminoácidos predicha para Rv0410. 

La SEQ ID NO: 107 representa la secuencia de una secuencia de ácido nucleico amplificada mediante la PCR que 
codifica Rv0410. 30 

La SEQ ID NO: 108 representa la secuencia de aminoácidos de un Rv0410 recombinante, que incluye la etiqueta 
His. 

La SEQ ID NO: 109 representa la secuencia de aminoácidos predicha para Rv0496. 

La SEQ ID NO: 110 representa la secuencia de una secuencia de ácido nucleico amplificada mediante la PCR que 
codifica Rv0496. 35 

La SEQ ID NO: 111 representa la secuencia de aminoácidos de un Rv0496 recombinante, que incluye la etiqueta 
His. 

La SEQ ID NO: 112 representa la secuencia de aminoácidos predicha para Rv0655. 

La SEQ ID NO: 113 representa la secuencia de una secuencia de ácido nucleico amplificada mediante la PCR que 
codifica Rv0655. 40 

La SEQ ID NO: 114 representa la secuencia de aminoácidos de un Rv0655 recombinante, que incluye la etiqueta 
His. 

La SEQ ID NO: 115 representa la secuencia de aminoácidos predicha para Rv0831. 
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La SEQ ID NO: 116 representa la secuencia de una secuencia de ácido nucleico amplificada mediante la PCR que 
codifica Rv0831. 

La SEQ ID NO: 117 representa la secuencia de aminoácidos de un Rv0831 recombinante, que incluye la etiqueta 
His. 

La SEQ ID NO: 118 representa la secuencia de aminoácidos predicha para Rv1009. 5 

La SEQ ID NO: 119 representa la secuencia de una secuencia de ácido nucleico amplificada mediante la PCR que 
codifica Rv1009. 

La SEQ ID NO: 120 representa la secuencia de aminoácidos de un Rv1009 recombinante, que incluye la etiqueta 
His. 

La SEQ ID NO: 121 representa la secuencia de aminoácidos predicha para Rv1099. 10 

La SEQ ID NO: 122 representa la secuencia de una secuencia de ácido nucleico amplificada mediante la PCR que 
codifica Rv1099. 

La SEQ ID NO: 123 representa la secuencia de aminoácidos de un Rv1099 recombinante, que incluye la etiqueta 
His. 

La SEQ ID NO: 124 representa la secuencia de aminoácidos predicha para Rv1240. 15 

La SEQ ID NO: 125 representa la secuencia de una secuencia de ácido nucleico amplificada mediante la PCR que 
codifica Rv1240. 

La SEQ ID NO: 126 representa la secuencia de aminoácidos de un Rv1240 recombinante, que incluye la etiqueta 
His. 

La SEQ ID NO: 127 representa la secuencia de aminoácidos predicha para Rv1288. 20 

La SEQ ID NO: 128 representa la secuencia de una secuencia de ácido nucleico amplificada mediante la PCR que 
codifica Rv1288. 

La SEQ ID NO: 129 representa la secuencia de aminoácidos de un Rv1288 recombinante, que incluye la etiqueta 
His. 

La SEQ ID NO: 130 representa la secuencia de aminoácidos predicha para Rv1410. 25 

La SEQ ID NO: 131 representa la secuencia de una secuencia de ácido nucleico amplificada mediante la PCR que 
codifica Rv1410. 

La SEQ ID NO: 132 representa la secuencia de aminoácidos de un Rv1410 recombinante, que incluye la etiqueta 
His. 

La SEQ ID NO: 133 representa la secuencia de aminoácidos predicha para Rv1569. 30 

La SEQ ID NO: 134 representa la secuencia de una secuencia de ácido nucleico amplificada mediante la PCR que 
codifica Rv1569. 

La SEQ ID NO: 135 representa la secuencia de aminoácidos de un Rv1569 recombinante, que incluye la etiqueta 
His. 

La SEQ ID NO: 136 representa la secuencia de aminoácidos predicha para Rv1789. 35 

La SEQ ID NO: 137 representa la secuencia de una secuencia de ácido nucleico amplificada mediante la PCR que 
codifica Rv1789. 

La SEQ ID NO: 138 representa la secuencia de aminoácidos de un Rv1789 recombinante, que incluye la etiqueta 
His. 

La SEQ ID NO: 139 representa la secuencia de aminoácidos predicha para Rv1818. 40 

La SEQ ID NO: 140 representa la secuencia de una secuencia de ácido nucleico amplificada mediante la PCR que 
codifica Rv1818. 

La SEQ ID NO: 141 representa la secuencia de aminoácidos de un Rv1818 recombinante, que incluye la etiqueta 
His. 

La SEQ ID NO: 142 representa la secuencia de aminoácidos predicha para Rv1860. 45 
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La SEQ ID NO: 143 representa la secuencia de una secuencia de ácido nucleico amplificada mediante la PCR que 
codifica Rv1860. 

La SEQ ID NO: 144 representa la secuencia de aminoácidos de un Rv1860 recombinante, que incluye la etiqueta 
His. 

La SEQ ID NO: 145 representa la secuencia de aminoácidos predicha para Rv1886. 5 

La SEQ ID NO: 146 representa la secuencia de una secuencia de ácido nucleico amplificada mediante la PCR que 
codifica Rv1886. 

La SEQ ID NO: 147 representa la secuencia de aminoácidos de un Rv1886 recombinante, que incluye la etiqueta 
His. 

La SEQ ID NO: 148 representa la secuencia de aminoácidos predicha para Rv1908. 10 

La SEQ ID NO: 149 representa la secuencia de una secuencia de ácido nucleico amplificada mediante la PCR que 
codifica Rv1908. 

La SEQ ID NO: 150 representa la secuencia de aminoácidos de un Rv1908 recombinante, que incluye la etiqueta 
His. 

La SEQ ID NO: 151 representa la secuencia de aminoácidos predicha para Rv2032. 15 

La SEQ ID NO: 152 representa la secuencia de una secuencia de ácido nucleico amplificada mediante la PCR que 
codifica Rv2032. 

La SEQ ID NO: 153 representa la secuencia de aminoácidos de un Rv2032 recombinante, que incluye la etiqueta 
His. 

La SEQ ID NO: 154 representa la secuencia de aminoácidos predicha para Rv2220. 20 

La SEQ ID NO: 155 representa la secuencia de una secuencia de ácido nucleico amplificada mediante la PCR que 
codifica Rv2220. 

La SEQ ID NO: 156 representa la secuencia de aminoácidos de un Rv2220 recombinante, que incluye la etiqueta 
His. 

La SEQ ID NO: 157 representa la secuencia de aminoácidos predicha para Rv2608. 25 

La SEQ ID NO: 158 representa la secuencia de una secuencia de ácido nucleico amplificada mediante la PCR que 
codifica Rv2608. 

La SEQ ID NO: 159 representa la secuencia de aminoácidos de un Rv2608 recombinante, que incluye la etiqueta 
His. 

La SEQ ID NO: 160 representa la secuencia de aminoácidos predicha para Rv2623. 30 

La SEQ ID NO: 161 representa la secuencia de una secuencia de ácido nucleico amplificada mediante la PCR que 
codifica Rv2623. 

La SEQ ID NO: 162 representa la secuencia de aminoácidos de un Rv2623 recombinante, que incluye la etiqueta 
His. 

La SEQ ID NO: 163 representa la secuencia de aminoácidos predicha para Rv2875. 35 

La SEQ ID NO: 164 representa la secuencia de una secuencia de ácido nucleico amplificada mediante la PCR que 
codifica Rv2875. 

La SEQ ID NO: 165 representa la secuencia de aminoácidos de un Rv2875 recombinante, que incluye la etiqueta 
His. 

La SEQ ID NO: 166 representa la secuencia de aminoácidos predicha para Rv3044. 40 

La SEQ ID NO: 167 representa la secuencia de una secuencia de ácido nucleico amplificada mediante la PCR que 
codifica Rv3044. 

La SEQ ID NO: 168 representa la secuencia de aminoácidos de un Rv3004 recombinante, que incluye la etiqueta 
His. 

La SEQ ID NO: 169 representa la secuencia de aminoácidos predicha para Rv3310. 45 
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La SEQ ID NO: 170 representa la secuencia de una secuencia de ácido nucleico amplificada mediante la PCR que 
codifica Rv3310. 

La SEQ ID NO: 171 representa la secuencia de aminoácidos de un Rv3310 recombinante, que incluye la etiqueta 
His. 

La SEQ ID NO: 172 representa la secuencia de aminoácidos predicha para Rv3619. 5 

La SEQ ID NO: 173 representa la secuencia de una secuencia de ácido nucleico amplificada mediante la PCR que 
codifica Rv3619. 

La SEQ ID NO: 174 representa la secuencia de aminoácidos de un Rv3619 recombinante, que incluye la etiqueta 
His. 

La SEQ ID NO: 175 representa la secuencia de aminoácidos predicha para Rv3810. 10 

La SEQ ID NO: 176 representa la secuencia de una secuencia de ácido nucleico amplificada mediante la PCR que 
codifica Rv3810. 

La SEQ ID NO: 177 representa la secuencia de aminoácidos de un Rv3810 recombinante, que incluye la etiqueta 
His. 

La SEQ ID NO: 178 representa la secuencia de aminoácidos predicha para Rv3881. 15 

La SEQ ID NO: 179 representa la secuencia de una secuencia de ácido nucleico amplificada mediante la PCR que 
codifica Rv3881. 

La SEQ ID NO: 180 representa la secuencia de aminoácidos de un Rv3881 recombinante, que incluye la etiqueta 
His. 

La SEQ ID NO: 181 representa la secuencia de aminoácidos predicha para Rv0455. 20 

La SEQ ID NO: 182 representa la secuencia de una secuencia de ácido nucleico amplificada mediante la PCR que 
codifica Rv0455. 

La SEQ ID NO: 183 representa la secuencia de aminoácidos de un Rv0455 recombinante, que incluye la etiqueta 
His. 

La SEQ ID NO: 184 representa la secuencia de aminoácidos predicha para Rv0577. 25 

La SEQ ID NO: 185 representa la secuencia de una secuencia de ácido nucleico amplificada mediante la PCR que 
codifica Rv0577. 

La SEQ ID NO: 186 representa la secuencia de aminoácidos de un Rv0577 recombinante, que incluye la etiqueta 
His. 

La SEQ ID NO: 187 representa la secuencia de aminoácidos predicha para Rv1626. 30 

La SEQ ID NO: 188 representa la secuencia de una secuencia de ácido nucleico amplificada mediante la PCR que 
codifica Rv1626. 

La SEQ ID NO: 189 representa la secuencia de aminoácidos de un Rv1626 recombinante, que incluye la etiqueta 
His. 

La SEQ ID NO: 190 representa la secuencia de aminoácidos predicha para Rv0733. 35 

La SEQ ID NO: 191 representa la secuencia de una secuencia de ácido nucleico amplificada mediante la PCR que 
codifica Rv0733. 

La SEQ ID NO: 192 representa la secuencia de aminoácidos de un Rv0733 recombinante, que incluye la etiqueta 
His. 

La SEQ ID NO: 193 representa la secuencia de aminoácidos predicha para Rv2520. 40 

La SEQ ID NO: 194 representa la secuencia de una secuencia de ácido nucleico amplificada mediante la PCR que 
codifica Rv2520. 

La SEQ ID NO: 195 representa la secuencia de aminoácidos de un Rv2520 recombinante, que incluye la etiqueta 
His. 

La SEQ ID NO: 196 representa la secuencia de aminoácidos predicha para Rv1253. 45 
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La SEQ ID NO: 197 representa la secuencia de una secuencia de ácido nucleico amplificada mediante la PCR que 
codifica Rv1253. 

La SEQ ID NO: 198 representa la secuencia de aminoácidos de un Rv1253 recombinante, que incluye la etiqueta 
His. 

La SEQ ID NO: 199 representa la secuencia de aminoácidos predicha para Rv1980. 5 

La SEQ ID NO: 200 representa la secuencia de una secuencia de ácido nucleico amplificada mediante la PCR que 
codifica Rv1980. 

La SEQ ID NO: 201 representa la secuencia de aminoácidos de un Rv1980 recombinante, que incluye la etiqueta 
His. 

La SEQ ID NO: 202 representa la secuencia de aminoácidos predicha para Rv3628. 10 

La SEQ ID NO: 203 representa la secuencia de una secuencia de ácido nucleico amplificada mediante la PCR que 
codifica Rv3628. 

La SEQ ID NO: 204 representa la secuencia de aminoácidos de un Rv3628 recombinante, que incluye la etiqueta 
His. 

La SEQ ID NO: 205 representa la secuencia de aminoácidos predicha para Rv1884. 15 

La SEQ ID NO: 206 representa la secuencia de una secuencia de ácido nucleico amplificada mediante la PCR que 
codifica Rv1884. 

La SEQ ID NO: 207 representa la secuencia de aminoácidos de un Rv1884 recombinante, que incluye la etiqueta 
His. 

La SEQ ID NO: 208 representa la secuencia de aminoácidos predicha para Rv3872. 20 

La SEQ ID NO: 209 representa la secuencia de una secuencia de ácido nucleico amplificada mediante la PCR que 
codifica Rv3872. 

La SEQ ID NO: 210 representa la secuencia de aminoácidos de un Rv3872 recombinante, que incluye la etiqueta 
His. 

La SEQ ID NO: 211 representa la secuencia de aminoácidos predicha para Rv3873. 25 

La SEQ ID NO: 212 representa la secuencia de una secuencia de ácido nucleico amplificada mediante la PCR que 
codifica Rv3873. 

La SEQ ID NO: 213 representa la secuencia de aminoácidos de un Rv3873 recombinante, que incluye la etiqueta 
His. 

La SEQ ID NO: 214 representa la secuencia de aminoácidos predicha para Rv1511. 30 

La SEQ ID NO: 215 representa la secuencia de una secuencia de ácido nucleico amplificada mediante la PCR que 
codifica Rv1511. 

La SEQ ID NO: 216 representa la secuencia de aminoácidos de un Rv1511 recombinante, que incluye la etiqueta 
His. 

La SEQ ID NO: 217 representa una secuencia de polinucleótido que codifica el polipéptido de fusión ID93. 35 

Las SEQ ID NO: 218-225 representan los cebadores usados en la amplificación y clonación de ID93. 

La SEQ ID NO: 226 representa la secuencia de aminoácidos del polipéptido de fusión de Mtb ID93, que incluye la 
etiqueta His. 

La SEQ ID NO: 227 representa una secuencia de polinucleótido que codifica el polipéptido de fusión ID91. 

Las SEQ ID NO: 228-235 representan los cebadores usados en la amplificación y clonación de ID91. 40 

La SEQ ID NO: 236 representa la secuencia de aminoácidos del polipéptido de fusión de Mtb ID91, que incluye la 
etiqueta His. 

La SEQ ID NO: 237 representa una secuencia de polinucleótido que codifica el polipéptido de fusión ID71. 

Las SEQ ID NO: 238-244 representan los cebadores usados en la amplificación y clonación de ID71. 
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La SEQ ID NO: 245 representa la secuencia de aminoácidos del polipéptido de fusión de Mtb ID71, que incluye la 
etiqueta His. 

La SEQ ID NO: 246 representa una secuencia de polinucleótido que codifica el polipéptido de fusión ID114. 

Las SEQ ID NO: 247-250 representan los cebadores usados en la amplificación y clonación de ID114. 

La SEQ ID NO: 251 representa la secuencia de aminoácidos del polipéptido de fusión de Mtb ID114, que incluye la 5 
etiqueta His. 

La SEQ ID NO: 252 representa una secuencia de polinucleótido que codifica el polipéptido de fusión ID125. 

Las SEQ ID NO: 253-256 representan los cebadores usados en la amplificación y clonación de ID125. 

La SEQ ID NO: 257 representa la secuencia de aminoácidos del polipéptido de fusión de Mtb ID125, que incluye la 
etiqueta His. 10 

La SEQ ID NO: 258 representa una secuencia de polinucleótido que codifica el polipéptido de fusión DID85. 

Las SEQ ID NO: 259-264 representan los cebadores usados en la amplificación y clonación de DID85. 

La SEQ ID NO: 265 representa la secuencia de aminoácidos del polipéptido de fusión de Mtb DID85, que incluye la 
etiqueta His. 

La SEQ ID NO: 266 representa una secuencia de polinucleótido que codifica el polipéptido de fusión DID92. 15 

Las SEQ ID NO: 267-272 representan los cebadores usados en la amplificación y clonación de DID92. 

La SEQ ID NO: 273 representa la secuencia de aminoácidos del polipéptido de fusión de Mtb DID92, que incluye la 
etiqueta His. 

La SEQ ID NO: 274 representa una secuencia de polinucleótido que codifica el polipéptido de fusión DID108. 

Las SEQ ID NO: 275-282 representan los cebadores usados en la amplificación y clonación de DID108. 20 

La SEQ ID NO: 283 representa la secuencia de aminoácidos del polipéptido de fusión de Mtb DID108, que incluye la 
etiqueta His. 

La SEQ ID NO: 284 representa una secuencia de polinucleótido que codifica el polipéptido de fusión DID93. 

Las SEQ ID NO: 285-290 representan los cebadores usados en la amplificación y clonación de DID93. 

La SEQ ID NO: 291 representa la secuencia de aminoácidos del polipéptido de fusión de Mtb DID93, que incluye la 25 
etiqueta His. 

La SEQ ID NO: 292 representa la secuencia de aminoácidos predicha para Rv3875. 

La SEQ ID NO: 293 representa la secuencia de una secuencia de ácido nucleico amplificada mediante la PCR que 
codifica Rv3875. 

La SEQ ID NO: 294 representa la secuencia de aminoácidos de un Rv3875 recombinante, que incluye la etiqueta 30 
His. 

Las SEQ ID NO: 295-296 representan los cebadores usados en la amplificación y clonación de Rv0577. 

Las SEQ ID NO: 297-298 representan los cebadores usados en la amplificación y clonación de Rv1626. 

Las SEQ ID NO: 299-300 representan los cebadores usados en la amplificación y clonación de Rv0733. 

Las SEQ ID NO: 301-302 representan los cebadores usados en la amplificación y clonación de Rv2520. 35 

Las SEQ ID NO: 303-304 representan los cebadores usados en la amplificación y clonación de Rv1253. 

Las SEQ ID NO: 305-306 representan los cebadores usados en la amplificación y clonación de Rv1980. 

Las SEQ ID NO: 307-308 representan los cebadores usados en la amplificación y clonación de Rv3628. 

Las SEQ ID NO: 309-310 representan los cebadores usados en la amplificación y clonación de Rv1844. 

Las SEQ ID NO: 311-312 representan los cebadores usados en la amplificación y clonación de Rv3872. 40 

Las SEQ ID NO: 313-314 representan los cebadores usados en la amplificación y clonación de Rv3873. 
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Las SEQ ID NO: 315-316 representan los cebadores usados en la amplificación y clonación de Rv1511. 

Las SEQ ID NO: 317-318 representan los cebadores usados en la amplificación y clonación de Rv3875. 

Descripción detallada 

La presente invención se refiere a composiciones altamente antigénicas/inmunogénicas que comprenden antígenos 
de Mycobacterium. Las composiciones de la presente invención comprenden generalmente al menos dos 5 
polipéptidos heterólogos de una especie de Mycobacterium del complejo tuberculosis. Una especie de 
Mycobacterium del complejo tuberculosis incluye aquellas especies que se tradicionalmente se consideran 
causantes de la enfermedad tuberculosis, así como especies de Mycobacterium ambientales y oportunistas que 
causan tuberculosis y enfermedades pulmonares en pacientes inmunocomprometidos, tales como pacientes con 
SIDA, por ejemplo, Mycobacterium tuberculosis (Mtb), Mycobacterium bovis, o Mycobacterium africanum, BCG, 10 
Mycobacterium avium, Mycobacterium intracellulare, Mycobacterium celatum, Mycobacterium genavense, 
Mycobacterium haemophilum, Mycobacterium kansasii, Mycobacterium simiae, Mycobacterium vaccae, 
Mycobacterium fortuitum, y Mycobacterium scrofulaceum (véase, por ejemplo, Harrison's Principles of Internal 
Medicine, volumen 1, págs. 1004-1014 y 1019-1020. En una realización preferida, la especie de Mycobacterium que 
se va a prevenir, tratar o diagnosticar según la invencón es Mycobacterium tuberculosis (Mtb). La secuencia de 15 
antígenos de las especies de Mycobacterium están fácilmente disponibles. Por ejemplo, pueden encontrarse 
secuencias de Mycobacterium tuberculosis en Cole et al., Nature 393:537 (1998) y pueden hallarse en páginas web, 
tales como aquellas mantenidas por el Wellcome Trust Sanger Institute y el Institut Pasteur. 

A. Antígenos de Mycobacterium y fusiones de los mismos 

La presente invención, en un aspecto, proporciona polipéptidos de Mycobacterium aislados, como se describen en la 20 
presente memoria, incluyendo polipéptidos de fusión, y composiciones que contienen a los mismos. En general, un 
polipéptido de la invención será un polipéptido aislado y puede ser un fragmento (por ejemplo, una porción 
antigénica/inmunogénica) procedente de una secuencia de aminoácidos divulgada en la presente memoria, o puede 
comprender una secuencia de aminoácidos completa divulgada en la presente memoria. Los polipéptidos de la 
invención, los fragmentos antigénicos/inmunogénicos de los mismos, y otras variantes pueden prepararse usando 25 
técnicas recombinantes y/o sintéticas convencionales. 

En determinadas realizaciones preferidas, los polipéptidos de la invención son antigénicos/inmunogénicos, es decir, 
reaccionan de manera detectable en un inmunoensayo (tal como un ELISA o un ensayo de estimulación de células 
T) con antisueros y/o células T de un sujeto infectado. La exploración respecto de actividad inmunológica puede 
llevarse a cabo usando técnicas de sobra conocidas por el experto en la materia. Por ejemplo, dichas exploraciones 30 
pueden llevarse a cabo usando métodos tales como aquellos descritos en Harlow y Lane, Anticuerpos: A Laboratory 
Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, 1988. En un ejemplo ilustrativo, puede inmovilizarse un polipéptido sobre un 
soporte sólido y ponerse en contacto con sueros de pacientes para permitir la unión de anticuerpos en el suero al 
polipéptido inmovilizado. Después, pueden retirarse los sueros no unidos y detectarse los anticuerpos unidos 
usando, por ejemplo, proteína A marcada con 125I. 35 

Como reconocerá un experto en la materia, las porciones inmunogénicas de los polipéptidos divulgados en la 
presente memoria también están abarcadas por la presente invención. Una "porción inmunogénica", tal como se usa 
en la presente memoria, es un fragmento de un polipéptido inmunogénico de la invención que en sí es 
inmunológicamente reactivo (es decir, se une específicamente) a los receptores de antígeno superficial de células B 
y/o de células T que reconocen al polipéptido. Las porciones inmunogénicas pueden identificarse generalmente 40 
usando técnicas de sobra conocidas, tales como aquellas resumidas en Paul, Fundamental Immunology, 3ª ed., 243-
247 (Raven Press, 1993) y las referencias citadas en el mismo. Dichas técnicas incluyen la exploración de 
polipéptidos respecto de su capacidad para reaccionar con anticuerpos, antisueros y/o líneas o clones de células T 
específicos de antígeno. Tal como se usa en la presente memoria, los antisueros y anticuerpos son "específicos de 
antígeno" si se unen específicamente a un antígeno (es decir, reaccionan con la proteína en un inmunoensayo, y no 45 
reaccionan de manera detectable con proteínas no relacionadas). Dichos antisueros y anticuerpos pueden 
prepararse como se describe en la presente memoria, y usando técnicas de sobra conocidas. 

En una realización particular, una porción antigénica/inmunogénica de un polipéptido de la presente invención es 
una porción que reacciona con antisueros y/o células T a un nivel que no es sustancialmente menor que la 
reactividad del polipéptido de longitud completa (por ejemplo, en un ensayo de reactividad ELISA y/o de células T). 50 
Preferentemente, el nivel de actividad inmunogénica de la porción antigénica/inmunogénica es de al menos 
aproximadamente el 50%, preferentemente de al menos aproximadamente el 70% y lo más preferentemente mayor 
de aproximadamente el 90% de la inmunogenicidad para el polipéptido de longitud completa. En algunos casos, se 
identificarán porciones inmunogénicas preferidas que tengan un nivel de actividad inmunogénica mayor que el del 
polipéptido de longitud completa correspondiente, por ejemplo, que tengan una actividad inmunogénica de más de 55 
aproximadamente un 100% o un 150% o más. 

Una composición de polipéptido de la invención también puede comprender uno o más polipéptidos que sean 
inmunológicamente reactivos con células T y/o anticuerpos generados contra un polipéptido de la invención, en 
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particular, un polipéptido que tenga una secuencia de aminoácidos divulgada en la presente memoria, o con un 
fragmento inmunogénico o variante del mismo. 

En otra realización de la invención, se proporcionan polipéptidos que comprenden uno o más polipéptidos que son 
capaces de generar células T y/o anticuerpos que son inmunológicamente reactivos con uno o más polipéptidos 
descritos en la presente memoria, o uno o más polipéptidos codificados por secuencias de polinucleótidos contiguas 5 
contenidas en las secuencias de polinucleótido divulgadas en la presente memoria, o fragmentos inmunogénicos o 
variantes de los mismos, o con una o más secuencias de polinucleótido que hibridan con una o más de estas 
secuencias en condiciones de rigurosidad de moderada a alta. 

La presente invención también proporciona fragmentos de polipéptidos, incluyendo fragmentos 
antigénicos/inmunogénicos, que comprenden al menos aproximadamente 5, 10, 15, 20, 25, 50, o 100 aminoácidos 10 
contiguos, o más, incluyendo todas las longitudes intermedias, de una composición de polipéptido expuesta en la 
presente memoria, o aquellas codificadas por una secuencia de polinucleótido expuesta en la presente memoria. 

En otro aspecto, la presente invención proporciona variantes de las composiciones de polipéptido descritas en la 
presente memoria. Las variantes de polipéptido abarcadas generalmente por la presente invención mostrarán 
típicamente al menos aproximadamente un 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 15 
98%, o 99% o más de identidad (determinada como se describe más adelante), a lo largo de su longitud, con una 
secuencia de polipéptido expuesta en la presente memoria. 

Una "variante" de polipéptido, en el sentido que se usa el término en la presente memoria, es un polipéptido que 
difiere normalmente de un polipéptido divulgado específicamente en la presente memoria en una o más 
sustituciones, eliminaciones, adiciones y/o inserciones. Dichas variantes pueden ser de origen natral o pueden 20 
generarse sintéticamente, por ejemplo, modificando una o más de las secuencias de polipéptido anteriores de la 
invención y evaluando su actividad inmunogénica como se describe en la presente memoria usando cualquiera de 
una serie de técnicas de sobra conocidas en la técnica. 

Por ejemplo, determinadas variantes ilustrativas de los polipéptidos de la invención incluyen aquellas en las que una 
o más porciones, tales como una secuencia líder N-terminal o un dominio transmembrana, han sido eliminadas. 25 
Otras variantes ilustrativas incluyen variantes en las que una pequeña porción (por ejemplo, aproximadamente 1-30 
aminoácidos) se han eliminado del N- y/o C-terminal de una proteína madura. 

En muchos casos, una variante contendrá sustituciones conservativas. Una "sustitución conservativa" es una en la 
que se sustituye un aminoácido por otro aminoácido que tiene propiedades similares, de tal forma que un experto en 
la técnica de química de péptidos esperará que la estructura secundaria y la naturaleza hidropática del polipéptido 30 
permanezca sustancialmente inalterada. Como se ha descrito anteriormente, pueden efectuarse modificaciones en 
la estructura de los polinucleótidos y polipéptidos de la presente invención y aun así, obtener una molécula funcional 
que codifique un polipéptido variante o derivado con característica deseables, por ejemplo, con características 
inmunogénicas. Cuando se desea alterar la secuencia de aminoácidos de un polipéptido para crear un equivalente, 
o incluso una variante o porción inmunogénica mejorada de un polipéptido de la invención, un experto en la materia 35 
cambiará típicamente uno o más de os codones de la secuencia de ADN codificante según la tabla 1. 

Por ejemplo, pueden sustituirse determinados aminoácidos por otros aminoácidos en una estructura de proteína sin 
pérdida apreciable de capacidad de unión interactiva con estructuras tales como, por ejemplo, regiones de unión a 
antígeno de anticuerpos o sitios de unión sobre moléculas de sustrato. Ya que es la capacidad interactiva y la 
naturaleza de una proteína las que definen la actividad funcional biológica de la proteína, pueden efectuarse 40 
determinadas sustituciones de secuencia de aminoácidos en una secuencia de proteína, y, por supuesto, su 
secuencia codificante de ADN subyacente, y aun así, obtener una proteína con propiedades similares. Por lo tanto, 
se contempla que puedan efectuarse diversos cambios en las secuencias de péptidos de las composiciones 
divulgadas, o las correspondientes secuencias de ADN que codifican dichos péptidos sin una pérdida apreciable de 
su utilidad o actividad biológica. 45 

TABLA 1 

Aminoácidos Codones 

Alanina Ala A GCA GCC GCG GCU     

Cisteína Cys C UGC UGU         

Ácido aspártico Asp D GAC GAU         

Ácido glutámico Glu E GAA GAG         

Fenilalanina Phe F UUC UUU         

Glicina Gly G GGA GGC GGG GGU     
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Aminoácidos Codones 

Histidina His H CAC CAU         

Isoleucina Ile I AUA AUC AUU       

Lisina Lys K AAA AAG         

Leucina Leu l UUA UUG CUA CUC CUG CUU 

Metionina Met M AUG           

Asparagina Asn N AAC AAU         

Prolina Pro P CCA CCC CCG CCU     

Glutamina Gln Q CAA CAG         

Arginina Arg R AGA AGG CGA CGC CGG CGU 

Serina Ser S AGC AGU UCA UCC UCG UCU 

Treonina Thr T ACA ACC ACG ACU     

Valina Val V GUA GUC GUG GUU     

Triptófano Trp W UGG           

Tirosina Tyr Y UAC UAU         

 

Al efectuar dichos cambios, puede tenerse en cuenta el índice hidropático de los aminoácidos. La importancia del 
índice hidropático de aminoácidos para conferir una función biológicamente interactiva en una proteína se entiende 
generalmente bien en la técnica (Kyte y Doolittle, 1982, incorporado a la presente memoria por referencia). Se 
acepta que el carácter hidropático relativo del aminoácido contribuye a la estructura secundaria de la proteína 5 
resultante, que a su vez define la interacción de la proteína con otras moléculas, por ejemplo, enzimas, sustratos, 
receptores, ADN, anticuerpos, antígenos, y similares. A cada aminoácido se le ha asignado un índice hidropático 
basándose en sus características de hidrofobia y carga (Kyte y Doolittle, 1982). Estos valores son: isoleucina (+4.5); 
valina (+4,2); leucina (+3,8); fenilalanina (+2,8); cisteína (+2,5); metionina (+1,9); alanina (+1,8); glicina (-0,4); 
treonina (-0,7); serina (-0,8); triptófano (-0,9); tirosina (-1,3); prolina (-1,6); histidina (-3,2); glutamato (-3,5); glutamina 10 
(-3,5); aspartato (-3,5); asparagina (-3,5); lisina (-3,9); y arginina (-4,5). 

Se sabe en la técnica que determinados aminoácidos pueden sustituirse por otros aminoácidos que tengan un índice 
o puntuación hidropática similar y aun así, dar como resultado una proteína con una actividad biológica similar, es 
decir, seguir obteniendo una proteína funcionalmente equivalente. Al efectuar dichos cambios, se prefiere la 
sustitución de aminoácidos cuyos índices hidropáticos sean de ± 2, prefiriéndose particularmente aquellos de ± 1, y 15 
prefiriéndose aun más aquellos que sean de ± 0,5. También se entiende en la técnica que la sustitución de 
aminoácidos similares puede efectuarse de manera eficaz basándose en la hidrofilia. 

Tal como se detalla en la Patente de los Estados Unidos 4.554.101, se han asignado los siguientes valores de 
hidrofilia a los restos de aminoácidos: arginina (+3,0); lisina (+3,0); aspartato (+3,0 ± 1); glutamato (+3,0 ± 1); serina 
(+0,3); asparagina (+0,2); glutamina (+0,2); glicina (0); treonina (-0,4); prolina (-0,5 ± 1); alanina (-0,5); histidina (-20 
0,5); cisteína (-1,0); metionina (-1,3); valina (-1,5); leucina (-1,8); isoleucina (-1,8); tirosina (-2,3); fenilalanina (-2,5); 
triptófano (-3,4). Se entiende que puede sustituirse un aminoácido por otro que tenga un valor de hidrofilia similar y 
aun así, obtener una proteína biológicamente equivalente y en particular inmunológicamente equivalente. En dichos 
cambios, se prefiere la sustitución de aminoácidos cuyos valores de hidrofilia sean de ± 2, prefiriéndose 
particularmente aquellos de ± 1, y prefiriéndose aún más aquellos que sean de ± 0,5. 25 

Tal como se ha indicado anteriormente, las sustituciones de aminoácidos se basan generalmente, por tanto, en la 
similitud relativa de los sustituyentes de la cadena lateral del aminoácido, por ejemplo, su hidrofobia, hidrofilia, carga, 
apresto, y similares. Las sustituciones ejemplares que tienen en consideración varias de las características 
anteriores son de sobra conocida por los expertos en la materia e incluyen: arginina y lisina; glutamato y aspartato; 
serina y treonina; glutamina y asparagina; y valina, leucina e isoleucina. 30 

Además, puede modificarse adicionalmente cualquier polinucleótido para aumentar su estabilidad in vivo. Las 
modificaciones posibles incluyen, pero sin limitación, la adición de secuencias flanqueantes en los extremos 5' y/o 3'; 
el uso de enlaces fosforotioato o 2'-O-metilo en lugar de fosfodiesterasa en la cadena principal; y/o la inclusión de 
bases no tradicionales, tales como inosina, queosina y wubutosina, así como acetil, metil, tio y otras formas 
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modificadas de adenina, citidina, guanina, timina y uridina. 

Además, las sustituciones de aminoácidos pueden efectuarse adicionalmente basándose en la similitud en la 
polaridad, carga, solubilidad, hidrofobia, hidrofilia y/o la naturaleza anfipática de los restos. Por ejemplo, los 
aminoácidos cargados negativamente incluyen ácido aspártico y ácido glutámico; los aminoácidos cargados 
positivamente incluyen lisina y arginina; y los aminoácidos con grupos de cabeza polares no cargados que tienen 5 
valores de hidrofilia similares incluyen leucina, isoleucina y valina; glicina y alanina; asparagina y glutamina; y serina, 
treonina, fenilalanina y tirosina. Otros grupos de aminoácidos que pueden representar cambios conservativos 
incluyen: (1) ala, pro, gly, glu, asp, gln, asn, ser, thr; (2) cys, ser, tyr, thr; (3) val, ile, leu, met, ala, phe; (4) lys, arg, 
his; y (5) phe, tyr, trp, his. Además, o como alternativa, una variante también puede contener cambios no 
conservativos. En una realización preferida, los polipéptidos variantes difieren de una secuencia nativa por 10 
sustitución, eliminación o adición de cinco aminoácidos o menos. Asimismo (o como alternativa) las variantes 
pueden modificarse mediante, por ejemplo, la eliminación o adición de aminoácidos que tengan una influencia 
mínima en la inmunogenicidad, estructura secundaria y naturaleza hidropática del polipéptido. 

Tal como se ha indicado anteriormente, los polipéptidos pueden comprender una secuencia de señal (o líder) en el 
extremo N-terminal de la proteína, que dirige cotraduccionalmente o postraduccionalmente la transferencia de la 15 
proteína. El polipéptido también puede conjugarse a un enlazador u otra secuencia para facilitar la síntesis, 
purificación o identificación del polipéptido (por ejemplo, poli-His), o para mejorar la unión del polipéptido a un 
soporte sólido. Por ejemplo, puede conjugarse un polipéptido a una región Fc de inmunoglobulina. 

Cuando se comparan secuencias de polipéptido, se dice que dos secuencias son "idénticas" si la secuencia de 
aminoácidos en las dos secuencias es igual cuando se alinean para máxima correspondencia, como se describe 20 
más adelante. Las comparaciones entre dos secuencias se efectúan normalmente comparando las secuencias a lo 
largo de una ventana de comparación para identificar y comparar regiones locales de similitud de secuencia. Una 
"ventana de comparación", tal como se usa en la presente memoria, se refiere a un segmento de al menos 
aproximadamente 20 posiciones contiguas, normalmente de 30 a aproximadamente 75, de 40 a aproximadamente 
50, en la que puede compararse una secuencia con una secuencia de referencia del mismo número de posiciones 25 
contiguas después de que se alineen de manera óptima las dos secuencias. 

El alineamiento óptimo de secuencias para comparación puede llevarse a cabo usando el programa Megalign en la 
suite Lasergen de programas de bioinformática (DNASTAR, Inc., Madison, WI), usando los parámetros por defecto. 
Este programa incorpora varios esquemas de alineamiento descritos en las siguientes referencias: Dayhoff, M.O. 
(1978) A model of evolutionary change in proteins - Matrices for detecting distant relationships. En Dayhoff, M.O. 30 
(ed.) Atlas of Protein Sequence and Structure, National Biomedical Research Foundation, Washington DC Vol. 5, 
Supl. 3, págs. 345-358; Hein J. (1990) Unified Approach to Alignment and Phylogenes págs. 626-645 Methods in 
Enzymology vol. 183, Academic Press, Inc., San Diego, CA; Higgins, D.G. y Sharp, P.M. (1989) CABIOS 5:151-153; 
Myers, E.W. y Muller W. (1988) CABIOS 4:11-17; Robinson, E.D. (1971) Comb. Theor 11:105; Santou, N. Nes, M. 
(1987) Mol. Biol. Evol. 4:406-425; Sneath, P.H.A. y Sokal, R.R. (1973) Numerical Taxonomy - the Principles and 35 
Practice of Numerical Taxonomy, Freeman Press, San Francisco, CA; Wilbur, W.J. y Lipman, D.J. (1983) Proc. Nat'l 
Acad., Sci. USA 80:726-730. 

Como alternativa, puede llevarse a cabo un alineamiento óptimo de secuencias para comparación mediante el 
algoritmo de identidad local de Smith y Waterman(1981) Add. APL. Math 2:482, mediante el algoritmo de 
alineamiento de Needleman y Wunsch (1970) J. Mol. Biol. 48:443, mediante los métodos de búsqueda de similitud 40 
de Pearson y Lipman (1988) Proc. Nat'l Acad. Sci. USA 85: 2444, mediante implementaciones informatizadas de 
estos algoritmos (GAP, BESTFIT, BLAST, FASTA, y TFASTA en el paquete informático de Wisconsin Genetics, 
Genetics Computer Group (GCG), 575 Science Dr., Madison, WI), o mediante inspección. 

Un ejemplo preferido de algoritmos que son adecuados para determinar el porcentaje de identidad de secuencia y 
de similitud de secuencia son los algoritmos BLAST y BLAST 2.0, que se describen en Altschul et al. (1977) Nucl. 45 
Acids Res. 25:3389-3402 y Altschul et al. (1990) J. Mol. Biol. 215:403-410, respectivamente. Pueden usarse BLAST 
y BLAST 2.0, por ejemplo, con los parámetros descritos en la presente memoria, para determinar el porcentaje de 
identidad de secuencia para los polinucleótidos y polipéptidos de la invención. El programa informático para llevar a 
cabo análisis BLAST está disponible de manera pública a través del National Center for Biotechnology Information. 
Para secuencias de aminoácidos, puede usarse una matriz de puntuación para calcular la puntuación acumulativa. 50 
La extensión de los aciertos de palabra en cada dirección se detiene cuando: la puntuación de alineamiento 
acumulativa cae por debajo de la cantidad X respecto de su valor máximo alcanzado; la puntuación acumulativa se 
reduce a cero o menor, debido a la acumulación de uno o más alineamientos de resto con puntuación negativa; o se 
alcanza el extremo de cualquiera de las do secuencias. Los parámetros del algoritmo BLAST, W, T y X determinan 
la sensibilidad y la velocidad del alineamiento. 55 

En una estrategia preferida, se determina el "porcentaje de identidad de secuencia" comparando dos secuencias 
alineadas de manera óptima frente a una ventana de comparación de al menos 20 posiciones, en donde la porción 
de la secuencia de polipéptido en la ventana de comparación puede comprender adiciones o eliminaciones (es decir, 
huecos) del 20 por ciento o menos, normalmente del 5 al 15 por ciento, o del 10 al 12 por ciento, en comparación 
con las secuencias de referencia (que no comprenden adiciones o eliminaciones) para un alineamiento óptimo de las 60 
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dos secuencias. El porcentaje se calcula determinando el número de posiciones en las que aparece el resto de 
aminoácido idéntico en ambas secuencias para producir el número de posiciones coincidentes, dividiendo el número 
de posiciones coincidentes entre el número total de posiciones en la secuencia de referencia (es decir, el tamaño de 
la ventana) y multiplicando los resultados por 100 para dar el porcentaje de identidad de secuencia. 

En determinadas realizaciones preferidas de la invención, se proporcionan polipéptidos de fusión de Mycobacterium 5 
tuberculosis, y polinucleótidos que codifican polipéptidos de fusión. Polipéptido de fusión y proteínas de fusión se 
refieren a un polipéptido que tiene al menos dos polipéptidos heterólogos de Mycobacterium sp., tales como 
polipéptidos de Mycobacterium tuberculosis, unidos covalentemente, ya sea directamente o a través de un enlazador 
aminoacídico. Los polipéptidos que forman la proteína de fusión se unen típicamente del extremo C-terminal al 
extremo N-terminal, aunque también pueden unirse de extremo C-terminal a extremo C-terminal, de extremo N-10 
terminal a extremo N-terminal, o de extremo N-terminal a extremo C-terminal. Los polipéptidos de la proteína de 
fusión pueden encontrarse en cualquier orden. Los polipéptidos de fusión o las proteínas de fusión pueden incluir 
variantes modificadas de manera conservativa, variantes polimórficas, alelos, mutantes, subsecuencias, homólogos 
entre especies, y fragmentos inmunogénicos de los antígenos que forman la proteína de fusión. Los antígenos de 
Mycobacterium tuberculosis se describen en Cole et al., Nature 393:537 (1998), que divulga el genoma completo de 15 
Mycobacterium tuberculosis. Pueden identificarse antígenos de otras especies de Mycobacterium que se 
corresponden a antígenos de Mycobacterium tuberculosis, por ejemplo, usado algoritmos de comparación de 
secuencias, como se describen en la presente memoria, u otros métodos conocidos por los expertos en la materia, 
por ejemplo, ensayos de hibridación y ensayos de unión de anticuerpo. 

Los polipéptidos de fusión de la invención comprenden generalmente al menos dos polipéptidos antigénicos como 20 
se describen en la presente memoria, y pueden comprender además otras secuencias no relacionadas, tales como 
una secuencia que ayuda a proporcionar epítopos de T colaboradoras (un compañero de fusión inmunológico), 
preferentemente epítopos de T colaboradoras reconocidos por seres humanos, o que ayudan a expresar la proteína 
(un potenciador de la expresión) con mayores rendimientos que la proteína recombinante nativa. Determinados 
compañeros de fusión preferidos son compañeros de fusión tanto inmunológicos como potenciadores de la 25 
expresión. Pueden seleccionarse otros compañeros de fusión para aumentar la solubilidad de la proteína o para 
permitir que la proteína se dirija a compartimentos intracelulares deseados. Otros compañeros de fusión adicionales 
incluyen etiquetas de afinidad, que facilitan la purificación de la proteína. 

Generalmente, pueden prepararse proteínas de fusión usando técnicas convencionales. Preferentemente, se 
expresa una proteína de fusión en forma de una proteína recombinante. Por ejemplo, las secuencias de ADN que 30 
codifican los componentes polipeptídicos de una fusión deseada pueden ensamblarse por separado, y ligarse en un 
vector de expresión adecuado. El extremo 3' de la secuencia de ADN que codifica un componente polipeptídico se 
liga, con o sin un enlazador peptídico, al extremo 5' de una secuencia de ADN que codifica el segundo componente 
polipeptídico de tal forma que se encuentran en fase las fases de lectura de las secuencias. Esto permite la 
traducción en una sola proteína de fusión que mantiene la actividad biológica de ambos polipéptidos componentes. 35 

Puede emplearse una secuencia enlazadora peptídica para separar los componentes de primer y segundo 
polipéptido una distancia suficiente para asegurar que cada polipéptido se pliegue en sus estructuras secundarias y 
terciarias, si se desea. Dicha secuencia de enlazador peptídico se incorpora en la proteína de fusión usando 
técnicas convencionales de sobra conocidas en la técnica. Pueden seleccionarse determinadas secuencias 
enlazadoras peptídicas basándose en los siguientes factores: (1) su capacidad para adoptar una conformación 40 
extendida flexible; (2) su incapacidad para adoptar una estructura secundaria que pudiera interactuar con epítopos 
funcionales en los polipéptidos primero y segundo; y (3) la ausencia de restos hidrófobos o cargados que puedan 
reaccionar con los epítopos funcionales del polipéptido. Las secuencias de enlazador peptídico preferidas contienen 
restos de Gly, Asn y Ser. También pueden usarse otros aminoácidos prácticamente neutros, tales como Thr y Ala, 
en la secuencia enlazadora. Las secuencias de aminoácidos que pueden emplearse de manera útil como 45 
enlazadores incluyen aquellas divulgadas en Maratea et al., Gene 40:39 46 (1985); Murphy et al., Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA 83:8258 8262 (1986); la Patente de los Estados Unidos n.º 4.935.233 y la Patente de los Estados Unidos 
n.º 4.751.180. La secuencia enlazadora puede ser generalmente de 1 a aproximadamente 50 aminoácidos de 
longitud. No se necesitan secuencias enlazadoras cuando los polipéptidos primero y segundo tienen regiones de 
aminoácidos N-terminales no esenciales que puedan usarse para separar los dominios funcionales y prevenir la 50 
interferencia estérica. 

Las secuencias de ADN ligadas se unen operablemente a elementos reguladores de la transcripción o de la 
traducción adecuados. Los elementos reguladores responsables de la expresión de ADN se ubican únicamente en 5' 
de la secuencia de ADN que codifica los primeros polipéptidos. De un modo similar, solo están presentes los 
codones de parada para las señales de final de la traducción y de terminación de la transcripción en 3' dela 55 
secuencia de ADN que codifica el segundo polipéptido. 

En realizaciones preferidas, un compañero de fusión inmunológico para su uso en un polipéptido de fusión de la 
invención procede de proteína D, una proteína de superficie de la bacteria gramnegativa Haemophilus influenza B 
(WO 91/18926). Preferentemente, un derivado de proteína D comprende aproximadamente el primer tercio de la 
proteína (por ejemplo, los primeros 100 - 110 aminoácidos N-terminales), puede lipidarse un derivado de proteína D. 60 
En determinadas realizaciones preferidas, se incluyen los primeros 109 restos de un compañero de fusión de 
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lipoproteína D en el extremo N-terminal para dotar al polipéptido de epítopos de células T exógenos adicionales y 
para aumentar el nivel de expresión en E. coli (funcionando de este modo como potenciador de la expresión). La 
cola lipídica asegura una presentación óptima del antígeno a las células presentadoras de antígenos. Otros 
compañeros de fusión incluyen la proteína no estructural del virus de la gripe, NS1 (hemaglutinina). Típicamente, se 
usan los 81 aminoácidos N-terminales, aunque pueden usarse fragmentos diferentes que incluyen epítopos de T 5 
colaboradoras. 

En otra realización, un compañero de fusión inmunológico comprende una secuencia de aminoácidos derivada de la 
proteína conocida como LYTA, o una porción de la misma (preferentemente, una porción C-terminal). LYTA procede 
de Streptococcus pneumoniae, que sintetiza una N-acetil-L-alanina amidasa conocida como amidasa LYTA 
(codificada por el gen LytA; Gene 43:265-292 (1986)). LYTA es una autolisina que degrada específicamente 10 
determinados enlaces en la cadena principal del peptidoglucano. El dominio C-terminal de la proteína LYTA es 
responsable de la afinidad por la colina o por algunos análogos de colina, tales como DEAE. Esta propiedad se ha 
aprovechado para el desarrollo de plásmidos que expresan C-LYTA de E. coli, útiles para la expresión de proteínas 
de fusión. Se ha descrito la purificación de proteínas híbridas que contienen el fragmento C-LYTA en el extremo 
amino (véase Biotechnology 10:795-798 (1992)). En una realización preferida, puede incorporarse una porción 15 
repetida de LYTA en una proteína de fusión. Una porción repetida se encuentra en la región C-terminal que 
comienza en el resto 178. Una porción particularmente preferida incorpora los restos 188-305. 

En general, los polipéptidos y polipéptidos de fusión (así como sus polinucleótidos codificantes) se encuentran 
aislados. Un polipéptido o polinucleotido "aislado" es uno que se extrae de su ambiente original. Por ejemplo, una 
proteína de origen natural está aislada si se encuentra separada de algunos o de todos los materiales coexistentes 20 
en el sistema natural. Preferentemente, dichos polipéptidos tienen una pureza de al menos aproximadamente el 
90%, más preferentemente, una pureza de al menos aproximadamente el 95% y lo más preferentemente, una 
pureza de al menos aproximadamente el 99%. Se considera que un polinucleótido está aislado si, por ejemplo, se 
clona en un vector que no forma parte del ambiente natural. 

B. Composiciones de polinucleótido 25 

La presente invención también proporciona polinucleótidos aislados, en particular, aquellos que codifican los 
polipéptidos de fusión de la invención, así como composiciones que comprenden dichos polinucleótidos. Tal como 
se usa en la presente memoria, los términos "ADN" y "polinucleótido" y "ácido nucleico" se refieren a una molécula 
de ADN que ha sido aislada del ADN genómico total de una especie particular. Por lo tanto, un segmento de ADN 
que codifica un polipéptido se refiere a un segmento de ADN que contiene una o más secuencias codificantes 30 
aunque se encuentra sustancialmente alejado de, o purificado respecto de, el ADN genómico total de la especie de 
la que se obtiene el segmento de ADN. En las expresiones "segmento de ADN" y "polinucleótido" se incluyen 
segmentos de ADN y fragmentos más pequeños de dichos segmentos, y también vectores recombinantes, 
incluyendo, por ejemplo, plásmidos, cósmidos, fagémidos, fago, virus, y similares. 

Como entenderán los expertos en la materia, las secuencias de polinucleótido de la presente invención pueden 35 
incluir secuencias genómicas, secuencias extragenómicas y codificadas por plásmidos y segmentos génicos 
modificados más pequeños que expresan, o pueden adaptarse para que expresen, proteínas, polipéptidos, péptidos 
y similares. Dichos segmentos pueden aislarse de manera natural, o modificarse sintéticamente por la mano del 
hombre. 

Tal como reconocerá un experto en la materia, los polinucleótidos puede ser monocatenarios (codificantes o 40 
antisentido) o bicatenarios, y pueden ser moléculas de ADN (genómicas, ADNc o sintéticas) o de ARN. Pueden estar 
presentes, aunque no necesariamente, secuencias codificantes o no codificantes adicionales en un polinucleótido de 
la presente invención, y un polinucleótido puede, pero no necesariamente, estar unido a otras moléculas y/o 
materiales de soporte. 

Los polinucleótidos pueden comprender una secuencia nativa (es decir, una secuencia endógena que codifica un 45 
antígeno de Mycobacterium o una porción del mismo) o pueden comprender una variante, o un equivalente funcional 
biológico o antigénico de dicha secuencia. Las variantes de polinucleótidos pueden contener una o más 
sustituciones, adiciones, eliminaciones y/o inserciones, tal como se describe en más detalle más adelante, 
preferentemente de tal forma que no se reduce la inmunogenicidad del polipéptido codificado, en relación con la 
proteína nativa. El efecto sobre la inmunogenicidad del polipéptido codificado puede evaluarse generalmente como 50 
se describe en la presente memoria. El término "variantes" también abarca genes homólogos de origen xenogénico. 

En realizaciones adicionales, la presente invención proporciona polinucleótidos aislados que comprenden diversas 
longitudes de fragmentos contiguos de secuencia idénticos o complementarios a una o más de las secuencias 
divulgadas en la presente memoria. Por ejemplo, la presente invención proporciona polinucleótidos que comprenden 
al menos aproximadamente 15, 20, 30, 40, 50, 75, 100, 150, 200, 300, 400, 500 o 1000 o más nucleótidos contiguos 55 
de una o más de las secuencias divulgadas en la presente memoria así como todas las longitudes intermedias entre 
estos límites. Se entenderá fácilmente que "longitudes intermedias", en este contexto, significa cualquier longitud 
entre los valores citados, tal como 16, 17, 18, 19, etc.; 21, 22, 23, etc.; 30, 31, 32, etc.; 50, 51, 52, 53, etc.; 100, 101, 
102, 103, etc.; 150, 151, 152, 153, etc.; incluyendo todos los números enteros entre 200 y 500; 500, 1.000, y 
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similares. 

Los polinucleótidos de la presente invención, o los fragmentos de los mismos, independientemente dela longitud de 
la secuencia codificante en sí, pueden combinarse con otras secuencias de ADN, tales como promotores, señales 
de poliadenilación, sitios para enzimas de restricción adicionales, sitios de clonación múltiple, otros segmentos 
codificantes, y similares, de tal forma que su longitud general puede variar de manera considerable. Por lo tanto, se 5 
contempla que pueda emplearse un fragmento de polinucleótido de prácticamente cualquier longitud, prefiriéndose 
que la longitud total esté limitada por facilitar la preparación y el uso en el protocolo para ADN recombinante 
previsto. 

Además, los expertos habituales en la materia apreciarán que, a consecuencia de la degeneración del código 
genético, existen muchas secuencias de nucleótidos que codifican un polipéptido como se describe en la presente 10 
memoria. Algunos de estos polinucleótidos portan una homología mínima respecto de la secuencia de nucleótidos 
de cualquier gen nativo. Sin embargo, los polinucleótidos que varían debido a las diferencias en el uso de codones 
se contemplan específicamente por la presente invención, por ejemplo, polinucleótidos que se optimizan para 
selección de codones humanos y/o de primate. Además, los alelos de los genes que comprenden las secuencias 
polinucleotídicas proporcionadas en la presente memoria se encuentran dentro del alcance de la presente invención. 15 
Los alelos son genes endógenos que se alteran como resultado de una o más mutaciones, tales como 
eliminaciones, adiciones y/o sustituciones de nucleótidos. El ARNm resultante y la proteína pueden, pero no 
necesariamente, tener una estructura o función alteradas. Los alelos pueden identificarse usando técnicas 
convencionales (tales como hibridación, amplificación y/o comparación de bases de datos de secuencia). 

Los polinucleótidos de Mycobacterium y las fusiones de los mismos pueden prepararse, manipularse y/o expresarse 20 
usando cualquiera de una diversidad de técnicas bien establecidas conocidas y disponibles en la técnica. 

Por ejemplo, pueden usarse secuencias de polinucleótido o fragmentos de las mismas que codifican polipéptidos de 
la invención, o proteínas de fusión o equivalentes funcionales de las mismas, en moléculas de ADN recombinantes 
para dirigir la expresión de un polipéptido en las células hospedadoras adecuadas. Debido a la degeneración 
inherente del código genético, pueden producirse otras secuencias de ADN que codifican sustancialmente la misma 25 
secuencia de aminoácidos o una funcionalmente equivalente y pueden usarse estas secuencias para clonar y 
expresar un polipéptido dado. 

Tal como entenderán los expertos en la materia, puede ser ventajoso, en algunos casos, producir secuencias de 
nucleótidos codificantes de polipéptidos que poseen codones de origen no natural. Por ejemplo, pueden 
seleccionarse codones preferidos por un hospedador procariota o eucariota particular para aumentar la tasa de 30 
expresión de proteína o para producir un transcrito de ARN recombinante que tiene propiedades deseables, tales 
como una semivida que es más larga que la de un transcrito generado a partir de la secuencia de origen natural. 

Además, las secuencias de polinucleótido de la presente invención pueden modificarse usando métodos conocidos 
generalmente en la técnica para alterar las secuencias codificantes de polipéptidos por una diversidad de motivos, 
incluyendo, pero sin limitación, alteraciones que modifican la clonación, procesamiento, expresión y/o 35 
inmunogenicidad del producto génico. 

Para expresar un polipéptido deseado, puede insertarse una secuencia de nucleótidos que codifica el polipéptido, o 
un equivalente funcional, en un vector de expresión adecuado, es decir, un vector que contiene los elementos 
necesarios para la transcripción y traducción de la secuencia codificante insertada. Pueden usarse métodos que se 
conocen bien por los expertos en la materia para construir vectores de expresión que contienen secuencias que 40 
codifican un polipéptido de interés y los elementos de control transcripcional y traduccional adecuados. Estos 
métodos incluyen técnicas de ADN recombinante in vitro, técnicas sintéticas, y recombinación genética in vivo. 
Dichas técnicas se describen en Sambrook et al., Molecular Cloning, A Laboratory Manual (1989), y Ausubel et al., 
Current Protocols in Molecular Biology (1989). 

Se conocen una diversidad de sistemas de vector de expresión/hospedador y pueden utilizarse para contener y 45 
expresar secuencias de polinucleótidos. Estos incluyen, pero sin limitación, microorganismos, tales como bacterias 
transformadas con bacteriófago recombinante, plásmido, o vectores de expresión de ADN de cósmido; levaduras 
transformadas con vectores de expresión en levadura; sistemas de células de insecto infectadas con vectores víricos 
de expresión (por ejemplo, baculovirus); sistemas de células de planta transformadas con vectores víricos de 
expresión (por ejemplo, virus del mosaico de la coliflor, CaMV; virus del mosaico del tabaco, TMV) o con vectores de 50 
expresión bacterianos (por ejemplo, plásmidos Ti o pBR322); o sistemas de células animales. 

Los "elementos de control" o las "secuencias reguladoras" presentes en un vector de expresión son aquellas 
regiones no traducidas de los potenciadores, promotores, regiones 5' y 3' no traducidas del vector que interactúan 
con proteínas celulares del hospedador para llevar a cabo la transcripción y la traducción. Dichos elementos pueden 
variar en su fuerza y especificidad. Dependiendo del sistema de vector y hospedador utilizado, puede usarse 55 
cualquier número de elementos de transcripción y traducción, incluyendo promotores constitutivos e inducibles. Por 
ejemplo, cuando se clona en sistemas bacterianos, pueden usarse promotores inducibles, tales como el promotor 
lacZ híbrido del fagémido PBLUESCRIPT (Stratagene, La Jolla, Calif.) o el plásmido PSPORT1 (Gibco BRL, 
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Gaithersburg, Md.). En sistemas celulares de mamífero, se prefieren generalmente promotores de genes de 
mamíferos o de virus de mamíferos. En caso de que sea necesario generar una línea celular que contenga múltiples 
copias de la secuencia que codifica un polipéptido, pueden usarse ventajosamente vectores basados en SV40 o 
EVB con un marcador de selección adecuado. 

En sistemas bacterianos, puede seleccionarse una serie de vectores de expresión dependiendo del uso previsto 5 
para el polipéptido expresado. Por ejemplo, cuando se necesitan grandes cantidades, pueden usarse vectores que 
dirigen altos niveles de expresión de las proteínas de fusión que se purifican fácilmente. Dichos vectores incluyen, 
pero sin limitación, los vectores de clonación y expresión de E. coli multifuncionales, tales como BLUESCRIPT 
(Stratagene), en los que puede ligarse la secuencia que codifica el polipéptido de interés en el vector en fase con 
secuencias para la Met amino-terminal y los 7 restos posteriores de □-galactosidasa de tal forma que se produce 10 
una proteína híbrida; vectores pIN (Van Heeke y Schuster, J. Biol. Chem. 264:5503 5509 (1989)); y similares. 
También pueden usarse vectores pGEX (Promega, Madison, Wis.) para expresar polipéptidos exógenos en forma de 
proteínas de fusión con glutatión S-transferasa (GST). En general, dichas proteínas de fusión son solubles y pueden 
purificarse fácilmente a partir de células lisadas mediante adsorción perlas de glutatión-agarosa seguido de elución 
en presencia de glutatión libre. Pueden diseñarse las proteínas producidas en dichos sistemas para que incluyan 15 
sitios de escisión de heparina, trombina o de proteasa de factor XA para que el polipéptido clonado de interés pueda 
liberarse del resto GST a voluntad. 

En la levadura, Saccharomyces cerevisiae, puede usarse una serie de vectores que contienen promotores 
constitutivos o inducibles, tales como factor alfa, alcohol oxigenasa y PGH. Para revisiones, véase Ausubel et al. 
(anteriormente citado) y Grant et al., Methods Enzymol. 153:516-544 (1987). 20 

En los casos donde se usan vectores de expresión en plantas, puede dirigirse la expresión de secuencias que 
codifican polipéptidos mediante cualquiera de una serie de promotores. Por ejemplo, pueden usarse promotores 
víricos, tales como los promotores 35S y 19S de CaMV solos o en combinación con la secuencia líder omega de 
TMV (Takamatsu, EMBO J. 6:307-311 (1987)). Como alternativa, pueden usarse promotores de plantas, tales como 
la subunidad pequeña de RUBISCO o promotores de choque térmico (Coruzzi et al., EMBO J. 3:1671-1680 (1984); 25 
Broglie et al., Science 224:838-843 (1984); y Winter et al., Results Probl. Cell Differ. 17:85-105 (1991)). Estas 
construcciones pueden introducirse en células vegetales mediante transformación directa con ADN o transfección 
mediada por patógenos. Dichas técnicas se describen en una serie de revisiones generalmente disponibles (véase, 
por ejemplo, Hobbs en McGraw Hill, Yearbook of Science and Technology, págs. 191-196 (1992)). 

También puede usarse un sistema de insecto para expresar un polipéptido de interés. Por ejemplo, en un sistema 30 
similar, se usa el virus de la polihedrosis nuclear de Autographa californica (AcNPV) como vector para expresar 
genes exógenos en células de Spodoptera frugiperda o en larvas de Trichoplusia. Las secuencias que codifican el 
polipéptido pueden clonarse en una región no esencial del virus, tal como el gen de polihedrina, y colocarse bajo el 
control del promotor de polihedrina. La inserción exitosa de la secuencia que codifica el polipéptido inactivará al gen 
de la polihedrina y producirá virus recombinante que carece de la proteína de la envuelta. Entonces, pueden usarse 35 
los virus recombinantes para infectar, por ejemplo, células de S. frugiperda o larvas de Trichoplusia en las que 
puede expresarse el polipéptido de interés (Engelhard et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 91:3224-3227 (1994)). 

En células hospedadoras de mamífero, hay disponible generalmente una serie de sistemas de expresión basados en 
virus. Por ejemplo, en los casos donde se usa adenovirus como vector de expresión, pueden ligarse secuencias que 
codifican un polipéptido de interés en un complejo de transcripción/traducción de adenovirus que consiste en el 40 
promotor tardío y la secuencia líder tripartita. La inserción en una región E1 o E3 no esencial del genoma vírico 
puede usarse para obtener un virus viable que es capaz de expresar el polipéptido en células hospedadoras 
infectadas (Logan y Shenk, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 81:3655-3659 (1984)). Además, pueden usarse 
potenciadores de la transcripción, tales como el potenciador del virus de sarcoma de Rous (RSV), para aumentar la 
expresión en células hospedadoras de mamífero. 45 

También pueden usarse señales de iniciación específicas para lograr una traducción más eficaz de las secuencias 
que codifican un polipéptido de interés. Dichas señales incluyen el codón de iniciación ATG y secuencias 
adyacentes. En los casos donde las secuencias que codifican el polipéptido, su codón de iniciación, y las secuencias 
cadena arriba se insertan en el vector de expresión adecuado, pueden no necesitarse señales de control 
transcripcional o traduccional adicionales. Sin embargo, en los casos donde solo se inserta secuencia codificante o 50 
una porción de la misma, deben proporcionarse señales de control traduccional exógenas que incluyen el codón de 
iniciación ATG. Además, el codón de iniciación debe encontrarse en la fase de lectura correcta para asegurar la 
traducción del inserto completo. Los elementos traduccionales exógenos y los codones de iniciación pueden ser de 
diversos orígenes, tanto naturales como sintéticos. Puede mejorarse la eficacia de la expresión mediante la inclusión 
de potenciadores que son adecuados para el sistema celular particular que se esté empleando, tales como aquellos 55 
descritos en la bibliografía (Scharf. et al., Results Probl. Cell Differ. 20:125-162 (1994)). 

Además, puede seleccionarse una cepa de célula hospedadora por su capacidad para modular la expresión de las 
secuencias insertadas o para procesar la proteína expresada del modo deseado. Dichas modificaciones del 
polipéptido incluyen, pero sin limitación, acetilación, carboxilación, la glucosilación, fosforilación, lipidación, y 
acilación. También puede usarse el procesado postraduccional que escinde una forma "prepro" de la proteína para 60 
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facilitar una correcta inserción, plegamiento y/o función. Pueden seleccionarse diferentes células hospedadoras, 
tales como CHO, HeLa, MDCK, HEK293 y W138, que tienen una maquinaria celular específica y mecanismos 
característicos para dichas actividades postraduccionales, para asegurar una modificación y procesado correctos de 
la proteína exógena. 

Para la expresión a largo plazo de alto rendimiento de proteínas recombinantes, generalmente se prefiere la 5 
expresión estable. Por ejemplo, pueden transformarse líneas celulares que expresan de manera estable un 
polinucleótido de interés usando vectores de expresión que pueden contener orígenes de replicación víricos y/o 
elementos de expresión endógenos y un gen marcador de selección en el mismo o en un vector separado. Después 
de la introducción del vector, pueden dejarse crecer las células durante 1-2 días en un medio enriquecido antes de 
que se cambien a un medio de selección. El fin del marcador de selección es conferir resistencia a la selección, y su 10 
presencia permite el crecimiento y la recuperación de células que expresan satisfactoriamente las secuencias 
introducidas. Los clones resistentes de células transformadas de manera estable pueden proliferar usando técnicas 
de cultivo tisular adecuadas para el tipo celular. 

Puede usarse cualquier número de sistemas de selección para recuperar líneas celulares transformadas. Estos 
incluyen, pero sin limitación, el gen de timidina cinasa del virus herpes simplex (Wigler et al., Cell 11:223-232 (1977)) 15 
y de adenina fosforibosiltransferasa (Lowy et al., Cell 22:817-823 (1990)) que pueden emplearse en células tk- o 
aprt-, respectivamente. Además, pueden usarse como base para la selección la resistencia a antimetabolitos, 
antibióticos o herbicidas; por ejemplo, dhfr que confiere resistencia al metotrexato (Wigler et al., Proc. Natl. Acad. 
Sci. U.S.A. 77:3567-70 (1980)); npt, que confiere resistencia a los aminoglucósidos, neomicina y G-418 (Colbere-
Garapin et al., J. Mol. Biol. 150:1-14 (1981)); y als o pat, que confieren resistencia a clorsulfurón y fosfinotricina 20 
acetiltransferasa, respectivamente (Murry, anteriormente citado). Se han descrito genes de selección adicionales, 
por ejemplo, trpB, que permite a las células utilizar indol en lugar de triptófano, o hisD, que permite a las células 
utilizar histinol en lugar de histidina (Hartman y Mulligan, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 85:8047-51 (1988)). El uso de 
marcadores visibles ha aumentado su popularidad con marcadores tales como antocianinas, β-glucuronidasa y su 
sustrato, GUS, y luciferasa y su sustrato, luciferina, que se emplean ampliamente no solo para identificar 25 
transformantes, sino también para cuantificar la cantidad de expresión transitoria o estable de proteína atribuible a 
un sistema de vector específico (Rhodes et al., Methods Mol. Biol. 55:121-131 (1995)). 

Se conoce en la técnica una serie de protocolos para detectar y medir la expresión de productos codificados por 
polinucleótidos, usando anticuerpos tanto policlonales como monoclonales específicos para el producto. Los 
ejemplos incluyen ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA), radioinmunoensayo (RIA), y clasificación 30 
celular activada por fluorescencia (FACS). Estos y otros ensayos se describen, entre otros sitios, en Hampton et al., 
Serological Methods, a Laboratory Manual (1990) y Maddox et al., J. Exp. Med. 158:1211-1216 (1983). 

Los expertos en la materia conocen una gran variedad de etiquetas y técnicas de conjugación y pueden usarse en 
diversos ensayos de ácido nucleico y de aminoácidos. Los medios para producir sondas de hibridación o PCR 
marcadas para detectar secuencias relacionadas con polinucleótidos incluyen marcado con oligo, traducción de 35 
cortes, marcaje terminal o amplificación PCR usando un nucleótido marcado. Como alternativa, las secuencias, o 
cualquier porción de las mismas pueden clonarse en un vector para la producción de una sonda de ARNm. Dichos 
vectores se conocen en la técnica, están disponibles comercialmente, y pueden usarse para sintetizar sondas de 
ARN in vitro mediante la adición de una ARN polimerasa adecuada, tal como T7, T3, o SP6 y nucleótidos marcados. 
Estos procedimientos pueden llevarse a cabo usando una serie de kits disponibles comercialmente. Las moléculas 40 
indicadoras o marcadores adecuados que pueden usarse incluyen radionúclidos, enzimas, agentes fluorescentes, 
quimioluminiscentes o cromogénicos, así como sustratos, cofactores, inhibidores, partículas magnéticas, y similares. 

Las células hospedadoras transformadas con una secuencia de polinucleótido de interés pueden cultivarse en 
condiciones adecuadas para la expresión y recuperación de la proteína del cultivo celular. La proteína producida por 
una célula recombinante puede secretarse o estar contenida intracelularmente, dependiendo de la secuencia y/o el 45 
vector usado. Como apreciarán los expertos en la materia, pueden diseñarse vectores de expresión que contienen 
polinucleótidos de la invención para que contengan secuencias de señal que dirijan la secreción del polipéptido 
codificado a través de una membrana celular procariota o eucariota. Pueden usarse otras construcciones 
recombinantes para unir secuencias que codifican un polipéptido de interés a una secuencia de nucleótido que 
codifica un dominio de polipéptido que facilitará la purificación de proteínas solubles. 50 

Además de los métodos de producción recombinantes, los polipéptidos de la invención, y fragmentos de los mismos, 
pueden producirse mediante síntesis peptídica directa usando técnicas de fase sólida (Merrifield, J. Am. Chem. Soc. 
85:2149-2154 (1963)). La síntesis de proteínas puede efectuarse usando técnicas manuales o mediante 
automatización. Puede lograrse la síntesis automatizada, por ejemplo, usando un sintetizador de péptidos 431A de 
Applied Biosystems (Perkin Elmer). Como alternativa, pueden sintetizarse químicamente varios fragmentos por 55 
separado y combinarse usando métodos químicos para producir la molécula de longitud completa. 

C. Composiciones farmacéuticas y de vacuna 

En otro aspecto, la presente invención se refiere a formulaciones de una o más de las composiciones de 
polinucleótido, polipéptido u otras divulgadas en la presente memoria en soluciones farmacéuticamente aceptables o 
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fisiológicamente aceptables para su administración a una célula o a un animal, bien solas, o en combinación con una 
o más modalidades de terapia distintas. Dichas composiciones farmacéuticas se prefieren particularmente para su 
uso como vacunas cuando se formulan con un sistema inmunoestimulante/adyuvante adecuado. Las composiciones 
también son adecuadas para su uso en un contexto diagnóstico. 

También se entenderá que, si se desea, las composiciones de la invención también pueden administrarse en 5 
combinación con otros agentes, tales como, por ejemplo, otras proteínas o polipéptidos o diversos agentes 
farmacéuticamente activos. No hay prácticamente límites en cuanto a otros componentes que también pueden 
incluirse, siempre que los agentes adicionales no causen un efecto adverso significativo en los objetivos de acuerdo 
con la invención. 

En determinadas realizaciones preferidas, las composiciones de la invención se usan como vacunas y se formulan 10 
en combinación con uno o más inmunoestimulantes. Un inmunoestimulante puede ser cualquier sustancia que 
mejore o potencie una respuesta inmune (mediada por anticuerpos y/o células) hacia un antígeno exógeno. Los 
ejemplos de inmunoestimulantes incluyen adyuvantes, microesferas biodegradables (por ejemplo, galactida 
poliláctica) y liposomas (en los que se incorpora el compuesto; véase, por ejemplo, Fullerton, la Patente de los 
Estados Unidos n.º 4.235.877). La preparación de vacunas se describe generalmente en, por ejemplo, Powell y 15 
Newman, eds.. Vaccine Design (the subunit and adjuvant approach) (1995). 

Puede emplearse cualquiera de una serie de inmunoestimulantes en las vacunas de la presente invención. Por 
ejemplo, puede incluirse un adyuvante. Muchos adyuvantes contienen una sustancia diseñada para proteger al 
antígeno frente a un rápido catabolismo, tales como hidróxido de aluminio o aceite mineral, y un estimulador de las 
respuestas inmunitarias, tal como lípido A (natural o sintético), Bortadella pertussis, especies de Mycobacterium o 20 
proteínas derivadas de Mycobacterium. Los adyuvantes adecuados están disponibles comercialmente como, por 
ejemplo, adyuvante incompleto y adyuvante completo de Freund (Difco Laboratories, Detroit, Mich.); Adyuvante 65 
de Merck (Merck and Company, Inc., Rahway, N.J.); AS-2 y derivados de los mismos (SmithKline Beecham, 
Filadelfia, Pa.); CWS, TDM, Leif, sales de aluminio, tales como gel de hidróxido de aluminio (alumbre) o fosfato de 
aluminio; sales de calcio, hierro o cinc; y suspensiones insolubles de tirosina acilada; azúcares acilados; 25 
polisacáridos derivatizados catiónica o aniónicamente; polifosfacenos; microesferas biodegradables; lípido A de 
monofosforilo y quil A. También pueden usarse citocinas, tales como GM-CSF o interleucina-2, -7 o -12, como 
adyuvantes. 

En determinadas realizaciones preferidas, el adyuvante usado en la presente invención es un adyuvante de lípido A 
de glucopiranosilo (GLA), tal como se describe en la Solicitud Pendiente de los Estados Unidos con n.º de Serie 30 
11/862.122. Por ejemplo, determinados compuestos de GLA de interés están representados por la siguiente fórmula:  

 

donde: R1, R3, R5 y R6 son alquilo C11-C20; y R2 y R4 son alquilo C12-C20. En una realización más particular, R1, R2, 
R3, R4, R5 y R6 son C14. 

Otros adyuvantes ilustrativos útiles en el contexto de la invención incluyen agonistas del receptor de tipo Toll, tales 35 
como agonistas de TLR7, agonistas de TLR7/8, y similares. Otros adyuvantes ilustrativos más incluyen imiquimod 
(IMQ), gardiquimod (GDQ), resiquimod (RSQ), y compuestos relacionados. 

Determinadas vacunas preferidas emplean sistemas adyuvantes diseñados para inducir una respuesta inmunitaria 
predominantemente del tipo Th1. Los altos niveles de citocinas de tipo Th1 (por ejemplo, IFN-γ, TNF, IL-2 e IL-12) 
tienden a favorecer la inducción de respuestas inmunitarias mediadas por células hacia un antígeno administrado. 40 
Por el contrario, Los altos niveles de citocinas de tipo Th2 (por ejemplo, IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10) tienden a favorecer la 
inducción de respuestas inmunitarias humorales. Después de la aplicación de una vacuna como se proporciona en 
la presente memoria, un paciente soportará una respuesta inmunitaria que incluya respuestas de tipo Th1 y Th2. En 
una realización preferida, en la que una respuesta es predominantemente de tipo Th1, aumentará el nivel de 
citocinas de tipo Th1 en mayor medida que el nivel de citocinas de tipo Th2. Los niveles de estas citocinas pueden 45 
evaluarse fácilmente usando ensayos convencionales. Para una revisión de las familias de citocinas, véase 
Mossman y Coffman, Ann. Rev. Immunol. 7:145-173 (1989). 
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Determinados adyuvantes para su uso en la generación de una respuesta predominantemente de tipo Th1 incluyen, 
por ejemplo, una combinación de lípido A de monofosforilo, preferentemente lípido A de monofosforilo 3-des-O-
acilado (3D-MPL™), junto con una sal de aluminio (Patentes de los Estados Unidos n.º 4.436.727; 4.877.611; 
4.866.034; y 4.912.094). Los oligonucleótidos que contienen CpG (en los que el dinucleótido de CpG está sin 
metilar) también inducen una respuesta predominantemente de Th1. Dichos oligonucleótidos se conocen bien y se 5 
describen, por ejemplo, en los documentos WO 96/02555, WO 99/33488 y en las Patentes de los Estados Unidos n.º 
6.008.200 y 5.856.462. También se describen secuencias de ADN inmunoestimuladoras, por ejemplo, por Sato et 
al., Science 273:352 (1996). Otro adyuvante ilustrativo comprende una saponina, tal como Quil A, o derivados de la 
misma, incluyendo QS21 y QS7 (Aquila Biopharmaceuticals Inc., Framingham, Mass.); Escina; Digitonina; o 
saponinas de Gypsophila o Chenopodium quinoa. Otras formulaciones ilustrativas incluyen más de una saponina en 10 
las combinaciones adyuvantes de la presente invención, por ejemplo, combinaciones de al menos dos del siguiente 
grupo que comprende QS21, QS7, Quil A, escina, o digitonina. 

En una realización particular, el sistema adyuvante incluye la combinación de un lípido A de monofosforilo y un 
derivado de saponina, tal como la combinación de QS21 y adyuvante 3D-MPL™, como se describe en el documento 
WO 94/00153, o una composición menos reactogénica, donde la QS21 se inactiva con colesterol, como se describe 15 
en el documento WO 96/33739. Otras formulaciones comprenden una emulsión de aceite en agua y tocoferol. Otra 
formulación adyuvante que comprende QS21, adyuvante 3D-MPL™ y tocoferol en una emulsión de aceite en agua 
se describe en el documento WO 95/17210. 

Otro sistema adyuvante mejorado implica la combinación de un oligonucleótido que contiene CpG y un derivado de 
saponina, tal como se divulga en el documento WO 00/09159. 20 

Otros adyuvantes ilustrativos incluyen Montanide ISA 720 (Seppic, Francia), SAF (Novartis, Calif., Estados Unidos), 
ISCOMS (CSL), MF-59 (Chiron), la serie de adyuvantes SBAS (por ejemplo, SBAS-2, AS2', AS2", SBAS-4, o 
SBAS6, disponibles de GlaxoSmithKline, Rixensart, Bélgica), Detox, RC-529 (GlaxoSmithKline, Hamilton, Mont.) y 
otros 4-fosfatos de aminoalquil glucosaminida (AGP), tales como aquellos descritos en las Solicitudes de Patente 
pendientes de los Estados Unidos con n.º de Serie 08/853.826 y 09/074.720, y adyuvantes de éter de polioxietileno, 25 
tales como aquellos descritos en el documento WO 99/52549A1. 

Las composiciones de la invención pueden también, o como alternativa, comprender células T específicas para un 
antígeno de Mycobacterium. Dichas células pueden prepararse generalmente in vivo o ex vivo, usando 
procedimientos convencionales. Por ejemplo, las células T pueden aislarse de médula ósea, de sangre periférica, o 
una fracción de médula ósea o sangre periférica de un paciente. Como alternativa, las células T pueden derivarse de 30 
seres humanos relacionados o no relacionados, mamíferos no humanos, líneas celulares o cultivos. 

Las células T pueden estimularse con un polipéptido de la invención, un polinucleótido que codifica dicho 
polipéptido, y/o una célula presentadora de antígenos (APC) que expresa dicho polipéptido. Dicha estimulación se 
lleva a cabo en condiciones y durante un tiempo suficiente para permitir la generación de células T que son 
específicas para el polipéptido. Preferentemente, el polipéptido o polinucleótido está presente en un vehículo de 35 
suministro, tal como una microesfera, para facilitar la generación de células T específicas. 

Se considera que las células T son específicas para un polipéptido de la invención sin las células T proliferan de 
manera específica, secretan citocinas o eliminan células diana recubiertas con el polipéptido o que expresan un gen 
que codifica el polipéptido. La especificidad de células T puede evaluarse usando cualquiera de una serie de 
técnicas convencionales. Por ejemplo, en un ensayo de liberación de cromo o un ensayo de proliferación, un índice 40 
de estimulación con un aumento de más del doble en la lisis y/o la proliferación, en comparación con los controles 
negativos, indica especificidad de células T. Dichos ensayos pueden llevarse a cabo, por ejemplo, tal como se 
describe en Chen et al., Cancer Res. 54:1065-1070 (1994)). Como alternativa, puede lograrse la detección de la 
proliferación de células T mediante una serie de técnicas conocidas. Por ejemplo, puede detectarse la proliferación 
de células T midiendo un aumento en la velocidad de síntesis de ADN (por ejemplo, mediante cultivos de marcado 45 
pulsado de células T con timidina tritiada y midiendo la cantidad de timidina tritiada incorporada en el ADN). La 
puesta en contacto con un polipéptido de la invención (100 ng/ml-100 µg/ml, preferentemente 200 ng/ml-25 µg/ml) 
durante 3-7 días debería dar como resultado un aumento de al menos el doble en la proliferación de las células T. El 
contacto como se ha descrito anteriormente durante 2-3 horas debería dar como resultado la activación de las 
células T, tal como se mide usando ensayos de citocinas convencionales en los que un nivel de aumento de al 50 
menos el doble en la liberación de citocinas (por ejemplo, TNF o IFN-γ) es indicativo de la activación de células T 
(véase Coligan et al., Current Protocols in Immunology, vol. 1 (1998)). Las células T que se han activado en 
respuesta a un polipéptido, polinucleótido o una APC que expresa polipéptido pueden ser CD4+ y/o CD8+. Las 
células T específicas de proteína pueden expandirse usando técnicas convencionales. En las realizaciones 
preferidas, las células T proceden de un paciente, un donante relacionado o un donante no relacionado, y se 55 
administran al paciente después de su estimulación y expansión. 

En las composiciones farmacéuticas de la invención, los expertos en la materia conocen de sobra la formulación de 
excipientes y soluciones portadoras farmacéuticamente aceptables, así como el desarrollo de regímenes de 
dosificación y tratamiento adecuados para usar las composiciones particulares descritas en la presente memoria en 
una diversidad de regímenes de tratamiento, incluyendo, por ejemplo, administración y formulación oral, parenteral, 60 
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intravenosa, intranasal, intradérmica, subcutánea, e intramuscular. 

En determinadas aplicaciones, las composiciones farmacéuticas divulgadas en la presente memoria pueden 
administrarse por administración oral a un sujeto. Como tal, estas composiciones pueden formularse con un 
diluyente inerte o con un vehículo comestible asimilable, o pueden encerrarse en una cápsula de gelatina dura o 
blanda, o pueden comprimirse para formar comprimidos, o pueden incorporarse directamente con la comida de la 5 
dieta. 

En determinadas circunstancias, será deseable suministrar las composiciones farmacéuticas divulgadas en la 
presente memoria por vía parenteral, intravenosa, intramuscular, incluso intraperitoneal, tal como se describe, por 
ejemplo, en la Patente de los Estados Unidos n.º 5.543.158; la Patente de los Estados Unidos n.º 5.641.515 y la 
Patente de los Estados Unidos n.º 5.399.363. Las soluciones de los principios activos en forma de bases libres o 10 
sales farmacéuticamente aceptables pueden prepararse en agua mezclados de manera adecuada con un 
tensioactivo, tal como hidroxipropilcelulosa. También pueden prepararse dispersiones en glicerol, polietilenglicoles 
líquidos, y mezclas de los mismos y aceites. En condiciones ordinarias de almacenamiento y uso, estas 
preparaciones contienen un conservante para evitar el crecimiento de microorganismos. 

Las formas farmacéuticas adecuadas para uso inyectables incluyen soluciones acuosas o dispersiones estériles 15 
para la preparación extemporánea de soluciones o dispersiones inyectables estériles (Patente de los Estados 
Unidos n.º 5.466.468. En todos los casos, la forma tiene que ser estéril y tiene que ser fluido hasta el punto de que 
sea fácilmente inyectable. Tiene que ser estable en las condiciones de fabricación y almacenamiento y tienen que 
conservarse contra la acción contaminante de los microorganismos, tales como bacterias y hongos. El transportador 
puede ser un disolvente o medio de dispersión que contiene, por ejemplo, agua, etanol, poliol (por ejemplo, glicerol, 20 
propilenglicol, y polietilenglicol líquido, y similares), mezclas adecuadas de los mismos, y/o aceites vegetales. Puede 
mantenerse la fluidez adecuada, por ejemplo, mediante el uso de un recubrimiento, tales como lecitina, manteniendo 
el tamaño de partícula necesario en el caso de las dispersiones y mediante el uso de tensioactivos. La prevención 
de la acción de microorganismos puede facilitarse por medio de varios agentes antibacterianos y antifúngicos, por 
ejemplo, parabenos, clorobutanol, fenol, ácido sórbico, timerosal, y similares. En muchos casos, será preferible 25 
incluir agentes isotónicos, por ejemplo, azúcares o cloruro sódico. Puede lograrse la absorción prolongada de las 
composiciones inyectables mediante el uso en las composiciones de agentes retardantes de la absorción, por 
ejemplo, monoestearato de aluminio y gelatina. 

Para administración parenteral en una solución acuosa, por ejemplo, la solución debe estar tamponada de manera 
adecuada en caso necesario y el diluyente líquido se hará primeramente isotónico con suficiente suero salino o 30 
glucosa. Estas soluciones acuosas particulares son especialmente adecuadas para administración intravenosa, 
intramuscular, subcutánea e intraperitoneal. A este respecto, un medio acuoso estéril que puede emplearse será 
conocido para los expertos en la materia a la luz de la presente divulgación. Por ejemplo, puede disolverse una dosis 
en 1 ml de solución isotónica de NaCl y bien añadirse a 1000 ml de fluido de hipodermoclisis o inyectarse en el sitio 
de infusión propuesto (véase, por ejemplo, Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 20ª Edición, 35 
Baltimore, MD: Lippincott Williams & Wilkins, 2000). Será necesario efectuar alguna variación en la dosificación 
dependiendo del estado del paciente que se esté tratando. La persona responsable de la administración, en 
cualquier caso, determinará la dosis adecuada para el sujeto individual. Además, para administración a seres 
humanos, las preparaciones deben cumplir estándares de esterilidad, pirogenicidad, y de seguridad general y 
pureza, tal como requiere la Agencia de Estándares biológicos de la FDA. 40 

Las soluciones inyectables estériles se preparan incorporando los compuestos activos en la cantidad necesaria en el 
disolvente adecuado con los diversos otros ingredientes indicados anteriormente, según sea necesario, seguido de 
esterilización por filtración. En general, las dispersiones se preparan incorporando los varios principios activos 
esterilizados en un vehículo estéril que contiene el medio de dispersión básico y los demás ingredientes necesarios 
de entre los enumerados anteriormente. En el caso de polvos estériles para la preparación de soluciones inyectables 45 
estériles, los métodos preferidos de preparación son las técnicas secado al vacío y criodesecación que producen un 
polvo del principio activo más cualquier otro ingrediente adicional deseado a partir de una solución previamente 
esterilizada por filtración del mismo. 

Las composiciones divulgadas en la presente memoria pueden formularse en una forma neutra o de sal. Las sales 
farmacéuticamente aceptables incluyen las sales de adición de ácido (formadas con los grupos amino libre de la 50 
proteína) y que se forman con ácidos inorgánicos, tales como, por ejemplo, ácido clorhídrico o fosfórico, o ácidos 
orgánicos tales como acético, oxálico, tartárico, mandélico, y similares. Las sales formadas con los grupos carboxilo 
libres también puede derivarse a partir de bases inorgánicas, tales como, por ejemplo, hidróxidos de sodio, potasio, 
amonio, calcio, o férricos, y bases orgánicas, tales como isopropilamina, trimetilamina, histidina, procaína y similares. 
Tras la formulación, las soluciones se administrarán preferentemente de un modo compatible con la formulación de 55 
dosificación y en una cantidad tal que sea terapéuticamente eficaz. Las formulaciones se administran fácilmente en 
una diversidad de formas de dosificación, tales como soluciones inyectables, cápsulas de liberación de fármaco, y 
similares. 

Tal como se usa en la presente memoria, "portador" incluye cualquiera y todos los disolventes, medios de 
dispersión, vehículos, recubrimientos, diluyentes, agentes antibacterianos y antifúngicos, agentes isotónicos y de 60 
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retraso de la absorción, tampones, soluciones portadoras, suspensiones, coloides, y similares. El uso de dichos 
medios y agentes para sustancias activas farmacéuticas es bien conocido en la técnica. Excepto en el caso de que 
cualquier agente o medio convencional sea incompatible con el principio activo, se contempla su uso en las 
composiciones terapéuticas. Pueden incorporarse también principios activos suplementarios en las composiciones. 

La expresión "farmacéuticamente aceptable" se refiere a entidades moleculares y composiciones que no producen 5 
una reacción alérgica o inadecuada similar cuando se administran a un ser humano. Se entiende bien en la técnica 
la preparación de una composición acuosa que contiene una proteína como principio activo. Típicamente, dichas 
composiciones se preparan como inyectables, ya sea como soluciones líquidas o suspensiones; también pueden 
prepararse formas sólidas para solución en, o suspensión en, líquido antes de la inyección. La preparación también 
puede emulsionarse. 10 

En determinadas realizaciones, las composiciones farmacéuticas pueden suministrarse mediante pulverizadores 
intranasales, inhalación, y/u otros vehículos de administración de aerosol. Los métodos para administrar 
composiciones de genes, polinucleótidos y péptidos directamente a los pulmones a través de pulverizadores de 
aerosol nasales se han descrito, por ejemplo, en la Patente de los Estados Unidos n.º 5.756.353 y la Patente de los 
Estados Unidos n.º 5.804.212. Del mismo modo, la administración de fármacos usando resinas microparticuladas 15 
intranasales (Takenaga et al., 1998) y compuestos de lisofosfatidil-glicerol (Patente de Estados Unidos No. 
5.725.871) también se conocen bien en la técnica farmacéutica. Del mismo modo, la administración de fármacos 
transmucosal en forma de una matriz de soporte de politetrafluoroetileno se describe en la Patente de Estados 
Unidos n.º 5.780.045. 

En determinadas realizaciones, el suministro puede producirse mediante el uso de liposomas, nanocápsulas, 20 
micropartículas, microesferas, partículas de lípido, vesículas, y similares, para la introducción de las composiciones 
de la presente invención en células hospedadoras adecuadas. En particular, las composiciones de la presente 
invención pueden formularse para su suministro ya sea encapsuladas en una partícula de lípido, un liposoma, una 
vesícula, una nanoesfera, una nanopartícula o similares. La formulación y el uso de dichos vehículos de suministro 
puede llevarse a cabo usando técnicas conocidas y convencionales. 25 

D. Métodos y kits diagnósticos 

Tal como se ha indicado anteriormente, las composiciones, los polipéptidos y polinucleótidos de fusión también son 
útiles como reactivos diagnósticos para detectar y/o controlar la infección por Mycobacterium tuberculosis en un 
paciente. Por ejemplo, las composiciones, polipéptidos de fusión, y polinucleótidos de la invención pueden usarse in 
vitro e in vivo para detectar anticuerpos humorales o inmunidad mediada por células contra Mycobacterium 30 
tuberculosis para el diagnóstico de la infección, el control de la progresión de la enfermedad o la evaluación de 
pruebas de curación. 

Por lo tanto, en determinadas realizaciones, la invención proporciona antígenos diagnósticos mejorados para 
diagnosticar de manera diferencial la infección por Mycobacterium tuberculosis basándose en el examen serológico, 
en donde los antígenos de Mycobacterium usados en los diagnósticos se seleccionan entre el grupo que consiste en 35 
Rv0164 (SEQ ID NO: 1), Rv0496 (SEQ ID NO: 6), Rv2608 (SEQ ID NO: 26), Rv3020 (SEQ ID NO: 36), Rv3478 
(SEQ ID NO: 41), Rv3619 (SEQ ID NO: 46), Rv3620 (SEQ ID NO: 51), RV1738 (SEQ ID NO: 11), Rv1813 (SEQ ID 
NO: 16), Rv3810 (SEQ ID NO: 56), Rv2389 (SEQ ID NO: 21), Rv2866 (SEQ ID NO: 31), Rv3876 (SEQ ID NO: 61), 
Rv0054 (SEQ ID NO: 100), Rv0410 (SEQ ID NO: 106), Rv0655 (SEQ ID NO: 112), Rv0831 (SEQ ID NO: 115), 
Rv1009 (SEQ ID NO: 118), Rv1099 (SEQ ID NO: 121), Rv1240 (SEQ ID NO: 124), Rv1288 (SEQ ID NO: 127), 40 
Rv1410 (SEQ ID NO: 130), Rv1569 (SEQ ID NO: 133), Rv1789 (SEQ ID NO: 136), Rv1818 (SEQ ID NO: 139), 
Rv1860 (SEQ ID NO: 142), Rv1886 (SEQ ID NO: 145), Rv1908 (SEQ ID NO: 148), Rv2220 (SEQ ID NO: 154), 
Rv2032 (SEQ ID NO: 151), Rv2623 (SEQ ID NO: 160), Rv2875 (SEQ ID NO: 163), Rv3044 (SEQ ID NO: 166), 
Rv3310 (SEQ ID NO: 169), y Rv3881 (SEQ ID NO: 178), Rv0577 (SEQ ID NO: 184), Rv1626 (SEQ ID NO: 187), 
Rv0733 (SEQ ID NO: 190), Rv2520 (SEQ ID NO: 193), Rv1253 (SEQ ID NO: 196), Rv1980 (SEQ ID NO: 199), 45 
Rv3628 (SEQ ID NO: 202), Rv1884 (SEQ ID NO: 205), Rv3872 (SEQ ID NO: 208), Rv3873 (SEQ ID NO: 211), 
Rv1511 (SEQ ID NO: 214) y Rv3875 (SEQ ID NO: 292), o porciones inmunogénicas o variantes de los mismos, en 
cualquier combinación de estos mezclados como antígenos separados, o en construcciones génicas de fusión. Tal 
como se demuestra en la presente memoria, las combinaciones de los antígenos diagnósticos divulgados ofrecen 
una sensibilidad mejorada en pruebas diagnósticas serológicas. 50 

Los métodos y kits diagnósticos emplean preferentemente una combinación de dos o más antígenos como se 
describen en la presente memoria. En determinadas realizaciones, se preferirá usar múltiples antígenos como se 
describen en la presente memoria, por ejemplo, tres o más, cuatro o más, cinco o más, seis o más, etc., en un 
método diagnóstico de la invención. Los antígenos pueden usarse esencialmente en cualquier formato de ensayo 
deseado, por ejemplo, como antígenos individuales ensayados por separado, como múltiples antígenos ensayados 55 
simultáneamente, como antígenos inmovilizados sobre un soporte sólido, tal como una matriz, o similares. 

En particular, los antígenos diagnósticos usados en los métodos de la presente memoria se seleccionan del grupo 
que consiste en Rv0164 (SEQ ID NO: 1), Rv0496 (SEQ ID NO: 6), Rv2608 (SEQ ID NO: 26), Rv3020 (SEQ ID NO: 
36), Rv3478 (SEQ ID NO: 41), Rv3619 (SEQ ID NO: 46), Rv3620 (SEQ ID NO: 51), RV1738 (SEQ ID NO: 11), 
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Rv1813 (SEQ ID NO: 16), Rv3810 (SEQ ID NO: 56), Rv2389 (SEQ ID NO: 21), Rv2866 (SEQ ID NO: 31), Rv3876 
(SEQ ID NO: 61), Rv0054 (SEQ ID NO: 100), Rv0410 (SEQ ID NO: 106), Rv0655 (SEQ ID NO: 112), Rv0831 (SEQ 
ID NO: 115), Rv1009 (SEQ ID NO: 118), Rv1099 (SEQ ID NO: 121), Rv1240 (SEQ ID NO: 124), Rv1288 (SEQ ID 
NO: 127), Rv1410 (SEQ ID NO: 130), Rv1569 (SEQ ID NO: 133), Rv1789 (SEQ ID NO: 136), Rv1818 (SEQ ID NO: 
139), Rv1860 (SEQ ID NO: 142), Rv1886 (SEQ ID NO: 145), Rv1908 (SEQ ID NO: 148), Rv2220 (SEQ ID NO: 154), 5 
Rv2032 (SEQ ID NO: 151), Rv2623 (SEQ ID NO: 160), Rv2875 (SEQ ID NO: 163), Rv3044 (SEQ ID NO: 166), 
Rv3310 (SEQ ID NO: 169), y Rv3881 (SEQ ID NO: 178), Rv0577 (SEQ ID NO: 184), Rv1626 (SEQ ID NO: 187), 
Rv0733 (SEQ ID NO: 190), Rv2520 (SEQ ID NO: 193), Rv1253 (SEQ ID NO: 196), Rv1980 (SEQ ID NO: 199), 
Rv3628 (SEQ ID NO: 202), Rv1884 (SEQ ID NO: 205), Rv3872 (SEQ ID NO: 208), Rv3873 (SEQ ID NO: 211), 
Rv1511 (SEQ ID NO: 214) y Rv3875 (SEQ ID NO: 292), o porciones inmunogénicas o variantes de los mismos, en 10 
cualquier combinación de estos mezclados como antígenos separados, o en construcciones génicas de fusión. 

En la presente divulgación se proporcionan kits diagnósticos para detectar la infección por Mycobacterium 
tuberculosis en una muestra biológica, que comprenden (a) un polipéptido que comprende al menos una porción 
inmunogénica de un antígeno o polipéptido de fusión descrito en la presente memoria, y (b) un reactivo de 
detección. 15 

También en la presente divulgación, se proporcionan kits diagnósticos para detectar la infección por Mycobacterium 
tuberculosis en una muestra biológica, que comprenden (a) un anticuerpo o un fragmento de unión a antígeno del 
mismo que es específico para un polipéptido que comprende al menos una porción inmunogénica de un antígeno o 
polipéptido de fusión descrito en la presente memoria, y (b) un reactivo de detección. 

También en la presente divulgación, pueden proporcionarse métodos para detectar la presencia de infección por 20 
Mycobacterium tuberculosis en una muestra biológica, que comprende (a) poner en contacto una muestra biológica 
con un anticuerpo monoclonal que se une a un antígeno o polipéptido de fusión descrito en la presente memoria; y 
(b) detectar en la muestra biológica la presencia de proteínas de Mycobacterium tuberculosis que se unen al 
anticuerpo monoclonal. 

En otro aspecto más, pueden proporcionarse métodos para detectar la infección por Mycobacterium tuberculosis en 25 
una muestra biológica, que comprenden (a) poner en contacto la muestra biológica con una combinación de 
antígeno o polipéptido de fusión como se describe en la presente memoria y (b) detectar en la muestra biológica la 
presencia de anticuerpos y/o células T que se unen a los mismos. 

Existe una serie de formatos de ensayo conocidos por los expertos habituales en la materia para usar antígeno o 
polipéptido de fusión purificado para detectar anticuerpos en una muestra. Véase, por ejemplo, Harlow y Lane, 30 
Anticuerpos: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, 1988. En un aspecto, el ensayo implica el uso de 
polipéptido inmovilizado sobre un soporte sólido para que se una a y elimine el anticuerpo de la muestra. Después, 
el anticuerpo unido puede detectarse usando un reactivo de detección que se une al complejo anticuerpo/péptido y 
contiene un grupo indicador detectable. Los reactivos de detección adecuados incluyen anticuerpos que se unen al 
complejo anticuerpo/polipéptido y polipéptido libre marcado con un grupo indicador (por ejemplo, en un ensayo semi-35 
competitivo). Como alternativa, puede utilizarse un ensayo competitivo, en el que se marca un anticuerpo que se une 
al polipéptido con un grupo indicador y se deja unir al antígeno inmovilizado después de la incubación del antígeno 
con la muestra. El alcance con el que los componentes de la muestra inhiben la unión del anticuerpo marcado al 
polipéptido es indicativo de la reactividad de la muestra con el polipéptido inmovilizado. 

El soporte sólido puede ser cualquier material sólido conocido por los expertos habituales en la materia a los que 40 
pueda unirse el antígeno. Por ejemplo, el soporte sólido puede ser un pocillo de ensayo en una placa de 
microtitulación o una membrana de nitrocelulosa u otra adecuada. Como alternativa, el soporte puede ser una perla 
o un disco, tal como vidrio, fibra de vidrio, látex o un material plástico, tal como poliestireno o cloruro de polivinilo. El 
soporte también puede ser una partícula magnética o un sensor de fibra óptica, tales como aquellos divulgados, por 
ejemplo, en la Patente de los Estados Unidos n.º 5.359.681. 45 

El polipéptido puede estar unido al soporte sólido usando cualquiera de una diversidad de técnicas conocidas y 
disponibles en la técnica. El término "unión" se refiere tanto a asociación no covalente, tal como adsorción, como a 
unión covalente (que puede ser un enlace directo entre el antígeno y los grupos funcionales sobre el soporte o 
puede ser un enlace mediante un agente de reticulación). Se prefiere la unión por adsorción a un pocillo en una 
placa de microtitulación o a una membrana. En dichos casos, la adsorción puede lograrse poniendo en contacto el 50 
polipéptido, en un tampón adecuado, con el soporte sólido durante un espacio de tiempo adecuado. 

Un ensayo diagnóstico empleado es un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA). Este ensayo puede 
llevarse a cabo, en primer lugar, poniendo en contacto un antígeno polipeptídico que se ha inmovilizado sobre un 
soporte sólido, comúnmente el pocillo de una placa de microtitulación, con la muestra, de tal forma que se dejan unir 
los anticuerpos para el polipéptido en la muestra al polipéptido inmovilizado. Después, se retira la muestra no unida 55 
del polipéptido inmovilizado y se añade un reactivo de detección capaz de unirse al complejo de anticuerpo 
inmovilizado-polipéptido. Después, se determina la cantidad de reactivo de detección que permanece unida al 
soporte sólido usando un método adecuado para el reactivo de detección específico. 
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Una vez que se inmoviliza el polipéptido sobre el soporte, típicamente se bloquean los demás sitios de unión a 
proteína sobre el soporte. Puede usarse cualquier agente de bloqueo conocido por los expertos habituales en la 
materia, tales como seroalbúmina bovina o Tween 20™ (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO). Después, se incuba 
con la muestra el polipéptido inmovilizado, y se deja que el anticuerpo (en caso de que esté presente en la muestra) 
se una al antígeno. La muestra puede diluirse con un diluyente adecuado, tal como suero salino tamponado con 5 
fosfato (PBS) antes de la incubación. En general, un tiempo de contacto adecuado (es decir, tiempo de incubación) 
es aquel periodo de tiempo que es suficiente para detectar la presencia de anticuerpo para Mycobacterium 
tuberculosis en una muestra infectada. Preferentemente, el tiempo de contacto es suficiente para lograr un nivel de 
unión que es de al menos el 95% del logrado en equilibrio entre anticuerpo unido y no unido. Los expertos habituales 
en la materia reconocerán que puede determinarse fácilmente el tiempo necesario para lograr el equilibrio 10 
ensayando el nivel de unión que se produce durante un periodo de tiempo. A temperatura ambiente, normalmente es 
suficiente un tiempo de incubación de aproximadamente 30 minutos. 

Después, puede retirarse la muestra no unida lavando el soporte sólido con un tampón adecuado, tal como PBS que 
contiene Tween 20™ al 0,1 %. Entonces puede añadirse el reactivo de detección al soporte sólido. Un reactivo de 
detección adecuado es cualquier compuesto que se une al complejo anticuerpo-polipéptido inmovilizado y que 15 
puede detectarse mediante cualquiera de una serie de medios conocidos por los expertos en la materia. El reactivo 
de detección contiene generalmente un agente de unión (tal como, por ejemplo, Proteína A, Proteína G, 
inmunoglobulina, lectina o antígeno libre) conjugado a un grupo indicador. Los grupos indicadores adecuados 
incluyen enzimas (tales como peroxidasa de rábano picante), sustratos, cofactores, inhibidores, colorantes, 
radionúclidos, grupos luminiscentes, grupos fluorescentes y biotina. La conjugación del agente de unión al grupo 20 
indicador puede lograrse usando métodos convencionales conocidos por los expertos habituales en la materia. 

Después, se incuba el reactivo de detección con el complejo de anticuerpo inmovilizado-polipéptido durante un 
tiempo suficiente para detectar el anticuerpo unido. Puede determinarse un tiempo adecuado por las instrucciones 
del fabricante o ensayando el nivel de unión que se produce durante un periodo de tiempo. Después, se retira el 
reactivo de detección no unido y el reactivo de detección unido se detecta usando el grupo indicador. El método 25 
empleado para detectar el grupo indicador depende de la naturaleza del grupo indicador. Para grupos radiactivos, 
los métodos de conteo de centelleo o autorradiográficos son generalmente adecuados. Pueden usarse métodos 
espectroscópicos para detectar colorantes, grupos luminiscentes y grupos fluorescentes. La biotina puede 
detectarse usando avidina, acoplada a un grupo indicador diferente (comúnmente un grupo radiactivo o fluorescente 
o una enzima). Los grupos indicadores enzimáticos pueden detectarse generalmente mediante la adición de sustrato 30 
(generalmente durante un periodo de tiempo específico), seguido del análisis espectroscópico u otro de los 
productos de reacción. 

Para determinar la presencia o ausencia de anticuerpos para Mycobacterium tuberculosis en una muestra, 
generalmente se compara la señal detectada del grupo indicador que permanece unida al soporte sólido con una 
señal que corresponde a un valor de corte predeterminado. Este valor de corte es preferentemente el promedio de la 35 
señal obtenida cuando se incuba el antígeno inmovilizado con muestras de un paciente no infectado. En general, se 
considera que una muestra que genera una señal que es tres desviaciones estándar superior a la media es positiva 
para anticuerpos de Mycobacterium tuberculosis y para la infección por Mycobacterium tuberculosis. En otra 
realización, se determina el valor de corte usando una Curva de Operador de Receptor, de acuerdo con el método 
de Sackett et al., Clinical Epidemiology: A Basic Science for Clinical Medicine, p. 106-7 (Little Brown and Co., 1985). 40 
En resumen, en esta realización, puede determinarse el valor de corte a partir de una gráfica de pares de tasas de 
auténticos positivos (es decir, sensibilidad) y tasas de falsos positivos (100%-especificidad) que se corresponden a 
cada valor de corte posible para el resultado de la prueba diagnóstica. El valor de corte en la gráfica que está más 
próximo a la esquina superior izquierda (es decir, el valor que abarca el área más grande) es el valor de corte más 
preciso, y una muestra que genera una señal que es mayor que el valor de corte determinado mediante este método 45 
puede considerarse positiva. Como alternativa, el valor de corte puede desplazarse a la izquierda a lo largo de la 
gráfica, para minimizar la tasa de falsos positivos, o a la derecha, para minimizar la tasa de falsos negativos. En 
general, una muestra que genera una señal que es superior al valor de corte determinado mediante este método se 
considera positiva para infección por Mycobacterium tuberculosis. 

Puede llevarse a cabo un ensayo diagnóstico en un formato de flujo pasante o de tira de ensayo, en donde el 50 
antígeno o el polipéptido de fusión se inmoviliza sobre una membrana, tal como nitrocelulosa. En la prueba de flujo 
pasante, los anticuerpos en la muestra se unen al polipéptido inmovilizado a medida que la muestra pasa a través de 
la membrana. Después, se une un reactivo de detección (por ejemplo, proteína A-oro coloidal) al complejo de 
anticuerpo-polipéptido a medida que la solución que contiene el reactivo de detección fluye a través de la 
membrana. Después, puede llevarse a cabo la detección del reactivo de detección unido del modo descrito 55 
anteriormente. En el formato de tira de ensayo, se sumerge un extremo de la membrana a la que está unida el 
polipéptido en una solución que contiene la muestra. La muestra migra a lo largo de la membrana a través de una 
región que contiene reactivo de detección y al área del polipéptido inmovilizado. La concentración de reactivo de 
detección en el polipéptido indica la presencia de anticuerpos para Mycobacterium tuberculosis en la muestra. 
Dichas pruebas pueden llevarse a cabo típicamente con una cantidad muy pequeña (por ejemplo, una goa) de suero 60 
o sangre del paciente. 

En la presente divulgación, se proporcionan métodos para detectar a Mycobacterium tuberculosis en una muestra 
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biológica usando anticuerpos (que pueden ser policlonales o monoclonales) y/o células T específicas para uno o 
más antígenos, polipéptidos de fusión y/o porciones inmunogénicas de la invención. 

Aunque la invención anterior se ha descrito con cierto grado de detalle a modo de ilustración y ejemplo para 
propósitos de claridad de comprensión, será fácilmente evidente para un experto en la materia a la luz de las 
enseñanzas de la presente invención que pueden efectuarse determinados cambios y modificaciones a la misma. 5 
Los siguientes ejemplos se proporcionan a modo de ilustración. Los expertos en la materia reconocerán fácilmente 
una diversidad de parámetros no críticos que pueden cambiarse o modificarse para proporcionar resultados 
esencialmente similares. 

Las diversas realizaciones descritas anteriormente pueden combinarse para dar realizaciones adicionales. 

EJEMPLOS 10 

EJEMPLO 1 

CLONACIÓN Y EXPRESIÓN DE Rv0164 RECOMBINANTE 

Usando ADN genómico de H37Rv como molde, se amplificó por la PCR Rv0164 usando los cebadores expuestos en 
las SEQ ID NO: 4 y 5, a continuación: 

Cebador 5'-Rv0164-5his-NdeI: 15 

TAGGATCCCATATGACGGCAATCTCGTGCTCAC (SEQ ID NO: 4) 

Cebador 3'- Rv0164-3HindIII: 

TAGAATTCAAGCTTTTAGCTGGCCGCCAGCTGCTC (SEQ ID NO: 5) 

Se usaron las siguientes condiciones de amplificación: 94°C 0,5 min, 55°C 0,5 min, 68°C 1 min durante 30 ciclos 
para dar el producto expuesto en la SEQ ID NO: 2. El producto de la PCR se digirió con NdeI/HindIII y se clonó en 20 
pET 28a. El plásmido que contenía el gen Rv0164 se transformó en hospedador de expresión y Rosetta2 pLysS. Los 
cultivos se incubaron en matraces agitados a 37°C en medio YT 2x complementado con 34 mg/l de cloranfenicol, 35 
mg/l de kanamicina hasta una DO600 = 0,5-0,6 y se indujeron con IPTG 1 mM durante 3-4 h. La pasta celular se 
sedimentó a 10000 x g y se almacenó a -20°C. Después de la lisis de una inducción de 1 l mediante sonicación y 
aclaramiento del sobrenadante, la proteína Rv0164 permaneció en la fracción soluble. Después, se lavó esta 25 
fracción 2X en detergente CHAPS al 1%, Tris HCl 20 mM, pH 8,0, y después se solubilizó en urea 8M. La 
purificación se logró usando 2 rondas de cromatografía de afinidad de Ni-NTA (Qiagen) en condiciones 
desnaturalizantes y se eluyó la proteína Rv0164 usando imidazol 300 mM. Después del análisis por SDS-PAGE, se 
dializaron las fracciones que contenían la proteína purificada contra Tris 10 mM a pH 8,0. La concentración de 
proteína se determinó mediante ensayo Bradford y se determinaron los niveles residuales de endotoxina mediante el 30 
ensayo de amebocito Llimulus. La secuencia de aminoácidos de la proteína recombinante se expone en la SEQ ID 
NO: 3. 

EJEMPLO 2 

CLONACIÓN Y EXPRESIÓN DE Rv0496 RECOMBINANTE 

Usando ADN genómico de H37Rv como molde, Rv0496 se amplificó mediante la PCR usando los siguientes 35 
cebadores: 

5'-Rv0496-5his-NdeI 

TAGGATCCCATATGGTCGATGCCCACCGCGGC (SEQ ID NO: 9) 

3'- Rv0496-3HindIII 

TAGAATTCAAGCTTTCATGGTTTGCTGCCTCTCGA (SEQ ID NO: 10) 40 

La amplificación se llevó a cabo en las siguientes condiciones: 94°C 0,5min, 55°C 0,5min, 68°C 2 min durante 30 
ciclos, para dar el producto expuesto en la SEQ ID NO: 7. El producto de la PCR se digirió con NdeI/HindIII y se 
clonó en pET28a. Rv0496 se transformó en hospedadores de expresión y Rosetta2 plysS. Después de la lisis de 
una inducción de 1 l, se pasó al cuerpo de inclusión. Se llevó a cabo la Ni-NTA dos veces en condiciones 
desnaturalizantes, y después se dializó contra Tris 10 mM, pH 10. La secuencia de aminoácidos de la proteína 45 
recombinante se expone en la SEQ ID NO: 8. 

EJEMPLO 3 

CLONACIÓN Y EXPRESIÓN DE Rv1738 RECOMBINANTE 
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Usando ADN genómico de H37Rv como molde, Rv1738 se amplificó mediante la PCR usando los siguientes 
cebadores: 

5'-Rv1738-5his-NdeI  

 

3'- Rv1738-3EcoRI 5 

CAATTAGAATTCTCAATACAACAATCGCGCCGG (SEQ ID NO: 15) 

La amplificación se llevó a cabo usando las siguientes condiciones: 95°C 1 min, 58°C 1 min, 72°C 1 min durante 35 
ciclos, para dar el producto expuesto como la SEQ ID NO: 12. El producto de la PCR se digirió con NdeI/EcoRI y se 
clonó en pET 17b. Rv1738 en hospedadores de expresión BL-21plysE y plysS. Después de la lisis de una inducción 
de 1 l, la proteína permaneció en el sobrenadante soluble. Se llevó a cabo la Ni-NTA en condiciones 10 
desnaturalizantes, y después se dializó contra Tris 10 mM, pH 8,0. La secuencia de aminoácidos de la proteína 
recombinante se expone en la SEQ ID NO: 13. 

EJEMPLO 4 

CLONACIÓN Y EXPRESIÓN DE Rv1813 RECOMBINANTE 

Usando ADN genómico de H37Rv como molde, Rv1813 se amplificó mediante la PCR usando los siguientes 15 
cebadores: 

5'-Rv1813-5his33-NdeI-  

 

3'- Rv1813-3EcoRI-CAATTAGAATTCTTAGTTGCACGCCCAGTTGAC (SEQ ID NO: 20) 

La amplificación se llevó a cabo usando las siguientes condiciones: 95°C 1 min, 58°C 1 min, 72°C 1 min durante 35 20 
ciclos, para dar el producto expuesto en la SEQ ID NO: 17. El producto de la PCR se digirió con NdeI/EcoRI y se 
clonó en pET 17b. Rv1813 en hospedadores de expresión BL-21plysE y Rosetta plysS. Después de la lisis de una 
inducción de 1 l, la proteína pasó al cuerpo de inclusión. Se llevó a cabo la Ni-NTA en condiciones 
desnaturalizantes, y después se dializó contra Tris 10 mM, pH 8,0. La secuencia de aminoácidos de la proteína 
recombinante se expone en la SEQ ID NO: 18. 25 

EJEMPLO 5 

CLONACIÓN Y EXPRESIÓN DE Rv2389(RPF-D) RECOMBINANTE 

Usando ADN genómico de H37Rv como molde, Rv2389 se amplificó mediante la PCR usando los siguientes 
cebadores: 

5'-Rv2389-5his50-NdeI-  30 

 

3'- Rv2389-3EcoRI- 

CAATTAGAATTCTCAATCGTCCCTGCTCCCCGA (SEQ ID NO: 25) 

La amplificación se llevó a cabo en las siguientes condiciones: 95°C 1 min, 58°C 1 min, 72°C 1 min durante 35 
ciclos, para dar el producto expuesto en la SEQ ID NO: 22. El producto de la PCR se digirió con NdeI/EcoRI y se 35 
clonó en pET 17b (la construcción de pET comienza en el aa49). Se transformó Rv2389 en hospedadores de 
expresión BL-21 plysE y Rosetta plysS. Después de la lisis de una inducción de 1 l, la proteína permaneció en la 
fracción soluble. Se llevó a cabo la Ni-NTA en condiciones desnaturalizantes, y después se dializó contra Tris 10 
mM, pH 8,0. La secuencia de aminoácidos de la proteína recombinante se expone en la SEQ ID NO: 23. 

40 
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EJEMPLO 6 

CLONACIÓN Y EXPRESIÓN DE Rv2608 RECOMBINANTE 

Usando ADN genómico de H37Rv como molde, Rv2608 se amplificó mediante la PCR usando los siguientes 
cebadores: 

5'-Rv2608-5-NdeI- 5 

TAGGATCCCATATGAATTTCGCCGTTTTGCCG (SEQ ID NO: 29) 

3'- Rv2608-3-HindIII- 

TAGAATTCAAGCTTTTAGAAAAGTCGGGGTAGCGCC (SEQ ID NO: 30) 

La amplificación se llevó a cabo usando las siguientes condiciones: 94°C 0,5min, 55°C 0,5min, 68°C 2 min durante 
30 ciclos, para dar el producto expuesto en la SEQ ID NO: 27. El producto de la PCR purificado en gel se digirió con 10 
NdeI/HindIII y se clonó en el vector de expresión pET28a (Clonetech) (la construcción de pET comienza en el 
aminoácido 1). Rv2608 se transformó en hospedadores de expresión y Rosetta2 pLysS. Los cultivos se incubaron 
en matraces agitados a 37 °C en medio YT 2x complementado con 34 mg/l de cloranfenicol, 35 mg/l de kanamicina 
hasta una DO600 = 0,5-0,6 y se indujeron con IPTG 1 mM durante 3-4 h. La pasta celular se sedimentó a 10000 x g 
y se almacenó a -20°C. Después de la lisis de una inducción de 1 l mediante sonicación y aclaramiento del 15 
sobrenadante, la proteína Rv2608 permaneció en la fracción soluble. Después, se lavó esta fracción 2X en 
detergente CHAPS al 1%, Tris HCl 10 mM, pH 8,0, y después se solubilizó en urea 8M. La purificación se llevó a 
cabo usando cromatografía de afinidad Ni-NTA (Qiagen) 2X en condiciones desnaturalizantes y se eluyó la proteína 
Rv2608 usando imidazol 300 mM. Después del análisis por SDS-PAGE, se dializaron las fracciones que contenían 
la proteína purificada contra Tris 10 mM a pH 8,0. La concentración de proteína se determinó mediante ensayo BCA 20 
y se determinaron los niveles residuales de endotoxina mediante el ensayo de amebocito Llimulus. La secuencia de 
aminoácidos de la proteína recombinante se expone en la SEQ ID NO: 28. 

EJEMPLO 7 

CLONACIÓN Y EXPRESIÓN DE Rv2866 RECOMBINANTE 

Rv2866 se amplificó a partir de un molde genómico mediante PCR, usando los siguientes cebadores: 25 

5'-Rv2866-5NdeI- 

CAATTACATATGCCTTCCACCGTGCCCTTCACC (SEQ ID NO: 32) 

3'-Rv2866-3HindIII- 

CAATTAAAGCTTCTATCGGCGGTAGATGTCCGCGCG. (SEQ ID NO: 33) 

Se usaron las siguientes condiciones de amplificación: 94°C durante 0,5 min, 66°C durante 0,50min, 68°C durante 30 
1,50min, 35 ciclos), para dar el producto expuesto en la SEQ ID NO: 34. El producto se digirió con Ndel/Hindlll y se 
clonó en el vector pET28.a. Rv2866 se expresó por la célula hospedadora BL-21plysS. El sedimento y el 
sobrenadante se unieron a la resina de Ni en condiciones desnaturalizantes. La diálisis se llevó a cabo en Tris 20 
mM, pH 6. La secuencia de aminoácidos de la proteína recombinante se expone en la SEQ ID NO: 35. 

EJEMPLO 8 35 

Clonación y expresión de Rv3020 recombinante 

Usando ADN genómico de H37 como molde, Rv3020 se amplificó mediante la PCR usando los siguientes 
cebadores: 

5'-Rv3020-5his-NdeI- 

TAGGATCCCATATGAGTTTGTTGGATGCCCATAT (SEQ ID NO: 39) 40 

3'-Rv3020-3HindIII- 

TAGAATTCAAGCTTTTAAAACCCGGTGTAGCTGGAC (SEQ ID NO: 40) 

Se emplearon las siguientes condiciones de amplificación: 94°C 0,5min, 55°C 0,5min, 68°C 1min durante 30 ciclos, 
proporcionando el producto expuesto en la SEQ ID NO: 37. El producto de la PCR se digirió con NdeI/HindIII y se 
clonó en pET 28a. El plásmido que contenía el gen Rv3020 se transformó en hospedador de expresión y Rosetta2 45 
pLysS. Los cultivos se incubaron en matraces agitados a 37 °C en medio YT 2x complementado con 34 mg/l de 
cloranfenicol, 35 mg/l de kanamicina hasta una DO600 = 0,5-0,6 y se indujeron con IPTG 1 mM durante 3-4 h. La 
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pasta celular se sedimentó a 10000 x g y se almacenó a -20°C. Después de la lisis de una inducción de 1 l mediante 
sonicación y aclaramiento del sobrenadante, la proteína Rv3020 permaneció en la fracción soluble. Después, se lavó 
esta fracción 2X en detergente CHAPS al 1%, Tris HCl 20 mM, pH 8,0, y después se solubilizó en urea 8M. La 
purificación se llevó a cabo usando cromatografía de afinidad Ni-NTA (Qiagen) en condiciones desnaturalizantes y 
se eluyó la proteína Rv3020 usando imidazol 250 mM. Después del análisis por SDS-PAGE, se dializaron las 5 
fracciones que contenían la proteína purificada contra Tris 10 mM a pH 8,0. La concentración de proteína se 
determinó mediante ensayo Bradford y se determinaron los niveles residuales de endotoxina mediante el ensayo de 
amebocito Llimulus. La secuencia de aminoácidos de la proteína recombinante se expone en la SEQ ID NO: 38. 

EJEMPLO 9 

CLONACIÓN Y EXPRESIÓN DE Rv3478 RECOMBINANTE 10 

Usando ADN genómico de H37Rv como molde, Rv3478 se amplificó usando los siguientes cebadores: 

5'-Rv3478-5his-NdeI- 

TAGGATCCCATATGGTGGATTTCGGGGCGTTAC (SEQ ID NO: 44) 

3'- Rv3478-3HindIII- 

TAGAATTCAAGCTTCTATCCGGCGGCCGGTGTGCG (SEQ ID NO: 45) 15 

Rv3478 se amplificó usando reacción en cadena de la polimerasa (PCR) con las siguientes condiciones: 94°C 0,5 
min, 55°C 0,5min, 68°C 2 min durante 30 ciclos. El producto de la PCR purificado en gel (SEQ ID NO: 42) se digirió 
con Ndel/HindIII y se clonó en el vector de expresión pET28a (Clonetech). Rv3478 se transformó en hospedadores 
de expresión y Rosetta2 pLysS. Los cultivos se incubaron en matraces agitados a 37°C en medio YT 2x 
complementado con 34 mg/l de cloranfenicol, 35 mg/l de kanamicina hasta una DO600 = 0,5-0,6 y se indujeron con 20 
IPTG 1 mM durante 3-4 h. La pasta celular se sedimentó a 10000 x g y se almacenó a - 20°C. Después de la lisis de 
una inducción de 1 l mediante sonicación y aclaramiento del sobrenadante, la proteína Rv3478 permaneció en la 
fracción soluble. Después, se lavó esta fracción 2X en detergente CHAPS al 1%, Tris HCl 10 mM, pH 8,0, y después 
se solubilizó en urea 8M. La purificación se efectuó usando cromatografía de afinidad Ni-NTA (Qiagen) 2X en 
condiciones desnaturalizantes y se eluyó la proteína Rv3478 usando imidazol 300 mM. Después del análisis por 25 
SDS-PAGE, se dializaron las fracciones que contenían la proteína purificada contra Tris 10 mM a pH 8,0. La 
concentración de proteína se determinó mediante ensayo BCA y se determinaron los niveles residuales de 
endotoxina mediante el ensayo de amebocito Llimulus. La secuencia de aminoácidos de la proteína recombinante se 
expone en la SEQ ID NO: 43. 

EJEMPLO 10 30 

CLONACIÓN Y EXPRESIÓN DE Rv3619 RECOMBINANTE 

Usando ADN genómico de H37Rv como molde, Rv3619 se amplificó usando los siguientes cebadores. 

5'-Rv3699-5his-NdeI- 

TAGGATCCCATATGACCATCAACTATCAATTCG (SEQ ID NO: 49) 

3'- Rv3699-3HindIII- 35 

TAGAATTCAAGCTTTTAGGCCCAGCTGGAGCCGAC (SEQ ID NO: 50) 

Rv3619 se amplificó usando reacción en cadena de la polimerasa (PCR) con las siguientes condiciones: 94°C 0,5 
min, 55°C 0,5min, 68°C 1 min durante 30 ciclos. El producto de la PCR purificado en gel (SEQ ID NO: 47) se digirió 
con Ndel/HindIII y se clonó en el vector de expresión pET28a (Clonetech). 

Rv3619 se transformó en hospedadores de expresión y Rosetta2 pLysS. Los cultivos se incubaron en matraces 40 
agitados a 37°C en medio YT 2x complementado con 34 mg/l de cloranfenicol, 35 mg/l de kanamicina hasta una 
DO600 = 0,5-0,6 y se indujeron con IPTG 1 mM durante 3-4 h. La pasta celular se sedimentó a 10000 x g y se 
almacenó a -20°C. Después de la lisis de una inducción de 1 l mediante sonicación y aclaramiento del sobrenadante, 
la proteína Rv3619 permaneció en la fracción soluble. Después, se lavó esta fracción 2X en detergente CHAPS al 
1%, Tris HCl 10 mM, pH 8,0, y después se solubilizó en urea 8M. La purificación se llevó a cabo usando 45 
cromatografía de afinidad Ni-NTA (Qiagen) en condiciones desnaturalizantes y se eluyó la proteína Rv3619 usando 
imidazol 300 mM. Después del análisis por SDS-PAGE, se dializaron las fracciones que contenían la proteína 
purificada contra Tris 10 mM a pH 8,0. La concentración de proteína se determinó mediante ensayo Bradford y se 
determinaron los niveles residuales de endotoxina mediante el ensayo de amebocito Llimulus. La secuencia de 
aminoácidos de la proteína recombinante se expone en la SEQ ID NO: 48. 50 

EJEMPLO 11 
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CLONACIÓN Y EXPRESIÓN DE Rv3620 RECOMBINANTE 

Usando ADN genómico de H37Rv como molde, Rv3620 se amplificó mediante la PCR usando los siguientes 
cebadores: 

5'-Rv3620-5his-NdeI- 

TAGGATCCCATATGACCTCGCGTTTTATGACG (SEQ ID NO: 54) 5 

3'-Rv3620-3HindIII- 

TAGAATTCAAGCTTTCAGCTGCTGAGGATCTGCTG (SEQ ID NO: 55) 

Rv3620 se amplificó por la PCR con las siguientes condiciones: 94°C 0,5 min, 55°C 0,5min, 68°C 1 min durante 30 
ciclos. El producto de la PCR (SEQ ID NO: 52) se digirió con Ndel/HindIII y se clonó en pET28a. Rv3620 se 
transformó en el vector de expresión Rosetta2 plysS. Después de la lisis de una inducción de 1 l, la proteína pasó al 10 
cuerpo de inclusión. Se llevó a cabo la Ni-NTA en condiciones desnaturalizantes, después, el antígeno purificado se 
dializó contra Tris 20 mM, pH 8,0, NaCl 50 mM. La secuencia de aminoácidos de la proteína recombinante se 
expone en la SEQ ID NO: 53. 

EJEMPLO 12 

CLONACIÓN Y EXPRESIÓN DE Rv3810 RECOMBINANTE 15 

Usando ADN genómico de H37Rv como molde, Rv3810 se amplificó mediante la PCR usando los siguientes 
cebadores: 

5'-Rv3810-5his23-NdeI-  

 

3'-Rv3810-3XhoI- 20 

CAATTACTCGAGTTAGGCGACCGGCACGGTGATTGG (SEQ ID NO: 60) 

Rv3810 se amplificó por la PCR con las siguientes condiciones: 95°C 1min, 58°C 1min, 72°C 1,5min durante 35 
ciclos. El producto de la PCR (SEQ ID NO: 57) se digirió con NdeI/XhoI y se clonó en pET 17b (la construcción de 
pET comienza en el aminoácido 23). Rv3810 en hospedadores de expresión BL-21plysE y Rosetta plysS. Después 
de la lisis de una inducción de 1 l, la proteína pasó al cuerpo de inclusión. Se llevó a cabo la Ni-NTA en condiciones 25 
desnaturalizantes, y después se dializó contra Tris 10 mM, pH 8,0. La secuencia de aminoácidos de la proteína 
recombinante se expone en la SEQ ID NO: 58. 

EJEMPLO 13 

CLONACIÓN Y EXPRESIÓN DE Rv3876 RECOMBINANTE 

Rv3876 se amplificó por la PCR a partir de ADN genómico usando los siguientes cebadores de amplificación: 30 

Rv3876F-Nde-5': 

GATCCCATGGGCATATGGCGGCCGACTACGAC (SEQ ID NO: 64) 

Rv3876R-EcorRI-3': 

GTCAGAATTCTCAACGACGTCCAGCCCT (SEQ ID NO: 65) 

La amplificación se llevó a cabo usando las siguientes condiciones: 94°C 30 s, 55°C 30 s, 72°C 2min durante 30 35 
ciclos. El producto de la PCR se ligó en el vector lanzadera pGemT. Los clones positivos se identificaron en placas 
de LB agar-x-gal mediante selección de azul/blanco. El producto génico de Rv3876 se digirió con Ndel/EcoRI y se 
clonó en pET 28a. Rv3876c se transformó en el hospedador de expresión BL-21(DE3)plysS. Después de la lisis de 
una inducción de 1 l, la proteína permaneció en la fracción insoluble. Se llevó a cabo la Ni-NTA en condiciones 
desnaturalizantes, y después se dializó contra Tris 20 mM, pH 8,0. La secuencia de aminoácidos de la proteína 40 
recombinante se expone en la SEQ ID NO: 63. 
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EJEMPLO 14 

CLONACIÓN Y EXPRESIÓN DE LA PROTEÍNA DE FUSIÓN RECOMBINANTE MTB36F.1 

Se usaron los siguientes cebadores en la construcción de la construcción de fusión Mtb36f.1: 

5'-Rv2389-5NdeI50- 

CAATTACATATGGACGACATCGATTGGGACGCC (SEQ ID NO: 68) 5 

3'-Rv2389-3SacIgo- 

CAATTAGAGCTCATCGTCCCTGCTCCCCGAACA (SEQ ID NO: 69) 

5'-Rv3810-5SacI23- 

CAATTAGAGCTCAGTCCTTGTG]CATATTTTCTTG (SEQ ID NO: 70) 

3'-Rv3890-3HindIII-KpnI- 10 

CAATTAAAGCTTTTAGGTACCGGCGACCGGCACGGTGATTG G (SEQ ID NO: 71) 

Usando el ADN de plásmido previamente clonado de Rv2389 y Rv3810, se amplificaron por la PCR los 
componentes de Mtb36f.1 usando las siguientes condiciones: 94°C 30 s, 58°C 30 s, 68°C 1 min durante 35 ciclos. El 
producto de la PCR 5' de Rv2389 se digirió con Ndel/Sacl y se clonó en pET 28a. El producto de la PCR 3' Rv3810 
se digirió con Sacl/HindIII y se clonó en la construcción de pET 28a que contenía Rv2389. Mtb36f.1 (SEQ ID NO: 66) 15 
se transformó en el hospedador de expresión BL-21(DE3)plysS. Después de la lisis de una inducción de 1 l, la 
proteína permaneció en la fracción soluble. Se llevó a cabo la Ni-NTA en condiciones nativas, y después se dializó 
contra Tris 20 mM, pH 8,0. La secuencia de aminoácidos de la proteína de fusión recombinante se expone en la 
SEQ ID NO: 67. 

EJEMPLO 15 20 

CLONACIÓN Y EXPRESIÓN DE LA PROTEÍNA DE FUSIÓN RECOMBINANTE ID58 

Se usaron los siguientes cebadores para clonar la construcción de fusión ID58, que comprende compañeros de 
fusión derivados de Rv1813, Rv3620 y Rv0496 de Mtb 

5': Rv1813mat-5NdeI-KpnI 

CAATTACATATGGGTACCCATCTCGCCAACGGTTCGATG (SEQ ID NO: 73) 25 

3': Rv1813mat-3Saclgo 

CAATTAGAGCTCGTTGCACGCCCAGTTGACGAT (SEQ ID NO: 74) 

5': Rv3620-5SacI 

CAATTAGAGCTCATGACCTCGCGTTTTATGACG (SEQ ID NO: 75) 

3'; Rv3620-3SalIgo 30 

CAATTAGTCGACGCTGCTGAGGATCTGCTGGGA (SEQ ID NO: 76) 

5': Rv0496-5SalI 

CAATTAGTCGACATGGTCGATGCCCACCGCGGC (SEQ ID NO: 77) 

3': Rv0496-3ScaI-HindIII 

CAATTAAAGCTTTTAAGTACTTGGTTTGCTGCCTCTCGATCG (SEQ ID NO: 78) 35 

Se amplificaron por la PCR Rv1813 y Rv3620 a partir de ADN genómico molde (94°C durante 0,5min., 58°C durante 
0,5 min, 58 °C durante 1,5 min.; 35 ciclos). Rv1813 se digirió con NdeI/SacI y después se clonó en el vector 
pET28.a. Rv3620 se digirió con SacI/SalI y después se ligó en la construcción Rv1813pET. Rv0496 se amplificó a 
partir de molde de plásmido mediante la PCR (94 °C durante 0:30; 60 °C durante 0:30; 68 °C durante 1:30; 35 
ciclos). El producto se digirió con SalI/HindIII y se clonó en el vector pET28.a-Rv1813-3620. ID58-pET28.a tenía 40 
algunas mutaciones puntuales, por lo que se usó mutagénesis de sitio dirigido para insertar los ácidos nucleicos 
correctos. La construcción de fusión ID58 tiene una secuencia de polinucleótido expuesta en la SEQ ID NO: 72, que 
codifica la proteína de fusión expuesta en la SEQ ID NO: 79. ID58 se expresó en el hospedador BL-21plysS (1 l, 
medio de crecimiento 2XYT, 37 °C). La inducción fue con IPTG 1 mM y DO de 0,471 y se recogieron las células a 
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una DO de 1,36. El sedimento celular se suspendió en tampón de lisis (Tris 20 mM, pH 8, NaCl 100 mM, PMSF 2 
mM) y se congeló. ID58 formó un cuerpo de inclusión se procesó igual que ID83. Las fracciones del flujo pasante 
unidas se dializaron en Tros 20 mM, pH 8,5. 

EJEMPLO 16 

CLONACIÓN Y EXPRESIÓN DE LA PROTEÍNA DE FUSIÓN RECOMBINANTE ID69 5 

Se usaron los siguientes cebadores para clonar la construcción de fusión ID69, que comprende compañeros de 
fusión derivados de Rv2389, Rv1813, Rv3620 y Rv0496: 

5': Rv2389mat-5NdeI 

CAATTACATATGGACGACATCGATTGGGACGCC (SEQ ID NO: 81) 

3': Rv2389mat-3Kpnl-Hindlll 10 

CAATTAAAGCTTTTAAGTACTTGGTTTGCTGCCTCTCGATCG (SEQ ID NO: 82) 

Rv2389 se amplificó por la PCR a partir de molde genómico (94°C durante 0,5 min, 58°C durante 0,5 min, 68°C 
durante 1,5 min, 35 ciclos), se digirió con NdeI/HindIII, y se ligó en pET28.a. El vector ID58-pET28.a se digirió con 
KpnI/HindIII para desprender el inserto. ID58 se ligó en el vector Rv2389-pET28.a (también digerido con 
KpnI/HindIII). La construcción de fusión tiene una secuencia de polinucleótido expuesta en la SEQ ID NO: 80, que 15 
codifica la proteína de fusión expuesta en la SEQ ID NO: 83. ID69 se expresó en el hospedador BL-21plysS (1 l, 
medio de crecimiento 2XYT, 37 °C). El sedimento celular se suspendió en tampón de lisis (Tris 20 mM, pH 8, NaCl 
100 mM, PMSF 2 mM) y se congeló. ID69 formó un cuerpo de inclusión y se purificó igual que ID83. 

EJEMPLO 17 

CLONACIÓN Y EXPRESIÓN DE LA PROTEÍNA DE FUSIÓN RECOMBINANTE ID83 20 

Se usaron los siguientes cebadores para clonar la construcción de fusión ID83, que comprende compañeros de 
fusión de Rv1813, Rv3620 y Rv2608: 

5': Rv1813mat-5NdeI-KpnI 

CAATTACATATGGGTACCCATCTCGCCAACGGTTCGATG (SEQ ID NO: 85) 

3': Rv1813mat-3SacIgo 25 

CAATTAGAGCTCGTTGCACGCCCAGTTGACGAT (SEQ ID NO: 86) 

5': Rv3620-5SacI 

CAATTAGAGCTCATGACCTCGCGTTTTATGACG (SEQ ID NO: 87) 

3': Rv3620-3SalIgo 

CAATTAGTCGACGCTGCTGAGGATCTGCTGGGA (SEQ ID NO: 88) 30 

5': Rv2608-5SalI 

CAATTAGTCGACATGAATTTCGCCGTTTTGCCG (SEQ ID NO: 89) 

3': Rv2608-3ScaI-HindIII 

CAATTAAAGCTTTTAAGTACTGAAAAGTCGGGGTAGCGCCGG (SEQ ID NO: 90) 

Se amplificaron por la PCR Rv1813 y Rv3620 a partir de ADN genómico molde (94°C durante 0,5 min, 58°C durante 35 
0,5 min, 58°C durante 1,5 min, 35 ciclos). Rv1813 se digirió con NdeI/SacI y después se clonó en el vector pET28.a. 
Rv3620 se digirió con SacI/SalI y después se ligó en la construcción Rv1813pET. Rv2608 se amplificó a partir de 
molde de plásmido mediante la PCR (94 °C durante 0,5 min; 58°C durante 0,5 min, 68°C durante 1,5 min, 35 ciclos). 
El producto se digirió con SalI/HindIII y se clonó en el vector pET28.a-Rv1813-3620. La construcción de fusión tiene 
una secuencia de polinucleótido expuesta en la SEQ ID NO: 84, que codifica la proteína de fusión expuesta en la 40 
SEQ ID NO: 91. 

ID83 en el hospedador BL-21plysS (2 l, medio de crecimiento 2XYT, 37°C). Se indujo con IPTG 1 mM a una DO de 
0,77 y se recogió a una DO de 1,93. El sedimento celular se suspendió en tampón de lisis (Tris 20 mM, pH 8, NaCl 
100 mM, PMSF 2 mM) y se congeló. Después, se descongeló el sedimento celular, se lisó por sonicación, y se 
centrifugó a 7.000 rcf durante 20 minutos. ID83 es una proteína de cuerpo de inclusión. El sedimento se lavó 2x con 45 
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Chaps al 1%. El sedimento se solubilizó en 60 ml en tampón de unión (urea 8 M, Tris 20 mM, pH 8, NaCl 100 mM) y 
se unió a 16 ml de resina de Ni-NTA a TA durante 1 hora. Se lavó la resina (50 ml, DOC al 0,5% durante 20 minutos; 
80 ml de IPA al 60% durante 30 minutos, 50 ml de enjuague DOC al 0,5%) y después se eluyó con tampón de unión 
con imidazol 300 mM. El sobrenadante de la primera unión se unió a 8 ml adicionales de resina y se procesó como 
se ha indicado anteriormente. Las purificaciones anteriormente mencionadas retiraron los productos de 5 
descomposición. Se usó otra unión de Ni-NTA durante una noche a 4°C en 160 ml (tampón de unión con NaCl 50 
mM) con 32 ml de resina. La resina se lavó y se eluyó como se indicó anteriormente. Las fracciones de esta unión se 
dializaron en Tris 20 mM, pH 8. 

EJEMPLO 18 

CLONACIÓN Y EXPRESIÓN DE LA PROTEÍNA DE FUSIÓN RECOMBINANTE ID94 10 

Se usaron los siguientes cebadores para clonar la construcción de fusión ID94, que comprende compañeros de 
fusión derivados de Rv2389, Rv1813, Rv3620 y Rv2608: 

5': Rv2389mat-5Ndel 

CAATTACATATGGACGACATCGATTGGGACGCC (SEQ ID NO: 93) 

3': Rv2389mat-3KpnI-HindIII 15 

CAATTAAAGCTTTTAAGTACTTGGTTTGCTGCCTCTCGATCG (SEQ ID NO: 94) 

Rv2389 se amplificó por la PCR a partir de molde genómico (94°C durante 0,5 min, 58°C durante 0,5 min, 68°C 
durante 1,5min, 35 ciclos), se digirió con NdeI/HindIII, y se ligó en pET28.a. El vector ID83-pET28.a se digirió con 
KpnI/HindIII para desprender el inserto. ID83 se ligó en el vector Rv2389-pET28.a (también digerido con 
KpnI/HindIII). La construcción de fusión tiene una secuencia de polinucleótido expuesta en la SEQ ID NO: 92, que 20 
codifica la proteína de fusión expuesta en la SEQ ID NO: 95. ID94 se expresó en el hospedador BL-21 plysS (1 l, 
medio de crecimiento 2XYT, 37°C). La expresión se indujo con IPTG 1 mM a una DO de 0,50 y se recogió a una DO 
de 1,41. El sedimento celular se suspendió en tampón de lisis (Tris 20 mM, pH 8, NaCl 100 mM, PMSF 2 mM) y se 
congeló. ID94 formó un cuerpo de inclusión se procesó igual que ID83. ID94 no se unió bien durante una noche, por 
lo que se duplicó el volumen con urea 8 M y se añadió BME a 10 mM. Las soluciones menos concentradas se 25 
unieron a la resina de Ni-NTA a TA durante 2 horas y después durante una noche a 4°C. La resina se lavó y se 
eluyó como se ha indicado anteriormente. Las fracciones de esta purificación se dializaron en Tris 20 mM, pH 8. 

EJEMPLO 19 

CLONACIÓN Y EXPRESIÓN DE LA PROTEÍNA DE FUSIÓN RECOMBINANTE ID95 

ID95 es una construcción de fusión que comprende compañeros de fusión derivados de Rv2389, Rv3810, Rv1813, 30 
Rv3620 y Rv0496. El vector ID58-pET28.a se digirió con KpnI/HindIII para desprender el inserto. El inserto de ID58 
se ligó en el vector 36f.1-pET28.a previamente elaborado (también digerido con KpnI/HindIII). La construcción de 
fusión tiene una secuencia de polinucleótido expuesta en la SEQ ID NO: 96, que codifica la proteína de fusión 
expuesta en la SEQ ID NO: 97. ID95 se expresó en el hospedador BL-21 plysS (1 l, medio de crecimiento 2XYT, 
37°C). El sedimento celular se suspendió en tampón de lisis (Tris 20 mM, pH 8, NaCl 100 mM, PMSF 2 mM) y se 35 
congeló. ID95 formó un cuerpo de inclusión y se purificó igual que ID83. 

EJEMPLO 20 

CLONACIÓN Y EXPRESIÓN DE LA PROTEÍNA DE FUSIÓN RECOMBINANTE ID120 

ID120 es una construcción de fusión que comprende compañeros de fusión derivados de Rv2389, Rv3810, Rv1813, 
Rv3620 y Rv2608. El vector ID83-pET28.a se digirió con KpnI/HindIII para desprender el inserto. El inserto de ID83 40 
se ligó en el vector 36f.1-pET28.a previamente elaborado (también digerido con KpnI/HindIII). La construcción de 
fusión tiene una secuencia de polinucleótido expuesta en la SEQ ID NO: 98, que codifica la proteína de fusión 
expuesta en la SEQ ID NO: 99. ID120 se expresó en el hospedador BL-21 plysS (1 l, medio de crecimiento 2XYT, 
37°C). La expresión se indujo con IPTG 1 mM y DO de 0,50 y se recogieron las células a una DO de 1,41. El 
sedimento celular se suspendió en tampón de lisis (Tris 20 mM, pH 8, NaCl 100 mM, PMSF 2 mM) y se congeló. 45 
ID120 formó un cuerpo de inclusión se procesó igual que ID83. ID120 no se unió bien durante una noche, por lo que 
se duplicó el volumen con urea 8 M y se añadió BME a 10 mM. Las soluciones menos concentradas se unieron a la 
resina de Ni-NTA a TA durante 2 horas y después durante una noche a 4°C. La resina se lavó y se eluyó como se ha 
indicado anteriormente. Las fracciones de esta purificación se dializaron en Tris 20 mM, pH 8. 

EJEMPLO 21 50 

RECONOCIMIENTO DE ANTÍGENOS DE MTB POR PBMC HUMANAS PPD+ Y ESPLENOCITOS DE RATONES 
INFECTADOS POR MTB 
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Este ejemplo demuestra que el antígeno de Mtb de la invención induce respuestas de recuerdo de memoria en 
PBMC humanas de donantes PPD+ sanos, y esplenocitos aislados de ratones infectados con Mycobacterium 
tuberculosis. 

MATERIALES Y MÉTODOS: 

Estimulación in vitro de PBMC humanas y ELISA de citocinas 5 

Se obtuvieron PBMC mediante aféresis o se purificaron a partir de sangre heparinizada de 7 donantes sanos PPD- y 
15 PPD+. Las PBMC se emplacaron por triplicado en placas de cultivo tisular de 96 pocillos a 2-2,5x105 
células/pocillo y se cultivaron con medio, PHA (10 µg/ml), lisado de Mycobacterium tuberculosis (Mtb) (10 µg/ml), o 
cada proteína recombinante (50 µg/ml) durante 72 h. Se recogieron los sobrenadantes y se analizaron para IFN-γ 
mediante un ELISA de doble sándwich usando mAb específico (eBioscience), y siguiendo el protocolo del fabricante. 10 

ELISPOT de citocinas de ratón 

Se recogieron bazos de ratones infectados por Mycobacterium tuberculosis a diferentes tiempos después de la 
infección, y se obtuvieron suspensiones de esplenocitos individuales mediante procedimientos convencionales. Se 
usó un ensayo ELISPOT para determinar el número relativo de esplenocitos que expresan IFN-γ o TNF. Las placas 
de filtración de 96 pocillos MultiScreen (Millipore, Bedford, MA) se recubrieron con 10 µg/ml de Ab de captura de rata 15 
anti-IFN-γ o TNF de ratón (eBioscience) y se incubaron durante una noche a 4°C. Las placas se lavaron con PBS, se 
bloquearon con RPMI 1640 y FBS al 10% durante al menos 1 h a temperatura ambiente, y se lavaron de nuevo. Se 
sembraron las células de bazo, por duplicado, a 2 x 105 células/pocillo, y se estimularon con el rAg específico a 
10µg/ml durante 48 h a 37°C. Posteriormente, se lavaron las placas con PBS y Tween al 0,1% y se incubaron 
durante una noche a 4°C con un Ab secundario de rata anti-IFN-γ o TNF de ratón (eBioscience) a 5µg/ml en PBS, 20 
BSA al 0,5%, y Tween al 0,1 %. Los filtros se revelaron usando el conjugado de avidina-peroxidasa Vectastain ABC 
y los kits de sustrato Vectastain AEC (Vector Laboratories, Burlingame, CA) según el protocolo del fabricante. La 
reacción se detuvo lavando las placas con agua desionizada, se secaron las placas en la oscuridad, y se contaron 
los puntos. 

RESULTADOS: 25 

Reconocimiento de proteínas recombinantes de Mtb mediante PBMC humanas PPD+ 

Se cultivaron PBMC de donantes PPD+ y PPD- durante 72 h con proteínas recombinantes Rv0164, Rv0455, 
Rv0496, Rv2608, Rv3020, Rv3478, Rv3619, Rv3620, Rv1738, Rv1813, Rv3810, Rv2389, Rv2866, Rv3876, Rv0054, 
Rv0410, Rv0655, Rv0831, Rv1009, Rv1099, Rv1240, Rv1288, Rv1410, Rv1569, Rv1789, Rv1818, Rv1860, Rv1886, 
Rv1908, Rv2220, Rv2032, Rv2623, Rv2875, Rv3044, Rv3310, Rv3881, Rv0577, Rv1626, Rv0733, Rv2520, Rv1253, 30 
Rv1980, Rv3628, Rv1884, y Rv1511 de Mtb. En otras partes de la presente memoria se describe una descripción de 
la producción de estos antígenos recombinantes. La concentración de IFN-γ se analizó adicionalmente en los 
sobrenadantes de cultivo celular. 

Todas las proteínas recombinantes ensayadas, a excepción de Rv1908, se presentaron a y activaron células T de 
donantes PPD+ para producir IFN-γ (Fig. 1). Solo se detectaron niveles de fondo de IFN-γ en respuesta a estos 35 
antígenos usando PBMC de controles PPD-. Se midieron aumentos de factor 5 a 70 en la concentración de IFN-γ de 
donantes PPD+ en comparación con los controles PPD-, lo que indica el reconocimiento específico de antígeno de 
estas proteínas recombinantes de donantes previamente expuestas a Mycobacterium tuberculosis o Mycobacterium 
bovis (vacunados con BCG). 

Reconocimiento de proteínas recombinantes de Mtb mediante esplenocitos de ratones infectados por M. 40 
tuberculosis 

Se infectó a ratones mediante exposición a baja dosis de aerosol con Mycobacterium tuberculosis cepa H37Rv, y se 
recogieron los bazos a diferentes tiempos después de la infección. Se usó un ensayo ELISPOT para determinar los 
números relativos de esplenocitos que expresan TNF en respuesta a las proteínas recombinantes de Mtb Rv0164, 
Rv0455, Rv0496, Rv2608, Rv3020, Rv3478, Rv3619, Rv3620, Rv1738, Rv1813, Rv3810, Rv2389, Rv2866, Rv0054, 45 
Rv0655, Rvo831, Rv1009, Rv1240, Rv1288, Rv1410, Rv1569, Rv1789, Rv1818, Rv1860, Rv1886, Rv1908, Rv2220, 
Rv2032, Rv2875, Rv3044, Rv3310, Rv3881, Rv0577, Rv1626, Rv0733, Rv1253, Rv1980, Rv3628, Rv1884, Rv3875, 
Rv1511 e ID83 durante un periodo de cultivo in vitro de 48 h. 

Todas las proteínas recombinantes y de fusión ensayadas indujeron un aumento en el número de esplenocitos TNF+ 
de ratones infectados por Mycobacterium tuberculosis 28 días (Fig.2, panel superior), 60 días (datos no mostrados), 50 
y 90 días después de la infección (Fig.2, panel inferior). 

En conjunto, estos datos indican que la infección por Mycobacterium tuberculosis en ratones indujo respuestas para 
proteínas de Mtb, incluyendo las proteínas Rv0164, Rv0455, Rv0496, Rv2608, Rv3020, Rv3478, Rv3619, Rv3620, 
Rv1738, Rv1813, Rv3810, Rv2389, Rv2866, Rv0054, Rv0655, Rv0831, Rv1009, Rv1240, Rv1288, Rv1410, Rv1569, 
Rv1789, Rv1818, Rv1860, Rv1886, Rv1908, Rv2220, Rv2032, Rv2875, Rv3044, Rv3310, Rv3881, Rv0577, Rv1626, 55 
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Rv0733, Rv1253, Rv1980, Rv3628, Rv1884, Rv1511 e ID83. 

Por lo tanto, tanto los seres humanos expuestos de manera natural a, como los ratones infectados por una 
exposición a aerosol con Mycobacterium tuberculosis virulento desencadenaron respuestas inmunitarias a proteínas 
bacterianas, tal como se evidencia por las respuestas de recuerdo al lisado de Mtb y a PPD. Además, el aumento en 
las respuestas de citocinas IFN-y y TNF a las proteínas Rv0164, Rv0455, Rv0496, Rv2608, Rv3020, Rv3478, 5 
Rv3619, Rv3620, Rv1738, Rv1813, Rv3810, Rv2389, Rv2866, Rv3876, Rv0054, Rv0410, Rv0655, Rv0831, Rv1009, 
Rv1099, Rv1240, Rvl288, Rv1410, Rvl569, Rv1789, Rv1818, Rv1860, Rv1886, Rv1908, Rv2220, Rv2032, Rv2623, 
Rv2875, Rv3044, Rv3310, Rv3881, Rv0577, Rv1626, Rv0733, Rv2520, Rv1253, Rv1980, Rv3628, Rv1884, Rv1511 
y ID83 tras la estimulación in vitro indica que estos antígenos (1) se reconocen por individuos previamente 
expuestos (presencia de células T de memoria), (2) pueden usarse como agentes inmunoterapéuticos o (3) pueden 10 
usarse como agentes de diagnóstico. 

EJEMPLO 22 

RESPUESTAS INMUNITARIAS A ANTÍGENOS DE MTB EN RATONES C57BL/6 Y PROTECCIÓN CONTRA 
EXPOSICIÓN A AEROSOLO CON MTB 

Este ejemplo demuestra que la inmunización de ratones con antígenos de Mtb de la invención son inmunogénicas y 15 
pueden proporcionar protección contra la exposición a aerosol de Mycobacterium tuberculosis. 

MATERIALES Y MÉTODOS: 

Antígenos recombinantes y formulaciones adyuvantes 

Se produjeron proteínas recombinantes como se ha descrito anteriormente. Se obtuvo CpG 1826 de Coley 
Pharmaceuticals (Wellesley, MA). 20 

Inmunización 

Se obtuvieron ratones C57/BL6 hembra de Charles River y se emparejaron por edades (5-7 semanas) en cada 
experimento. Se inmunizó a los ratones tres veces (separadas por 3 semanas) con 8 µg de proteína Rv0164 
recombinante (SEQ ID NO: 1), Rv0496 (SEQ ID NO: 6), Rv2608 (SEQ ID NO: 26), Rv3020 (SEQ ID NO: 36), 
Rv3478 (SEQ ID NO: 41), Rv3619 (SEQ ID NO: 46), Rv3620 (SEQ ID NO: 51), Rv1738 (SEQ ID NO: 11), Rv1813 25 
(SEQ ID NO: 16), Rv3810 (SEQ ID NO: 56), Rv2389 (SEQ ID NO: 21), Rv2866 (SEQ ID NO: 31), Rv0831 (SEQ ID 
NO: 115), Rv1288 (SEQ ID NO: 127), Rv1569 (SEQ ID NO: 133), Rv1789 (SEQ ID NO: 136), Rv1818 (SEQ ID NO: 
139), Rv1860 (SEQ ID NO: 142), Rv1886 (SEQ ID NO: 145), Rv2220 (SEQ ID NO: 154), Rv2032 (SEQ ID NO: 151), 
Rv2623 (SEQ ID NO: 160), Rv2875 (SEQ ID NO: 163), Rv3044 (SEQ ID NO: 166), Rv0577 (SEQ ID NO: 184), 
Rv1626 (SEQ ID NO: 187), Rv0733 (SEQ ID NO: 190), Rv3628 (SEQ ID NO: 202), y Rv1884 (SEQ ID NO: 205) 30 
formulada con 25µg del adyuvante CpG. Los ratones en los grupos de control de salino, solo adyuvante y BCG 
recibieron tres dosis de PBS, tres dosis de solo adyuvante, o una sola dosis de 5x104 UFC de BCG, 
respectivamente. Se inyectó a los ratones un volumen total de 100 µl/ratón por vía s.c. 

ELISA de citocinas 

Tres semanas después del último refuerzo, se recogieron los bazos de animales designados para estudios de 35 
inmunogenicidad, y se obtuvieron los esplenocitos mediante procedimientos convencionales. Para el análisis de 
citocinas, se sembraron los esplenocitos en placas de cultivo tisular de 96 pocillos duplicadas a 2,5 x 105 
células/pocillo y se cultivaron con medio, 3 µg/ml de Con A, 10 µg/ml de PPD, 10 µg/ml de lisado de Mtb, o cada 
proteína recombinante a 10µg/ml durante 72 h. Se recogieron los sobrenadantes y se analizaron para IFN-y 
mediante un ELISA de doble sándwich usando mAb específico (eBioscience), y siguiendo el protocolo del fabricante. 40 

ELISPOT de citocinas 

Las placas de filtración de 96 pocillos MultiScreen (Millipore, Bedford, MA) se recubrieron con 10 µg/ml de Ab de 
captura de rata anti-IFN-y o TNF de ratón (eBioscience) y se incubaron durante una noche a 4°C. Las placas se 
lavaron con PBS, se bloquearon con RPMI 1640 y FBS al 10% durante al menos 1 h a temperatura ambiente, y se 
lavaron de nuevo. Los esplenocitos se sembraron por duplicado a 2 × 105 células/pocillo, y se estimularon con 45 
medio. 3 µg/ml de Con A, 10 µg/ml de PPD, o cada proteína recombinante a 10µg/ml durante 48 h a 37°C. 
Posteriormente, se lavaron las placas con PBS y Tween-20 al 0,1 % y se incubaron durante 2 h con un Ab 
secundario anti-IFN-y o TNF de ratón (eBioscience) a 5µg/ml en PBS, BSA al 0,5%, y Tween-20 al 0,1%. Los filtros 
se revelaron usando el conjugado de avidina-peroxidasa Vectastain ABC y los kits de sustrato Vectastain AEC 
(Vector Laboratories, Burlingame, CA) según el protocolo del fabricante. La reacción se detuvo lavando las placas 50 
con agua desionizada, se secaron las placas en la oscuridad, y se contaron los puntos en un lector ELISPOT 
automatizado (C.T.L. Serie3A Analyzer, Cellular Technology Ltd, Cleveland, OH), y se analizaron con Immunospoto 
(analizador CTL LLC). 
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ELISA de isotipo de IgG 

Se extrajo sangre de los animales 1 semana después de la última inmunización y se determinaron los títulos en 
suero de anticuerpos IgG1 e IgG2c. Las placas Nunc-Immuno Polysorb se recubrieron durante 4 h a temperatura 
ambiente con 2µg/ml de proteína recombinante en tampón bicarbonato 0,1 M, se bloquearon durante una noche a 
4°C con PBS, Tween-20 al 0,05%, BSA al 1 %, se lavaron con PBS, Tween-20 al 0,05%, se incubaron durante 2 h a 5 
temperatura ambiente con sueros a una dilución 1:50 y posteriores diluciones de factor 5, se lavaron, y se incubaron 
durante 1 h con anti-IgG1-HRP o anti-IgG2c-HRP a 1:2000 en PBS, Tween-20 al 0,05%, BSA al 0,1%. Las placas se 
lavaron y revelaron usando el sustrato SureBlue TMB (KPL Inc., Gaithersburg, MD). La reacción enzimática se 
detuvo con H2SO4 1N, y se leyeron las placas en 30 min a 450 nm con un filtro de referencia ajustado a 650 nm 
usando un lector de microplacas de ELISA (Molecular Devices, Sunnyvale, CA) y SoftMax Pro5. Los títulos de 10 
criterio de valoración se determinaron con GraphPad Prism 4 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA) con un corte 
de 0,1. 

Experimento de protección 

Se inmunizó a ratones por vía s.c., tres veces, separadas por 3 semanas, con 8 □g de cada proteína recombinante a 
partir de un subconjunto de antígenos de Mtb, y se mezclaron con el adyuvante CpG. Los ratones de control positivo 15 
se inmunizaron con BCG (5 x 104 UFC) en la base de la cola (una vez), y se inyectó a los animales de control 
negativo con salino, o solo coadyuvante. Treinta días después de la última inmunización, se expuso a los ratones 
mediante exposición a aerosol a bajas dosis con Mycobacterium tuberculosis cepa H37Rv (ATCC 35718; American 
Type Culture Collection, Manassas, VA) usando una cámara de exposición a aerosol UW-Madison (Madison, WI) 
calibrada para suministrar 50-100 bacterias a los pulmones. Cuatro semanas después, se sacrificó a los ratones, y 20 
se prepararon homogeneizados de pulmón y de bazo en PBS/Tween 80 (al 0,05%). Se determinaron los recuentos 
bacterianos sembrando diluciones seriadas de órganos completos individuales en Bacto agar nutriente Middlebrook 
7H11 (BD Biosciences, Cockeysville, MD) y contando la formación de colonias bacterianas después de una 
incubación de 14 días a 37°C en aire humidificado y CO2 al 5%. Los datos se expresan como Log10 del número 
medio de bacterias recuperadas ± DT, y el Log10 de reducción en UFC = Log10 de CFU para el grupo vacunado - 25 
Log10 de UFC para el grupo tratado con suero salino. 

RESULTADOS: 

Respuestas inmunitarias a antígenos de Mtb recombinantes adyuvados con CpG. 

Se inmunizó a ratones C57BL/6 tres veces, separadas por tres semanas, con las proteínas de Mtb recombinantes 
R0164, Rv0455, Rv0496, Rv2608, Rv3020, Rv3478, Rv3619, Rv3620, Rv1738, Rv1813, Rv3810, Rv2389, Rv2866, 30 
Rv0831, Rv1818, Rv1886, Rv2032, Rv2623, Rv2875, Rv3044, Rv0577, Rv1626, Rv3628, y Rv1884 formuladas con 
25µg del adyuvante CpG. Una semana, y tres semanas después de la última inmunización, se evaluaron la 
presencia de anticuerpos específicos de antígeno y linfocitos T de memoria, respectivamente. 

Se midió la respuesta de Ab de isotipo IgG en suero específico mediante ELISA convencional recubriendo cada una 
de las proteínas recombinantes sobre una placa y diluyendo en serie los diferentes sueros. Se determinaron las 35 
relaciones de títulos de criterio de valoración de IgG2c:IgG1 para cada grupo de vacuna (tabla 1). La inmunización 
con suero salino, adyuvante CpG solo o con BCG no indujo una respuesta de anticuerpos IgG1 o IgG2c específica 
para ninguna de las proteínas de Mtb recombinantes (datos no mostrados). La inmunización con cada una de las 
proteínas recombinantes de Mtb con el adyuvante CpG indujo IgG1 e IgG2c específicas de antígeno. 

Tabla 1. Respuestas inmunitarias a antígenos de Mtb 40 

Antígeno IFN-γa TNFa IgGb  Antígeno IFN-γ TNF IgG 

Rv0577 523(8) 388(297) 0,98  Rv0496 68(52) 24(5) *1,21 

Rv1626 20(21) 268(117) *1,19  Rv0831 24(12) 24(8) *1,19 

Rv2875 428(172) 137(60) *1,05  Rv1886 590(106) 102(37) 1,00 

Rv2608 798(11) 175(105) 1,09  Rv3020 48(27) 20(16) *1,18 

Rv3478 453(4) 149(73) 1,03  Rv3619 604(184) 1261(319) *1,13 

Rv3044 331(161) 57(1) *1,05  Rv1813 388(103) 32(13) *1,18 

Rv0164 163(87) 94(58) *1,17  Rv2389 39(49) 92(31) 1,02 

Rv0455 24(12) 44(24) 1,06  Rv2623 21(12) 2(1) *1,14 

Rv1738 24(16) 32(16) 1,23  Rv2866 104(56) 32(12) *1,31 
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Rv1818 155(72) 10(2) *0,90  Rv3620 184(44) 72(33) *1,13 

Rv1884 1600(372) NDc 1,01  Rv3628 16(8) ND 1,09 

Rv2032 28(16) ND *1,14  Rv3810 44(56) 7(10) 1,08 

a Unidades formadoras de puntos por millón de células (DT). Se inmunizó a los ratones 
s.c. tres veces, separadas por tres semanas, con antígenos Mtb (Rv n.º) + CpG. Las 
respuestas de citocinas para los antígenos se determinaron mediante ELISPOT 3 
semanas después de la última inyección. 

bRelación IgG2c:IgG1, *P < 0,05, Prueba de la t de Student, 

cND, no efectuado. 

 

Tres semanas después de la última inmunización, se prepararon los esplenocitos y se ensayaron por ELISPOT para 
determinar el número relativo de esplenocitos que expresan IFN-y o TNF en respuesta a solo medio, el mitógeno 
ConA, PPD, lisado de Mtb, y cada una de las proteínas recombinantes de Mtb. 

La inyección con suero salino, o solo adyuvante de CpG no indujo respuestas de IFN-y o de TNF específicas para 5 
cualquiera de las proteínas recombinantes (datos no mostrados). 

La inmunización con cada una de las proteínas recombinantes de Mtb con el adyuvante CpG indujo respuestas de 
recuerdo de IFN-γ y/o TNF por esplenocitos activados (tabla 1). También se observaron niveles menores de IFN-γ 
en respuesta a lisado de Mtb y PPD (datos no mostrados), lo que sugiere que estas proteínas se encuentran de 
manera natural en lisados micobacterianos y derivados parcialmente purificados. 10 

En su conjunto, estos resultados indican que la inmunización con los diferentes antígenos recombinantes de Mtb en 
CpG indujo una respuesta de memoria de tipo Th1 con IgG2c IFN- y y TNF predominantes. 

Protección proporcionada por las diferentes proteínas recombinantes de Mtb, adyuvadas con CpG, contra una 
exposición a aerosol con Mtb H37Rv. 

El número de bacilos viables, expresado como media de Log10 de UFC, en el pulmón y el bazo de ratones 15 
vacunados con proteínas recombinantes de Mtb Rv0496, Rv2608, Rv3020, Rv3478, Rv3619, Rv3620, Rv1813, 
Rv1569, Rv1789, Rv1860, Rv1886, Rv2220, Rv2875, Rv3044, Rv0577, Rv1626, y Rv0733, adyuvadas con CpG, se 
determinaron 4 semanas después de la exposición a aerosol con ∼50 UFC de Mycobacterium tuberculosis H37Rv 
virulenta. Se comparó el Log10 de UFC media en el pulmón de ratones inmunizados con las diferentes proteínas 
recombinantes con el Log10 de UFC media obtenida en ratones que reciben placebo (salino) o BCG, la única 20 
vacuna actual contra la TB. La diferencia en el Log10 de UFC media en el grupo de salino frente a los grupos 
vacunados se expresa como Log10 de reducción en UFC. 

La inmunización de ratones con tres dosis de Rv3478 + CpG o Rv2608 + CpG dio como resultado una reducción en 
los bacilos de Mtb viables, en el pulmón (0,66, respectivamente 0,58) próxima a la proporcionada con la vacunación 
con BCT (0,78) (tabla 2). La inmunización con cada una de Rv0496, Rv3020, Rv3619, Rv3620, Rv1813, Rv1569, 25 
Rv1789, Rv1860, Rv1886, Rv2220, Rv2875, Rv3044, Rv0577, Rv1626, y Rv0733, adyuvadas con CpG, también 
proporcionó cierta protección contra la infección por Mtb. El adyuvante CpG solo no redujo la carga bacteriana 
pulmonar (-0,09). 

Tabla 2. Protección inducida por vacuna contra Mtb
a 

Reducción de UFC (Log10)
b 

Rv0496 0,11 Rv0577 0,36 Rv1886 0,20 Rv3478 0,66 

Rv0733 0,23 Rv1626 0,32 Rv1569 0,12 Rv3044 0,43 

Rv0831 0,13 Rv2875 0,44 Rv1789 0,15 Rv2220 0,25 

Rv1411 0,11 Rv2608 0,58 Rv3020 0,17 BCG 0,78 

Rv1860 0,19 Rv3619 0,24 Rv1813 0,14 CpG -0,09 
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aSe inmunizó a los ratones s.c. tres veces, separadas por tres semanas, con 8 µg de antígenos Mtb (Rv n.º) + 25 
µg de CpG. 

bReducción en bacterias viables (UFC) en los pulmones en comparación con animales inmunizados con suero 
salino 4 semanas después de una dosis baja de exposición a aerosol con M. tuberculosis de las cepas H37Rv o 
Erdman. 

 

Estos resultados son sorprendentes en tanto que se lograron los niveles de protección contra la infección por Mtb 
con 3 dosis de una sola proteína recombinante adyuvada con CpG. 

EJEMPLO 23 

RESPUESTAS INMUNITARIAS A UNA MEZCLA DE ANTÍGENOS DE MTB EN RATONES C57BL/6 Y 5 
PROTECCIÓN CONTRA EXPOSICIÓN A AEROSOLO CON MTB 

Este ejemplo demuestra que la inmunización de ratones con una mezcla de antígenos de Mtb de la invención son 
inmunogénicas y pueden proporcionar protección contra la exposición a aerosol de Mycobacterium tuberculosis. 

MATERIALES Y MÉTODOS: 

Antígenos recombinantes y formulaciones adyuvantes 10 

Se produjeron proteínas recombinantes como se ha descrito anteriormente. Se obtuvo CpG 1826 de Coley 
Pharmaceuticals (Wellesley, MA). 

Inmunización 

Se obtuvieron ratones C57/BL6 hembra de Charles River y se emparejaron por edades (5-7 semanas) en cada 
experimento. Se inmunizó a los ratones tres veces (separadas por 3 semanas) con 6 u 8µg de proteína 15 
recombinante Rv2608, Rv3620 y Rv1813 formulada con 25µg del adyuvante CpG. Los ratones en los grupos de 
control de solo adyuvante y de BCG recibieron tres dosis de solo adyuvante, o una sola dosis de 5x104 UFC de 
BCG, respectivamente. Se inyectó a los ratones un volumen total de 100 µl/ratón por vía s.c. 

ELISA de citocinas 

Tres semanas después del último refuerzo, se recogieron los bazos de animales designados para estudios de 20 
inmunogenicidad, y se obtuvieron los esplenocitos mediante procedimientos convencionales. Para el análisis de 
citocinas, se sembraron los esplenocitos en placas de cultivo tisular de 96 pocillos duplicadas a 2,5 x 105 
células/pocillo y se cultivaron con medio, 3 µg/ml de Con A, 10 µg/ml de PPD, 10 µg/ml de lisado de Mtb, o cada 
proteína recombinante a 10µg/ml durante 72 h. Se recogieron los sobrenadantes y se analizaron para IFN-γ 
mediante un ELISA de doble sándwich usando mAb específico (eBioscience), y siguiendo el protocolo del fabricante. 25 

ELISPOT de citocinas 

Las placas de filtración de 96 pocillos MultiScreen (Millipore, Bedford, MA) se recubrieron con 10 µg/ml de Ab de 
captura de rata anti-IFN-y o TNF de ratón (eBioscience) y se incubaron durante una noche a 4°C. Las placas se 
lavaron con PBS, se bloquearon con RPMI 1640 y FBS al 10% durante al menos 1 h a temperatura ambiente, y se 
lavaron de nuevo. Los esplenocitos se sembraron por duplicado a 2 × 105 células/pocillo, y se estimularon con 30 
medio. 3 µg/ml de Con A, 10 µg/ml de PPD, o cada proteína recombinante a 10µg/ml durante 48 h a 37°C. 
Posteriormente, se lavaron las placas con PBS y Tween-20 al 0,1 % y se incubaron durante 2 h con un Ab 
secundario anti-IFN-γ o TNF de ratón (eBioscience) a 5µg/ml en PBS, BSA al 0,5%, y Tween-20 al 0,1 %. Los filtros 
se revelaron usando el conjugado de avidina-peroxidasa Vectastain ABC y los kits de sustrato Vectastain AEC 
(Vector Laboratories, Burlingame, CA) según el protocolo del fabricante. La reacción se detuvo lavando las placas 35 
con agua desionizada, se secaron las placas en la oscuridad, y se contaron los puntos en un lector ELISPOT 
automatizado (C.T.L. Serie3A Analyzer, Cellular Technology Ltd, Cleveland, OH), y se analizaron con Immunospot® 
(analizador CTL LLC). 

ELISA de isotipo de IgG 

Se extrajo sangre de los animales 1 semana después de la última inmunización y se determinaron los títulos en 40 
suero de anticuerpos IgG1 e IgG2c. Las placas Nunc-Immuno Polysorb se recubrieron durante 4 h a temperatura 
ambiente con 2µg/ml de proteína recombinante en tampón bicarbonato 0,1 M, se bloquearon durante una noche a 
4°C con PBS, Tween-20 al 0,05%, BSA al 1%, se lavaron con PBS, Tween-20 al 0,05%, se incubaron durante 2 h a 
temperatura ambiente con sueros a una dilución 1:50 y posteriores diluciones de factor 5, se lavaron, y se incubaron 
durante 1 h con anti-IgG1-HRP o anti-IgG2c-HRP a 1:2000 en PBS, Tween-20 al 0,05%, BSA al 0,1%. Las placas se 45 
lavaron y revelaron usando el sustrato SureBlue TMB (KPL Inc., Gaithersburg, MD). La reacción enzimática se 
detuvo con H2SO4 1N, y se leyeron las placas en 30 min a 450 nm con un filtro de referencia ajustado a 650 nm 
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usando un lector de microplacas de ELISA (Molecular Devices, Sunnyvale, CA) y SoftMax Pro5. Los títulos de 
criterio de valoración se determinaron con GraphPad Prism 4 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA) con un corte 
de 0,1. 

Experimento de protección 

Se inmunizó a ratones por vía s.c., tres veces, separadas por 3 semanas, con 6 u 8 µg de cada proteína 5 
recombinante a partir de un subconjunto de antígenos de Mtb, y se mezclaron con el adyuvante CpG. Los ratones de 
control positivo se inmunizaron con BCG (5 x 104 UFC) en la base de la cola (una vez), y se inyectó a los animales 
de control negativo con solo adyuvante. Treinta días después de la última inmunización, se expuso a los ratones 
mediante exposición a aerosol a bajas dosis con Mycobacterium tuberculosis cepa H37Rv (ATCC 35718; American 
Type Culture Collection, Manassas, VA) usando una cámara de exposición a aerosol UW-Madison (Madison, WI) 10 
calibrada para suministrar 50-100 bacterias a los pulmones. Cuatro semanas después, se sacrificó a los ratones, y 
se prepararon homogeneizados de pulmón y de bazo en PBS/Tween 80 (al 0,05%). Se determinaron los recuentos 
bacterianos sembrando diluciones seriadas de órganos completos individuales en Bacto agar nutriente Middlebrook 
7H11 (BD Biosciences, Cockeysville, MD) y contando la formación de colonias bacterianas después de una 
incubación de 14 días a 37°C en aire humidificado y CO2 al 5%. Los datos se expresan como Log10 del número 15 
medio de bacterias recuperadas ± DT, y el Log10 de reducción en UFC = Log10 de CFU para el grupo vacunado - 
Log10 de UFC para el grupo tratado con suero salino. 

RESULTADOS: 

Respuestas inmunitarias a una mezcla de antígenos de Mtb recombinantes adyuvados con CpG. 

Se inmunizó a ratones C57BL/6 tres veces, separadas por tres semanas, con cada una de las proteínas 20 
recombinantes de Mtb Rv2608, Rv3620 y Rv1813, por separado (8 µg) o en una mezcla (6 µg cada una), formulada 
con 25 µg del adyuvante CpG. Una semana, y tres semanas después de la última inmunización, se evaluaron la 
presencia de anticuerpos específicos de antígeno y linfocitos T de memoria, respectivamente. 

Se midió la respuesta de Ab de isotipo IgG en suero específico mediante ELISA convencional recubriendo cada una 
de las proteínas recombinantes sobre una placa y diluyendo en serie los diferentes sueros. Se determinaron los 25 
títulos de criterio de valoración de IgG2c para cada grupo de vacuna. La inmunización con adyuvante CpG solo o 
con BCG no indujo una respuesta de anticuerpos IgG1 o IgG2c específica para ninguna de las proteínas de Mtb 
recombinantes ensayadas (Figura 3B, y datos no mostrados). La inmunización con cada una de las proteínas 
recombinantes de Mtb con el adyuvante CpG indujo IgG1 (datos no mostrados) e IgG2c (Figura 3B) específicas de 
antígeno. 30 

Tres semanas después de la última inmunización, se prepararon los esplenocitos y se ensayaron por ELISA o 
ELISPOT para determinar el nivel relativo de IFN-y o el número de esplenocitos que expresan TNF en respuesta a 
solo medio, el mitógeno ConA, PPD, lisado de Mtb, y cada una de las proteínas recombinantes de Mtb. 

La inyección con adyuvante CpG solo no indujo respuestas de IFN-y o TNF específicas para cualquiera de las 
proteínas recombinantes (Figura 3C-D). 35 

La inmunización con cada una de las proteínas recombinantes de Mtb con el adyuvante CpG indujo respuestas de 
recuerdo de IFN-γ y TNF por esplenocitos activados (Figura 3C-D). Se observaron niveles menores de respuestas 
de citocinas cuando se usaron los tres antígenos en forma de una mezcla. 

En su conjunto, estos resultados indican que la inmunización con los diferentes antígenos recombinantes de Mtb, 
separados o en forma de una mezcla, en CpG indujeron una respuesta de memoria de tipo Th1 predominando 40 
IgG2c, IFN-y, y TNF. 

Protección proporcionada por una mezcla de diferentes proteínas recombinantes de Mtb, adyuvadas con CpG, 
contra una exposición a aerosol con Mtb H37Rv. 

El número de bacilos viables, expresado como media de Log10 de UFC, en el pulmón de ratones vacunados con 
proteínas recombinantes de Mtb Rv2608, Rv3620, y Rv1813, por separado (8 µg) o en una mezcla (6 µg cada una), 45 
adyuvadas con CpG, se determinaron 4 semanas después de la exposición a aerosol con ∼50 UFC de 
Mycobacterium tuberculosis H37Rv virulenta. Se comparó el Log10 de UFC media en el pulmón de ratones 
inmunizados con las diferentes proteínas recombinantes con el Log10 de UFC media obtenida en ratones que 
reciben solo adyuvante o BCG, la única vacuna actual contra la TB. La diferencia en el Log10 de UFC media en el 
grupo de adyuvante frente a los grupos vacunados se expresa como Log10 de reducción en UFC. 50 

La inmunización de ratones con tres dosis de Rv2608 + Rv3620 + Rv1813 + CpG dio como resultado una reducción 
en los bacilos de Mtb viables en el pulmón (Log10 de reducción en UFC de 0,67) próxima a la obtenida por la 
vacunación con BCG (0,71) (Figura 3A). La inmunización con Rv2608 o Rv1813, adyuvadas con CpG, también 
proporcionó cierto grado de protección contra la infección por Mtb (0,24 y 0,30, respectivamente). La inmunización 
con Rv3620 + CpG o adyuvante CpG solo no redujo la carga bacteriana. La reducción en UFC lograda por la 55 
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inyección de una mezcla de tres antígenos de Mtb fue mayor que la suma de los efectos individuales. 

Estos resultados son sorprendentes en tanto que aumentaron los niveles de protección contra la infección por Mtb 
con 3 dosis de una mezcla de tres proteínas recombinantes adyuvadas con CpG, en comparación con 3 dosis de 
proteínas individuales con CpG. 

EJEMPLO 24 5 

RESPUESTAS INMUNITARIAS A LAS PROTEÍNAS DE FUSIÓN ID83 E ID93 EN RATONES C57BL/6 Y 
PROTECCIÓN CONTRA LA EXPOSICIÓN A AEROSOL CON MTB 

Este ejemplo demuestra que la inmunización de ratones con proteínas de fusión de la invención son inmunogénicas 
y pueden proporcionar protección contra la exposición a aerosol de Mycobacterium tuberculosis. 

MATERIALES Y MÉTODOS: 10 

Proteínas de fusión y formulaciones adyuvantes 

Se produjeron proteínas de fusión como se ha descrito anteriormente. Se obtuvo CpG 1826 de Coley 
Pharmaceuticals (Wellesley, MA). El lípido A de glucopiranosilo (GLA) se obtuvo de Avanti (Alabaster, AL) y el 
Gardiquimod (GDQ) se obtuvo de Invivogen (San Diego, CA). Las emulsiones de aceite en agua (-SE) se prepararon 
mediante técnicas convencionales. 15 

Inmunización 

Se obtuvieron ratones C57/BL6 hembra de Charles River y se emparejaron por edades (5-7 semanas) en cada 
experimento. Se inmunizó a los ratones 3 veces (separadas por 3 semanas) con 8µg de proteína de fusión ID83 e 
ID93 formulada con +20µg del adyuvante GLA-SE), u 8µg de la proteína de fusión ID83 formulada con 20-25µg del 
adyuvante GLA-SE, GDQ-SE, CpG-SE, GLA/GDQ-SE, GLA/CpG-SE, CpG/GDQ-SE. Los ratones en los grupos de 20 
control de salino, solo adyuvante y BCG recibieron tres dosis de PBS, tres dosis de solo adyuvante, o una sola dosis 
de 5x104 UFC de BCG, respectivamente. Se inyectó a los ratones un volumen total de 100 µl/ratón por vía s.c. 

ELISA de citocinas 

Tres semanas después del último refuerzo, se recogieron los bazos de animales designados para estudios de 
inmunogenicidad, y se obtuvieron los esplenocitos mediante procedimientos convencionales. Para el análisis de 25 
citocinas, se sembraron los esplenocitos en placas de cultivo tisular de 96 pocillos duplicadas a 2,5 x 105 
células/pocillo y se cultivaron con medio, 3 µg/ml de Con A, 10 µg/ml de PPD, 10 µg/ml de lisado de Mtb, o cada 
proteína de fusión a 10µg/ml durante 72 h. Se recogieron los sobrenadantes y se analizaron para IFN-γ mediante un 
ELISA de doble sándwich usando mAb específico (eBioscience), y siguiendo el protocolo del fabricante. 

ELISA de isotipo de IgG 30 

Se extrajo sangre de los animales 1 semana después de la última inmunización y se determinaron los títulos en 
suero de anticuerpos IgG1 e IgG2c. Las placas Nunc-Immuno Polysorb se recubrieron durante 4 h a temperatura 
ambiente con 2µg/ml de proteína recombinante en tampón bicarbonato 0,1 M, se bloquearon durante una noche a 
4°C con PBS, Tween-20 al 0,05%, BSA al 1%, se lavaron con PBS, Tween-20 al 0,05%, se incubaron durante 2 h a 
temperatura ambiente con sueros a una dilución 1:50 y posteriores diluciones de factor 5, se lavaron, y se incubaron 35 
durante 1 h con anti-IgG1-HRP o anti-IgG2c-HRP a 1:2000 en PBS, Tween-20 al 0,05%, BSA al 0,1%. Las placas se 
lavaron y revelaron usando el sustrato SureBlue TMB (KPL Inc., Gaithersburg, MD). La reacción enzimática se 
detuvo con H2SO4 1N, y se leyeron las placas en 30 min a 450 nm con un filtro de referencia ajustado a 650 nm 
usando un lector de microplacas de ELISA (Molecular Devices, Sunnyvale, CA) y SoftMax Pro5. Los títulos de 
criterio de valoración se determinaron con GraphPad Prism 4 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA) con un corte 40 
de 0,1. 

Experimento de protección 

Se inmunizó a ratones por vía s.c., tres veces, separadas por 3 semanas, con 8µg de la proteína de fusión, 
formulada en el adyuvante indicado. Los ratones de control positivo se inmunizaron con BCG (5 x 104 UFC) en la 
base de la cola (una vez), y se inyectó a los animales de control negativo con salino, o solo coadyuvante. Treinta 45 
días después de la última inmunización, se expuso a los ratones mediante exposición a aerosol a bajas dosis con 
Mycobacterium tuberculosis cepa H37Rv (ATCC 35718; American Type Culture Collection, Manassas, VA) usando 
una cámara de exposición a aerosol UW-Madison (Madison, WI) calibrada para suministrar 50-100 bacterias a los 
pulmones. Cuatro semanas después, se sacrificó a los ratones, y se prepararon homogeneizados de pulmón y de 
bazo en PBS/Tween 80 (al 0,05%). Se determinaron los recuentos bacterianos sembrando diluciones seriadas de 50 
órganos completos individuales en Bacto agar nutriente Middlebrook 7H11 (BD Biosciences, Cockeysville, MD) y 
contando la formación de colonias bacterianas después de una incubación de 14 días a 37°C en aire humidificado y 
CO2 al 5%. Los datos se expresan como Log10 del número medio de bacterias recuperadas ± DT, y el Log10 de 
reducción en UFC = Log10 de UFC para el grupo vacunado - Log10 de UFC para el grupo tratado con suero salino. 
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RESULTADOS: 

Respuestas inmunitarias para ID83 e ID93 adyuvadas con GLA-SE 

Se inmunizó a ratones C57BL/6 tres veces, separadas por tres semanas, con las proteínas de fusión ID83 o ID93 
formulándose con 20µg del adyuvante GLA-SE. Una semana, y tres semanas después de la última inmunización, se 
evaluaron la presencia de anticuerpos específicos de antígeno y linfocitos T de memoria, respectivamente. 5 

Se midió la respuesta de Ab de isotipo IgG en suero específico mediante ELISA convencional recubriendo cada una 
de las proteínas recombinantes sobre una placa y diluyendo en serie los diferentes sueros. Se determinaron los 
títulos de criterio de valoración para cada grupo de vacuna. El salino no indujo una respuesta de anticuerpo IgG1 o 
IgG2c específica para proteínas de fusión ID83 o ID93 (Figura 4A) ni tampoco el adyuvante GLA-SE solo (datos no 
mostrados). La inmunización con proteína de fusión ID83 e ID93 con el adyuvante GLA-SE indujo IgG1 e IgG2c 10 
específicas de antígeno. 

Tres semanas después de la última inmunización, se prepararon los esplenocitos y se ensayaron mediante ELISA 
para determinar el nivel relativo de IFN-γ producido por los esplenocitos en respuesta a solo medio, el mitógeno 
ConA, y cada una de las proteínas de fusión. 

La inyección con salino o solo adyuvante GLA-SE no indujo respuestas de IFN-γ específicas para las proteínas de 15 
fusión ID83 o ID93 (datos no mostrados). 

La inmunización con proteína de fusión ID83 o ID93 con el adyuvante GLA-SE indujo respuestas de recuerdo de 
IFN-γ específicas de antígeno por esplenocitos activados (Figura 4B). 

En su conjunto, estos resultados indican que la inmunización con las diferentes proteínas de fusión en GLA-SE 
indujeron respuestas inmunitarias de células B y T. 20 

Inmunogenicidad de ID83 formulada con diferentes adyuvantes 

Se inmunizó a ratones C57BL/6 tres veces, separadas por tres semanas, con la proteína de fusión ID83 formulada 
con 20-25µg del adyuvante GLA-SE, GDQ-SE, CpG-SE, GLA/GDQ-SE, GLA/CpG-SE, CpG/GDQ-SE. Una semana, 
y tres semanas después de la última inmunización, se evaluaron la presencia de anticuerpos específicos de 
antígeno y linfocitos T de memoria, respectivamente. 25 

Se midió la respuesta de Ab de isotipo IgG en suero específico mediante ELISA convencional recubriendo cada una 
de las proteínas recombinantes sobre una placa y diluyendo en serie los diferentes sueros. Se determinaron los 
títulos de criterio de valoración para cada grupo de vacuna. El salino no indujo una respuesta de anticuerpo de IgG1 
o IgG2c específica para proteínas de fusión de ID83. La inmunización con ID83 con los diferentes adyuvantes indujo 
IgG1 e IgG2c específicas de antígeno (Figura 5A). 30 

Tres semanas después de la última inmunización, se prepararon los esplenocitos y se ensayaron mediante ELISA 
para determinar el nivel relativo de IFN-γ producido por los esplenocitos en respuesta a solo medio, el mitógeno 
ConA, y la proteína de fusión ID83. 

La inyección con salino in indujo respuestas de IFN-y específicas para la proteína de fusión ID83. La inmunización 
con proteína de fusión ID83 con los diferentes adyuvantes indujo respuestas de recuerdo de IFN-y específicas de 35 
antígeno por esplenocitos activados (Figura 5B). 

En su conjunto, estos resultados indican que la inmunización con proteína de fusión ID83 en una diversidad de 
adyuvantes indujo respuestas inmunitarias de células B y T. Protección proporcionada por las proteínas de fusión 
ID83 e ID93, formuladas con el adyuvante GLA-SE, contra una exposición a aerosol con Mtb H37Rv. 

El número de bacilos viables, expresado como media de Log10 de UFC, en el pulmón de ratones vacunados con 40 
proteínas de fusión ID83 o ID93 adyuvadas con GLA-SE, se determinaron 4 semanas después de la exposición a 
aerosol con ∼50 UFC de M. tuberculosis H37RV virulenta. 

Se comparó el Log10 de UFC media en el pulmón de ratones inmunizados con las diferentes proteínas de fusión con 
el Log10 de UFC media obtenida en ratones que reciben placebo (salino) o BCG. La diferencia en el Log10 de UFC 
media en el grupo de salino frente a los grupos vacunados se expresa como Log10 de reducción en UFC. 45 

La inmunización de ratones con tres dosis de ID83 + GLA-SE o ID93 + GLA-SE dio como resultado una reducción 
en los bacilos Mtb viables en el pulmón de ratones infectados por Mtb de 0,34, respectivamente 0,48 Log10 (Tabla 
3). Estos resultados demuestran que la protección contra la infección por Mtb se logró con 3 dosis de dos diferentes 
proteínas de fusión adyuvadas con GLA-SE. 
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Tabla 3. Número de bacilos viables en el pulmón de ratones vacunados. 

Grupos UFC a DE Dif.b Grupos UFC DE Dif. 

Solución salina 5,79 0,09 N/Ac Solución salina 5,94 0,15 N/A 

BCG 5,06 0,18 0,73 BCG 5,07 0,20 0,87 

ID83+GLA-SE 5,45 0,23 0,34 ID93+GLA-SE 5,46 0,21 0,48 

aUFC = unidades formadoras de colonias. Los valores representan el número de bacilos viables en los 
pulmones de ratones infectados y se expresan como Log10. 

bDiferencia = Log10 de UFC para el grupo de salino - Log10 de UFC para el grupo tratado vacunado. 

cN/A = no aplicable. 

 

Protección proporcionada por ID83 formulada con diferentes adyuvantes, en ratones C57BL/6, contra una exposición 
a aerosol con Mtb H37Rv. 

El número de bacilos viables, expresado como media de Log10 de UFC, en el pulmón de ratones vacunados con la 5 
proteína de fusión ID83 formulada con 20-25µg del adyuvante GLA-SE, CpG-SE, o GLA7CpG-SE se determinaron 4 
semanas después de la exposición a aerosol con ∼50 UFC de M. tuberculosis H37Rv virulenta. 

Se comparó el Log10 de UFC media en el pulmón de ratones inmunizados con ID83 en los diferentes adyuvantes 
con el Log10 de UFC media obtenida en ratones que reciben placebo (salino) o BCG. La diferencia en el Log10 de 
UFC media en el grupo de salino frente a los grupos vacunados se expresa como Log10 de reducción en UFC. 10 

La inmunización de ratones con tres dosis de ID83 con diferentes adyuvantes dio como resultado una reducción en 
los bacilos Mtb viables en el pulmón de ratones infectados por Mtb (Tabla 4). Estos resultados son prometedores en 
tanto que la protección contra la infección por Mtb se logró con 3 dosis de dos diferentes proteínas de fusión 
adyuvadas con GLA-SE. 

Tabla 4. Número de bacilos viables en el pulmón de ratones vacunados. 15 

Grupos UFCa DEb Reducción de UFCc valor de Pd 

Solución salina 6,28 0,22   

BCG 5,01 0,15 1,27 < 0,01 

ID83+GLA-SE 5,75 0,22 0,53 < 0,01 

ID83+CpG-SE 5,79 0,12 0,49 < 0,01 

ID83+GLA/CpG-SE 5,62 0,22 0,66 < 0,01 

aUFC = unidades formadoras de colonias. Los valores representan el número de bacilos viables en los 
pulmones de ratones infectados y se expresan como Log10. 

bDE, desviación estándar 

cReducción de UFC = Log10 de UFC para el grupo de salino - Log10 de UFC para el grupo tratado vacunado. 

dEl valor de P se calcula con ANOVA de una vía con prueba de comparación múltiple de Dunnett. Los valores 
de P < 0,05 se consideran estadísticamente significativos. 

 

En su conjunto, estos resultados indican que la vacunación con proteína de fusión ID83 adyuvada con CpG-SE, 
GLA-SE, o CpG/GLA-SE redujo la carga bacteriana y protegió parcialmente a los ratones frente a la infección por M. 
tuberculosis. ID83 + CpG/GLA-SE fue la formulación más eficaz para reducir el número de bacterias viables en los 
pulmones de ratones infectados por Mtb. 20 

Protección proporcionada por ID83 formulada con GLA/CpG-SE, en cobayas, contra una exposición a aerosol con 
Mtb H37Rv. 

Se efectuó un seguimiento de la supervivencia de cobayas vacunadas con la proteína de fusión ID83 formulada con 
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20/25 µg del adyuvante GLA/CpG-SE durante 200 días después de la exposición a aerosol con -50 UFC de M. 
tuberculosis H37Rv virulenta. 

Se comparó la supervivencia de cobayas inmunizadas con ID83 en adyuvante GLA/CpG-SE con la supervivencia de 
cobayas que recibieron placebo (salino) o BCG. 

La inmunización de cobayas con tres dosis de ID83 con diferentes adyuvantes dio como resultado una supervivencia 5 
aumentada de las cobayas infectadas por Mtb (Figura 6). En el día 200 después de la infección, el 75% de los 
animales vacunados con ID83 + GLA/CpG-SE continuaban vivos, en comparación con el 25% de las cobayas en el 
grupo de placebo. Un 62% de las cobayas inmunizadas con BCG siguieron vivas en el día 200 después de la 
infección con Mtb. 

Estos resultados demuestran que la protección contra la infección por Mtb se logró con 3 dosis de proteína de fusión 10 
ID83 formulada con GLA/CpG-SE. Además, la vacunación con ID83 + GLA/CpG-SE protegió a las cobayas 
infectadas por Mtb durante más tiempo que BCG. 

En su conjunto, estos resultados indican que la vacunación con proteína de fusión ID83 adyuvada con CpG-SE, 
GLA-SE, o CpG/GLA-SE redujo la carga bacteriana en los pulmones de ratones infectados por Mtb, y en particular 
protegió a las cobayas frente a la infección por M. tuberculosis. ID83 + CpG/GLA-SE fue la formulación más eficaz 15 
para reducir el número de bacterias viables en los pulmones de ratones infectados por Mtb y prolongar la 
supervivencia de cobayas infectadas por Mtb. 

La vacunación de ratones con tres dosis de proteína de fusión ID83 o ID93, adyuvada con GLA-SE, indujo 
respuestas de anticuerpo y de células T de memoria Th1 junto con la reducción en los recuentos de bacilos viables 
en los pulmones de ratones infectados por M. tuberculosis. Además, se observó que una combinación de CpG y 20 
GLA-SE era más inmunogénica y confirió protección aumentada frente a la exposición a M. tuberculosis. 

EJEMPLO 25 

RESPUESTAS INMUNITARIAS PARA AD5-ID83 EN RATONES C57BL/6 Y PROTECCIÓN CONTRA UNA 
EXPOSICIÓN EN AEROSOL A M. TUBERCULOSIS 

Este ejemplo demuestra que la inmunización de ratones con un vector de adenovirus modificado para expresar 25 
proteínas de fusión ID83 de la invención es inmunogénica en ratones C57BL/6. 

MATERIALES Y MÉTODOS: 

Construcción y purificación del virus 

Se construyó Ad5-ID83 usando el sistema para vector adenovírico AdEasy™ XL (Stratagene n.º 240010). 
Brevemente, se amplificó ID83 a partir de ADN de plásmido usando la PCR, se digirió con HinDIII y EcoRV, y se ligó 30 
en pShuttle-CMV para producir ID83-pShuttleCMV. Se linealizó ID83-pShuttleCMV digiriendo con PmeI y se 
electroporó (2,4kV, 186Ω, cubeta con hueco de 0,2 cm) en células de Escherichia coli BJ5183-AD-1 
electrocompetentes (Stratagene n.º 200157). Los plásmidos Ad5-ID83 recombinantes se identificaron mediante 
digestión con PacI. El plásmido Ad5-ID83 digerido con PacI (4 µg) se transfectó a células AD-239 en placas de 
60mm usando el reactivo Polyfect (Invitrogen n.º 301107). Después de 4 días, se recogieron las células en 3 ml de 35 
medio y se lisaron mediante tres ciclos de congelación/descongelación. Se usó sobrenadante de lisado para 
amplificar el virus para su purificación mediante centrifugación de gradiente de CsCl. 

Inmunización 

Se obtuvieron ratones C57/BL6 hembra de Charles River y se emparejaron por edades (5-7 semanas) en cada 
experimento. Los ratones se inmunizaron dos veces (con 3 semanas de separación) con 5x108 partículas víricas de 40 
Ad5-ID83. Los ratones en los grupos de control de salino y de BCG recibieron PBS o una sola dosis de 5x104UFC de 
BCG, respectivamente. Se inyectó a los ratones un volumen total de 100 µl/ratón por vía i.m. 

ELISPOT de citocinas 

Las placas de filtración de 96 pocillos MultiScreen (Millipore, Bedford, MA) se recubrieron con 10µg/ml de Ab de 
captura de rata anti-IFN-γ o TNF de ratón (eBioscience) y se incubaron durante una noche a 4°C. Las placas se 45 
lavaron con PBS, se bloquearon con RPMI 1640 y FBS al 10% durante al menos 1 h a temperatura ambiente, y se 
lavaron de nuevo. Los esplenocitos se sembraron por duplicado a 2 × 105 células/pocillo, y se estimularon con 
medio. 3 µg/ml de Con A, 10 µg/ml de PPD, o cada proteína recombinante a 10µg/ml durante 48 h a 37°C. 
Posteriormente, se lavaron las placas con PBS y Tween-20 al 0,1 % y se incubaron durante 2 h con un Ab 
secundario anti-IFN-γ o TNF de ratón (eBioscience) a 5µg/ml en PBS, BSA al 0,5%, y Tween-20 al 0,1 %. Los filtros 50 
se revelaron usando el conjugado de avidina-peroxidasa Vectastain ABC y los kits de sustrato Vectastain AEC 
(Vector Laboratories, Burlingame, CA) según el protocolo del fabricante. La reacción se detuvo lavando las placas 
con agua desionizada, se secaron las placas en la oscuridad, y se contaron los puntos en un lector ELISPOT 
automatizado (C.T.L. Serie3A Analyzer, Cellular Technology Ltd, Cleveland, OH), y se analizaron con Immunospot® 
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(analizador CTL LLC). 

Experimento de protección 

Se inmunizó a ratones por vía s.c., tres veces, separadas por 3 semanas, con 8µg de la proteína de fusión, 
formulada en el adyuvante indicado. Los ratones de control positivo se inmunizaron con BCG (5 x 104 UFC) en la 
base de la cola (una vez), y se inyectó a los animales de control negativo con salino, o solo coadyuvante. Treinta 5 
días después de la última inmunización, se expuso a los ratones mediante exposición a aerosol a bajas dosis con 
Mycobacterium tuberculosis cepa H37Rv (ATCC 35718; American Type Culture Collection, Manassas, VA) usando 
una cámara de exposición a aerosol UW-Madison (Madison, WI) calibrada para suministrar 50-100 bacterias a los 
pulmones. Cuatro semanas después, se sacrificó a los ratones, y se prepararon homogeneizados de pulmón y de 
bazo en PBS/Tween 80 (al 0,05%). Se determinaron los recuentos bacterianos sembrando diluciones seriadas de 10 
órganos completos individuales en Bacto agar nutriente Middlebrook 7H11 (BD Biosciences, Cockeysville, MD) y 
contando la formación de colonias bacterianas después de una incubación de 14 días a 37°C en aire humidificado y 
CO2 al 5%. Los datos se expresan como Log10 del número medio de bacterias recuperadas ± DT, y el Log10 de 
reducción en UFC = Log10 de CFU para el grupo vacunado - Log10 de UFC para el grupo tratado con suero salino. 

RESULTADOS: 15 

Respuestas inmunes contra Ad5-ID83 

Se inmunizó a ratones C57BL/6 dos veces, separadas por tres semanas, con Ad5-ID83. 

Tres semanas después de la última inmunización, se prepararon los esplenocitos y se ensayaron por ELISPOT para 
determinar el número relativo de esplenocitos que expresan IFN-γ en respuesta a solo medio, el mitógeno ConA, y 
cada una de las proteínas de fusión. 20 

La inmunización con Ad5-ID83 indujo respuestas de recuerdo de IFN-y específicas inducidas por antígeno mediante 
esplenocitos activados (Figura 7A). La inyección con suero salino no indujo respuestas de IFN-γ específicas para 
ID83. 

Protección proporcionada por Ad5-ID83 contra una exposición a aerosol con Mtb H37Rv. 

El número de bacilos viables, expresado como media de Log10 de UFC, en el pulmón de ratones vacunados con 25 
5x108 partículas víricas de Ad5-ID83, se determinaron 4 semanas después de la exposición a aerosol con ∼50 UFC 
de M. tuberculosis H37RV virulenta. 

Se comparó el Log10 de UFC media en el pulmón de ratones inmunizados con Ad5-ID83 con el Log10 de UFC 
media obtenida en ratones que reciben placebo (salino). La diferencia en el Log10 de UFC media en el grupo de 
salino frente a los grupos vacunados se expresa como Log10 de reducción en UFC. 30 

La inmunización de ratones con dos dosis de Ad5-ID83 dio como resultado una reducción en los bacilos Mtb viables 
en el pulmón de ratones infectados por Mtb de 0,27 (Figura 7B). Estos resultados son prometedores, en tanto que la 
protección contra la infección por Mtb se logró únicamente con 2 dosis de Ad5-ID83. 

En su conjunto, estos resultados indican que la inmunización con Ad5-ID83 indujo respuestas inmunitarias de 
células T y protegió parcialmente a los ratones frente a una exposición a aerosol de M. tuberculosis. 35 

EJEMPLO 26 

INMUNOTERAPIA CON LAS PROTEÍNAS RECOMBINANTES Rv1813, Rv2608 y Rv3620 de MTB CON EL 
ADYUVANTE GLA-SE 

Este ejemplo demuestra que la inmunización de ratones con una mezcla de proteínas recombinantes de la invención 
con terapia antibiótica convencional puede prolongar la vida de ratones infectados por M. tuberculosis. 40 

MATERIALES Y MÉTODOS: 

Proteínas recombinantes y formulaciones adyuvantes 

Se produjeron proteínas recombinantes como se ha descrito anteriormente. El lípido A de glucopiranosilo (GLA) se 
obtuvo de Avanti (Alabaster, AL). Se prepararon emulsiones estables de aceite en agua (-SE). 

Exposición a aerosol con M. tuberculosis 45 

Se obtuvieron ratones SWR/J hembra de Jackson Laboratories y se emparejaron por edades (5-7 semanas) en cada 
experimento. Se expuso a los ratones mediante exposición a baja dosis de aerosol con M. tuberculosis cepa H37Rv 
(ATCC 35718; American Type Culture Collection, Manassas, VA) usando una cámara de exposición a aerosol UW-
Madison (Madison, WI) calibrada para suministrar 50-100 bacterias a los pulmones. La supervivencia de los ratones 
se controló durante 225 días después de la infección. 50 
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Terapia 

Dos semanas después una exposición a aerosol con M. tuberculosis, se inició el tratamiento antibiótico 
convencional. Se administró a los ratones 50 mg/l de rifampina y 85 mg/l de isoniazida en su agua para bebida 
durante 60 días. Algunos ratones recibieron inmunoterapia adicional y se inmunizaron en el día 76, el día 97, y el día 
118 después de la infección con 6µg de cada una de las proteínas recombinantes Rv1813, Rv2608, y Rv3620 5 
formuladas con 20 µg del adyuvante GLAZE. Se inyectó a los ratones un volumen total de 100 µl/ratón por vía s.c. 
La supervivencia de los ratones se controló durante 225 días. 

RESULTADOS: 

Protección proporcionada por una combinación de antibióticos + Rv1813, Rv2608, y Rv3620 con inmunoterapia de 
GLA-SE, en ratones infectados por M. tuberculosis. 10 

Se efectuó un seguimiento de la supervivencia de ratones infectados por Mtb tratados con un régimen estándar de 
los antibióticos rifampina + isoniacida (Rx) o con una combinación de Rx + inmunización con las proteínas 
recombinantes Rv1813, Rv2608 y Rv3620 formuladas con 20 µg del adyuvante GLA-SE (inmunoterapia) durante 
225 días después de la exposición a aerosol con ∼50 CFU de M. tuberculosis H37Rv virulenta. 

La supervivencia de los ratones tratados con Rx + inmunoterapia se comparó con la supervivencia de ratones que 15 
recibieron Rx solo o placebo (suero salino). 

El tratamiento de ratones con tres dosis de proteínas recombinantes Rv1813, Rv2608, y Rv3620 con GLA-SE, 
además de Rx, dio como resultado una supervivencia aumentada de los ratones infectados por Mtb (Figura 8). En el 
día 225 después de la infección, el 75% de los animales vacunados con Rv1813, Rv2608, y Rv3620 con GLA-SE 
seguían aún vivos, en comparación con el 0% de los ratones solo en el grupo de tratamiento con antibiótico, y del 20 
0% en el grupo de placebo. 

Estos resultados demuestran que se logró protección contra la infección por Mtb con antibióticos + 3 dosis de 
Rv1813, Rv2608, y Rv3620 con GLA-SE. Además, el tratamiento con antibióticos + Rv1813, Rv2608, y Rv3620 con 
GLA-SE protegió a los ratones infectados por Mtb durante más tiempo que solo los antibióticos. 

En su conjunto, estos resultados indican que la inmunoterapia con Rv1813, Rv2608, y Rv3620 con GLA-SE junto 25 
con antibióticos indujo respuestas inmunitarias que ayudaron a los ratones a controlar una infección establecida por 
M. tuberculosis. 

EJEMPLO 27 

DIAGNÓSTICO SEROLÓGICO DE LA TUBERCULOSIS 

Este ejemplo identifica antígenos de M. tuberculosis y fusiones de antígeno que tienen sensibilidad y especificidad 30 
aumentada para el diagnóstico serológico de la infección por tuberculosis. 

Se recubrieron placas de 96 pocillos Polysorp (Nunc, Rochester, NY) con 2 µg/ml de antígeno recombinante en 
tampón bicarbonato durante una noche a 4°C y se bloqueó durante 2 horas a temperatura ambiente con PBST con 
BSA al 1% (p/v) en un agitador de placas. Los sueros se diluyeron de manera adecuada a 1/200 en PBST con BSA 
al 0,1%, se añadieron a cada pocillo y las placas se incubaron a temperatura ambiente durante 2 horas con 35 
agitación. Las placas se lavaron con PBST con BSA al 0,1 % y después se añadió a cada pocillo inmunoglobulina 
IgG conjugada a HRP (Sigma, St. Louis, MO), diluida a 1:10000 en PBST y BSA al 0,1%, y se incubó a temperatura 
ambiente durante 60 minutos con agitación. Después de lavar, las placas se revelaron con sustrato de color de 
peroxidasa (KPL, Baltimore, MD) inactivándose la reacción por la adición de H2SO4 1 N después de 10 minutos. Se 
leyó la densidad óptica corregida de cada pocillo a 450-570 nm usando un lector de microplacas VERSAmax® 40 
(Molecular Devices, Sunnyvale. CA). 

Los resultados de estos experimentos se resumen en la figura 9. Se analizó un panel de muestras de suero positivas 
a esputo confirmadas para tuberculosis (TB, N=80-92) y un panel de sueros negativos a tuberculosis de control sano 
(NEC, N=40-46) respecto de su reactividad con antígenos de tuberculosis seleccionados. Se usó un antígeno 
previamente caracterizado, TBF10, como control positivo y se observó que proporcionaba respuestas seropositivas 45 
para 53 de las 92 muestras de suero positivas para tuberculosis. La reactividad de los agentes individuales se 
muestra en la Figura 9, mostrando todos los antígenos listados reactividad con 11-82 de las muestras de suero de 
tuberculosis, con una reactividad baja o nula con los controles sanos. La reactividad de un antígeno dado varió 
dependiendo del panel de suero de tal forma que pudieron obtenerse respuestas 100% positivas mediante la 
selección de combinaciones de antígeno adecuadas. 50 

EJEMPLO 28 

CLONACIÓN Y EXPRESIÓN DE Rv0577 RECOMBINANTE 

Usando ADN genómico de H37Rv como molde, Rv0577 se amplificó mediante la PCR usando los siguientes 
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cebadores: 

5'-Rv0577-Ndel 

CAATTACATATGAGAGTTTTGTTGCTGGGACCG (SEQ ID NO: 295) 

3'Rv0577-HindIII- 

CAATTAAAGCTTCTACTTTCCAGAGCCCGCAACGC (SEQ ID NO: 296) 5 

La amplificación se llevó a cabo en las siguientes condiciones: 94°C 0,5min, 55°C 0,5min, 68°C 2 min durante 30 
ciclos, para dar el producto expuesto en la SEQ ID NO: 185. El producto de la PCR se digirió con NdeI/HindIII y se 
clonó en el vector pET28a. Rv0733 se expresó por la cepa hospedadora BL-21 plysS. El sobrenadante se unió a la 
resina de Ni en condiciones desnaturalizantes. La purificación de Ni-NTA fue seguida de una purificación de 
intercambio aniónico. Se dializó en Tris 20 mM, pH 8. La secuencia de aminoácidos de la proteína recombinante se 10 
expone en la SEQ ID NO: 186. 

EJEMPLO 29 

CLONACIÓN Y EXPRESIÓN DE Rv1626 RECOMBINANTE 

Usando ADN genómico de H37Rv como molde, Rv1626 se amplificó mediante la PCR usando los siguientes 
cebadores: 15 

5'-Rv1626-NdeI 

CAATTACATATGACCGGCCCCACCACCGCGCC (SEQ ID NO: 297) 

3'-Rv1626-HindIII 

CAATTAAAGCTTTCAGGTGTCTTTGGGTGTTCCGAG (SEQ ID NO: 298) 

La amplificación se llevó a cabo en las siguientes condiciones: 94°C 0,5min, 55°C 0,5min, 68°C 2 min durante 30 20 
ciclos, para dar el producto expuesto en la SEQ ID NO: 188. El producto de la PCR se digirió con NdeI/HindIII y se 
clonó en el vector pET28a. Rv1626 se expresó por la célula hospedadora BL-21plysS. El sobrenadante se unió a la 
resina de Ni en condiciones desnaturalizantes. La purificación de Ni-NTA fue seguida de una purificación de 
intercambio aniónico. Se dializó en Tris 20 mM, pH 8. La secuencia de aminoácidos de la proteína recombinante se 
expone en la SEQ ID NO: 189. 25 

EJEMPLO 30 

CLONACIÓN Y EXPRESIÓN DE Rv0733 RECOMBINANTE 

Usando ADN genómico de H37Rv como molde, Rv0733 se amplificó mediante la PCR usando los siguientes 
cebadores: 

5'-Rv0733-5NdeI 30 

CAATTACATATGAGAGTTTTGTTGCTGGGACCG (SEQ ID NO: 299) 

3'-Rv0733-HindIII 

CAATTAAAGCTTCTACTTTCCAGAGCCCGCAACGC (SEQ ID NO: 300) 

La amplificación se llevó a cabo en las siguientes condiciones: 94°C 0,5min, 55°C 0,5min, 68°C 2 min durante 30 
ciclos, para dar el producto expuesto en la SEQ ID NO: 191. El producto de la PCR se digirió con NdeI/HindIII y se 35 
clonó en el vector pET28a. Rv0733 se expresó por la célula hospedadora BL-21plysS. El sobrenadante se unió a la 
resina de Ni en condiciones desnaturalizantes. La purificación de Ni-NTA fue seguida de una purificación de 
intercambio aniónico. Se dializó en Tris 20 mM, pH 8. La secuencia de aminoácidos de la proteína recombinante se 
expone en la SEQ ID NO: 192. 

EJEMPLO 31 40 

CLONACIÓN Y EXPRESIÓN DE Rv2520 RECOMBINANTE 

Usando ADN genómico de H37Rv como molde, Rv2520 se amplificó mediante la PCR usando los siguientes 
cebadores: 

5'-Rv2520-Ndel-6his  
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3'-Rv2520-EcoRI 

CAATTAGAATTCTCAGCGATTCCTGATCTTGTG (SEQ ID NO: 302) 

La amplificación se llevó a cabo en las siguientes condiciones: 94°C 0,5min, 55°C 0,5min, 68°C 2 min durante 30 
ciclos, para dar el producto expuesto en la SEQ ID NO: 194. El producto de la PCR se digirió con NdeI/EcoRI y se 5 
clonó en un pET 28a modificado que carece de la histidina cadena arriba y de la secuencia enlazadora 5'. Rv2520 se 
transformó en los hospedadores de expresión BL-21 pLysS y Rosetta pLysS. Ambos expresaron de manera similar, 
pero avanzaron con la cepa celular BL-21 pLysS. Después de la lisis celular, la fracción de sobrenadante se unió 
con resina de Ni-NTA en condiciones desnaturalizantes. La purificación de Ni-NTA fue seguida de una purificación 
de intercambio aniónico. Las fracciones purificadas se dializaron en Tris 20 mM, pH 8. La secuencia de aminoácidos 10 
de la proteína recombinante se expone en la SEQ ID NO: 195. 

EJEMPLO 32 

CLONACIÓN Y EXPRESIÓN DE Rv1253 RECOMBINANTE 

Usando ADN genómico de H37Rv como molde, Rv1253 se amplificó mediante la PCR usando los siguientes 
cebadores: 15 

5'-Rv1253-Ndel 

CTGGATCCCATATGGCCTTCCCGGAATATTCGC (SEQ ID NO: 303) 

3'-Rv1253-EcoRI 

CTAGCTGAATTCTCATCCGACGTGTTTCCGCCG (SEQ ID NO: 304) 

La amplificación se llevó a cabo en las siguientes condiciones: 94°C 0,5min, 55°C 0,5min, 68°C 2 min durante 30 20 
ciclos, para dar el producto expuesto en la SEQ ID NO: 197. El producto de la PCR se digirió con NdeI/EcoRI y se 
clonó en el vector pET28a. Rv1511 se transformó en el vector de expresión Rosetta plysS. Después de la lisis de 
una inducción de 1 l, la proteína recombinante se expresó en el sedimento de cuerpo de inclusión. La purificación 
por afinidad de Ni-NTA se efectuó en condiciones desnaturalizantes, y después se dializó contra Tris 20 mM, pH 8,0. 
La secuencia de aminoácidos de la proteína recombinante se expone en la SEQ ID NO: 198. 25 

EJEMPLO 33 

CLONACIÓN Y EXPRESIÓN DE Rv1980 RECOMBINANTE 

Usando ADN genómico de H37Rv como molde, Rv1980 se amplificó mediante la PCR usando los siguientes 
cebadores: 

5'-Rv1980-NdeI-24 30 

CAATTACATATGGCGCCCAAGACCTACTGCGAG (SEQ ID NO: 305) 

3'-Rv1980-HindIII 

CAATTAAAGCTTCTAGGCCAGCATCGAGTCGATCGC (SEQ ID NO: 306) 

La amplificación se llevó a cabo en las siguientes condiciones: 94°C 0,5min, 55°C 0,5min, 68°C 2 min durante 30 
ciclos, para dar el producto expuesto en la SEQ ID NO: 200. El producto de la PCR se digirió con NdeI/HindIII y se 35 
clonó en el vector pET28a. Rv1980 se transformó en el vector de expresión Rosetta plysS. Después de la lisis de 
una inducción de 1 l, la proteína recombinante se expresó en el sedimento de cuerpo de inclusión. La purificación 
por afinidad de Ni-NTA se efectuó en condiciones desnaturalizantes, y después se dializó contra Tris 20 mM, pH 8,0. 
La secuencia de aminoácidos de la proteína recombinante se expone en la SEQ ID NO: 201. 

EJEMPLO 34 40 

CLONACIÓN Y EXPRESIÓN DE Rv3628 RECOMBINANTE 

Usando ADN genómico de H37Rv como molde, Rv3628 se amplificó mediante la PCR usando los siguientes 
cebadores: 

5'-Rv3628-Nde-6hisl  
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3'-Rv3628-EcoRI 

CAATTAGAATTCTCAGTGTGTACCGGCCTTGAAGCG (SEQ ID NO: 308) 

La amplificación se llevó a cabo en las siguientes condiciones: 94°C 0,5min, 55°C 0,5min, 68°C 2 min durante 30 
ciclos, para dar el producto expuesto en la SEQ ID NO: 203. Usando ADN genómico de H37Rv como molde, se 5 
sometió a Rv3628 a la PCR en las condiciones de 95°C 1 min., 58°C 1min, 72°C 1,5 min durante 35 ciclos. El 
producto de la PCR se digirió con NdeI/EcoRI y se clonó en pET 17b. Rv3628 en hospedadores de expresión BL-
21plysE y Rosetta plysS. Ambos expresaron de manera similar, pero se produjo con la construcción plysE. Después 
de la lisis de una inducción de 1 l, se pasó al cuerpo de inclusión. Se efectuó la Ni-NTA en condiciones 
desnaturalizantes, y después se dializó contra Tris 10 mM, pH 8,0. La secuencia de aminoácidos de la proteína 10 
recombinante se expone en la SEQ ID NO: 204. 

EJEMPLO 35 

CLONACIÓN Y EXPRESIÓN DE Rv1844 RECOMBINANTE 

Usando ADN genómico de H37Rv como molde, Rv1844 se amplificó mediante la PCR usando los siguientes 
cebadores: 15 

5'-Rv1884-NdeI-6his30  

 

3'-Rv1884-EcoRI 

CAATTAGAATTCTCAGCGCGGAATACTTGCCTG (SEQ ID NO: 310) 

La amplificación se llevó a cabo en las siguientes condiciones: 94°C 0,5min, 55°C 0,5min, 68°C 2 min durante 30 20 
ciclos, para dar el producto expuesto en la SEQ ID NO: 206. El producto de la PCR se digirió con NdeI/EcoRI y se 
clonó en pET 17b. El plásmido que contenía el gen Rv1884 se transformó en los hospedadores de expresión BL-21 
plysE y plysS. Ambos expresaron de manera similar, pero se produjo con plysE. Después de la lisis de una 
inducción de 1 l, esta permaneció en la fracción de cuerpo de inclusión insoluble. Se efectuó la Ni-NTA en 
condiciones desnaturalizantes, y después se dializó contra Tris 10 mM, pH 8,0. La secuencia de aminoácidos de la 25 
proteína recombinante se expone en la SEQ ID NO: 207. 

EJEMPLO 36 

CLONACIÓN Y EXPRESIÓN DE Rv3872 RECOMBINANTE 

Usando ADN genómico de H37Rv como molde, Rv3872 se amplificó mediante la PCR usando los siguientes 
cebadores: 30 

5'-Rv3872-NdeI 

GTGCTAGCCATATGGAAAAAATGTCACATGATC (SEQ ID NO: 311) 

3'-Rv3872-HindIII 

CTGGATCCAAGCTTCTATTCGGCGAAGACGCCGGC (SEQ ID NO: 312) 

La amplificación se llevó a cabo en las siguientes condiciones: 94°C 0,5min, 55°C 0,5min, 68°C 2 min durante 30 35 
ciclos, para dar el producto expuesto en la SEQ ID NO: 209. El producto de la PCR se digirió con NdeI/HindIII y se 
clonó en el vector pET28.a. Rv3872 se transformó en el vector de expresión Rosetta plysS. Después de la lisis de 
una inducción de 1 l, la proteína recombinante se expresó en la fracción de sobrenadante soluble. La purificación por 
afinidad de Ni-NTA se efectuó a 2X en condiciones nativas, y después se dializó contra Tris 20 mM, pH 8,0. La 
secuencia de aminoácidos de la proteína recombinante se expone en la SEQ ID NO: 210. 40 

EJEMPLO 37 

CLONACIÓN Y EXPRESIÓN DE Rv3873 RECOMBINANTE 

Usando ADN genómico de H37Rv como molde, Rv3873 se amplificó mediante la PCR usando los siguientes 
cebadores: 
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5'-Rv3873-NdeI 

GTGCTAGCCATATGCTGTGGCACGCAATGCCAC (SEQ ID NO: 313) 

3-3873-HindIII 

CTGGATCCAAGCTTTCACCAGTCGTCCTCTTCGTC (SEQ ID NO: 314) 

La amplificación se llevó a cabo en las siguientes condiciones: 94°C 0,5min, 55°C 0,5min, 68°C 2 min durante 30 5 
ciclos, para dar el producto expuesto en la SEQ ID NO: 212. El producto de la PCR se digirió con NdeI/HindIII y se 
clonó en el vector pET28a. El plásmido que contenía el gen Rv3873 se transformó en el hospedador de expresión 
Rosetta plysS. Después de la lisis de una inducción de 1 l, la proteína recombinante se expresó en la fracción de 
sobrenadante soluble. La purificación por afinidad de Ni-NTA se efectuó a 2X en condiciones nativas, y después se 
dializó contra Tris 20 mM, pH 8,0. La secuencia de aminoácidos de la proteína recombinante se expone en la SEQ 10 
ID NO: 213. 

EJEMPLO 38 

CLONACIÓN Y EXPRESIÓN DE Rv1511 RECOMBINANTE 

Usando ADN genómico de H37Rv como molde, Rv1511 se amplificó mediante la PCR usando los siguientes 
cebadores: 15 

5'-Rv1511-NdeI  

 

3'-Rv1511-EcoRI 

CAATTAGAATTCTCATGTCCGGCCGGCGATCATCG (SEQ ID NO: 316) 

La amplificación se llevó a cabo en las siguientes condiciones: 94°C 0,5min, 55°C 0,5min, 68°C 2 min durante 30 20 
ciclos, para dar el producto expuesto en la SEQ ID NO: 214. El producto de la PCR se digirió con NdeI/EcoRI y se 
clonó en pET 28a, menos el enlazador 5'. Rv1511 en hospedadores de expresión BL-21plysS y Rosetta plysS. 
Ambos expresaron de manera similar, pero se produjo con las células BL-21. Después de la lisis de una inducción 
de 1 l, la proteína recombinante se expresó en el sedimento de cuerpo de inclusión. La purificación por afinidad de 
Ni-NTA se efectuó en condiciones desnaturalizantes, y después se dializó contra Tris 10 mM, pH 9,5. La secuencia 25 
de aminoácidos de la proteína recombinante se expone en la SEQ ID NO: 215. 

EJEMPLO 39 

CLONACIÓN Y EXPRESIÓN DE LA PROTEÍNA DE FUSIÓN RECOMBINANTE ID93 

Se usaron los siguientes cebadores para clonar la construcción de fusión ID93, que comprende compañeros de 
fusión derivados de Rv3619, Rv1813, Rv3620 y Rv2608: 30 

5': Rv1813mat-5Ndel-Kpnl 

CAATTACATATGGGTACCCATCTCGCCAACGGTTCGATG (SEQ ID NO: 218) 

3': Rv1813mat-3Saclgo 

CAATTAGAGCTCGTTGCACGCCCAGTTGACGAT (SEQ ID NO: 219) 

5': Rv3620-5Sacl 35 

CAATTAGAGCTCATGACCTCGCGTTTTATGACG (SEQ ID NO: 220) 

3': Rv3620-3Sallgo 

CAATTAGTCGACGCTGCTGAGGATCTGCTGGGA (SEQ ID NO: 221) 

5': Rv2608-5SalI 

CAATTAGTCGACATGAATTTCGCCGTTTTGCCG (SEQ ID NO: 222) 40 

3': Rv2608-3Scal-HindIII 

CAATTAAAGCTTTTAAGTACTGAAAAGTCGGGGTAGCGCCGG (SEQ ID NO: 223) 
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5': Rv3619-5Ndel 

CAATTACATATGACCATCAACTATCAATTC (SEQ ID NO: 224) 

3': Rv3619-3KpnI 

CAATTAGGTACCGGCCCAGCTGGAGCCGACGGC (SEQ ID NO: 225) 

Se amplificaron por la PCR Rv1813 y Rv3620 a partir de ADN genómico molde de H37Rv (94 °C durante 0:30 min, 5 
58 °C durante 0:30; 58 °C durante 1:30; 35 ciclos). Rv1813 se digirió con NdeI/SacI y después se clonó en el vector 
pET28.a. Rv3620 se digirió con SacI/SalI y después se ligó en la construcción Rv1813pET. La construcción de 
fusión tiene una secuencia de polinucleótido expuesta en la SEQ ID NO: 217, que codifica la proteína de fusión 
expuesta en la SEQ ID NO: 226. Rv2608 se amplificó a partir de molde de plásmido mediante la PCR (94 °C durante 
0:30 min; 58 °C durante 0:30; 68 °C durante 1:30; 35 ciclos). El producto se digirió con SalI/HindIII y se clonó en el 10 
vector pET28.a-Rv1813-3620. Rv3619 se amplificó igual que antes y se digirió con Ndel/Kpnl y después se ligó al 
vector de ID83. ID93 se expresó en el hospedador BL-21plysS (2L, medio de crecimiento 2XYT, 37 °C). Se indujo 
con IPTG 1 mM a una DO de 0,77 y se recogió a una DO de 1,93. El sedimento celular se suspendió en tampón de 
lisis (Tris 20 mM, pH 8, NaCl 100 mM, PMSF 2 mM) y se congeló. Después, se descongeló el sedimento celular, se 
lisó por sonicación, y se centrifugó a 7.000 rcf durante 20 minutos. ID83 es una proteína de cuerpo de inclusión. El 15 
sedimento se lavó 2x con Chaps al 1%. El sedimento se solubilizó en 60 ml en tampón de unión (urea 8 M, Tris 20 
mM, pH 8, NaCl 100 mM) y se unió a 16 ml de resina de Ni-NTA a TA durante 1 hora. Se lavó la resina (50 ml, DOC 
al 0,5% durante 20 minutos; 80 ml de IPA al 60% durante 30 minutos, 50 ml de enjuague DOC al 0,5%) y después 
se eluyó con tampón de unión con imidazol 300 mM. El sobrenadante de la primera unión se unió a 8 ml adicionales 
de resina y se procesó como se ha indicado anteriormente. Las purificaciones anteriormente mencionadas retiraron 20 
los productos de descomposición. Se efectuó otra unión de Ni-NTA durante una noche a 4°C en 160 ml (tampón de 
unión con NaCl 50 mM) con 32 ml de resina. La resina se lavó y se eluyó como se indicó anteriormente. Las 
fracciones de esta unión se dializaron en Tris 20 mM, pH 8. 

EJEMPLO 40 

CLONACIÓN Y EXPRESIÓN DE LA PROTEÍNA DE FUSIÓN RECOMBINANTE ID91 25 

Se usaron los siguientes cebadores para clonar la construcción de fusión ID91, que comprende compañeros de 
fusión derivados de Rv3619, Rv2389, Rv3478 y Rv1886: 

5'-Rv3619-5NdeI 

CAATTACATATGACCATCAACTATCAATTC (SEQ ID NO: 228) 

3'- Rv3619-3KpnI 30 

CAATTAGGTACCGGCCCAGCTGGAGCCGACGG (SEQ ID NO: 229) 

5'-Rv2389-KpnI 

TGGGCCGGTACCGACGACATCGATTGGGACGCC (SEQ ID NO: 230) 

3'-Rv2389-BamHI 

AATCCACCACGGATCCATCGTCCCTGCTCCCCGAAC (SEQ ID NO: 231) 35 

5'-Rv3478-BamHI 

CAGGGACGATGGATCCGTGGTGGATTTCGGGGCGTTAC (SEQ ID NO: 232) 

3'-Rv3478-EcoRI 

CCGGGAGAAGAATTCTCCGGCGGCCGGTGTGCGGG (SEQ ID NO: 233) 

5'-Rv1886-EcoRI 40 

GCCGCCGGAGAATTCTTCTCCCGGCCGGGGCTGCC (SEQ ID NO: 234) 

3'-Rv1886matR HindIII 

GATATCAAGCTTTCAGCCGGCGCCTAACGAAC (SEQ ID NO: 235) 

La construcción de fusión tiene una secuencia de polinucleótido expuesta en la SEQ ID NO: 227, que codifica la 
proteína de fusión expuesta en la SEQ ID NO: 236. 45 
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EJEMPLO 41 

CLONACIÓN Y EXPRESIÓN DE LA PROTEÍNA DE FUSIÓN RECOMBINANTE ID71 

Se usaron los siguientes cebadores para clonar la construcción de fusión ID71, que comprende compañeros de 
fusión derivados de Rv3619, Rv2389, Rv3478 (N180) y Rv1886: 

5'-Rv3619-5NdeI 5 

CAATTACATATGACCATCAACTATCAATTC (SEQ ID NO: 238) 

3'- Rv3619-3KpnI 

CAATTAGGTACCGGCCCAGCTGGAGCCGACGG (SEQ ID NO: 239) 

5'-Rv2389-KpnI 

TGGGCCGGTACCGACGACATCGATTGGGACGCC (SEQ ID NO: 240) 10 

3'-Rv2389-BamHI 

AATCCACCACGGATCCATCGTCCCTGCTCCCCGAAC (SEQ ID NO: 241) 

5'-Rv3478-N180-EcoRI 

CGGCCGGGAGAAGAATTCCCCGCCGGGGTTGGTGATCAG (SEQ ID NO: 242) 

5'-Rv1886-EcoRI 15 

GCCGCCGGAGAATTCTTCTCCCGGCCGGGGCTGCC (SEQ ID NO: 243) 

3'-Rv1886matR HindIII 

GATATCAAGCTTTCAGCCGGCGCCTAACGAAC (SEQ ID NO: 244) 

La construcción de fusión tiene una secuencia de polinucleótido expuesta en la SEQ ID NO: 237, que codifica la 
proteína de fusión expuesta en la SEQ ID NO: 245. 20 

EJEMPLO 42 

CLONACIÓN Y EXPRESIÓN DE LA PROTEÍNA DE FUSIÓN RECOMBINANTE ID114 

Se usaron los siguientes cebadores para clonar la construcción de fusión ID114, que comprende compañeros de 
fusión derivados de Rv1813, Rv3620, Rv2608 y Rv1886: 

5': Rv2608-5SalI 25 

CAATTAGTCGACATGAATTTCGCCGTTTTGCCG (SEQ ID NO: 247) 

3': Rv2608-3Scal-HindIII 

CAATTAAAGCTTTTAAGTACTGAAAAGTCGGGGTAGCGCCGG (SEQ ID NO: 248) 

5'-Rv1886-2608-ScaI  

 30 

3'-Rv1886matR HindIII 

GATATCAAGCTTTCAGCCGGCGCCTAACGAAC (SEQ ID NO: 250) 

Se amplificaron por la PCR Rv1813 y Rv3620 a partir de ADN genómico molde de H37Rv (94 °C durante 0:30 min, 
58 °C durante 0:30; 58 °C durante 1:30; 35 ciclos). La construcción de fusión tiene una secuencia de polinucleótido 
expuesta en la SEQ ID NO: 246, que codifica la proteína de fusión expuesta en la SEQ ID NO: 251. 35 

EJEMPLO 43 

CLONACIÓN Y EXPRESIÓN DE LA PROTEÍNA DE FUSIÓN RECOMBINANTE ID125 

Se usaron los siguientes cebadores para clonar la construcción de fusión ID125, que comprende compañeros de 
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fusión derivados de Rv3619, Rv1813, Rv3620, Rv2608 y Rv1886: 

5': Rv2608-5SalI 

CAATTAGTCGACATGAATTTCGCCGTTTTGCCG (SEQ ID NO: 253) 

3': Rv2608-3ScaI-HindIII 

CAATTAAAGCTTTTAAGTACTGAAAAGTCGGGGTAGCGCCGG (SEQ ID NO: 254) 5 

5'-Rv1886-2608-ScaI 

 

3'-Rv1886matR HindIII 

GATATCAAGCTTTCAGCCGGCGCCTAACGAAC (SEQ ID NO: 256) 

La construcción de fusión tiene una secuencia de polinucleótido expuesta en la SEQ ID NO: 252, que codifica la 10 
proteína de fusión expuesta en la SEQ ID NO: 257. 

EJEMPLO 44 

CLONACIÓN Y EXPRESIÓN DE LA PROTEÍNA DE FUSIÓN RECOMBINANTE DID85 

Se usaron los siguientes cebadores para clonar la construcción de fusión DID85, que comprende compañeros de 
fusión derivados de Rv2032, Rv2875, y Rv0831: 15 

5'-Rv2032-Ndel-6his  

 

3'-Rv2032-GGSGGS-BamHI  

 

5'-Rv2875-BamHI  20 

 

3'-Rv2875R-EcoRI  

 

5'-Rv0831F-EcoRI  

 25 

3'-Rv0831R-HindIII 

TAGAATTCAAGCTTTTACTGGCGAAGCAGCTCATC (SEQ ID NO: 264) 

Los genes para Rv2032, Rv2875, y Rv0831 se amplificaron por la PCR a partir de ADN de plásmido existente (94 °C 
durante 0:30; 58 °C durante 0:30; 58 °C durante 1:30; 30 ciclos) usando las secuencias de cebador anteriores. Los 
tres productos de la PCR amplificados se usaron en una segunda ronda de PCR para amplificar el producto génico 30 
de fusión de longitud completa usando los cebadores 5'-Rv2032-Ndel-6his y 3'-Rv0831 R-Hindlll. El producto de la 
PCR resultante se digirió con NdeI/HindIII y se clonó en el vector pET29a. DID85 se expresó por la célula 
hospedadora BL-21plysS. La construcción de fusión tiene una secuencia de polinucleótido expuesta en la SEQ ID 
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NO: 258, que codifica la proteína de fusión expuesta en la SEQ ID NO: 265. Después de la lisis de una inducción de 
1 l, se pasó al cuerpo de inclusión. Se efectuó la Ni-NTA en condiciones desnaturalizantes, seguido de 
cromatografía de intercambio aniónico. Las fracciones purificadas se dializaron contra Tris 10 mM, pH 8.0. 

EJEMPLO 45 

CLONACIÓN Y EXPRESIÓN DE LA PROTEÍNA DE FUSIÓN RECOMBINANTE DID92 5 

Se usaron los siguientes cebadores para clonar la construcción de fusión DID92, que comprende compañeros de 
fusión derivados de Rv3044, Rv1009, y Rv0614: 

5'-Rv3044-Ndel-6his  

 

3'-Rv3044-NcoI 10 

CATATCGAGCTCGTTGATCGGCGCGTCGACCC (SEQ ID NO: 268) 

5'-Rv1009-Ncol -enlazador GGSGGS  

 

3'-Rv1009-EcoRI 

CATATCGAATTCGCGCGCACCCGCTCGTGCAGC (SEQ ID NO: 270) 15 

5'-Rv0164-EcoRI-enlazador GGSGGS  

 

3'-Rv0164-HindIII 

CATATCAAGCTTTTAGCTGGCCGCCAGCTGCTC (SEQ ID NO: 272) 

La construcción de fusión tiene una secuencia de polinucleótido expuesta en la SEQ ID NO: 266, que codifica la 20 
proteína de fusión expuesta en la SEQ ID NO: 273. 

EJEMPLO 46 

CLONACIÓN Y EXPRESIÓN DE LA PROTEÍNA DE FUSIÓN RECOMBINANTE DID108 

Se usaron los siguientes cebadores para clonar la construcción de fusión DID108, que comprende compañeros de 
fusión derivados de Rv3872, Rv3873, Rv3875 y Rv3881: 25 

5'-Rv3872-Ndel-6his  

 

3'-Rv3872-SacI 

GATACATGAGCTCTTCGGCGAAGACGCCGGCGGC (SEQ ID NO: 276) 

5'-Rv3873-Sacl-enlazador GGSGGS  30 

 

3'-Rv3873-EcoRI 

GATACAGAATTCCCAGTCGTCCTCTTCGTCCCAG (SEQ ID NO: 278) 
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5'-Rv3875-EcoRI-enlazador GGSGGS  

 

3'-Rv3875-NheI 

CATATCAGCTAGCTGCGAACATCCCAGTGACGTTG (SEQ ID NO: 280) 

5'-Rv3881-NheI-enlazador GGSGGS  5 

 

3'-Rv3881-HindIII 

CATATCAAAGUCTTTCACTTCGACTCCTTACTGTC (SEQ ID NO: 282) 

La construcción de fusión tiene una secuencia de polinucleótido expuesta en la SEQ ID NO: 274, que codifica la 
proteína de fusión expuesta en la SEQ ID NO: 283. 10 

EJEMPLO 47 

CLONACIÓN Y EXPRESIÓN DE LA PROTEÍNA DE FUSIÓN RECOMBINANTE DID93 

Se usaron los siguientes cebadores para clonar la construcción de fusión DID93, que comprende compañeros de 
fusión derivados de Rv1099, Rv0655, y Rv0054: 

5'-Rv1099-NdeI 15 

TAGGATCCCATATGGAGCTGGTCCGGGTGACC (SEQ ID NO: 285) 

3'-Rv1099-EcoRI-enlazador GGSGGS  

 

5'-Rv0655-EcoRI-enlazador GGSGGS  

 20 

3'-Rv0655-SacI  

 

5'-Rv0054-Sacl-enlazador GGSGGS  

 

3'Rv0054-HindIII 25 

CAATTAAAGCTTTCAGAATGGCGGTTCGTCATCGCC (SEQ ID NO: 290) 

La construcción de fusión tiene una secuencia de polinucleótido expuesta en la SEQ ID NO: 284, que codifica la 
proteína de fusión expuesta en la SEQ ID NO: 291 

EJEMPLO 48 

CLONACIÓN Y EXPRESIÓN DE LA PROTEÍNA DE FUSIÓN RECOMBINANTE Rv3875 30 

Usando ADN genómico de H37Rv como molde, Rv3875 se amplificó mediante la PCR usando los siguientes 
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cebadores: 

5'-Rv3875-6His-NdeI  

 

3'-Rv3875-EcoRI 

CCATTAGAATTCCTATGCGAACATCCCAGTGAC (SEQ ID NO: 318) 5 

La secuencia de aminoácidos de la proteína recombinante se expone en la SEQ ID NO: 294. 

Pueden efectuarse estos y otros cambios a las realizaciones a la luz de la descripción detallada anterior. En general, 
en las reivindicaciones siguientes, los términos usados no deben interpretarse como limitantes de las 
reivindicaciones a las realizaciones específicas divulgadas en la memoria descriptiva y en las reivindicaciones, sino 
que debe entenderse que incluyen todas las posibles realizaciones junto con el alcance completo de los 10 
equivalentes a los que se refieran dichas reivindicaciones. Por consiguiente, las reivindicaciones no tienen como fin 
limitar la divulgación. 

Listado de secuencias 
 
<110> Infectious Disease Research Institute 15 

Reed, Steven G. 
 

<120> COMPOSICIONES INMUNOGÉNICAS QUE COMPRENDEN POLIPÉPTIDOS DE MYCOBACTERIUM 
TUBERCULOSIS Y FUSIONES DE LOS MISMOS 

 20 
<130> 480239.403PC 
 
<140> PCT 
<141> 04-04-2008 
 25 
<160> 318 
 
<170> FastSEQ para Windows Versión 4.0 
 
<210> 1 30 
<211> 161 
<212> PRT 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 1  35 
 

 
 
<210> 2 
<211> 495 40 
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<212> ADN 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 2  
 5 

 
 
<210> 3 
<211> 181 
<212> PRT 10 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 3  
 

 15 
 
<210> 4 
<211> 33 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 20 
 
<220> 
<223> Cebador de clonación 
 
<400> 4 25 
 
taggatccca tatgacggca atctcgtgct cac   33 
 
<210> 5 
<211> 35 30 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador de clonación 35 
 
<400> 5 
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tagaattcaa gcttttagct ggccgccagc tgctc 35 
 
<210> 6 
<211> 328 
<212> PRT 5 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 6  
 

 10 
 

 
 
<210> 7 
<211> 996 15 
<212> ADN 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 7  
 20 
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<210> 8 
<211> 348 5 
<212> PRT 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 8  
 10 

 
 
<210> 9 
<211> 32 
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<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador de clonación 5 
 
<400> 9 
 
taggatccca tatggtcgat gcccaccgcg gc 32 
 10 
<210> 10 
<211> 35 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 
 15 
<220> 
<223> Cebador de clonación 
 
<400> 10 
 20 
tagaattcaa gctttcatgg tttgctgcct ctcga 35 
 
<210> 11 
<211> 94 
<212> PRT 25 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 11  
 

 30 
 
<210> 12 
<211> 315 
<212> ADN 
<213> Mycobacterium tuberculosis 35 
 
<400> 12  
 

 
 40 
<210> 13 
<211> 101 
<212> PRT 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 45 
<400> 13  
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<210> 14 5 
<211> 51 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 10 
<223> Cebador de clonación 
 
<400> 14 
 
caattacata tgcatcacca tcaccatcac atgtgcggcg accagtcgga t 51 15 
 
<210> 15 
<211> 33 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 20 
 
<220> 
<223> Cebador de clonación 
 
<400> 15 25 
 
caattagaat tctcaataca acaatcgcgc cgg   33 
 
<210> 16 
<211> 143 30 
<212> PRT 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 16  
 35 

 
 
<210> 17 
<211> 363 
<212> ADN 40 
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<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 17  
 

 5 

 
 
<210> 18 
<211> 117 
<212> PRT 10 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 18  
 

 15 
 
<210> 19 
<211> 51 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 20 
 
<220> 
<223> Cebador de clonación 
 
<400> 19 25 
 
caattacata tgcatcacca tcaccatcac catctcgcca acggttcgat g   51 
 
<210> 20 
<211> 33 30 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador de clonación 35 
 
<400> 20 
 
caattagaat tcttagttgc acgcccagtt gac 33 
 40 
<210> 21 
<211> 154 
<212> PRT 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 45 
<400> 21  
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<210> 22 
<211> 347 5 
<212> ADN 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 22  
 10 

 
 
<210> 23 
<211> 112 
<212> PRT 15 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 23  
 

 20 
 
<210> 24 
<211> 51 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 25 
 
<220> 
<223> Cebador de clonación 
 
<400> 24 30 
 
caattacata tgcatcacca tcaccatcac gacgacatcg attgggacgc c 51 
 
<210> 25 
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<211> 33 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 5 
<223> Cebador de clonación 
 
<400> 25 
 
caattagaat tctcaatcgt ccctgctccc cga   33 10 
 
<210> 26 
<211> 580 
<212> PRT 
<213> Mycobacterium tuberculosis 15 
 
<400> 26  
 

 
 20 
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<210> 27 
<211> 1752 
<212> ADN 5 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 27  
 

 10 

 
 
<210> 28 
<211> 600 
<212> PRT 15 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
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<400> 28  
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<210> 29 
<211> 32 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador de clonación 
 10 
<400> 29 
 
taggatccca tatgaatttc gccgttttgc cg   32 
 
<210> 30 15 
<211> 36 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 20 
<223> Cebador de clonación 
 
<400> 30 
 
tagaattcaa gcttttagaa aagtcggggt agcgcc 36 25 
 
<210> 31 
<211> 87 
<212> PRT 
<213> Mycobacterium tuberculosis 30 
 
<400> 31  
 

 
 35 
85 
 
<210> 32 
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<211> 33 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 5 
<223> Cebador de clonación 
 
<400> 32 
 
caattacata tgccttccac cgtgcccttc acc   33 10 
 
<210> 33 
<211> 36 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 15 
 
<220> 
<223> Cebador de clonación 
 
<400> 33 20 
 
caattaaagc ttctatcggc ggtagatgtc cgcgcg 36 
 
<210> 34 
<211> 330 25 
<212> ADN 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 34  
 30 

 
 
<210> 35 
<211> 107 
<212> PRT 35 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<220> 
<221> VARIANT 
<222> 21 40 
<223> Xaa = Cualquier Aminoácido 
 
<400> 35  
 

 45 
 
<210> 36 
<211> 97 
<212> PRT 
<213> Mycobacterium tuberculosis 50 
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<400> 36  
 

 
 5 
<210> 37 
<211> 303 
<212> ADN 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 10 
<400> 37  
 

 
 
<210> 38 15 
<211> 117 
<212> PRT 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 38  20 
 

 
 
<210> 39 
<211> 34 25 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador de clonación 30 
 
<400> 39 
 
taggatccca tatgagtttg ttggatgccc atat 34 
 35 
<210> 40 
<211> 36 
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<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador de clonación 5 
 
<400> 40 
 
tagaattcaa gcttttaaaa cccggtgtag ctggac 36 
 10 
<210> 41 
<211> 393 
<212> PRT 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 15 
<400> 41  
 

 

 
 20 
<210> 42 
<211> 1191 
<212> ADN 
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<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 42  
 

 5 
 
<210> 43 
<211> 413 
<212> PRT 
<213> Mycobacterium tuberculosis 10 
 
<400> 43  
 

 
 15 
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<210> 44 
<211> 33 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador de clonación 
 10 
<400> 44 
 
taggatccca tatggtggat ttcggggcgt tac 33 
 
<210> 45 15 
<211> 35 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 20 
<223> Cebador de clonación 
 
<400> 45 
 
tagaattcaa gcttctatcc ggcggccggt gtgcg   35 25 
 
<210> 46 
<211> 94 
<212> PRT 
<213> Mycobacterium tuberculosis 30 
 
<400> 46  
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<210> 47 
<211> 294 
<212> ADN 5 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 47  
 

 10 
 
<210> 48 
<211> 114 
<212> PRT 
<213> Mycobacterium tuberculosis 15 
 
<400> 48  
 

 
 20 
<210> 49 
<211> 33 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 
 25 
<220> 
<223> Cebador de clonación 
 
<400> 49 
 30 
taggatccca tatgaccatc aactatcaat tcg   33 
 
<210> 50 
<211> 35 
<212> ADN 35 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador de clonación 
 40 
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<400> 50 
 
tagaattcaa gcttttaggc ccagctggag ccgac 35 
 
<210> 51 5 
<211> 98 
<212> PRT 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 51  10 
 

 
 
<210> 52 
<211> 306 15 
<212> ADN 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 52  
 20 

 
 
<210> 53 
<211> 118 
<212> PRT 25 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 53  
 

 30 

 
 
<210> 54 
<211> 32 
<212> ADN 35 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
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<223> Cebador de clonación 
 
<400> 54 
 
taggatccca tatgacctcg cgttttatga cg   32 5 
 
<210> 55 
<211> 35 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 10 
 
<220> 
<223> Cebador de clonación 
 
<400> 55 15 
 
tagaattcaa gctttcagct gctgaggatc tgctg 35 
 
<210> 56 
<211> 284 20 
<212> PRT 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 56  
 25 

 

 
 
<210> 57 
<211> 819 30 
<212> ADN 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 57  
 35 
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<210> 58 
<211> 269 
<212> PRT 5 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 58  
 

 10 

 
 
<210> 59 
<211> 54 
<212> ADN 15 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador de clonación 
 20 
<400> 59 
 
caattacata tgcatcacca tcaccatcac agtccttgtg catattttct tgtc   54 
 
<210> 60 25 
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<211> 36 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 5 
<223> Cebador de clonación 
 
<400> 60 
 
caattactcg agttaggcga ccggcacggt gattgg 36 10 
 
<210> 61 
<211> 666 
<212> PRT 
<213> Mycobacterium tuberculosis 15 
 
<400> 61  
 

 
 20 
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<210> 62 
<211> 2010 
<212> ADN 5 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 62  
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<210> 63 
<211> 452 
<212> PRT 5 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 63  
 

 10 
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<210> 64 
<211> 32 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador de clonación 
 10 
<400> 64 
 
gatcccatgg gcatatggcg gccgactacg ac   32 
 
<210> 65 15 
<211> 28 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 20 
<223> Cebador de clonación 
 
<400> 65 
 
gtcagaattc tcaacgacgt ccagccct   28 25 
 
<210> 66 
<211> 1185 
<212> ADN 
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<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de fusión de Mycobaterium tuberculosi 
 5 
<400> 66  
 

 
 
<210> 67 10 
<211> 392 
<212> PRT 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 15 
<223> Secuencia de fusión de Mycobaterium tuberculosis 
 
<400> 67  

 
 20 

ES 2 621 211 T3

 



86 

 
 
<210> 68 
<211> 33 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador de clonación 
 10 
<400> 68 
 
caattacata tggacgacat cgattgggac gcc 33 
 
<210> 69 15 
<211> 33 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 20 
<223> Cebador de clonación 
 
<400> 69 
 
caattagagc tcatcgtccc tgctccccga aca 33 25 
 
<210> 70 
<211> 34 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 30 
 
<220> 
<223> Cebador de clonación 
 
<400> 70 35 
 
caattagagc tcagtccttg tgcatatttt cttg   34 
 
<210> 71 
<211> 42 40 
<212> ADN 

ES 2 621 211 T3

 



87 

<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador de clonación 
 5 
<400> 71 
 
caattaaagc ttttaggtac cggcgaccgg cacggtgatt gg   42 
 
<210> 72 10 
<211> 1707 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 15 
<223> Secuencia de fusión de Mycobaterium tuberculosis 
 
<400> 72  
 

 20 
 
<210> 73 
<211> 39 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 25 
 
<220> 
<223> Cebador de clonación 
 
<400> 73 30 
 
caattacata tgggtaccca tctcgccaac ggttcgatg 39 
 
<210> 74 
<211> 33 35 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador de clonación 40 
 

ES 2 621 211 T3

 



88 

<400> 74 
 
caattagagc tcgttgcacg cccagttgac gat 33 
 
<210> 75 5 
<211> 33 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 10 
<223> Cebador de clonación 
 
<400> 75 
 
caattagagc tcatgacctc gcgttttatg acg 33 15 
 
<210> 76 
<211> 33 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 20 
 
<220> 
<223> Cebador de clonación 
 
<400> 76 25 
 
caattagtcg acgctgctga ggatctgctg gga 33 
 
<210> 77 
<211> 33 30 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador de clonación 35 
 
<400> 77 
 
caattagtcg acatggtcga tgcccaccgc ggc 33 
 40 
<210> 78 
<211> 42 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 
 45 
<220> 
<223> Cebador de clonación 
 
<400> 78 
 50 
caattaaagc ttttaagtac ttggtttgct gcctctcgat cg   42 
 
<210> 79 
<211> 566 
<212> PRT 55 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de fusión de Mycobaterium tuberculosis 
 60 
<400> 79  
 

ES 2 621 211 T3

 



89 

 

 
 
<210> 80 
<211> 2022 5 

ES 2 621 211 T3

 



90 

<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de fusión de Mycobaterium tuberculosis 5 
 
<400> 80  
 

 
 10 
<210> 81 
<211> 33 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 
 15 
<220> 
<223> Cebador de clonación 
 
<400> 81 
 20 
caattacata tggacgacat cgattgggac gcc   33 
 
<210> 82 
<211> 42 
<212> ADN 25 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador de clonación 
 30 
<400> 82 
 
caattaaagc ttttaagtac ttggtttgct gcctctcgat cg   42 
 
<210> 83 35 
<211> 671 

ES 2 621 211 T3

 



91 

<212> PRT 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de fusión de Mycobaterium tuberculosis 5 
 
<400> 83  
 

 
 10 

ES 2 621 211 T3

 



92 

 
 
<210> 84 
<211> 2463 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de fusión de Mycobaterium tuberculosis 
 10 
<400> 84  
 

 
 

ES 2 621 211 T3

 



93 

 
 
<210> 85 
<211> 39 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador de clonación 
 10 
<400> 85 
 
caattacata tgggtaccca tctcgccaac ggttcgatg 39 
 
<210> 86 15 
<211> 33 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 20 
<223> Cebador de clonación 
 
<400> 86 
 
caattagagc tcgttgcacg cccagttgac gat 33 25 
 
<210> 87 
<211> 33 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 30 
 
<220> 
<223> Cebador de clonación 
 
<400> 87 35 
 

ES 2 621 211 T3

 



94 

caattagagc tcatgacctc gcgttttatg acg 33 
 
<210> 88 
<211> 33 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador de clonación 
 10 
<400> 88 
 
caattagtcg acgctgctga ggatctgctg gga 33 
 
<210> 89 15 
<211> 33 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 20 
<223> Cebador de clonación 
 
<400> 89 
 
caattagtcg acatgaattt cgccgttttg ccg   33 25 
 
<210> 90 
<211> 42 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 30 
 
<220> 
<223> Cebador de clonación 
 
<400> 90 35 
 
caattaaagc ttttaagtac tgaaaagtcg gggtagcgcc gg   42 
 
<210> 91 
<211> 818 40 
<212> PRT 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de fusión de Mycobaterium tuberculosis 45 
 
<400> 91  
 

 
 50 

ES 2 621 211 T3

 



95 

 
 

ES 2 621 211 T3

 



96 

 
 
<210> 92 
<211> 2778 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de fusión de Mycobaterium tuberculosis 
 10 
<400> 92  
 

 
 

ES 2 621 211 T3

 



97 

 
 
<210> 93 
<211> 33 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador de clonación 
 10 
<400> 93 
 
caattacata tggacgacat cgattgggac gcc 33 
 
<210> 94 15 
<211> 42 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 20 
<223> Cebador de clonación 
 
<400> 94 
 
caattaaagc ttttaagtac ttggtttgct gcctctcgat cg   42 25 
 
<210> 95 
<211> 923 
<212> PRT 
<213> Secuencia Artificial 30 
 
<220> 
<223> Secuencia de fusión de Mycobaterium tuberculosis 
 
<400> 95  35 
 

 
 

ES 2 621 211 T3

 



98 

 
 

ES 2 621 211 T3

 



99 

 
 
<210> 96 
<211> 2814 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de fusión de Mycobaterium tuberculosis 
 10 
<400> 96  
 

 
 

ES 2 621 211 T3

 



100 

 
 
<210> 97 
<211> 935 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de fusión de Mycobaterium tuberculosis 
 10 
<400> 97  
 

 
 

ES 2 621 211 T3

 



101 

 
 

ES 2 621 211 T3

 



102 

 
 
<210> 98 
<211> 3570 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de fusión de Mycobaterium tuberculosis 
 10 
<400> 98  
 

 
 

ES 2 621 211 T3

 



103 

 
 
<210> 99 
<211> 1187 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de fusión de Mycobaterium tuberculosis 
 10 
<400> 99  
 

 
 

ES 2 621 211 T3

 



104 

 
 

ES 2 621 211 T3

 



105 

 
 

ES 2 621 211 T3

 



106 

 
 
<210> 100 
<211> 164 
<212> PRT 5 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 100  
 

 10 
 
<210> 101 
<211> 507 
<212> ADN 
<213> Mycobacterium tuberculosis 15 
 
<400> 101  
 

 

 20 
 
<210> 102 
<211> 185 
<212> PRT 
<213> Mycobacterium tuberculosis 25 
 

ES 2 621 211 T3

 



107 

<400> 102  
 

 
 
<210> 103 5 
<211> 161 
<212> PRT 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 103  10 
 

 
 
<210> 104 
<211> 495 15 
<212> ADN 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 104  
 20 

ES 2 621 211 T3

 



108 

 
 
<210> 105 
<211> 181 
<212> PRT 5 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 105  
 

 10 
 
<210> 106 
<211> 750 
<212> PRT 
<213> Mycobacterium tuberculosis 15 
 
<400> 106  
 

 
 20 

ES 2 621 211 T3

 



109 

 
 

ES 2 621 211 T3

 



110 

 
 
<210> 107 
<211> 2289 
<212> ADN 5 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 107  
 

 10 

 
 

ES 2 621 211 T3

 



111 

<210> 108 
<211> 758 
<212> PRT 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 5 
<400> 108  
 

 
 

ES 2 621 211 T3

 



112 

 
 
<210> 109 
<211> 328 
<212> PRT 5 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 109  
 

 10 
 

ES 2 621 211 T3

 



113 

 
 
<210> 110 
<211> 996 
<212> ADN 5 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 110  
 

 10 
 
<210> 111 
<211> 348 
<212> PRT 
<213> Mycobacterium tuberculosis 15 
 
<400> 111  
 

ES 2 621 211 T3

 



114 

 
 
<210> 112 
<211> 359 
<212> PRT 5 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 112  
 

 10 
 

ES 2 621 211 T3

 



115 

 
 
<210> 113 
<211> 1088 
<212> ADN 5 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 113  
 

 10 

 
 
<210> 114 
<211> 379 
<212> PRT 15 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 

ES 2 621 211 T3

 



116 

<400> 114  
 

 
 
<210> 115 5 
<211> 270 
<212> PRT 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 115  10 
 

ES 2 621 211 T3

 



117 

 
 
<210> 116 
<211> 825 
<212> ADN 5 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 116  
 

 10 
 
<210> 117 
<211> 291 
<212> PRT 
<213> Mycobacterium tuberculosis 15 
 
<400> 117  
 

ES 2 621 211 T3

 



118 

 
 
<210> 118 
<211> 362 
<212> PRT 5 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 118  
 

 10 
 

ES 2 621 211 T3

 



119 

 
 
<210> 119 
<211> 1053 
<212> ADN 5 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 119  
 

 10 
 
<210> 120 
<211> 348 
<212> PRT 
<213> Mycobacterium tuberculosis 15 
 
<400> 120  
 

ES 2 621 211 T3

 



120 

 
 
<210> 121 
<211> 328 
<212> PRT 5 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 121  
 

 10 
 

ES 2 621 211 T3

 



121 

 
 
<210> 122 
<211> 999 
<212> ADN 5 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 122  
 

 10 
 
<210> 123 
<211> 348 
<212> PRT 
<213> Mycobacterium tuberculosis 15 
 
<400> 123  
 

ES 2 621 211 T3

 



122 

 
 
<210> 124 
<211> 329 
<212> PRT 5 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 124  
 

 10 
 

ES 2 621 211 T3

 



123 

 
 
<210> 125 
<211> 999 
<212> ADN 5 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 125  
 

 10 
 
<210> 126 
<211> 349 
<212> PRT 
<213> Mycobacterium tuberculosis 15 
 
<400> 126  
 

ES 2 621 211 T3

 



124 

 
 
<210> 127 
<211> 456 
<212> PRT 5 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 127  
 

 10 
 

ES 2 621 211 T3

 



125 

 
 
<210> 128 
<211> 1380 
<212> ADN 5 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 128  
 

 10 
 

ES 2 621 211 T3

 



126 

 
 
<210> 129 
<211> 476 
<212> PRT 5 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 129  
 

 10 
 

ES 2 621 211 T3

 



127 

 
 
<210> 130 
<211> 518 
<212> PRT 5 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 130  
 

 10 
 

ES 2 621 211 T3

 



128 

 
 
<210> 131 
<211> 996 
<212> ADN 5 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 131  
 

 10 
 
<210> 132 
<211> 349 
<212> PRT 
<213> Mycobacterium tuberculosis 15 
 
<400> 132  
 

ES 2 621 211 T3

 



129 

 
 
<210> 133 
<211> 386 
<212> PRT 5 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 133  
 

 10 
 

ES 2 621 211 T3

 



130 

 
 
<210> 134 
<211> 1170 
<212> ADN 5 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 134  
 

 10 

 
 
<210> 135 
<211> 406 

ES 2 621 211 T3

 



131 

<212> PRT 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 135  
 5 

 

 
 
<210> 136 
<211> 393 10 
<212> PRT 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 136  
 15 

ES 2 621 211 T3

 



132 

 
 
<210> 137 
<211> 1191 
<212> ADN 5 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 137  
 

ES 2 621 211 T3

 



133 

 
 
<210> 138 
<211> 413 
<212> PRT 5 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 138  
 

 10 
 

ES 2 621 211 T3

 



134 

 
 
<210> 139 
<211> 498 
<212> PRT 5 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 139  
 

 10 
 

ES 2 621 211 T3

 



135 

 
 
<210> 140 
<211> 1506 
<212> ADN 5 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 140  
 

 10 
 

 
<210> 141 
<211> 518 
<212> PRT 15 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 141  
 

ES 2 621 211 T3

 



136 

 

 
 
<210> 142 
<211> 325 5 
<212> PRT 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 142  

ES 2 621 211 T3

 



137 

 

 
 
<210> 143 
<211> 873 5 
<212> ADN 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 143  
 10 

 
 
<210> 144 
<211> 307 
<212> PRT 15 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 

ES 2 621 211 T3

 



138 

<400> 144  
 

 

 
 5 
<210> 145 
<211> 325 
<212> PRT 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 10 
<400> 145  
 

ES 2 621 211 T3

 



139 

 
 
<210> 146 
<211> 904 
<212> ADN 5 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 146  
 

 10 
 
<210> 147 
<211> 293 
<212> PRT 
<213> Mycobacterium tuberculosis 15 
 

ES 2 621 211 T3

 



140 

<400> 147  
 

 
 
<210> 148 5 
<211> 740 
<212> PRT 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 148  10 
 

ES 2 621 211 T3

 



141 

 
 

ES 2 621 211 T3

 



142 

 
 
<210> 149 
<211> 2157 
<212> ADN 5 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 149  
 

 10 
 

ES 2 621 211 T3

 



143 

 
 
<210> 150 
<211> 735 
<212> PRT 5 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 150  
 

 10 
 

ES 2 621 211 T3

 



144 

 
 
<210> 151 
<211> 331 
<212> PRT 5 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 151  
 

 10 
 

ES 2 621 211 T3

 



145 

 
 
<210> 152 
<211> 1026 
<212> ADN 5 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 152  
 

 10 

 
 
<210> 153 
<211> 338 
<212> PRT 15 

ES 2 621 211 T3

 



146 

<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 153  
 

 5 
 
<210> 154 
<211> 478 
<212> PRT 
<213> Mycobacterium tuberculosis 10 
 
<400> 154  
 

ES 2 621 211 T3

 



147 

 
 
<210> 155 
<211> 1445 
<212> ADN 5 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 155  
 

ES 2 621 211 T3

 



148 

 
 
<210> 156 
<211> 498 
<212> PRT 5 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 156  
 

 10 
 

ES 2 621 211 T3

 



149 

 
 
<210> 157 
<211> 580 
<212> PRT 5 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 157  
 

 10 
 

ES 2 621 211 T3

 



150 

 
 
<210> 158 
<211> 1752 
<212> ADN 5 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 158  
 

ES 2 621 211 T3

 



151 

 
 
<210> 159 
<211> 600 
<212> PRT 5 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 159  
 

 10 
 

ES 2 621 211 T3

 



152 

 
 
<210> 160 
<211> 297 
<212> PRT 5 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 160  
 

 10 
 

ES 2 621 211 T3

 



153 

 
 
<210> 161 
<211> 903 
<212> ADN 5 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 161  
 

 10 
 
<210> 162 
<211> 317 
<212> PRT 
<213> Mycobacterium tuberculosis 15 
 
<400> 162  
 

ES 2 621 211 T3

 



154 

 
 
<210> 163 
<211> 193 
<212> PRT 5 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 163  
 

 10 

ES 2 621 211 T3

 



155 

 
 
<210> 164 
<211> 503 
<212> ADN 5 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 164  
 

 10 
 
<210> 165 
<211> 185 
<212> PRT 
<213> Mycobacterium tuberculosis 15 
 
<400> 165  
 

 
 20 
<210> 166 
<211> 359 
<212> PRT 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 25 
<400> 166  
 

ES 2 621 211 T3

 



156 

 
 
<210> 167 
<211> 1071 
<212> ADN 5 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 167  
 

 10 

 

ES 2 621 211 T3

 



157 

 
<210> 168 
<211> 354 
<212> PRT 
<213> Mycobacterium tuberculosis 5 
 
<400> 168  
 

 
 10 

 
 
<210> 169 
<211> 299 
<212> PRT 15 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 169  
 

ES 2 621 211 T3

 



158 

 
 
<210> 170 
<211> 789 
<212> ADN 5 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 170  
 

 10 

 
 
<210> 171 
<211> 279 
<212> PRT 15 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 171  
 

ES 2 621 211 T3

 



159 

 
. 
<210> 172 
<211> 94 
<212> PRT 5 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 172  
 

 10 

 
 
<210> 173 
<211> 294 
<212> ADN 15 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 173  
 

 20 
 
<210> 174 

ES 2 621 211 T3

 



160 

<211> 114 
<212> PRT 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 174  5 
 

 
 
<210> 175 
<211> 284 10 
<212> PRT 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 175  
 15 

 

 
 
<210> 176 
<211> 858 20 
<212> ADN 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 

ES 2 621 211 T3

 



161 

<400> 176  
 

 
 
<210> 177 5 
<211> 283 
<212> PRT 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 177  10 
 

 

 
 
<210> 178 15 
<211> 460 
<212> PRT 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 178  20 
 

ES 2 621 211 T3

 



162 

 

 
 
<210> 179 
<211> 1449 5 
<212> ADN 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 179  
 10 

ES 2 621 211 T3

 



163 

 

 
 
<210> 180 
<211> 480 5 
<212> PRT 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 180  
 10 

ES 2 621 211 T3

 



164 

 

 
 
<210> 181 
<211> 148 5 
<212> PRT 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 181  
 10 

ES 2 621 211 T3

 



165 

 
 
<210> 182 
<211> 372 
<212> ADN 5 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 182  
 

 10 
 
<210> 183 
<211> 140 
<212> PRT 
<213> Mycobacterium tuberculosis 15 
 
<400> 183  
 

 

 20 
 
<210> 184 
<211> 261 
<212> PRT 
<213> Mycobacterium tuberculosis 25 
 
<400> 184  
 

ES 2 621 211 T3

 



166 

 
 
<210> 185 
<211> 853 
<212> ADN 5 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 185  
 

 10 
 
<210> 186 
<211> 281 
<212> PRT 
<213> Mycobacterium tuberculosis 15 
 
<400> 186  
 

ES 2 621 211 T3

 



167 

 
 
<210> 187 
<211> 205 
<212> PRT 5 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 187  
 

 10 
 
<210> 188 

ES 2 621 211 T3

 



168 

<211> 684 
<212> ADN 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 188  5 
 

 
 
<210> 189 
<211> 225 10 
<212> PRT 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 189  
 15 

 

 
 
<210> 190 
<211> 181 20 
<212> PRT 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 190  
 25 

ES 2 621 211 T3

 



169 

 
 
<210> 191 
<211> 613 
<212> ADN 5 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 191  
 

 10 
 
<210> 192 
<211> 201 
<212> PRT 
<213> Mycobacterium tuberculosis 15 
 
<400> 192  
 

ES 2 621 211 T3

 



170 

 
 
<210> 193 
<211> 75 
<212> PRT 5 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 193  
 

 10 
 
<210> 194 
<211> 258 
<212> ADN 
<213> Mycobacterium tuberculosis 15 
 
<400> 194  
 

 
 20 
<210> 195 
<211> 82 
<212> PRT 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 25 
<400> 195  
 

ES 2 621 211 T3

 



171 

 
 
<210> 196 
<211> 563 
<212> PRT 5 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 196  
 

 10 
 

ES 2 621 211 T3

 



172 

 
 
<210> 197 
<211> 1758 
<212> ADN 5 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 197  
 

 10 
 

ES 2 621 211 T3

 



173 

 
 
<210> 198 
<211> 583 
<212> PRT 5 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 198  
 

 10 
 

ES 2 621 211 T3

 



174 

 
 
<210> 199 
<211> 228 
<212> PRT 5 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 199  
 

 10 
 

ES 2 621 211 T3

 



175 

 
 
<210> 200 
<211> 687 
<212> ADN 5 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 200  
 

 10 
 
<210> 201 
<211> 226 
<212> PRT 
<213> Mycobacterium tuberculosis 15 
 
<400> 201  
 

 
 20 

ES 2 621 211 T3

 



176 

 
 
<210> 202 
<211> 162 
<212> PRT 5 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 202  
 

 10 
 
<210> 203 
<211> 519 
<212> ADN 
<213> Mycobacterium tuberculosis 15 
 
<400> 203  
 

 
 20 
<210> 204 
<211> 169 
<212> PRT 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 25 
<400> 204  
 

ES 2 621 211 T3

 



177 

 
 
<210> 205 
<211> 176 
<212> PRT 5 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 205  
 

 10 
 
<210> 206 
<211> 474 
<212> ADN 
<213> Mycobacterium tuberculosis 15 
 
<400> 206  
 

 

 20 
 
<210> 207 

ES 2 621 211 T3

 



178 

<211> 154 
<212> PRT 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 207  5 
 

 
 
<210> 208 
<211> 99 10 
<212> PRT 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 208  
 15 

 
 
<210> 209 
<211> 366 
<212> ADN 20 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 209  
 

 25 
 
<210> 210 
<211> 119 
<212> PRT 
<213> Mycobacterium tuberculosis 30 
 
<400> 210  
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179 

 
 
<210> 211 
<211> 367 
<212> PRT 5 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 211  
 

 10 

 
 
<210> 212 
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180 

<211> 1173 
<212> ADN 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 212  5 
 

 
 
<210> 213 
<211> 388 10 
<212> PRT 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 213  
 15 
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181 

 
 
<210> 214 
<211> 340 
<212> PRT 5 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 214  
 

 10 
 

ES 2 621 211 T3

 



182 

 
 
<210> 215 
<211> 1053 
<212> ADN 5 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 215  
 

 10 
 
<210> 216 
<211> 347 
<212> PRT 
<213> Mycobacterium tuberculosis 15 
 
<400> 216  
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183 

 
 
<210> 217 
<211> 2742 
<212> ADN 5 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 217  
 

 10 
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184 

 
 
<210> 218 
<211> 39 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 
 10 
<400> 218 
 
caattacata tgggtaccca tctcgccaac ggttcgatg 39 
 
<210> 219 15 
<211> 33 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 20 
<223> Cebador 
 
<400> 219 
 
caattagagc tcgttgcacg cccagttgac gat 33 25 
 
<210> 220 
<211> 33 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 30 
 
<220> 
<223> Cebador 
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185 

 
<400> 220 
 
caattagagc tcatgacctc gcgttttatg acg 33 
 5 
<210> 221 
<211> 33 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 
 10 
<220> 
<223> Cebador 
 
<400> 221 
 15 
caattagtcg acgctgctga ggatctgctg gga 33 
 
<210> 222 
<211> 33 
<212> ADN 20 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 
 25 
<400> 222 
 
caattagtcg acatgaattt cgccgttttg ccg 33 
 
<210> 223 30 
<211> 42 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 35 
<223> Cebador 
 
<400> 223 
 
caattaaagc ttttaagtac tgaaaagtcg gggtagcgcc gg 42 40 
 
<210> 224 
<211> 30 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 45 
 
<220> 
<223> Cebador 
 
<400> 224 50 
 
caattacata tgaccatcaa ctatcaattc 30 
 
<210> 225 
<211> 33 55 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 60 
 
<400> 225 
 
caattaggta ccggcccagc tggagccgac ggc 33 
 65 
<210> 226 
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<211> 911 
<212> PRT 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 226  5 
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187 

 
 
<210> 227 
<211> 2664 
<212> ADN 5 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 227  
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188 

 
 
<210> 228 
<211> 30 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 
 10 
<400> 228 
 
caattacata tgaccatcaa ctatcaattc 30 
 
<210> 229 15 
<211> 32 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 20 
<223> Cebador 
 
<400> 229 
 
caattaggta ccggcccagc tggagccgac gg 32 25 
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189 

<210> 230 
<211> 33 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 
 5 
<220> 
<223> Cebador 
 
<400> 230 
 10 
tgggccggta ccgacgacat cgattgggac gcc 33 
 
<210> 231 
<211> 36 
<212> ADN 15 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 
 20 
<400> 231 
 
aatccaccac ggatccatcg tccctgctcc ccgaac 36 
 
<210> 232 25 
<211> 38 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 30 
<223> Cebador 
 
<400> 232 
 
cagggacgat ggatccgtgg tggatttcgg ggcgttac 38 35 
 
<210> 233 
<211> 35 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 40 
 
<220> 
<223> Cebador 
 
<400> 233 45 
 
ccgggagaag aattctccgg cggccggtgt gcggg 35 
 
<210> 234 
<211> 35 50 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 55 
 
<400> 234 
 
gccgccggag aattcttctc ccggccgggg ctgcc 35 
<210> 235 60 
 
<211> 32 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 
 65 
<220> 
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<223> Cebador 
 
<400> 235 
 
gatatcaagc tttcagccgg cgcctaacga ac 32 5 
 
<210> 236 
<211> 905 
<212> PRT 
<213> Mycobacterium tuberculosis 10 
 
<400> 236  
 

 
 15 
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191 

 

 
 
<210> 237 
<211> 2025 5 
<212> ADN 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 237  
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192 

 

 
 
<210> 238 
<211> 30 5 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 10 
 
<400> 238 
 
caattacata tgaccatcaa ctatcaattc 30 
 15 
<210> 239 
<211> 32 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 
 20 
<220> 
<223> Cebador 
 
<400> 239 
 25 
caattaggta ccggcccagc tggagccgac gg 32 
 
<210> 240 
<211> 33 
<212> ADN 30 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 
 35 
<400> 240 
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193 

 
tgggccggta ccgacgacat cgattgggac gcc 33 
 
<210> 241 
<211> 36 5 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 10 
 
<400> 241 
 
aatccaccac ggatccatcg tccctgctcc ccgaac 36 
 15 
<210> 242 
<211> 39 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 
 20 
<220> 
<223> Cebador 
 
<400> 242 
 25 
cggccgggag aagaattccc cgccggggtt ggtgatcag 39 
 
<210> 243 
<211> 35 
<212> ADN 30 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 
 35 
<400> 243 
 
gccgccggag aattcttctc ccggccgggg ctgcc 35 
 
<210> 244 40 
<211> 32 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 45 
<223> Cebador 
 
<400> 244 
 
gatatcaagc tttcagccgg cgcctaacga ac 32 50 
 
<210> 245 
<211> 672 
<212> PRT 
<213> Mycobacterium tuberculosis 55 
 
<400> 245  
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195 

 
 
<210> 246 
<211> 3318 
<212> ADN 5 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 246  
 

 10 
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196 

 
 
<210> 247 
<211> 33 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 
 10 
<400> 247 
 
caattagtcg acatgaattt cgccgttttg ccg 33 
 
<210> 248 15 
<211> 42 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 20 
<223> Cebador 
 
<400> 248 
 
caattaaagc ttttaagtac tgaaaagtcg gggtagcgcc gg 42 25 
 
<210> 249 
<211> 47 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 30 
 
<220> 
<223> Cebador 
 
<400> 249 35 
 
cggcgctacc ccgacttttc agtactttct cccggccggg gctgccg 47 
 
<210> 250 
<211> 32 40 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 
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<220> 
<223> Cebador 
 
<400> 250 
 5 
gatatcaagc tttcagccgg cgcctaacga ac 32 
 
<210> 251 
<211> 1103 
<212> PRT 10 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 251  
 

 15 
 

ES 2 621 211 T3
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199 

 
 
<210> 252 
<211> 3597 
<212> ADN 5 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 252  
 

 10 
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200 

 
 
<210> 253 
<211> 33 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 
 10 
<400> 253 
 
caattagtcg acatgaattt cgccgttttg ccg 33 
 
<210> 254 15 
<211> 42 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 20 
<223> Cebador 
 
<400> 254 
 
caattaaagc ttttaagtac tgaaaagtcg gggtagcgcc gg 42 25 
 
<210> 255 
<211> 47 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 30 
 
<220> 
<223> Cebador 
 
<400> 255 35 
 
cggcgctacc ccgacttttc agtactttct cccggccggg gctgccg 47 
 
<210> 256 
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201 

<211> 32 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 5 
<223> Cebador 
 
<400> 256 
 
gatatcaagc tttcagccgg cgcctaacga ac 32 10 
 
<210> 257 
<211> 1196 
<212> PRT 
<213> Mycobacterium tuberculosis 15 
 
<400> 257  
 

 
 20 
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203 

 
 
<210> 258 
<211> 2379 
<212> ADN 5 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 258  
 

 10 
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204 

 
 
<210> 259 
<211> 50 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 
 10 
<400> 259 
 
gatacacata tgcaccatca ccatcaccac atgccggaca ccatggtgac 50 
 
<210> 260 15 
<211> 48 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 20 
<223> Cebador 
 
<400> 260 
 
catggatccg ctaccgccag aaccaccccg gtgatcctta gcccgaac 48 25 
 
<210> 261 
<211> 45 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 30 
 
<220> 
<223> Cebador 
 
<400> 261 35 
 
ggtggttctg gcggtagcgg attcatgggc gatctggtga gcccg 45 
 
<210> 262 
<211> 47 40 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 
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<220> 
<223> Cebador 
 
<400> 262 5 
 
catgaattca gaaccgccgc ttccgcccgc cggaggcatt agcacgc   47 
 
<210> 263 
<211> 45 10 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 15 
 
<400> 263 
 
ggcggaagcg gcggttctga attcatgctc cccgagacaa atcag 45 
 20 
<210> 264 
<211> 35 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 
 25 
<220> 
<223> Cebador 
 
<400> 264 
 30 
tagaattcaa gcttttactg gcgaagcagc tcatc 35 
 
<210> 265 
<211> 790 
<212> PRT 35 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 265  
 

 40 
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206 
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207 

 
 
<210> 266 
<211> 2622 
<212> ADN 5 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 266  
 

 10 
 

 
<210> 267 
<211> 52 
<212> ADN 15 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
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208 

<223> Cebador 
 
<400> 267 
 
gatacacata tgcaccatca ccatcaccac atgggcagca gccatcatca tc 52 5 
 
<210> 268 
<211> 32 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 10 
 
<220> 
<223> Cebador 
 
<400> 268 15 
 
catatcgagc tcgttgatcg gcgcgtcgac cc 32 
 
<210> 269 
<211> 53 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 25 
 
<400> 269 
 
atcaacgagc tcggaggttc tggtggaagc gcatgcaaaa cggtgacgtt gac 53 
 30 
<210> 270 
<211> 33 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 
 35 
<220> 
<223> Cebador 
 
<400> 270 
 40 
catatcgaat tcgcgcgcac ccgctcgtgc agc   33 
 
<210> 271 
<211> 52 
<212> ADN 45 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 
 50 
<400> 271 
 
catgtcgaat tcggtggaag cggaggttct atgacggcaa tctcgtgctc ac 52 
 
<210> 272 55 
<211> 33 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 60 
<223> Cebador 
 
<400> 272 
 
catatcaagc ttttagctgg ccgccagctg ctc   33 65 
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209 

<210> 273 
<211> 871 
<212> PRT 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 5 
<400> 273  
 

 
 

ES 2 621 211 T3

 



210 

 
 
<210> 274 
<211> 3171 
<212> ADN 5 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 274  
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211 

 
 
<210> 275 
<211> 52 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 
 10 
<400> 275 
 
gatacacata tgcaccatca ccatcaccac atggaaaaaa tgtcacatga tc 52 
 
<210> 276 15 
<211> 34 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 
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<220> 
<223> Cebador 
 
<400> 276 
gatacatgag ctcttcggcg aagacgccgg cggc 34 5 
 
<210> 277 
<211> 50 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 10 
 
<220> 
<223> Cebador 
 
<400> 277 15 
 
gatacagagc tcggaggttc cggtggaagc atgctgtggc acgcaatgcc   50 
 
<210> 278 
<211> 34 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 25 
 
<400> 278 
 
gatacagaat tcccagtcgt cctcttcgtc ccag 34 
 30 
<210> 279 
<211> 49 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 
 35 
<220> 
<223> Cebador 
 
<400> 279 
 40 
gacagaattc ggtggcagtg gaggatctat gacagagcag cagtggaat 49 
 
<210> 280 
<211> 35 
<212> ADN 45 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 
 50 
<400> 280 
 
catatcagct agctgcgaac atcccagtga cgttg 35 
 
<210> 281 55 
<211> 52 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 60 
<223> Cebador 
 
<400> 281 
 
catatcagct agcggaggtt ccggtggaag catgacgcag tcgcagaccg tg 52 65 
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<210> 282 
<211> 34 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 
 5 
<220> 
<223> Cebador 
 
<400> 282 
 10 
catatcaaag ctttcacttc gactccttac tgtc 34 
 
<210> 283 
<211> 1054 
<212> PRT 15 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 283  
 

 20 
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214 
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215 

 
 
<210> 284 
<211> 2613 
<212> ADN 5 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 284  
 

 10 
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<210> 285 
<211> 32 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 
 10 
<400> 285 
 
taggatccca tatggagctg gtccgggtga cc 32 
 
<210> 286 15 
<211> 47 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 20 
<223> Cebador 
 
<400> 286 
 
cacgaattcg cttccaccag aacctccggg caatgggtac acggcgc   47 25 
 
<210> 287 
<211> 45 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 30 
 
<220> 
<223> Cebador 
 
<400> 287 35 
 
ggaggttctg gtggaagcga attcgtgcga tacagtgact catac   45 
<210> 288 
 
<211> 50 40 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 45 
 
<400> 288 
 
gccacgagct cagaaccgcc gcttccaccc tggccgattt cgtgcaccgc   50 
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<210> 289 
<211> 50 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 5 
 
<220> 
<223> Cebador 
 
<400> 289 10 
 
gccagggtgg aagcggcggt tctgagctcg tggctggtga caccaccatc   50 
 
<210> 290 
<211> 36 15 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 20 
 
<400> 290 
 
caattaaagc tttcagaatg gcggttcgtc atcgcc 36 
 25 
<210> 291 
<211> 887 
<212> PRT 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 30 
<400> 291  
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218 
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219 

 
 
<210> 292 
<211> 95 
<212> PRT 5 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 
<400> 292  
 

 10 
 
<210> 293 
<211> 318 
<212> ADN 
<213> Mycobacterium tuberculosis 15 
 
<400> 293  
 

 
 20 
<210> 294 
<211> 102 
<212> PRT 
<213> Mycobacterium tuberculosis 
 25 
<400> 294  
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220 

 
 
<210> 295 
<211> 33 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 
 10 
<400> 295 
 
caattacata tgagagtttt gttgctggga ccg   33 
 
<210> 296 15 
<211> 35 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 20 
<223> Cebador 
 
<400> 296 
 
caattaaagc ttctactttc cagagcccgc aacgc 35 25 
 
<210> 297 
<211> 32 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 30 
 
<220> 
<223> Cebador 
 
<400> 297 35 
 
caattacata tgaccggccc caccaccgcg cc 32 
 
<210> 298 
<211> 36 40 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 45 
 
<400> 298 
 
caattaaagc tttcaggtgt ctttgggtgt tccgag 36 
 50 
<210> 299 
<211> 33 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 
 55 
<220> 
<223> Cebador 
 
<400> 299 
 60 
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caattacata tgagagtttt gttgctggga ccg 33 
 
<210> 300 
<211> 35 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 
 10 
<400> 300 
 
caattaaagc ttctactttc cagagcccgc aacgc 35 
 
<210> 301 15 
<211> 54 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 20 
<223> Cebador 
 
<400> 301 
 
caattacata tgcatcacca tcaccatcac gtggtggacc gcgatcccaa tacc 54 25 
 
<210> 302 
<211> 33 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 30 
 
<220> 
<223> Cebador 
 
<400> 302 35 
 
caattagaat tctcagcgat tcctgatctt gtg 33 
 
<210> 303 
<211> 33 40 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 45 
 
<400> 303 
 
ctggatccca tatggccttc ccggaatatt cgc 33 
 50 
<210> 304 
<211> 33 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 
 55 
<220> 
<223> Cebador 
 
<400> 304 
 60 
ctagctgaat tctcatccga cgtgtttccg ccg 33 
 
<210> 305 
<211> 33 
<212> ADN 65 
<213> Secuencia Artificial 
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222 

 
<220> 
<223> Cebador 
 
<400> 305 5 
 
caattacata tggcgcccaa gacctactgc gag   33 
 
<210> 306 
<211> 36 10 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 15 
 
<400> 306 
 
caattaaagc ttctaggcca gcatcgagtc gatcgc 36 
 20 
<210> 307 
<211> 51 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 
 25 
<220> 
<223> Cebador 
 
<400> 307 
 30 
caattacata tgcatcacca tcaccatcac atgcaattcg acgtgaccat c 51 
 
<210> 308 
<211> 36 
<212> ADN 35 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 
 40 
<400> 308 
 
caattagaat tctcagtgtg taccggcctt gaagcg 36 
 
<210> 309 45 
<211> 51 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 50 
<223> Cebador 
 
<400> 309 
 
caattacata tgcatcacca tcaccatcac acttccggcg atatgtcgag c   51 55 
 
<210> 310 
<211> 33 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 60 
 
<220> 
<223> Cebador 
 
<400> 310 65 
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caattagaat tctcagcgcg gaatacttgc ctg 33 
 
<210> 311 
<211> 33 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 
 10 
<400> 311 
 
gtgctagcca tatggaaaaa atgtcacatg atc   33 
 
<210> 312 15 
<211> 35 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 20 
<223> Cebador 
 
<400> 312 
 
ctggatccaa gcttctattc ggcgaagacg ccggc   35 25 
 
<210> 313 
<211> 33 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 30 
 
<220> 
<223> Cebador 
 
<400> 313 35 
 
gtgctagcca tatgctgtgg cacgcaatgc cac 33 
 
<210> 314 
<211> 35 40 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 45 
 
<400> 314 
 
ctggatccaa gctttcacca gtcgtcctct tcgtc 35 
 50 
<210> 315 
<211> 51 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 
 55 
<220> 
<223> Cebador 
 
<400> 315 
 60 
caattacata tgcatcacca tcaccatcac gtgaagcgag cgctcatcac c 51 
 
<210> 316 
<211> 35 
<212> ADN 65 
<213> Secuencia Artificial 
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<220> 
<223> Cebador 
 
<400> 316 5 
 
caattagaat tctcatgtcc ggccggcgat catcg 35 
 
<210> 317 
<211> 50 10 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 15 
 
<400> 317 
 
ccattacata tgcatcacca tcaccatcac atgacagagc agcagtggaa 50 
 20 
<210> 318 
<211> 33 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 
 25 
<220> 
<223> Cebador 
 
<400> 318 
 30 
ccattagaat tcctatgcga acatcccagt gac 33 
 
 
 

35 
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REIVINDICACIONES 
1. Una composición que comprende un inmunoestimulante y una combinación de tres o más antígenos de 
Mycobacterium tuberculosis, en donde la combinación de los tres o más antígenos comprende la SEQ ID NO: 26 
(Rv2608), la SEQ ID NO: 51 (Rv3620), y la SEQ ID NO: 16 (Rv1813) o comprende un antígeno que tiene al menos 
un 90% de identidad con la SEQ ID NO: 26, un antígeno que tiene al menos un 90% de identidad con la SEQ ID NO: 5 
51, y un antígeno que tiene al menos un 90% de identidad con la SEQ ID NO: 16. 

2. La composición de la reivindicación 1, en donde la combinación de los tres o más antígenos se selecciona entre el 
grupo que consiste en: 

(a) una combinación que comprende la SEQ ID NO: 16 (Rv1813); la SEQ ID NO: 51 (Rv3620), la SEQ ID NO: 26 
(Rv2608) y la SEQ ID NO: 21 (Rv2389), o una combinación que comprende un antígeno que tiene una secuencia 10 
al menos un 90% idéntica a la SEQ ID NO: 16, un antígeno que tiene una secuencia al menos un 90% idéntica a 
la SEQ ID NO: 51, un antígeno que tiene una secuencia al menos un 90% idéntica a la SEQ ID NO: 26 y un 
antígeno que tiene una secuencia al menos un 90% idéntica a la SEQ ID NO: 21; 

(b) una combinación que comprende la SEQ ID NO: 26 (Rv2608), la SEQ ID NO: 16 (Rv1813), la SEQ ID NO: 51 
(Rv3620) y la SEQ ID NO: 46 (Rv3619), o una combinación que comprende un antígeno que tiene una secuencia 15 
al menos un 90% idéntica a la SEQ ID NO: 26, un antígeno que tiene una secuencia al menos un 90% idéntica a 
la SEQ ID NO: 16, un antígeno que tiene una secuencia al menos un 90% idéntica a la SEQ ID NO: 51 y un 
antígeno que tiene una secuencia al menos un 90% idéntica a la SEQ ID NO: 46; y 

(c) una combinación que comprende la SEQ ID NO: 16 (Rv1813); la SEQ ID NO: 51 (Rv3620), la SEQ ID NO: 26 
(Rv2608) y la SEQ ID NO: 145 (Rv1886), o una combinación que comprende un antígeno que tiene una 20 
secuencia al menos un 90% idéntica a la SEQ ID NO: 16, un antígeno que tiene una secuencia al menos un 90% 
idéntica a la SEQ ID NO: 51, un antígeno que tiene una secuencia al menos un 90% idéntica a la SEQ ID NO: 26 
y un antígeno que tiene una secuencia al menos un 90% idéntica a la SEQ ID NO: 145. 

3. La composición de la reivindicación 2, en donde la combinación comprende la SEQ ID NO: 26 (Rv2608), la SEQ 
ID NO: 16 (Rv1813), la SEQ ID NO: 51 (Rv3620) y la SEQ ID NO: 46 (Rv3619). 25 

4. La composición de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en donde los tres o más antígenos, o fragmentos 
inmunogénicos de los mismos, están unidos covalentemente en forma de un polipéptido de fusión. 

5. La composición de la reivindicación 4, en donde el polipéptido de fusión comprende una secuencia de 
aminoácidos seleccionada entre el grupo que consiste en: la SEQ ID NO: 91 (ID83); la SEQ ID NO: 95 (ID94); la 
SEQ ID NO: 226 (ID93); la SEQ ID NO: 251 (ID114); la SEQ ID NO: 257 (ID125); o comprende una secuencia de 30 
aminoácidos que tiene al menos un 90% de identidad con la SEQ ID NO: 91, la SEQ ID NO: 95, la SEQ ID NO: 226, 
la SEQ ID NO: 251, o SEQ ID NO: 257. 

6. La composición de la reivindicación 5, en donde el polipéptido de fusión comprende la secuencia de aminoácidos 
de la SEQ ID NO: 226 (ID93). 

7. La composición de una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en donde el inmunoestimulante se selecciona entre 35 
el grupo que consiste en GLA, AS-2, ENHANZYN, MPL, 3D-MPL, IFA, QS21, CWS, TDM, AGPs, oligonucleótidos 
que contienen CpG, agonistas de receptor de tipo Toll, LeIF, saponinas, miméticos de saponina, y lípido A biológico 
y sintético, imiquimod, gardiquimod, resiquimod, poli l:C, flagelina, o una combinación de los mismos. 

8. Un polipéptido de fusión aislado que comprende una combinación de tres o más antígenos de Mycobacterium 
tuberculosis unidos covalentemente, o fragmentos inmunogénicos de los mismos, en donde la combinación de los 40 
dos o más antígenos comprende la SEQ ID NO: 26 (Rv2608), la SEQ ID NO: 51 (Rv3620), y la SEQ ID NO: 16 
(Rv1813) o comprende un antígeno que tiene una secuencia al menos un 90% idéntica a la SEQ ID NO: 26, un 
antígeno que tiene una secuencia al menos un 90% idéntica a la SEQ ID NO: 51, y un antígeno que tiene una 
secuencia al menos un 90% idéntica a la SEQ ID NO: 16. 

9. El polipéptido de fusión aislado de la reivindicación 8, en donde la combinación de los tres o más antígenos se 45 
selecciona entre el grupo que consiste en: 

(a) una combinación que comprende la SEQ ID NO: 16 (Rv1813); la SEQ ID NO: 51 (Rv3620), la SEQ ID NO: 26 
(Rv2608) y la SEQ ID NO: 21 (Rv2389), o una combinación que comprende un antígeno que tiene una secuencia 
al menos un 90% idéntica a la SEQ ID NO: 16, un antígeno que tiene una secuencia al menos un 90% idéntica a 
la SEQ ID NO: 51, un antígeno que tiene una secuencia al menos un 90% idéntica a la SEQ ID NO: 26 y un 50 
antígeno que tiene una secuencia al menos un 90% idéntica a la SEQ ID NO: 21; 

(b) una combinación que comprende la SEQ ID NO: 26 (Rv2608), la SEQ ID NO: 16 (Rv1813), la SEQ ID NO: 51 
(Rv3620) y la SEQ ID NO: 46 (Rv3619), o una combinación que comprende un antígeno que tiene una secuencia 
al menos un 90% idéntica a la SEQ ID NO: 26, un antígeno que tiene una secuencia al menos un 90% idéntica a 
la SEQ ID NO: 16, un antígeno que tiene una secuencia al menos un 90% idéntica a la SEQ ID NO: 51 y un 55 
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antígeno que tiene una secuencia al menos un 90% idéntica a la SEQ ID NO: 46; y 

(c) una combinación que comprende la SEQ ID NO: 16 (Rv1813); la SEQ ID NO: 51 (Rv3620), la SEQ ID NO: 26 
(Rv2608) y la SEQ ID NO: 145 (Rv1886), o una combinación que comprende un antígeno que tiene una 
secuencia al menos un 90% idéntica a la SEQ ID NO: 16, un antígeno que tiene una secuencia al menos un 90% 
idéntica a la SEQ ID NO: 51, un antígeno que tiene una secuencia al menos un 90% idéntica a la SEQ ID NO: 26 5 
y un antígeno que tiene una secuencia al menos un 90% idéntica a la SEQ ID NO: 145. 

10. El polipéptido de fusión aislado de las reivindicaciones 8 o 9, en donde la proteína de fusión comprende una 
secuencia de aminoácidos seleccionada entre el grupo que consiste en: la SEQ ID NO: 91 (ID83); la SEQ ID NO: 95 
(ID94); la SEQ ID NO: 226 (ID93); la SEQ ID NO: 251 (ID114); la SEQ ID NO: 257 (ID125); o comprende una 
secuencia de aminoácidos que tiene al menos un 90% de identidad con la SEQ ID NO: 91, la SEQ ID NO: 95, la 10 
SEQ ID NO: 226, la SEQ ID NO: 251, o SEQ ID NO: 257. 

11. El polipéptido de fusión aislado de la reivindicación 10, en donde la combinación comprende la SEQ ID NO: 226. 

12. Un polinucleótido aislado que codifica un polipéptido de fusión de una cualquiera de las reivindicaciones 8-11. 

13. Una composición de una cualquiera de las reivindicaciones 1-7 para su uso en un método para estimular una 
respuesta inmunitaria protectora contra Mycobacterium tuberculosis o antígenos de Mycobacterium tuberculosis en 15 
un sujeto. 

14. Un método para producir un polipéptido de fusión de una cualquiera de las reivindicaciones 8-11, que comprende 
cultivar una célula hospedadora que expresa el polipéptido de fusión, y recuperar el polipéptido de fusión producido 
por la célula hospedadora. 

20 
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