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DESCRIPCIÓN

Composiciones para la tuberculosis y procedimientos de uso de las mismas

Campo

La presente divulgación se dirige, en parte, a proteínas de fusión que comprenden antígenos de Mycobacterium 
tuberculosis (Mtb), moléculas de ácido nucleico que codifican las mismas, vectores que comprenden moléculas de 5
ácido nucleico, composiciones que comprenden las mismas y procedimientos para provocar una respuesta inmunitaria 
contra la tuberculosis.

Antecedente

La tuberculosis (TB) es un problema sanitario mundial que provoca 8 millones de nuevos casos y 2 millones de muertes 
cada año. La aparición de cepas de tuberculosis multirresistentes y totalmente resistentes a los fármacos no hace sino 10
agravar este problema. El ciclo de vida del Mtb tiene 3 etapas. En la etapa aguda que sigue a la infección inicial, las 
bacterias se replican en el huésped y se expresan los factores de virulencia, lo que lleva a la generación de una 
respuesta inmunitaria por parte del huésped. Cuando la respuesta inmunitaria comienza a controlar la infección, el Mtb 
entra en un estado latente y asintomático en el que las bacterias se vuelven no replicantes y se encajan en granulomas. 
La bacteria puede persistir en este estado latente en los individuos infectados durante muchos años, lo que dificulta el 15
diagnóstico y el tratamiento de la enfermedad. En algunos casos, las bacterias se reactivan y se comienzan a replicar 
de nuevo, lo que lleva de nuevo al estado de enfermedad. La reactivación se puede producir por numerosas razones, 
tales como la supresión inmunitaria causada por enfermedades tales como el VIH, tratamientos tales como la 
quimioterapia o el debilitamiento del sistema inmunitario debido al envejecimiento. Se estima que 2.000 millones de 
personas están infectadas de forma latente por Mtb en todo el mundo, y la reactivación de Mtb latente es la causa de 20
la mayoría de los nuevos casos de enfermedad tuberculosa activa. La reactivación está asociada a la inflamación, la 
necrosis y la cavitación del pulmón, un proceso que da lugar al drenaje de las lesiones en el bronquio. Los aerosoles 
que se generan cuando los individuos con lesiones bronquiales tosen provocan la diseminación del organismo de Mtb 
a personas no infectadas y susceptibles, con lo que se mantiene el ciclo de transmisión.

La única vacuna disponible actualmente contra la tuberculosis, Mycobacterium bovis (Bacille Calmette-Guérin) (BCG), 25
se introdujo por primera vez en 1921. La BCG se ha utilizado ampliamente y, aunque los estudios demuestran que 
para algunos fines la BCG es eficaz (por ejemplo, contra la tuberculosis diseminada), se sabe que es ineficaz con 
respecto a la prevención del desarrollo, la persistencia y la reactivación de la tuberculosis latente. Existe una necesidad 
constante de desarrollar vacunas mejoradas y más eficaces contra la tuberculosis. En particular, es necesario 
desarrollar vacunas que proporcionen protección contra el desarrollo, el mantenimiento y/o la reactivación de la 30
infección tuberculosa latente. Con la disponibilidad de la secuencia genómica completa de Mtb, y las herramientas 
para el análisis bioinformático y experimental de los antígenos de Mtb, en los últimos años se han identificado muchos 
nuevos candidatos potenciales a vacunas contra Mtb. Entre ellos se encuentran los antígenos que intervienen en la 
infección aguda, el mantenimiento de la latencia o la reactivación de Mtb. Hay una serie de estrategias de 
administración en desarrollo clínico que se componen de combinaciones de estos y otros antígenos que han sido 35
probados en modelos animales y que están actualmente o estarán pronto en ensayos clínicos.

Aunque las vacunas son a menudo eficaces para inmunizar a los individuos de forma profiláctica o terapéutica contra 
la infección de patógenos o enfermedades humanas, existe la necesidad de mejorar las vacunas. También se 
necesitan composiciones y procedimientos que produzcan una respuesta inmunitaria mejorada. Asimismo, aunque 
algunos inmunoterapéuticos son útiles para modular la respuesta inmunitaria de un paciente, sigue siendo necesario 40
mejorar las composiciones y los procedimientos inmunoterapéuticos.

El documento US 2009/136534 describe una vacuna contra Mycobacteria tuberculois que comprende subunidades 
recombinantes de Bacille-Calmette-Guerin. El documento WO 2008/124647 describe composiciones y proteínas de 
fusión que contienen al menos dos antígenos de Mycobacteria sp. y polinucleótidos que codifican los mismos, así 
como procedimientos para su uso en el tratamiento, la prevención y/o el diagnóstico de una infección por 45
tuberculosis. El documento Kaufmann S., Seminars in Immunology 25 (2013) 172-181 describe estrategias en el 
desarrollo de vacunas contra la tuberculosis. El documento WO 2014/009438 describe una vacuna 
contra Mycobacteria tuberculois que comprende al menos cinco antígenos de una especie de Mycobacteria o una 
fusión de los mismos y moléculas de ácido nucleico, vectores y células huésped que codifican los mismos o 
composiciones que los comprenden, así como procedimientos de uso de los mismos para inducir o estimular una 50
respuesta inmunitaria contra una infección por Mycobacteria. El documento US 2013/142800 describe una 
composición antigénica que comprende polipéptidos o polinucleótidos antigénicos micobacterianos.

Sumario

En un primer aspecto de la presente invención se proporciona una proteína de fusión que comprende una secuencia 
de aminoácidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoácidos de: ESAT6-Rv1733c-Rv2626c-RpfD o55
Ag85B-ESAT6-Rv1733c-Rv2626c-RpfD.

Convenientemente, la proteína de fusión puede comprender una secuencia de aminoácidos al menos un 95% idéntica 
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a Ag85B-ESAT6-Rv1733c-Rv2626c-RpfD.

Opcionalmente, la proteína de fusión puede ser: ESAT6-Rv1733c-Rv2626c-RpfD o Ag85B-ESAT6-Rv1733c-Rv2626c-
RpfD.

En consecuencia, la proteína de fusión puede ser Ag85B-ESAT6-Rv1733c-Rv2626c-RpfD.

En un segundo aspecto, se proporciona una composición farmacéutica que comprende la proteína de fusión y un 5
portador farmacéuticamente aceptable.

En un tercer aspecto, se proporciona un vector que codifica la proteína de fusión.

De manera adecuada, el vector puede ser el adenovirus 4, el adenovirus 5, el adenovirus de chimpancé 3, el 
adenovirus de chimpancé 63, el adenovirus de chimpancé 68, la vaccinia Ankara modificada (MVA), el virus de la 
parainfluenza modificado (PIV2) o el virus de la parainfluenza humana recombinante (rHPIV2).10

En un cuarto aspecto, se proporciona una célula que comprende el vector.

En un quinto aspecto, se proporciona una composición que comprende al menos los cuatro antígenos de 
Mycobacterium tuberculosis (Mtb) ESAT6, Rv1733c, Rv2626c y RpfD, en la que los al menos cuatro antígenos de Mtb 
están codificados por una única molécula de ácido nucleico dentro del mismo vector como proteína de fusión.

En consecuencia, la primera y/o segunda región transmembrana de Rv1733c puede ser eliminada.15

Opcionalmente, la composición puede comprender además el antígeno Ag85B Mtb, en el que la composición 
comprende al menos una molécula de ácido nucleico que codifica al menos uno de los antígenos Mtb.

De manera adecuada, la composición puede comprender además un portador farmacéuticamente aceptable.

En un sexto aspecto, se proporciona una proteína de fusión o una composición para su uso en la provocación de una 
respuesta inmunitaria contra Mycobacterium tuberculosis en un mamífero.20

En un séptimo aspecto, se proporciona una proteína de fusión para su uso en el tratamiento o la prevención de una 
infección por Mycobacterium tuberculosis.

En un octavo aspecto, se proporciona una proteína de fusión que comprende al menos los cuatro antígenos de 
Mycobacterium tuberculosis (Mtb) ESAT6, Rv3407c, Rv2626c y RpfD, o secuencias de aminoácidos de los antígenos 
que son al menos un 95% idénticas.25

En un noveno aspecto, se proporciona una composición que comprende al menos los cuatro antígenos de 
Mycobacterium tuberculosis (Mtb) ESAT6, Rv1733c, Rv2626c y RpfD, en la que la composición comprende al menos 
una molécula de ácido nucleico que codifica al menos uno de los antígenos de Mtb.

La presente divulgación describe un casete de antígeno (y variantes especificadas) que se puede utilizar para crear 
vacunas contra la tuberculosis que comprenden antígenos específicos de Mycobacterium tuberculosis (Mtb) que están 30
implicados con 3 etapas identificadas de la enfermedad: 1) la infección o infección aguda, 2) la latencia o el estado 
latente, y 3) la reanimación o reactivación de la enfermedad activa. La divulgación también describe la combinación 
estratégica de antígenos que se incorporan a una variedad de plataformas de entrega de forma que proporcionan vías 
a una matriz de combinaciones emparejadas de entrega de antígenos para obtener una respuesta inmune optimizada. 
El objeto descrito en el presente documento se puede utilizar como vacuna profiláctica o terapéutica contra la 35
tuberculosis. La selección inicial de antígenos para su inclusión en un casete utilizable se basó en una serie de 
parámetros que incluían, por ejemplo, una revisión exhaustiva de la bibliografía, datos de expresión, respuestas de 
las células T humanas, inclusión de regiones inmunogénicas humanas, estudios de protección en ratones y 
conservación en la secuencia en la mayoría de las cepas de tuberculosis con secuencias genómicas completas. Los 
antígenos específicos se probaron para asegurarse de que se podían expresar en una variedad de sistemas (BCG, 40
proteínas, vectores virales, ácidos nucleicos), que eran inmunogénicos y que se podían hacer como fusiones en 
proteínas u otros vectores para simplificar las cuestiones de fabricación posteriores. A continuación, se demostró que 
todos los antígenos seleccionados eran inmunogénicos en ratones, bien cuando se utilizaban solos, bien en una 
variedad de combinaciones, para llegar a la presente solicitud.

Las construcciones descritas en el presente documento se han integrado en una gama específica de plataformas de 45
suministro que incluyen las siguientes clases (pero no exhaustivas) de plataformas de suministro representativas: 1) 
sistemas de entrega de vectores virales, 2) BCG recombinante, 3) fusiones de proteínas purificadas recombinantes, 
4) sistemas de vectores de plásmidos de ADN y 5) sistemas de vectores de ARN. Estas plataformas de administración 
se pueden utilizar en una sola plataforma o en combinaciones como enfoques de refuerzo de antígenos emparejados. 
Además, el uso de estos antígenos en un único sistema de vector rBCG, que se prevé utilizar como cebador de 50
antígenos emparejados para un refuerzo con cualquiera de las modalidades anteriores, que invluyen proteínas, 
vectores virales, ácidos nucleicos u otros.
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La presente divulgación proporciona proteínas de fusión que comprenden al menos tres antígenos de Mycobacterium 
tuberculosis (Mtb), en las que la proteína de fusión comprende: al menos un antígeno agudo de Mtb, al menos un 
antígeno latente de Mtb y al menos un antígeno de resucitación de Mtb; o al menos dos antígenos latentes de Mtb y 
al menos un antígeno de resucitación de Mtb.

La presente divulgación también proporciona moléculas de ácido nucleico que codifican proteínas de fusión que 5
comprenden al menos tres antígenos de Mycobacterium tuberculosis (Mtb), en las que la proteína de fusión 
comprende: al menos un antígeno agudo de Mtb, al menos un antígeno latente de Mtb y al menos un antígeno de 
resucitación de Mtb; o al menos dos antígenos latentes de Mtb y al menos un antígeno de resucitación de Mtb.

La presente divulgación también proporciona: composiciones que comprenden las proteínas de fusión y un portador 
farmacéuticamente aceptable; vectores que codifican las proteínas de fusión; composiciones que comprenden los 10
vectores y un portador farmacéuticamente aceptable; células que comprenden los vectores; composiciones que 
comprenden las células y un portador farmacéuticamente aceptable.

La presente divulgación también proporciona composiciones que comprenden al menos tres antígenos 
de Mycobacterium tuberculosis (Mtb), en las que la composición comprende: al menos un antígeno agudo de Mtb, al 
menos un antígeno latente de Mtb y al menos un antígeno de resucitación de Mtb; o al menos dos antígenos latentes 15
de Mtb y al menos un antígeno de resucitación de Mtb.

La presente divulgación también proporciona composiciones que comprenden al menos tres antígenos 
de Mycobacterium tuberculosis (Mtb), en las que la composición comprende: al menos un antígeno de Mtb agudo, al 
menos un antígeno de Mtb latente y al menos un antígeno de Mtb de reanimación; o al menos dos antígenos de Mtb 
latentes y al menos un antígeno de Mtb de reanimación; en las que la composición comprende al menos una molécula 20
de ácido nucleico que codifica al menos uno de los antígenos de Mtb.

La presente divulgación también proporciona procedimientos para provocar una respuesta inmunitaria 
contra Mycobacterium tuberculosis en un mamífero que comprende administrar al mamífero una cantidad 
inmunológicamente suficiente de una o más proteínas de fusión que comprenden al menos tres antígenos 
de Mycobacterium tuberculosis (Mtb), en la que al menos una proteína de fusión comprende al menos un antígeno 25
agudo de Mtb, al menos un antígeno latente de Mtb, y al menos un antígeno de resucitación de Mtb; o al menos dos 
antígenos latentes de Mtb, y al menos un antígeno de resucitación de Mtb.

La presente divulgación también proporciona procedimientos para provocar una respuesta inmunitaria 
contra Mycobacterium tuberculosis en un mamífero que comprende administrar al mamífero una cantidad 
inmunológicamente suficiente de una composición que comprende al menos tres antígenos de Mycobacterium 30
tuberculosis (Mtb), en la que la composición comprende: al menos un antígeno agudo de Mtb, al menos un antígeno 
latente de Mtb, y al menos un antígeno de resucitación de Mtb; o al menos dos antígenos latentes de Mtb, y al menos 
un antígeno de resucitación de Mtb; y un portador farmacéuticamente aceptable.

La presente divulgación también proporciona procedimientos para provocar una respuesta inmunitaria 
contra Mycobacterium tuberculosis en un mamífero que comprende administrar al mamífero una cantidad 35
inmunológicamente suficiente de una composición que comprende al menos tres antígenos de Mycobacterium 
tuberculosis (Mtb), en la que la composición comprende: al menos un antígeno de Mtb agudo, al menos un antígeno 
de Mtb latente, y al menos un antígeno de Mtb de reanimación; o al menos dos antígenos de Mtb latentes, y al menos 
un antígeno de Mtb de reanimación; y un portador farmacéuticamente aceptable; en el que la composición comprende 
al menos una molécula de ácido nucleico que codifica al menos uno de los antígenos de Mtb.40

La presente divulgación también proporciona proteínas de fusión para su uso en la preparación de un medicamento 
para tratar o prevenir una infección por Mycobacterium tuberculosis , en el que la proteína de fusión comprende al 
menos tres antígenos de Mycobacterium tuberculosis (Mtb), y en el que la proteína de fusión comprende al menos un 
antígeno agudo de Mtb, al menos un antígeno latente de Mtb, y al menos un antígeno de resucitación de Mtb; o al 
menos dos antígenos latentes de Mtb, y al menos un antígeno de resucitación de Mtb.45

La presente divulgación también proporciona proteínas de fusión para su uso en el tratamiento o la prevención de una 
infección por Mycobacterium tuberculosis , en la que la proteína de fusión comprende al menos tres antígenos 
de Mycobacterium tuberculosis (Mtb), y en la que la proteína de fusión comprende: al menos un antígeno de Mtb 
agudo, al menos un antígeno de Mtb latente y al menos un antígeno de Mtb de reanimación; o al menos dos antígenos 
de Mtb latentes y al menos un antígeno de Mtb de reanimación.50

La presente divulgación también proporciona usos de una proteína de fusión en la preparación de un medicamento 
para tratar o prevenir una infección por Mycobacterium tuberculosis , en el que la proteína de fusión comprende al 
menos tres antígenos de Mycobacterium tuberculosis (Mtb), y en el que la proteína de fusión comprende al menos un 
antígeno agudo de Mtb, al menos un antígeno latente de Mtb, y al menos un antígeno de resucitación de Mtb; o al 
menos dos antígenos latentes de Mtb, y al menos un antígeno de resucitación de Mtb.55

La presente divulgación también proporciona usos de una proteína de fusión en el tratamiento o la prevención de una 
infección por Mycobacterium tuberculosis , en la que la proteína de fusión comprende al menos tres antígenos 
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de Mycobacterium tuberculosis (Mtb), y en la que la proteína de fusión comprende: al menos un antígeno agudo de 
Mtb, al menos un antígeno latente de Mtb y al menos un antígeno de resucitación de Mtb; o al menos dos antígenos 
latentes de Mtb y al menos un antígeno de resucitación de Mtb.

La presente divulgación también proporciona composiciones para su uso en la preparación de un medicamento para 
el tratamiento o la prevención de una infección por Mycobacterium tuberculosis , en las que la composición comprende 5
al menos tres antígenos de Mycobacterium tuberculosis (Mtb), y en las que la composición comprende al menos un 
antígeno de Mtb agudo, al menos un antígeno de Mtb latente, y al menos un antígeno de Mtb de reanimación; o al 
menos dos antígenos de Mtb latentes, y al menos un antígeno de Mtb de reanimación; y un portador 
farmacéuticamente aceptable.

La presente divulgación también proporciona una composición para su uso en el tratamiento o la prevención de una 10
infección por Mycobacterium tuberculosis , en la que la composición comprende al menos tres antígenos 
de Mycobacterium tuberculosis (Mtb), y en la que la composición comprende: al menos un antígeno agudo de Mtb, al 
menos un antígeno latente de Mtb y al menos un antígeno de resucitación de Mtb; o al menos dos antígenos latentes 
de Mtb y al menos un antígeno de resucitación de Mtb; y un portador farmacéuticamente aceptable.

La presente divulgación también proporciona usos de una composición en la preparación de un medicamento para 15
tratar o prevenir una infección por Mycobacterium tuberculosis , en la que la composición comprende al menos tres 
antígenos de Mycobacterium tuberculosis (Mtb), y en la que la composición comprende al menos un antígeno de Mtb 
agudo, al menos un antígeno de Mtb latente, y al menos un antígeno de Mtb de reanimación; o al menos dos antígenos 
de Mtb latentes, y al menos un antígeno de Mtb de reanimación; y un portador farmacéuticamente aceptable.

La presente divulgación también proporciona usos de una composición para tratar o prevenir una infección por 20
Mycobacterium tuberculosis , en la que la composición comprende al menos tres antígenos de Mycobacterium 
tuberculosis (Mtb), y en la que la composición comprende: al menos un antígeno agudo de Mtb, al menos un antígeno 
latente de Mtb, y al menos un antígeno de resucitación de Mtb; o al menos dos antígenos latentes de Mtb, y al menos 
un antígeno de resucitación de Mtb; y un portador farmacéuticamente aceptable.

La presente divulgación también proporciona composiciones para su uso en la preparación de un medicamento para 25
tratar o prevenir una infección por Mycobacterium tuberculosis , en las que la composición comprende al menos tres 
antígenos de Mycobacterium tuberculosis (Mtb), y en las que la composición comprende al menos un antígeno de Mtb
agudo, al menos un antígeno de Mtb latente, y al menos un antígeno de Mtb de reanimación; o al menos dos antígenos 
de Mtb latentes, y al menos un antígeno de Mtb de reanimación; y un portador farmacéuticamente aceptable; en el 
que la composición comprende al menos una molécula de ácido nucleico que codifica al menos uno de los antígenos 30
de Mtb.

La presente divulgación también proporciona composiciones para su uso en el tratamiento o la prevención de una 
infección por Mycobacterium tuberculosis , en las que la composición comprende al menos tres antígenos 
de Mycobacterium tuberculosis (Mtb), y en las que la composición comprende al menos un antígeno de Mtb agudo, al 
menos un antígeno de Mtb latente, y al menos un antígeno de Mtb de reanimación; o al menos dos antígenos de Mtb 35
latentes, y al menos un antígeno de Mtb de reanimación; y un portador farmacéuticamente aceptable; en el que la 
composición comprende al menos una molécula de ácido nucleico que codifica al menos uno de los antígenos de Mtb.

La presente divulgación también proporciona usos de una composición en la preparación de un medicamento para 
tratar o prevenir una infección por Mycobacterium tuberculosis , en la que la composición comprende al menos tres 
antígenos de Mycobacterium tuberculosis (Mtb), y en la que la composición comprende al menos un antígeno de Mtb 40
agudo, al menos un antígeno de Mtb latente, y al menos un antígeno de Mtb de reanimación; o al menos dos antígenos 
de Mtb latentes, y al menos un antígeno de Mtb de reanimación; y un portador farmacéuticamente aceptable; en el 
que la composición comprende al menos una molécula de ácido nucleico que codifica al menos uno de los antígenos 
de Mtb.

La presente divulgación también proporciona usos de una composición para tratar o prevenir una infección por 45
Mycobacterium tuberculosis , en la que la composición comprende al menos tres antígenos de Mycobacterium 
tuberculosis (Mtb), y en la que la composición comprende al menos un antígeno de Mtb agudo, al menos un antígeno 
de Mtb latente, y al menos un antígeno de Mtb de reanimación; o al menos dos antígenos de Mtb latentes, y al menos 
un antígeno de Mtb de reanimación; y un portador farmacéuticamente aceptable; en el que la composición comprende 
al menos una molécula de ácido nucleico que codifica al menos uno de los antígenos de Mtb.50

La presente divulgación también proporciona proteínas de fusión, composiciones, células, vectores, procedimientos y 
usos, como se describe en el presente documento, sustancialmente como se describe con referencia a los ejemplos 
y/o figuras que se acompañan.

Breve descripción de los dibujos

Las Figuras 1A y 1B muestran los mapas de los plásmidos utilizados para insertar los genes de interés en el 55
cromosoma de BCG SSI u otras cepas de BCG: (A) construcciones con la secuencia señal Ag85B para la secreción 
de las fusiones; y (B) construcciones con la secuencia señal 19 kDa para anclar las fusiones en la membrana.
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La Figura 2 muestra la capacidad de respuesta al antígeno in vitro tras la vacunación con cepas de BCG que llevan 
el casete de antígeno.
Las figuras 3A y 3B muestran la estimulación in vitro: (A) mostrar la inducción de INF-γ en los esplenocitos tras la 
estimulación de la proteína y el ELISpot; y (B) análisis que muestra el número de esplenocitos que expresan INF-
γ de ratones CB6F1 inmunizados dos veces con 10 µg de la proteína de fusión 5 Ag (Construct D) y un adyuvante 5
sintético poli I:C.
Las Figuras 4A y 4B muestran la estimulación in vitro: (A) ELISpot; y (B) análisis de esplenocitos de ratones CB6F1 
inmunizados dos veces con 3 µg de la proteína de fusión 5 Ag (Construct D) o de la proteína de fusión 4 Ag 
(Construct A) y un adyuvante MPL TLR4 sintético; cuando se elimina el Ag85B de la proteína de fusión 5 Ag, 
aumentan las respuestas a los otros 4 antígenos de la proteína 4 Ag.10
Las Figuras 5A y 5B muestran la estimulación in vitro : (A) ELISpot; y (B) análisis de esplenocitos de ratones CB6F1 
inmunizados dos veces con 3 µg de la proteína de fusión de 5 Ag (Construct D) y las proteínas de fusión de 4 Ag 
con Rv1733 de tipo salvaje o modificado o la proteína de 4 Ag con RpfD sustituido por RpfB, con RpfB en el extremo 
3' o 5' de la proteína de fusión; las proteínas fueron adyuvadas con un adyuvante sintético de poli I:C; la RpfB 
induce una respuesta inmunitaria mucho más fuerte que la RpfD, en particular cuando la RpfB está en el extremo 15
5' de la proteína de fusión; ni la Rv1733 modificada ni la de tipo salvaje indujeron una respuesta inmunitaria fuerte.
Las Figuras 6A y 6B muestran el número de bacterias en: (A) los pulmones y (B) el bazo de ratones CB6F1 cebados 
con BCG y reforzados con la proteína de fusión 4 Ag o 5 Ag 4 semanas después de la provocación 
con Mycobacterium tuberculosis H37Rv.

Descripción de las realizaciones20

Debe entenderse que la terminología empleada en el presente documento tiene por objeto describir realizaciones 
particulares únicamente, y no pretende ser limitativa.

Como se utiliza en el presente documento, las formas singulares "uno", "una" y "el/la" incluyen referencias plurales a 
menos que el contexto dicte claramente lo contrario.

A fin de la recitación de intervalos numéricos en el presente documento, se contempla explícitamente cada número 25
intermedio con el mismo grado de precisión. Por ejemplo, para el intervalo de 6 a 9, se contemplan los números 7 y 8 
además de 6 y 9, y para el intervalo 6,0 a 7,0, se contemplan explícitamente los números 6,0, 6,1, 6,2, 6,3, 6,4, 6,5, 
6,6, 6,7, 6,8, 6,9 y 7,0.

Como se utiliza en el presente documento, "antígeno agudo de Mtb" significa cualquier antígeno de Mtb implicado en 
la fase aguda de la infección tuberculosa.30

Como se utiliza en el presente documento, "adyuvante" significa cualquier molécula añadida a cualquier composición 
descrita en el presente documento para mejorar la inmunogenicidad de los antígenos de Mtb.

Como se utiliza en el presente documento, "secuencia codificante" o "ácido nucleico codificante" significa los ácidos 
nucleicos (molécula de ARN o ADN) que comprenden una secuencia de nucleótidos que codifica un antígeno de Mtb. 
La secuencia codificadora puede incluir además señales de iniciación y terminación vinculadas de forma operativa a 35
elementos reguladores que incluyen un promotor y una señal de poliadenilación capaces de dirigir la expresión en las 
células de un individuo o mamífero al que se le administre el ácido nucleico.

Como se utiliza en el presente documento, "consenso" o "secuencia de consenso" significa una secuencia polipeptídica 
en base al análisis de una alineación de múltiples subtipos de un antígeno particular de Mtb. Se pueden preparar
secuencias de ácido nucleico que codifican una secuencia polipeptídica consenso. Las vacunas que comprenden 40
antígenos de Mtb que comprenden secuencias de consenso y/o moléculas de ácido nucleico que codifican dichos 
antígenos se pueden utilizar para inducir una amplia inmunidad contra múltiples subtipos o serotipos de un antígeno 
particular.

Como se utiliza en el presente documento, "electroporación" significa el uso de un pulso de campo eléctrico 
transmembrana para inducir vías microscópicas (poros) en una biomembrana; su presencia permite que biomoléculas 45
tales como plásmidos, oligonucleótidos, ARNsi, fármacos, iones y agua pasen de un lado a otro de la membrana 
celular.

Como se utiliza en el presente documento, "fragmento" con respecto a las secuencias de ácido nucleico, significa una 
secuencia de ácido nucleico o una porción de la misma, que codifica una porción de un antígeno de Mtb capaz de 
provocar una respuesta inmune en un mamífero que reacciona de forma cruzada con un antígeno de Mtb de longitud 50
completa. Los fragmentos pueden ser fragmentos de ADN seleccionados entre al menos una de las diversas 
secuencias de nucleótidos que codifican fragmentos de proteínas que se exponen a continuación.

Como se utiliza en el presente documento, "fragmento" o "fragmento inmunogénico" con respecto a las secuencias 
polipeptídicas, significa una porción de un antígeno MTB capaz de provocar una respuesta inmunitaria en un mamífero 
que reacciona de forma cruzada con un antígeno Mtb de longitud completa de la cepa salvaje. Los fragmentos de 55
antígenos de Mtb de consenso o de tipo salvaje pueden comprender al menos el 10%, al menos el 20%, al menos el 
30%, al menos el 40%, al menos el 50%, al menos el 60%, al menos el 70%, al menos el 80%, al menos el 90% o al 
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menos el 95% de un antígeno de Mtb de consenso o de tipo salvaje. Como se describe en el presente documento, los 
fragmentos de proteínas de consenso pueden comprender al menos 20 aminoácidos o más, al menos 30 aminoácidos 
o más, al menos 40 aminoácidos o más, al menos 50 aminoácidos o más, al menos 60 aminoácidos o más, al menos 
70 aminoácidos o más, al menos 80 aminoácidos o más, al menos 90 aminoácidos o más, al menos 100 aminoácidos 
o más, al menos 110 aminoácidos o más, al menos 120 aminoácidos o más, al menos 130 aminoácidos o más, al 5
menos 140 aminoácidos o más, al menos 150 aminoácidos o más, al menos 160 aminoácidos o más, al menos 170 
aminoácidos o más, al menos 180 aminoácidos o más de una proteína consenso o de tipo salvaje.

Como se utiliza en el presente documento, "construcción genética" se refiere a las moléculas de ADN o ARN que 
comprenden una secuencia de nucleótidos que codifica un antígeno de Mtb. La secuencia codificadora incluye señales 
de iniciación y terminación unidas de forma operativa a elementos reguladores que incluyen un promotor y una señal 10
de poliadenilación capaces de dirigir la expresión en las células del individuo al que se le administra la molécula de 
ácido nucleico.

Como se utiliza en el presente documento, la "forma expresable" se refiere a las construcciones genéticas que 
contienen los elementos reguladores necesarios vinculados a una secuencia codificadora que codifica un antígeno de 
Mtb de forma que, cuando está presente en la célula del individuo, la secuencia codificadora se expresará.15

Como se utiliza en el presente documento, "homología" se refiere a un grado de complementariedad. Puede haber 
homología parcial o completa (es decir, identidad). Una secuencia parcialmente complementaria que inhibe, al menos 
parcialmente, la hibridación de una secuencia completamente complementaria con un ácido nucleico diana se 
denomina con el término funcional "sustancialmente homóloga" Cuando se utiliza en referencia a una secuencia de 
ácido nucleico de doble cadena, tal como un ADNc o un clon genómico, el término "sustancialmente homólogo" se 20
refiere a una sonda que se puede hibridar con una cadena de la secuencia de ácido nucleico de doble cadena en 
condiciones de baja rigurosidad. Cuando se utiliza en referencia a una secuencia de ácido nucleico monocatenario, el 
término "sustancialmente homólogo" se refiere a una sonda que puede hibridar con (es decir, es el complemento de) 
la secuencia plantilla de ácido nucleico monocatenario en condiciones de baja rigurosidad.

Como se utiliza en el presente documento, "idéntico" o "identidad" en el contexto de dos o más ácidos nucleicos o 25
secuencias polipeptídicas, significa que las secuencias tienen un porcentaje específico de residuos que son iguales 
en una región específica. El porcentaje se puede calcular por medio de la alineación óptima de las dos secuencias, al 
comparar las dos secuencias en la región especificada, determinar el número de posiciones en las que el residuo 
idéntico aparece en ambas secuencias para obtener el número de posiciones coincidentes, dividir el número de 
posiciones coincidentes por el número total de posiciones en la región especificada y multiplicar el resultado por 100 30
para obtener el porcentaje de identidad de la secuencia. En los casos en los que las dos secuencias tienen longitudes 
diferentes o el alineamiento produce uno o más extremos escalonados y la región de comparación especificada incluye 
una sola secuencia, los residuos de la secuencia única se incluyen en el denominador pero no en el numerador del 
cálculo. Al comparar el ADN y el ARN, los residuos de timina (T) y uracilo (U) se pueden considerar equivalentes. La 
identificación se puede llevar a cabo manualmente o por medio de un algoritmo informático de secuencias tal como 35
BLAST o BLAST 2.0.

Como se utiliza en el presente documento, "respuesta inmunitaria" significa la activación del sistema inmunitario de 
un huésped, por ejemplo, el de un mamífero, en respuesta a la introducción de un antígeno de Mtb. La respuesta 
inmunitaria puede ser en forma de respuesta celular o humoral, o ambas.

Como se utiliza en el presente documento, "antígeno de Mtb latente" significa cualquier antígeno de Mtb implicado en 40
la infección de tuberculosis en fase latente.

Como se utiliza en el presente documento, "antígeno de Mtb" significa un antígeno de Mycobacterium tuberculosis, que 
puede ser un antígeno aislado o un antígeno que forma parte de una proteína de fusión con otro(s) antígeno(s).

Como se utiliza en el presente documento, "ácido nucleico" u "oligonucleótido" o "polinucleótido" significa al menos 
dos nucleótidos unidos covalentemente. La representación de una sola hebra también define la secuencia de la hebra 45
complementaria. De este modo, un ácido nucleico también abarca la cadena complementaria de una cadena simple 
representada. Muchas variantes de un ácido nucleico se pueden utilizar para el mismo fin que un ácido nucleico 
determinado. De este modo, un ácido nucleico también abarca los ácidos nucleicos sustancialmente idénticos y sus 
complementos. Una sola hebra proporciona una sonda que se puede hibridar con una secuencia objetivo en 
condiciones de hibridación estrictas. De este modo, un ácido nucleico también abarca una sonda que se hibrida en 50
condiciones de hibridación estrictas. Los ácidos nucleicos pueden ser monocatenarios o bicatenarios, o pueden 
contener porciones de secuencia bicatenario y monocatenario. El ácido nucleico puede ser ADN, tanto genómico como 
ADNc, ARN, o un híbrido, en el que el ácido nucleico puede contener combinaciones de desoxirribo y ribo-nucleótidos, 
y combinaciones de bases que incluyen uracilo, adenina, timina, citosina, guanina, inosina, xantina hipoxantina, 
isocitosina e isoguanina. Los ácidos nucleicos se pueden obtener por procedimientos de síntesis química o por 55
procedimientos recombinantes.

Como se utiliza en el presente documento, "operablemente ligado" significa que la expresión de un gen está bajo el 
control de un promotor con el que está conectado espacialmente. Un promotor se puede situar a 5' (corriente arriba) 
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o a 3' (corriente abajo) de un gen bajo su control. La distancia entre el promotor y un gen puede ser aproximadamente 
la misma que la distancia entre ese promotor y el gen que controla en el gen del que deriva el promotor. Como se 
sabe en la técnica, la variación de esta distancia se puede acomodar sin pérdida de la función del promotor.

Como se utiliza en el presente documento, "promotor" significa una molécula sintética o de origen natural que es capaz 
de conferir, activar o potenciar la expresión de un ácido nucleico en una célula. Un promotor puede comprender una 5
o más secuencias reguladoras transcripcionales específicas para mejorar aún más la expresión y/o alterar la expresión 
espacial y/o temporal de la misma. Un promotor también puede incluir elementos distales potenciadores o represores, 
que pueden estar situados a varios miles de pares de bases del sitio de inicio de la transcripción. Un promotor puede 
provenir de fuentes que incluyen virus, bacterias, hongos, plantas, insectos y animales. Un promotor puede regular la 
expresión de un componente génico de forma constitutiva, o de forma diferencial con respecto a la célula, el tejido u 10
órgano en el que se produce la expresión o, con respecto a la etapa de desarrollo en la que se produce la expresión, 
o en respuesta a estímulos externos tales como tensiones fisiológicas, patógenos, iones metálicos o agentes 
inductores.

Como se utiliza en el presente documento, "antígeno de Mtb de reanimación" significa cualquier antígeno de Mtb 
implicado en la reanimación o reactivación de una infección tuberculosa.15

Como se utiliza en el presente documento, "péptido señal" y "secuencia líder", utilizados indistintamente, se refieren a 
una secuencia de aminoácidos que se puede unir en el extremo amino de una proteína antigénica de Mtb establecida 
en el presente documento. Los péptidos señalizadores/secuencias líderes suelen dirigir la localización de una proteína. 
Los péptidos señalizadores/secuencias líderes utilizados en el presente documento pueden facilitar la secreción de la 
proteína de la célula en la que se produce o anclarla en la membrana. Los péptidos señalizadores/secuencias líderes 20
se suelen escindir del resto de la proteína, a menudo denominada proteína madura, al ser secretada por la célula. Los 
péptidos señalizadores/secuencias líderes se unen en el extremo N de la proteína.

Como se utiliza en el presente documento, "condiciones de hibridación estrictas" significa condiciones en las que una 
primera secuencia de ácido nucleico (por ejemplo, la sonda) se hibridará con una segunda secuencia de ácido nucleico 
(por ejemplo, el objetivo), tal como en una mezcla compleja de ácidos nucleicos. Las condiciones estrictas dependen 25
de la secuencia y serán diferentes en distintas circunstancias. Las condiciones estrictas se pueden seleccionar para 
que sean entre 5 y 10 °C más bajas que el punto de fusión térmica (Tm) para la secuencia específica en un pH de 
fuerza iónica definido. La Tm puede ser la temperatura (bajo una fuerza iónica, un pH y una concentración nucleica 
definidos) a la que el 50% de las sondas complementarias a la diana hibridan con la secuencia diana en equilibrio 
(como las secuencias diana están presentes en exceso, a la Tm, el 50% de las sondas están ocupadas en equilibrio). 30
Las condiciones estrictas pueden ser aquellas en las que la concentración de sal es inferior a aproximadamente 1,0 
M de iones de sodio, tales como por ejemplo entre 0,01 y 1,0 M de concentración de iones de sodio (u otras sales) a 
un pH de 7,0 a 8,3 y la temperatura es de al menos unos 30 °C para sondas cortas (por ejemplo, de unos 10 a 50 
nucleótidos) y de al menos unos 60 °C para sondas largas (por ejemplo, mayores de unos 50 nucleótidos). También 
se pueden conseguir condiciones más estrictas con la adición de agentes desestabilizadores tales como la formamida. 35
A fin de la hibridación selectiva o específica, una señal positiva puede ser al menos de 2 a 10 veces la hibridación de 
fondo. Algunos ejemplos de condiciones de hibridación estrictas son los siguientes: 50% de formamida, 5x SSC, y 1% 
de SDS, incubando a 42 °C, o, 5x SSC, 1% de SDS, incubando a 65 °C, con lavado en 0,2x SSC, y 0,1% de SDS a 
65 °C.

Como se utiliza en el presente documento, "sustancialmente complementaria" significa que una primera secuencia es 40
al menos un 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 97%, 98% o 99% idéntica al complemento de una segunda 
secuencia en una región de 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 
60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 180, 270, 360, 450, 540, o más nucleótidos o aminoácidos, o que las dos secuencias 
hibridan en condiciones de hibridación estrictas.

Como se utiliza en el presente documento, "sustancialmente idéntica" significa que una primera y segunda secuencia 45
son al menos 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 97%, 98% o 99% idénticas en una región de 8, 9, 10, 11, 
12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 180, 
270, 360, 450, 540 o más nucleótidos o aminoácidos, o con respecto a los ácidos nucleicos, si la primera secuencia 
es sustancialmente complementaria al complemento de la segunda secuencia.

Como se utiliza en el presente documento, "variante" con respecto a un ácido nucleico significa: i) una porción o 50
fragmento de una secuencia de nucleótidos de referencia; ii) el complemento de una secuencia de nucleótidos de 
referencia o una porción de la misma; iii) un ácido nucleico que es sustancialmente idéntico a un ácido nucleico de 
referencia o a su complemento; o iv) un ácido nucleico que se hibrida en condiciones estrictas con el ácido nucleico 
de referencia, su complemento o una secuencia sustancialmente idéntica.

Como se utiliza en el presente documento, "variante" con respecto a un péptido o polipéptido significa que difiere en 55
la secuencia de aminoácidos por la inserción, supresión o sustitución conservadora de aminoácidos, pero conserva al 
menos una actividad biológica. Variante también puede significar una proteína con una secuencia de aminoácidos que 
es sustancialmente idéntica a una proteína de referencia con una secuencia de aminoácidos que conserva al menos 
una actividad biológica. Una sustitución conservadora de un aminoácido, es decir, la sustitución de un aminoácido por 
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otro de propiedades similares (por ejemplo, hidrofilia, grado y distribución de las regiones cargadas) se reconoce en 
la técnica como algo que típicamente implica un cambio menor. Se entiende que las sustituciones de aminoácidos que 
son compatibles con la función biológica dependen de la similitud relativa de los aminoácidos, y en particular de las 
cadenas laterales de esos aminoácidos, como revelan la hidrofobicidad, la hidrofilia, la carga, el tamaño y otras 
propiedades.5

Como se utiliza en el presente documento, "vector" significa una secuencia de ácido nucleico que contiene un origen 
de replicación. Un vector puede ser un vector viral, un bacteriófago, un cromosoma artificial bacteriano o un 
cromosoma artificial de levadura. Un vector puede ser de ADN o de ARN. Un vector puede ser un vector 
extracromosómico autorreplicante.

La presente divulgación proporciona proteínas de fusión que comprenden al menos tres antígenos de Mycobacterium 10
tuberculosis (Mtb). Como se describe en el presente documento, la proteína de fusión comprende al menos un 
antígeno agudo de Mtb, al menos un antígeno latente de Mtb y al menos un antígeno de resucitación de Mtb. Como 
se describe en el presente documento, la proteína de fusión comprende al menos dos antígenos de Mtb latentes y al 
menos un antígeno de Mtb de reanimación.

Como se describe en el presente documento, la molécula de ácido nucleico que codifica cualquier antígeno particular 15
de Mtb puede ser una secuencia micobacteriana, una secuencia bacteriana optimizada por codones (tal como una 
secuencia optimizada de E. coli ) o una secuencia optimizada de mamífero (tal como una secuencia optimizada 
humana). Las secuencias optimizadas de E. coli se pueden utilizar, por ejemplo, para producir proteínas de fusión. 
Las secuencias humanas optimizadas se pueden utilizar, por ejemplo, en vectores virales. Los procedimientos de 
optimización de codones (tanto para bacterias como para mamíferos) son bien conocidos por el experto en la técnica.20

Como se describe en el presente documento, el antígeno agudo de Mtb es Ag85B, ESAT6, MPT64, PPE15, PPE51 o
Rv3615c. Como se describe en el presente documento, el antígeno agudo de Mtb es Ag85B, ESAT6 o Rv3615c. Como 
se describe en el presente documento, el antígeno agudo de Mtb es el Ag85B o el ESAT6. Otros antígenos agudos 
de Mtb son bien conocidos por el experto en la técnica.

El antígeno agudo de Mtb Ag85B también se conoce como Rv1886c. Una secuencia de nucleótidos que codifica el 25
Ag85B se muestra en la Tabla 1 como SEQ ID NO:1 (secuencia micobacteriana; no optimizada para el codón), SEQ 
ID NO:2 ( optimizada para E. coli ), y SEQ ID NO:3 (optimizada para humanos), y una secuencia de aminoácidos del 
Ag85B se muestra en la Tabla 1 como SEQ ID NO:4 (secuencia micobacteriana) y SEQ ID NO:5 (optimizada para E. 
coli y humanos).

El antígeno agudo de Mtb ESAT-6 también se conoce como Rv3875. Una secuencia de nucleótidos que codifica la 30
ESAT-6 se muestra en la Tabla 1 como SEQ ID NO:6 (secuencia de micobacterias; no optimizada para el codón) y 
SEQ ID NO:7 (optimizada para humanos), y una secuencia de aminoácidos de la ESAT-6 se muestra en la Tabla 1 
como SEQ ID NO:8.

El antígeno agudo de Mtb MPT64 también se conoce como Rv1980c. Una secuencia de nucleótidos que codifica el 
antígeno agudo de Mtb MPT64 se muestra en la Tabla 1 como SEQ ID NO:9 (secuencia micobacteriana; no optimizada 35
para el codón) y como SEQ ID NO:10 (optimizada para humanos), y una secuencia de aminoácidos de MPT64 se 
muestra en la Tabla 1 como SEQ ID NO:11.

El antígeno agudo de Mtb PPE15 también se conoce como Rv1039c. Una secuencia de nucleótidos que codifica el 
antígeno agudo de Mtb PPE15 se muestra en la Tabla 1 como SEQ ID NO:12 (secuencia micobacteriana; no 
optimizada para el codón) y como SEQ ID NO:13 (optimizada para humanos), y una secuencia de aminoácidos de 40
PPE15 se muestra en la Tabla 1 como SEQ ID NO:14.

El antígeno agudo de Mtb PPE51 también se conoce como Rv3136. Una secuencia de nucleótidos que codifica el 
antígeno agudo de Mtb PPE51 se muestra en la Tabla 1 como SEQ ID NO:15 (secuencia de micobacterias; no 
optimizada para el codón), SEQ ID NO:16 (optimizada para E. coli ) y como SEQ ID NO:17 (optimizada para humanos), 
y una secuencia de aminoácidos de PPE51 se muestra en la Tabla 1 como SEQ ID NO:18.45

Una secuencia de nucleótidos que codifica el antígeno agudo de Mtb Rv3615c se muestra en la Tabla 1 como SEQ 
ID NO:19 (secuencia micobacteriana; no optimizada para el codón) y como SEQ ID NO:20 (optimizada para humanos), 
y una secuencia de aminoácidos de Rv3615c se muestra en la Tabla 1 como SEQ ID NO:21.

Tabla 1

Construir Secuencia de nucleótidos

Secuencia de aminoácidos
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Como se describe en el presente documento, el antígeno latente de Mtb es Rv1733c, Rv2626c, Rv3407 o Rv2628c. 
Como se describe en el presente documento, el antígeno latente de Mtb es Rv1733c o Rv2626c. Otros antígenos 
latentes de Mtb son bien conocidos por el experto en la técnica.

Una secuencia de nucleótidos que codifica el antígeno latente de Mtb de tipo salvaje Rv1733c se muestra en la Tabla 
2 como SEQ ID NO:22 (secuencia de micobacterias; no optimizada para el codón), SEQ ID NO:23(optimizada para5
E. coli ), y una secuencia de aminoácidos de Rv1733c de tipo salvaje se muestra en la Tabla 2 como SEQ ID NO:24. 
Estas secuencias incluyen dos regiones transmembrana de Rv1733c. Una secuencia de nucleótidos que codifica 
Rv1733c, en la que se suprimen ambas regiones transmembrana, se muestra en la Tabla 2 como SEQ ID 
NO:25( optimizada para E. coli ) y SEQ ID NO:26 (optimizada para humanos), y las correspondientes secuencias de 
aminoácidos se muestran en la Tabla 2 como SEQ ID NO:27 ( optimizada para E. coli ) y SEQ ID NO:28 (optimizada 10
para humanos) (Rv1733cΔTM). Como se describe en el presente documento, sólo se suprime una porción de la 
primera y/o segunda o ambas regiones transmembrana. En la secuencia de nucleótidos optimizada de E. coli (SEQ 
ID NO:23), se añadió un sitio de restricción XmaI, correspondiente a una adición de aminoácidos PG; y se añadió un 
sitio de restricción XbaI, correspondiente a una adición de aminoácidos SR (véanse las secuencias añadidas 
subrayadas y en negrita).15

Una secuencia de nucleótidos que codifica el antígeno latente de Mtb Rv2626c se muestra en la Tabla 2 como SEQ 
ID NO:29 (secuencia micobacteriana; no optimizada para el codón), SEQ ID NO:30 ( optimizada para E. coli ), y SEQ 
ID NO:31 (optimizada para humanos), y una secuencia de aminoácidos de Rv2626c se muestra en la Tabla 2 como 
SEQ ID NO:32.

Una secuencia de nucleótidos que codifica el antígeno latente de Mtb Rv3407 se muestra en la Tabla 2 como SEQ ID 20
NO:33 (secuencia micobacteriana; no optimizada para el codón), SEQ ID NO:34 ( optimizada para E. coli ), y SEQ ID 
NO:35 (optimizada para humanos), y una secuencia de aminoácidos de Rv3407 se muestra en la Tabla 2 como SEQ 
ID NO:36.

Una secuencia de nucleótidos que codifica el antígeno latente de Mtb Rv2628c se muestra en la Tabla 2 como SEQ 
ID NO:37 (secuencia micobacteriana; no optimizada para el codón) y como SEQ ID NO:38 (optimizada para humanos), 25
y una secuencia de aminoácidos de Rv2628c se muestra en la Tabla 2 como SEQ ID NO:39.

Tabla 2

Construir Secuencia de nucleótidos

Secuencia de aminoácidos

Rv1733c
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Rv2626c
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Rv3407

Rv2628c

Como se describe en el presente documento, el antígeno de Mtb de reanimación es RpfB, RpfD o RpfE. Como se 
describe en el presente documento, el antígeno de Mtb de reanimación es RpfB o RpfD. Otros antígenos de 
reanimación son, entre otros, Rv0867c, Rv0288, Rv1009, Rv0685, Rv0824c, Rv2744c, Rv3347c, Rv1130, Rv1 169c, 
Rv1884c, Rv2389c y Rv2450c. Como se describe en el presente documento, el antígeno de reanimación es Rv0867c, 
Rv1884c o Rv2389c. Otros antígenos de Mtb de reanimación son bien conocidos por el experto en la técnica. Como 5
se describe en el presente documento, el antígeno de reanimación no es uno o más de los siguientes: Rv0867c, 
Rv0288, Rv1009, Rv0685, Rv0824c, Rv2744c, Rv3347c, Rv1130, Rv1 169c, Rv1884c, Rv2389c, y Rv2450c. Como 
se describe en el presente documento, el antígeno de reanimación no es Rv0867c, Rv1884c o Rv2389c.

El antígeno de Mtb de reanimación RpfB también se conoce como Rv1009. Una secuencia de nucleótidos que codifica 
el antígeno de Mtb de reanimación RpfB se muestra en la Tabla 3 como SEQ ID NO:40 (secuencia de micobacterias; 10
sin optimización de codones) y SEQ ID NO:41 (secuencia de micobacterias; secuencia de señal eliminada), y las 
secuencias de aminoácidos de RpfB correspondientes a la misma se muestran en la Tabla 3 como SEQ ID NO:42 y 
SEQ ID NO:43, respectivamente.
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El antígeno de Mtb de reanimación RpfD también se conoce como Rv2389c. Una secuencia de nucleótidos que 
codifica el antígeno de Mtb de reanimación RpfD se muestra en la Tabla 3 como SEQ ID NO:44 (secuencia de 
micobacterias; no optimizada en cuanto a codones), SEQ ID NO:45 ( optimizada para E. coli ; secuencia líder 
eliminada) y SEQ ID NO:46 (optimizada para humanos; secuencia líder presente), y las secuencias de aminoácidos 
de RpfD se muestran en la Tabla 3 como SEQ ID NO:47 ( optimizada para E. coli ) y SEQ ID NO:48 (secuencia de 5
micobacterias y optimizada para humanos).

El antígeno de Mtb de reanimación RpfE también se conoce como Rv2450c. Una secuencia de nucleótidos que codifica 
el antígeno de Mtb de reanimación RpfE se muestra en la Tabla 3 como SEQ ID NO:49 (secuencia de micobacterias; 
no se ha optimizado el codón), y una secuencia de aminoácidos de RpfE se muestra en la Tabla 3 como SEQ ID 
NO:50.10

Tabla 3

Construir Secuencia de nucleótidos

Secuencia de aminoácidos

RpfB
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RpfD

RpfE

Como se describe en el presente documento, la proteína de fusión comprende al menos cuatro antígenos 
de Mycobacterium tuberculosis (Mtb). Como se describe en el presente documento, la proteína de fusión comprende 
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al menos cinco antígenos de Mtb. Como se describe en el presente documento, la proteína de fusión comprende al 
menos seis antígenos de Mtb. Como se describe en el presente documento, la proteína de fusión comprende de al 
menos tres a al menos seis antígenos de Mtb. Como se describe en el presente documento, la proteína de fusión 
comprende de al menos tres a al menos cinco antígenos de Mtb. Como se describe en el presente documento, la 
proteína de fusión comprende al menos tres o al menos cuatro antígenos de Mtb. Como se describe en el presente 5
documento, la proteína de fusión comprende de al menos cuatro a al menos seis antígenos de Mtb. Como se describe 
en el presente documento, la proteína de fusión comprende al menos cuatro o al menos cinco antígenos de Mtb.

Como se describe en el presente documento, la proteína de fusión comprende los antígenos ESAT6, Rv1733c, 
Rv2626c y RpfD Mtb. Como se describe en el presente documento, la proteína de fusión comprende los antígenos 
ESAT6, Rv1733c, Rv2626c y RpfB Mtb. Como se describe en el presente documento, la proteína de fusión comprende 10
los antígenos RpfB, ESAT6, Rv1733c y Rv2626c de Mtb. Como se describe en el presente documento, la proteína de 
fusión comprende los antígenos Ag85B, ESAT6, Rv1733c, Rv2626c y RpfD de Mtb. Como se describe en el presente 
documento, la proteína de fusión comprende los antígenos Ag85B, ESAT6, Rv1733c, Rv2626c y RpfB de Mtb. Como 
se describe en el presente documento, la proteína de fusión comprende los antígenos PPE51, Rv1733c, Rv2628c y 
RpfD Mtb. Como se describe en el presente documento, la proteína de fusión comprende los antígenos PPE51, 15
Rv1733c, Rv2628c y RpfB Mtb. Como se describe en el presente documento, la proteína de fusión comprende los 
antígenos Rv3407, Rv1733c, Rv2626c y RpfB Mtb. Como se describe en el presente documento, la proteína de fusión 
comprende los antígenos Rv3407, Rv1733c, Rv2626c y RpfD Mtb.

En cualquiera de las descripciones de las proteínas de fusión expuestas en la presente memoria, los antígenos 
individuales de Mtb pueden estar presentes en cualquier orden. Por ejemplo, para una proteína de fusión que 20
comprende los antígenos ESAT6, Rv1733c, Rv2626c y RpfD de Mtb, el primer antígeno (o N-terminal) puede ser 
ESAT6, Rv1733c, Rv2626c o RpfD; el segundo antígeno puede ser ESAT6, Rv1733c, Rv2626c o RpfD; el tercer 
antígeno puede ser ESAT6, Rv1733c, Rv2626c o RpfD; y el cuarto antígeno (o C-terminal) puede ser ESAT6, Rv1733c, 
Rv2626c o RpfD. Lo mismo ocurre con todas las proteínas de fusión desveladas en el presente documento.

Los antígenos individuales de Mtb pueden unirse de manera C-terminal a N-terminal sin ningún enlazador (es decir, 25
el C-terminal de ESAT6 unido directamente al N-terminal de Rv1733c). Alternativamente, un enlazador puede estar 
presente entre dos antígenos de Mtb dentro de cualquiera de las proteínas de fusión divulgadas en el presente 
documento. Como se describe en el presente documento, el enlazador es un segmento de ADN o ARN que contiene 
opcionalmente uno o más sitios de restricción, en el que el enlazador se inserta entre moléculas de ácido nucleico que 
codifican dos antígenos de Mtb de cualquiera de las proteínas de fusión desveladas en el presente documento. La 30
Tabla 5 muestra cebadores representativos de antígenos particulares de Mtb utilizados para introducir sitios de 
restricción en una construcción de proteína de fusión.

Como se describe en el presente documento, la proteína de fusión comprende ESAT6-Rv1733c-Rv2626c-RpfD 
(Construct A; la secuencia de nucleótidos es SEQ ID NO:51(optimizada para E. coli optimizada; los sitios de restricción 
EcoRI, SacI e HindIII insertados, respectivamente, están en negrita y subrayados) y SEQ ID NO:52 (optimizada para 35
humanos; los sitios de restricción BstBI, PvuI y AscI insertados, respectivamente, están en negrita y subrayados); las 
secuencias de aminoácidos correspondientes son SEQ ID NO:53( optimizada para E. coli ) y SEQ ID NO:54 
(optimizada para humanos); véase la Tabla 4).

Como se describe en el presente documento, la proteína de fusión comprende ESAT6-Rv1733c-Rv2626c-RpfB 
(Construct B; la secuencia de nucleótidos es SEQ ID NO:55, en la que los sitios de restricción EcoRI, SacI e HindIII 40
insertados, respectivamente, están en negrita y subrayados; la secuencia de aminoácidos es SEQ ID NO:56; véase la 
Tabla 4).

Como se describe en el presente documento, la proteína de fusión comprende RpfB-ESAT6-Rv1733c-Rv2626c 
(Construct C; la secuencia de nucleótidos es SEQ ID NO:57, en la que los sitios de restricción BamHI, EcoRI y SacI 
insertados, respectivamente, están en negrita y subrayados; la secuencia de aminoácidos es SEQ ID NO:58; véase la 45
Tabla 4).

Como se describe en el presente documento, la proteína de fusión comprende Ag85B-ESAT6-Rv1733c-Rv2626c-
RpfD (Construct D; la secuencia de nucleótidos es SEQ ID NO:59(optimizada para E. coli optimizada; los sitios de 
restricción insertados BamHI, EcoRI, SacI e HindIII, respectivamente, están en negrita y subrayados) y SEQ ID NO:60 
(optimizada para humanos; los sitios de restricción insertados XmaI, BstBI, PvuI y AscI, respectivamente, están en 50
negrita y subrayados); la secuencia de aminoácidos es SEQ ID NO:61 ( optimizada para E. coli ) y SEQ ID NO:62 
(optimizada para humanos); véase la Tabla 4).

Como se describe en el presente documento, la proteína de fusión comprende PPE51-Rv1733c-Rv2628c-RpfD 
(Construct E; la secuencia de nucleótidos es SEQ ID NO:63, en la que los sitios de restricción EcoRI, SacI e HindIII 
insertados, respectivamente, están en negrita y subrayados; la secuencia de aminoácidos es SEQ ID NO:64; véase la 55
Tabla 4).

Como se describe en el presente documento, la proteína de fusión comprende PPE51-Rv1733c-Rv2628c-RpfB 
(Construct F; la secuencia de nucleótidos es SEQ ID NO:65, en la que los sitios de restricción EcoRI, SalI e HindIII 
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insertados, respectivamente, están en negrita y subrayados; la secuencia de aminoácidos es SEQ ID NO:66; véase la 
Tabla 4).

Como se describe en el presente documento, la proteína de fusión comprende Rv3407-Rv1733c-Rv2626c-RpfB 
(Construct G; la secuencia de nucleótidos es SEQ ID NO:67, en la que los sitios de restricción EcoRI, SacI e HindIII 
insertados, respectivamente, están en negrita y subrayados; la secuencia de aminoácidos es SEQ ID NO:68; véase la 5
Tabla 4).

Como se describe en el presente documento, la proteína de fusión comprende Rv3407-Rv1733c-Rv2626c-RpfD 
(Construct H; la secuencia de nucleótidos es SEQ ID NO:69, en la que los sitios de restricción EcoRI, SacI e HindIII 
insertados, respectivamente, están en negrita y subrayados; la secuencia de aminoácidos es SEQ ID NO:70; véase la 
Tabla 4).10

Como se describe en el presente documento, la proteína de fusión comprende PPE51-Rv1733c-Rv2626c-RpfD 
(Construct I; la secuencia de nucleótidos es SEQ ID NO:71, en la que los sitios de restricción EcoRI, SacI e HindIII 
insertados, respectivamente, están en negrita y subrayados; la secuencia de aminoácidos es SEQ ID NO:72; véase la 
Tabla 4).

Como se describe en el presente documento, la proteína de fusión comprende PPE51-Rv1733c-Rv2626c-RpfB 15
(Construct J; la secuencia de nucleótidos es SEQ ID NO:73, en la que los sitios de restricción EcoRI, SacI e HindIII 
insertados, respectivamente, están en negrita y subrayados; la secuencia de aminoácidos es SEQ ID NO:74; véase la 
Tabla 4).

Tabla 4

Construir Secuencia de nucleótidos

Secuencia de aminoácidos

A
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B
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C
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D
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Cualquier antígeno de Mtb, incluido cualquier antígeno de Mtb dentro de cualquiera de las proteínas de fusión descritas 
en el presente documento, puede tener una secuencia de aminoácidos que sea 100%, o de 70% a 99,9%, idéntica a 
la secuencia de aminoácidos particular enumerada en las Tablas 1 a 4. La secuencia de aminoácidos de cualquier 
antígeno individual de Mtb, que incluye cualquier antígeno de Mtb dentro de cualquiera de las proteínas de fusión 
descritas en el presente documento, puede ser al menos un 70%, al menos un 75%, al menos un 80%, al menos un 5
85%, al menos un 90%, al menos un 95%, al menos un 96%, al menos un 97%, al menos un 98%, o al menos un 99% 
idéntica a la secuencia de aminoácidos particular enumerada en las Tablas 1 a 4. La identidad o la similitud con 
respecto a una secuencia de aminoácidos o de nucleótidos se define en el presente documento como el porcentaje 
de residuos de aminoácidos (o de residuos de nucleótidos, según sea el caso) en el antígeno de Mtb particular que 
son idénticos (es decir, el mismo residuo) con la secuencia de aminoácidos o de nucleótidos para el antígeno de Mtb 10
que se muestra en las Tablas 1 a 4, después de alinear las secuencias e introducir huecos, si es necesario, para lograr 
el máximo porcentaje de identidad de secuencia. El porcentaje de identidad de la secuencia se puede determinar, por 
ejemplo, con el programa Gap (Wisconsin Sequence Analysis Package, Version 8 for Unix, Genetics Computer Group, 
University Research Park, Madison WI), mediante el uso de la configuración por defecto, que utiliza el algoritmo 
de Smith y Waterman (Adv. Appl. Math., 1981, 2,  482-489). Cualquier número de aminoácido calculado como % de 15
identidad se puede redondear hacia arriba o hacia abajo, según el caso, al número entero más cercano.

Cualquier antígeno de Mtb, que incluye cualquier antígeno de Mtb dentro de cualquiera de las proteínas de fusión 
descritas en el presente documento, puede ser fragmentos de la secuencia particular de aminoácidos enumerada en 
las Tablas 1 a 3. La secuencia de aminoácidos de cualquier antígeno de Mtb individual, incluido cualquier antígeno de 
Mtb dentro de cualquiera de las proteínas de fusión descritas en el presente documento, puede carecer de aminoácidos 20
consecutivos que constituyan al menos el 20%, al menos el 15%, al menos el 10%, al menos el 5%, al menos el 4%, 
al menos el 3%, al menos el 2%, o al menos el 1%, de la secuencia de aminoácidos particular enumerada en las 
Tablas 1 a 3. Los aminoácidos consecutivos omitidos pueden ser de la porción C-terminal o N-terminal del antígeno. 
Alternativamente, los aminoácidos consecutivos omitidos pueden ser de la porción interna del antígeno, para de este 
modo conservar al menos sus aminoácidos C-terminal y N-terminal del antígeno.25

Cualquier antígeno de Mtb, que incluye cualquier antígeno de Mtb dentro de cualquiera de las proteínas de fusión 
descritas en el presente documento, puede tener una o más adiciones, supresiones o sustituciones de aminoácidos 
en comparación con la secuencia particular de aminoácidos enumerada en las Tablas 1 a 3. Cualquier antígeno 
individual de Mtb, que incluye cualquier antígeno de Mtb dentro de cualquiera de las proteínas de fusión descritas en 
el presente documento, puede tener al menos uno, al menos dos, al menos tres, al menos cuatro, al menos cinco, al 30
menos seis, al menos siete, al menos ocho, al menos nueve, al menos diez, al menos once o al menos doce adiciones, 
supresiones o sustituciones de aminoácidos en comparación con la secuencia particular de aminoácidos enumerada 
en las Tablas 1 a 3. Las adiciones, supresiones o sustituciones de aminoácidos pueden tener lugar en cualquier 
posición de aminoácidos dentro del antígeno de Mtb.
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Cuando un antígeno particular de Mtb, que incluye cualquier antígeno de Mtb dentro de cualquiera de las proteínas de 
fusión descritas en el presente documento, comprende al menos una o más sustituciones, el/los aminoácido(s) 
sustituido(s) puede(n) ser, independientemente, cualquier aminoácido de origen natural o cualquier aminoácido de 
origen no natural. De este modo, un antígeno de Mtb particular puede comprender una o más sustituciones de 
aminoácidos que son aminoácidos naturales y/o una o más sustituciones de aminoácidos que son aminoácidos no 5
naturales. Las sustituciones individuales de aminoácidos se seleccionan entre cualquiera de las siguientes: 1) el 
conjunto de aminoácidos con cadenas laterales no polares, por ejemplo, Ala, Cys, Ile, Leu, Met, Phe, Pro, Val; 2) el 
conjunto de aminoácidos con cadenas laterales cargadas negativamente, por ejemplo, Asp, Glu 3) el conjunto de 
aminoácidos con cadenas laterales cargadas positivamente, por ejemplo, Arg, His, Lys; y 4) el conjunto de 
aminoácidos con cadenas laterales polares no cargadas, por ejemplo, Asn, Cys, Gln, Gly, His, Met, Phe, Ser, Thr, Trp, 10
Tyr, a los que se añaden Cys, Gly, Met y Phe. Las sustituciones de un miembro de una clase por otro miembro de la 
misma clase se contemplan en el presente documento. Entre los aminoácidos naturales se encuentran, por ejemplo, 
alanina (Ala), arginina (Arg), asparagina (Asn), ácido aspártico (Asp), cisteína (Cys), glutamina (Gln), ácido glutámico 
(Glu), glicina (Gly) histidina (His), isoleucina (Ile), leucina (Leu), lisina (Lys), metionina (Met), fenilalanina (Phe), prolina 
(Pro), serina (Ser), treonina (Thr), triptófano (Trp), tirosina (Tyr) y valina (Val). Los aminoácidos no naturales incluyen, 15
por ejemplo, norleucina, omitina, norvalina, homoserina y otros residuos de aminoácidos análogos tales como los 
descritos en Ellman et al., Meth. Enzym., 1991, 202, 301-336. A fin de generar estos residuos de aminoácidos no 
naturales, los procedimientos de Noren et al., Science, 1989, 244, 182 y Ellman et al., supra, se pueden utilizar. 
Brevemente, estos procedimientos implican la activación química de un ARNt supresor con un residuo de aminoácido 
no natural, seguido de la transcripción y traducción in vitro del ARN.20

Los antígenos de Mtb, incluido cualquier antígeno de Mtb dentro de cualquiera de las proteínas de fusión descritas en 
el presente documento, que se modifican como se describe en el presente documento, conservan su capacidad de 
provocar una respuesta inmunitaria contra Mycobacterium tuberculosis. Es decir, la modificación de un antígeno 
particular de Mtb, incluido cualquier antígeno de Mtb dentro de cualquiera de las proteínas de fusión descritas en el 
presente documento, seguirá permitiendo que el antígeno de Mtb resultante, o la proteína de fusión que lo comprende, 25
provoque una respuesta inmunitaria contra Mycobacterium tuberculosis.

La presente divulgación también proporciona moléculas de ácido nucleico que codifican cualquiera de las proteínas 
de fusión descritas en el presente documento que comprenden al menos tres antígenos de Mycobacterium 
tuberculosis (Mtb). Como se describe en el presente documento, la proteína de fusión comprende al menos un 
antígeno agudo de Mtb, al menos un antígeno latente de Mtb y al menos un antígeno de resucitación de Mtb. Como 30
se describe en el presente documento, la proteína de fusión comprende al menos dos antígenos de Mtb latentes y al 
menos un antígeno de Mtb de reanimación.

Las moléculas de ácido nucleico descritas en el presente documento y en las Tablas 1 a 4 son representativas. Es 
decir, las secuencias específicas recitadas en las Tablas 1 a 4 son simplemente un ejemplo de una molécula de ácido 
nucleico que puede codificar un antígeno particular de Mtb dentro de una proteína de fusión. Un experto en la técnica 35
que conozca el código genético puede preparar y diseñar rutinariamente una plétora de moléculas de ácido nucleico 
que codifiquen el mismo antígeno de Mtb. La longitud y el contenido de nucleótidos de cualquier molécula de ácido 
nucleico en particular están dictados por la secuencia de aminoácidos deseada del antígeno de Mtb codificado. Las 
secuencias de moléculas de ácido nucleico mostradas en las Tablas 1 a 4 son de ADN, aunque también se contemplan 
moléculas de ácido nucleico de ARN.40

Tabla 5

Nombre de la cartilla Secuencia

85B Para NdeI ata gat cat atg ttt agc cgt cct ggc ctg c (SEQ ID NO:75)

85B Rev EcoRI nostop tta aga gaa ttc gcc cgc acc cag aga gga t (SEQ ID NO:76)

ESAT-6 Para BamHI aac gtt gga tcc atg aca gag cag cag tgg aa (SEQ ID NO:77)

ESAT-6 Rev EcoRI ns ata cta gaa ttc tgc gaa cat ccc agt gac gt (SEQ ID NO:78)

1733 Para EcoRI aac tta gaa ttc atg att gcg act cgt gat (SEQ ID NO:79)

1733 In1 Rev Xma gat ata ccc ggg ggc ctc cag acg gtc ggt (SEQ ID NO:80)

1733 Fuera para Xma aac gaa ccc ggg gtc caa gac agc cgt agc c (SEQ ID NO:81)

1733 Fuera Rev Xba taa gta tct aga atc ggc gat cgc acg cgc t (SEQ ID NO:82)

1733 In2 Para Xba ata gaa tct aga cgc gca att ctg atc cgc gt (SEQ ID NO:83)

1733 Rev ns SacI aga taa gag ctc acg ttg ggt gca aaa cag gc (SEQ ID NO:84)
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2626 Para SacI ata gaa gag ctc atg acc acg gcg cgt gat a (SEQ ID NO:85)

2626 Rev HindIII ns taa aga aag ctt tgc att tag aat aaa ttt tgt gtc (SEQ ID NO:86)

RpfD Para HindIII taa cta aag ctt ttg ctg ggc ctg agc acc (SEQ ID NO:87)

RpfD Rev XhoI stop atc taa ctc gag cta gtc atc gcg gct acc gct (SEQ ID NO:88)

ESAT6 Para NdeI taa gat cat atg aca gag cag tgg aat ttc (SEQ ID NO:89)

ESAT-6 Rev EcoRI ns ata cta gaa ttc tgc gaa cat ccc agt gac gt (SEQ ID NO:90)

La presente divulgación también proporciona vectores que codifican cualquiera de los antígenos de Mtb, que incluyen 
antígenos de Mtb dentro de cualquiera de las proteínas de fusión descritas en el presente documento, que incluyen 
cualquiera de las versiones modificadas descritas en el presente documento. El vector puede ser capaz de expresar 
un antígeno de Mtb en la célula de un mamífero en una cantidad eficaz para provocar una respuesta inmunitaria en el 
mamífero. El vector puede ser recombinante. El vector puede comprender ácido nucleico heterólogo que codifica el 5
antígeno. El vector puede ser un plásmido. El vector puede ser útil para transfectar células con ácido nucleico que 
codifica un antígeno de Mtb, que la célula huésped transformada se cultiva y mantiene en condiciones en las que tiene 
lugar la expresión del antígeno.

Como se describe en el presente documento, las secuencias de codificación se pueden optimizar para lograr 
estabilidad y altos niveles de expresión. En algunos casos, los codones se seleccionan para reducir la formación de 10
la estructura secundaria del ARN, tales como la que se forma debido al enlace intramolecular.

Como se describe en el presente documento, los vectores pueden comprender elementos reguladores para la 
expresión génica de las secuencias codificantes del ácido nucleico. Los elementos reguladores pueden ser un 
promotor, un potenciador, un codón de iniciación, un codón de parada o una señal de poliadenilación. Como se 
describe en el presente documento, el vector puede comprender ácido nucleico heterólogo que codifica un antígeno 15
de Mtb y puede comprender además un codón de iniciación, que está corriente arriba de la secuencia de codificación 
del antígeno, y un codón de parada, que está corriente abajo de la secuencia de codificación del antígeno. El codón 
de iniciación y terminación están en el marco de la secuencia de codificación del antígeno.

El vector también puede comprender un promotor que está operablemente unido a la secuencia codificadora del 
antígeno. El promotor operativamente unido a la secuencia codificadora del antígeno de Mtb puede ser un promotor 20
del virus simio 40 (SV40), un promotor del virus del tumor mamario del ratón (MMTV), un promotor del virus de la 
inmunodeficiencia humana (VIH) como el promotor de la repetición terminal larga (LTR) del virus de la 
inmunodeficiencia bovina (BIV), un promotor del virus Moloney, un promotor del virus de la leucosis aviar (ALV), un 
promotor del citomegalovirus (CMV) como el promotor temprano inmediato del CMV, un promotor del virus de Epstein 
Barr (EBV) o un promotor del virus del sarcoma de Rous (RSV), o similares. El promotor también puede ser un promotor 25
de un gen humano tal como actina humana, miosina humana, hemoglobina humana, creatina muscular humana o 
metalotioneína humana. El promotor también puede ser un promotor específico del tejido, tal como un promotor 
específico del músculo o de la piel, natural o sintético. Ejemplos representativos de promotores incluyen el promotor 
del bacteriófago T7, el promotor del bacteriófago T3, el promotor SP6, el operador-promotor lac, el promotor tac, el 
promotor Hsp60 de las micobacterias, el promotor tardío de SV40, el promotor temprano de SV40, el promotor RSV-30
LTR, el promotor IE de CMV, el promotor temprano de SV40 o el promotor tardío de SV40 y el promotor IE de CMV.

El vector también puede comprender una señal de poliadenilación, que puede estar corriente abajo de la secuencia 
codificadora del antígeno. La señal de poliadenilación puede ser una señal de poliadenilación de SV40, una señal de 
poliadenilación de LTR, una señal de poliadeilación de CMV, una señal de poliadenilación de la hormona de 
crecimiento bovina (bGH), una señal de poliadenilación de la hormona de crecimiento humana (hGH) o una señal de 35
poliadenilación de la β-globina humana. La señal de poliadenilación del SV40 puede ser una señal de poliadenilación 
de un vector pCEP4 (Invitrogen, San Diego, CA).

El vector también puede comprender un potenciador corriente arriba de las secuencias consenso de antígeno BoNT-
A, BoNT-B, BoNT-E y BoNT-F. El potenciador puede ser necesario para la expresión del ADN. El potenciador puede 
ser actina humana, miosina humana, hemoglobina humana, creatina muscular humana o un potenciador viral tal como 40
uno de CMV, HA, RSV o EBV. Las mejoras de la función de los polinucleótidos se describen en el documento Patente 
de EE.UU. Núm. 5.593.972, 5,962,428y en el documento WO94/016737.

El vector también puede comprender un origen de replicación de mamífero para mantener el vector extracromosómico 
y producir múltiples copias del vector en una célula. El vector puede ser pVAX1, pCEP4 o pREP4 de Invitrogen (San 
Diego, CA), que puede comprender el origen de replicación del virus de Epstein Barr y la región de codificación del 45
antígeno nuclear EBNA-1, que puede producir una replicación episomal de alta copia sin integración. El vector puede 
ser pVAX1 o una variante de pVax1 con cambios, tal como el plásmido variante descrito en el presente documento. 
La variante del plásmido pVax1 es una variante de 2998 pares de bases del plásmido vectorial pVAX1 (Invitrogen, 
Carlsbad CA). El promotor del CMV se encuentra en las bases 137 a 724. El sitio promotor/de cebado de T7 está en 
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las bases 664 a 683. Los sitios de clonación múltiple están en las bases 696 a 811. La señal de poliadenilación de la 
GH bovina se encuentra en las bases 829 a 1053. El gen de resistencia a la kanamicina se encuentra en las bases 
1226 a 2020. El origen del pUC está en las bases 2320 a 2993.

El vector también puede comprender una secuencia reguladora, que puede ser muy adecuada para la expresión del 
gen en una célula de mamífero o humana en la que se administra el vector. La secuencia codificadora consensuada 5
puede incluir un codón, que puede permitir una transcripción más eficiente de la secuencia codificadora en la célula 
huésped.

El vector puede ser pSE420 (Invitrogen, San Diego, Calif.) o pET28b (EMD Millipore, Billerca, Mass.), que se puede 
utilizar para la producción de proteínas en Escherichia coli (E. coli). El vector también puede ser pYES2 (Invitrogen, 
San Diego, California), que se puede utilizar para la producción de proteínas en cepas de levadura Saccharomyces 10
cerevisiae . El vector también puede ser del sistema completo de expresión de baculovirus MAXBAC™ (Invitrogen, 
San Diego, California), que se puede utilizar para la producción de proteínas en células de insectos. El vector también 
puede ser pcDNA I o pcDNA3 (Invitrogen, San Diego, California), que se puede utilizar para la producción de proteínas 
en células de mamíferos tales como las células de ovario de hámster chino (CHO). El vector puede ser vectores de 
expresión o sistemas para producir proteínas por medio de técnicas rutinarias y materiales de partida fácilmente 15
disponibles, entre ellos Sambrook et al., Molecular Cloning and Laboratory Manual, Second Ed., Cold Spring Harbor 
(1989).

Como se describe en el presente documento, el vector es un vector viral. Los vectores virales adecuados incluyen, 
entre otros, un vector de adenovirus, un vector de virus de vaccinia y un vector de paramixovirus. Los vectores de 
adenovirus adecuados incluyen, pero no se limitan a, adenovirus 4, adenovirus 5, adenovirus de chimpancé 3, 20
adenovirus de chimpancé 63 y adenovirus de chimpancé 68. Un vector de virus vaccinia adecuado incluye, pero no 
se limita a, la vaccinia Ankara modificada (MVA). Los vectores de paramixovirus adecuados incluyen, entre otros, el 
virus de la parainfluenza modificado (PIV2) y el virus de la parainfluenza humana recombinante (rHPIV2). Como se 
describe en el presente documento, el vector está presente dentro de una composición que comprende un portador 
farmacéuticamente aceptable. Un experto en la técnica está fácilmente familiarizado con numerosos vectores, muchos 25
de los cuales están disponibles en el mercado.

a presente divulgación también proporciona células huésped que comprenden cualquiera de las moléculas de ácido 
nucleico o vectores divulgados en el presente documento. Las células huésped se pueden utilizar, por ejemplo, para 
expresar los antígenos de Mtb, o fragmentos de los mismos. Los antígenos de Mtb, o sus fragmentos, también se 
pueden expresar en células in vivo. La célula huésped que se transforma (por ejemplo, se transfecta) para producir 30
los antígenos de Mtb, o fragmentos de los mismos, puede ser una línea celular de mamífero inmortalizada, tal como 
las de origen linfoide (por ejemplo, una línea celular de mieloma, hibridoma, trioma o cuadroma). La célula huésped 
también puede incluir células linfoides normales, tales como las células B, que han sido inmortalizadas por 
transformación con un virus (por ejemplo, el virus de Epstein-Barr).

Como se describe en el presente documento, las células huésped incluyen, pero no se limitan a: células bacterianas, 35
tales como E. coli, Caulobacter crescentus, especies de Streptomyces y Salmonella typhimurium; células de levadura, 
tales como Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe, Pichia pastoris, Pichia methanolica; líneas 
celulares de insectos, tales como las de Spodoptera frugiperda (por ejemplo, líneas celulares Sf9 y Sf21, y células 
expresSF™ (Protein Sciences Corp, Meriden, CT, EE.UU.), células S2 de Drosophila y Trichoplusia en células High 
Five® (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE.UU.); y células de mamífero, tales como células COS1 y COS7, células de ovario 40
de hámster chino (CHO), células de mieloma NS0, células NIH 3T3, células 293, células Procell92S, perC6, células 
HEPG2 Células HeLa, células L, HeLa, MDCK, HEK293, WI38, líneas celulares ES murinas (por ejemplo, de las cepas 
129/SV, C57/BL6, DBA-1, 129/SVJ), K562, células Jurkat y BW5147. Otras líneas celulares de mamíferos útiles son 
bien conocidas y están disponibles en la American Type Culture Collection ("ATCC") (Manassas, VA, EE.UU.) y en el 
National Institute of General Medical Sciences (NIGMS) Human Genetic Cell Repository at the Coriell Cell Repositories 45
(Camden, NJ, EE.UU.). Como se describe en este documento, la célula es un BCG recombinante. Estos tipos de 
células son sólo representativos y no pretenden ser una lista exhaustiva.

Entre otras consideraciones, algunas de las cuales se han descrito anteriormente, se puede elegir una cepa de células 
huésped por su capacidad de procesar los antígenos de Mtb expresados, o fragmentos de los mismos, de la forma 
deseada. Las modificaciones postraduccionales del polipéptido incluyen, pero no se limitan a, glicosilación, acetilación, 50
carboxilación, fosforilación, lipidación y acilación, y es un aspecto de la presente divulgación proporcionar antígenos 
de Mtb con una o más de estas modificaciones postraduccionales.

Como se describe en el presente documento, el BCG recombinante ha sido diseñado genéticamente para expresar 
una proteína endosomalítica funcional que es bioactiva a valores de pH cercanos a la neutralidad (por ejemplo, 
alrededor de pH 6-8 o alrededor de 6,5 a 7,5). La proteína endosomalítica es activa dentro de los endosomas que 55
contienen micobacterias, que suelen tener un pH interno cercano a la neutralidad. La actividad de la proteína 
endosomalítica producida por el rBCG provoca la ruptura del endosoma, lo que permite que el rBCG escape del 
endosoma y pase al citoplasma de la célula.

Como se describe en el presente documento, la proteína endosomalítica que se introduce en el rBCG por ingeniería 
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genética es la Perfringolisina O (PfoA) de Clostridium perfringens o un mutante de la misma, tal como PfoAG137Q, como 
se describe en WO 2007/058663.

Como se describe en el presente documento, las micobacterias están atenuadas, como se ejemplifica con el BCG. 
Sin embargo, los expertos en la técnica reconocerán que existen otras micobacterias atenuadas y no atenuadas que 
también serían adecuadas para su uso en el presente documento. Entre los ejemplos de tipos adicionales 5
de micobacterias se incluyen, entre otros, la cepa M. tuberculosis CDC1551, la cepa M. tuberculosis Beijing, la 
cepa M . tuberculosis H37Ra (ATCC#:25177), la cepa M. tuberculosis H37Rv (ATCC#:25618), M. bovis 
(ATCC#:19211 y 27291), M. fortuitum (ATCC#:15073), M. smegmatis (ATCC#:12051 y 12549), M. 
intracellulare (ATCC#:35772 y 13209), M . kansasii (ATCC#:21982 y 35775) M. avium (ATCC#:19421 y 25291), 
M. gallinarum (ATCC#:19711), M. vaccae (ATCC#:15483 y 23024), M. leprae (ATCC#:), M. marinarum (ATCC#: 10
11566 y 11567), y M. microtti (ATCC#:11152).

Los ejemplos de cepas de Mycobacterium atenuadas incluyen, pero no se limitan a, la cepa auxiliar de pantotenato de 
M. tuberculosis , la cepa mutante rpoV de M. tuberculosis , la cepa auxiliar de leucina de M. tuberculosis , la cepa 
danesa de BCG (ATCC # 35733), la cepa japonesa de BCG (ATCC # 35737), la cepa de Chicago de BCG (ATCC # 
27289), la cepa de Copenhague de BCG (ATCC #: 27290), la cepa BCG Pasteur (ATCC #: 35734), la cepa BCG Glaxo 15
(ATCC #: 35741), la cepa BCG Connaught (ATCC # 35745), la cepa BCG Montreal (ATCC # 35746), la cepa BCG1331, 
la cepa BCG Tokyo, la cepa BCG Moreau, la cepa BCG-Pasteur Aeras y la cepa BCG Moscow.

Como se describe en el presente documento, la célula que comprende uno o más vectores está presente dentro de 
una composición que comprende un portador farmacéuticamente aceptable.

Como se describe en el presente documento, el antígeno de Mtb, o un fragmento del mismo, está marcado con un 20
marcador detectable. Los marcadores detectables incluyen, entre otros, isótopos radiactivos (tales como P32 y S35), 
enzimas (tales como la peroxidasa de rábano picante, la cloranfenicol acetiltransferasa (CAT), la β-galactosidasa (β-
gal) y similares), fluorocromos, cromóforos, oro coloidal, tintes y biotina. Los antígenos de Mtb marcados, o sus 
fragmentos, se pueden utilizar para llevar a cabo procedimientos de diagnóstico en una variedad de tipos de células o 
tejidos. A fin de los procedimientos de obtención de imágenes, in vitro o in vivo, los antígenos de Mtb se pueden marcar 25
con agentes adicionales, tales como agentes de contraste de RMN, agentes de contraste de rayos X o puntos 
cuánticos. Los procedimientos para unir un agente detectable a los polipéptidos son conocidos en la técnica. Los 
antígenos de Mtb también se pueden unir a un soporte insoluble (tal como una perla, un portaobjetos de vidrio o 
plástico, o similar).

Como se describe en el presente documento, los antígenos de Mtb, o fragmentos de los mismos, se pueden conjugar 30
con un agente terapéutico que incluye, pero no se limita a, radioisótopos (tales como 111In o 90Y), toxinas (tales como 
toxoide tetánico o ricina), toxoides y agentes quimioterapéuticos.

Como se describe en el presente documento, los antígenos de Mtb, o fragmentos de los mismos, se pueden conjugar 
con un agente de imagen. Los agentes de imagen incluyen, por ejemplo, una fracción de etiquetado (tal como biotina, 
fracciones fluorescentes, fracciones radiactivas, etiqueta de histidina u otras etiquetas peptídicas) para facilitar el 35
aislamiento o la detección.

La presente divulgación también proporciona composiciones que comprenden al menos tres antígenos 
de Mycobacterium tuberculosis (Mtb), en las que la composición comprende: al menos un antígeno de Mtb agudo, al 
menos un antígeno de Mtb latente y al menos un antígeno de Mtb de reanimación; o al menos dos antígenos de Mtb 
latentes y al menos un antígeno de Mtb de reanimación. Como se describe en el presente documento, los al menos 40
tres antígenos de Mtb no están presentes en una proteína de fusión. Como se describe en el presente documento, los 
al menos tres antígenos de Mtb están en forma de proteína y no de moléculas de ácido nucleico que codifican los 
antígenos de Mtb.

Como se describe en el presente documento, el antígeno agudo de Mtb es Ag85B, ESAT6, MPT64, PPE15, PPE51 o 
Rv3615c. Como se describe en el presente documento, el antígeno latente de Mtb es Rv1733c, Rv2626c, Rv3407 o 45
Rv2628c. Como se describe en el presente documento, la primera y/o la segunda región transmembrana de Rv1733c 
se elimina (Rv1733cΔTM). Como se describe en el presente documento, el antígeno de Mtb de reanimación es RpfB, 
RpfD o RpfE. Como se describe en el presente documento, la composición comprende al menos cuatro antígenos de 
Mtb. Como se describe en el presente documento, la composición comprende: Antígenos de Mtb ESAT6, Rv1733c, 
Rv2626c y RpfD; antígenos de Mtb ESAT6, Rv1733c, Rv2626c y RpfB; antígenos de Mtb RpfB, ESAT6, Rv1733c y 50
Rv2626c; antígenos de Mtb Ag85B, ESAT6, Rv1733c, Rv2626c y RpfD; Ag85B, ESAT6, Rv1733c, Rv2626c, y RpfB 
antígenos de Mtb; PPE51, Rv1733c, Rv2628c, y RpfD antígenos de Mtb; PPE51, Rv1733c, Rv2628c y antígenos RpfB 
Mtb; Rv3407, Rv1733c, Rv2626c y antígenos RpfB Mtb; o Rv3407, Rv1733c, Rv2626c y antígenos RpfD Mtb. Como 
se describe en el presente documento, la composición comprende además un portador farmacéuticamente aceptable.

La presente divulgación también proporciona composiciones que comprenden al menos tres antígenos 55
de Mycobacterium tuberculosis (Mtb), en las que la composición comprende: al menos un antígeno de Mtb agudo, al 
menos un antígeno de Mtb latente y al menos un antígeno de Mtb de reanimación; o al menos dos antígenos de Mtb 
latentes y al menos un antígeno de Mtb de reanimación; en las que la composición comprende al menos una molécula 
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de ácido nucleico que codifica al menos uno de los antígenos de Mtb. Como se describe en el presente documento, 
la composición comprende un antígeno de Mtb en forma de proteína y una o dos moléculas de ácido nucleico que 
codifican dos antígenos de Mtb. Como se describe en el presente documento, la composición comprende dos 
antígenos de Mtb en forma de proteína, opcionalmente como proteína de fusión, y una molécula de ácido nucleico que 
codifica un antígeno de Mtb. De este modo, la presente composición es una mezcla de un antígeno(s) proteico de Mtb 5
y una molécula(s) de ácido nucleico que codifica(n) un antígeno(s) de Mtb.

Como se describe en el presente documento, al menos dos antígenos de Mtb están codificados por una o más 
moléculas de ácido nucleico dentro de uno o más vectores. Como se describe en el presente documento, el uno o 
más vectores es uno o más vectores virales. Como se describe en el presente documento, los uno o más vectores 
virales son uno o más de los vectores de adenovirus, vectores de virus de vaccinia o vectores de paramixovirus. Como 10
se describe en el presente documento, el vector de adenovirus es el adenovirus 4, el adenovirus 5, el adenovirus de 
chimpancé 3, el adenovirus de chimpancé 63 o el adenovirus de chimpancé 68. Como se describe en el presente 
documento, el uno o más vectores de virus vaccinia es el Ankara vaccinia modificado (MVA). Como se describe en el 
presente documento, los uno o más vectores de paramixovirus son uno o más de los virus de la parainfluenza 
modificados (PIV2 o PIV3) o del virus de la parainfluenza humana recombinante (rHPIV2). Como se describe en el 15
presente documento, los al menos dos antígenos de Mtb están codificados por una única molécula de ácido nucleico 
dentro del mismo vector de expresión como proteína de fusión.

Como se describe en el presente documento, el antígeno agudo de Mtb es Ag85B, ESAT6, MPT64, PPE15, PPE51 o 
Rv3615c. Como se describe en el presente documento, el antígeno latente de Mtb es Rv1733c, Rv2626c, Rv3407 o 
Rv2628c. Como se describe en el presente documento, la primera y/o la segunda región transmembrana de Rv1733c 20
se elimina. Como se describe en el presente documento, el antígeno de Mtb de reanimación es RpfB, RpfD o RpfE. 
Como se describe en el presente documento, la composición comprende al menos cuatro antígenos de Mtb. Como se 
describe en el presente documento, la composición comprende: Antígenos de Mtb ESAT6, Rv1733c, Rv2626c y RpfD; 
antígenos de Mtb ESAT6, Rv1733c, Rv2626c y RpfB; antígenos de Mtb RpfB, ESAT6, Rv1733c y Rv2626c; Ag85B, 
ESAT6, Rv1733c, Rv2626c y RpfD antígenos de Mtb; Ag85B, ESAT6, Rv1733c, Rv2626c y RpfB antígenos de Mtb; 25
PPE51, Rv1733c, Rv2628c, y RpfD antígenos de Mtb; PPE51, Rv1733c, Rv2628c, y RpfB antígenos de Mtb; Rv3407, 
Rv1733c, Rv2626c, y RpfB antígenos de Mtb; o Rv3407, Rv1733c, Rv2626c, y RpfD antígenos de Mtb; en los que dos 
o más antígenos de Mtb pueden estar dentro de una proteína de fusión. Como se describe en el presente documento, 
la composición comprende al menos cuatro antígenos de Mtb. Como se describe en el presente documento, la 
composición comprende además un portador farmacéuticamente aceptable.30

Como se describe en el presente documento, cuando se utiliza un rBCG como portador para entregar los antígenos 
de Mtb, o las proteínas de fusión, o los ácidos nucleicos y o los vectores que comprenden o codifican los mismos, la 
expresión de todo o parte del regulador Dos R no se regula al alza en el rBCG. Como se describe en el presente 
documento, uno o más de los siguientes antígenos del regulón Dos R no están regulados al alza en el rBCG: Rv1738, 
Rv2623, Rv2031c, Rv2032, Rv2626c, Rv2005c, Rv3127, Rv1733c, Rv1996, Rv2628c, Rv0079, Rv3130c, Rv3131, 35
Rv1813c, Rv2006, Rv2029c, Rv2627c, Rv2030c, Rv3132c y Rv2629. Como se describe en el presente documento, el 
rBCG no comprende la regulación al alza de: 1) uno o más antígenos de Mtb, incluidos los antígenos "clásicos" de Mtb 
tales como el 85A,
el 85B y el TB 10.4; y 2) al menos un antígeno de resucitación de Mtb seleccionado entre el Rv0867c, el Rv1009, el 
Rv1884c, el Rv2389c, el Rv2450c, el Rv0288, el Rv1009, el Rv0685, el Rv0824c, el Rv1349, el Rv2744c, el Rv3347c, 40
el Rv1130 y el Rv1169c. Como se describe en este documento, el rBCG no incluye la expresión de las siguientes 
combinaciones: antígenos clásicos Rv1886c, Rv3804c;
antígenos de reanimación Rv0867c, Rv1884c, Rv2389c; y antígeno específico de Mtb Rv3407. Como se describe en 
el presente documento, el rBCG no incluye la expresión de la siguiente combinación: Rv3804c, Rv1886c y Rv3407, o 
además con Rv3133c, y con la combinación de Rv0867c, Rv1884c y Rv2389c. Como se describe en el presente 45
documento, el rBCG no incluye la expresión de la siguiente combinación: TB10.4, Ag85B, Ag85A y Rv3407. Como se 
describe en el presente documento, la célula no es un rBCG.

La presente divulgación también proporciona composiciones que comprenden una o más de las proteínas de fusión, 
antígenos de Mtb, moléculas de ácido nucleico que codifican antígenos de Mtb, que incluyen proteínas de fusión de 
los mismos, células y/o vectores y un portador farmacéuticamente aceptable. Las composiciones incluyen, por 50
ejemplo, composiciones farmacéuticas. Un portador farmacéuticamente aceptable se refiere a al menos un 
componente de una preparación farmacéutica que normalmente se utiliza para la administración de ingredientes 
activos. Como tal, un portador puede contener cualquier excipiente farmacéutico utilizado en la técnica y cualquier 
forma de portador para la administración. Los portadores incluyen, entre otros, solución salina tamponada con fosfato, 
solución salina fisiológica, agua, formulaciones de citrato/sacarosa/Tween y emulsiones tales como, por ejemplo, 55
emulsiones de aceite/agua.

Las composiciones también pueden incluir un agente terapéutico activo y una variedad de otros componentes 
farmacéuticamente aceptables. Véase Remington's Pharmaceutical Science (15th ed., Mack Publishing Company, 
Easton, Pennsylvania (1980)). La forma deseada depende del modo de administración previsto y de la aplicación 
terapéutica. Las composiciones también pueden incluir, dependiendo de la formulación deseada, portadores o 60
diluyentes farmacéuticamente aceptables y no tóxicos, que se definen como portadores comúnmente utilizados para 
formular composiciones farmacéuticas para la administración animal o humana. El diluyente se selecciona de forma 
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que no afecte a la actividad biológica de la combinación. Ejemplos de tales diluyentes incluyen, pero no se limitan a, 
agua destilada, solución salina fisiológica tamponada con fosfato, soluciones de Ringer, solución de dextrosa y 
solución de Hank. Además, la composición o formulación farmacéutica también puede incluir otros portadores, 
adyuvantes o estabilizadores no tóxicos, no terapéuticos, no inmunogénicos y similares.

Las formulaciones sólidas de las composiciones para administración oral pueden contener portadores o excipientes 5
adecuados, tales como almidón de maíz, gelatina, lactosa, acacia, sacarosa, celulosa microcristalina, caolín, manitol, 
fosfato dicálcico, carbonato de calcio, cloruro de sodio o ácido algínico. Los desintegradores que se pueden utilizar 
incluyen, sin limitación, celulosa microcristalina, almidón de maíz, glicolato de almidón de sodio y ácido algínico. Los 
aglutinantes de los comprimidos que se pueden utilizar son la acacia, la metilcelulosa, la carboximetilcelulosa sódica, 
la polivinilpirrolidona (Povidone™), la hidroxipropilmetilcelulosa, la sacarosa, el almidón y la etilcelulosa. Entre los 10
lubricantes que se pueden utilizar están los estearatos de magnesio, el ácido esteárico, el líquido de silicona, el talco, 
las ceras, los aceites y la sílice coloidal. Los excipientes adicionales incluyen, por ejemplo, colorantes, agentes de
enmascaramiento del sabor, auxiliares de solubilidad, agentes de suspensión, agentes de compresión, recubrimientos 
entéricos, auxiliares de liberación sostenida y similares.

Como se describe en el presente documento, las composiciones se pueden administrar en forma de inyección de 15
depósito o preparación de implante, que se puede formular de forma que permita una liberación sostenida. Una 
composición ejemplar comprende una o más de las composiciones descritas en el presente documento formuladas 
en un tampón acuoso.

Como se describe en el presente documento, las formulaciones líquidas de una composición farmacéutica para 
administración oral preparadas en agua u otros portadores acuosos pueden contener diversos agentes de suspensión, 20
tales como metilcelulosa, alginatos, tragacanto, pectina, kelgin, carragenina, acacia, polivinilpirrolidona y alcohol 
polivinílico. Las formulaciones líquidas de las composiciones farmacéuticas también pueden incluir soluciones, 
emulsiones, jarabes y elixires que contengan, junto con el o los compuestos activos, agentes humectantes, 
edulcorantes y agentes colorantes y aromatizantes. Varias formulaciones líquidas y en polvo de las composiciones 
farmacéuticas se pueden preparar por procedimientos convencionales para su inhalación en los pulmones del 25
mamífero a tratar.

Como se describe en el presente documento, las formulaciones líquidas de una composición farmacéutica inyectable 
pueden comprender diversos portadores tales como aceites vegetales, dimetilacetamida, dimetilformamida, lactato de 
etilo, carbonato de etilo, miristato de isopropilo, etanol, polioles tales como, por ejemplo, glicerol, propilenglicol, 
polietilenglicol líquido y similares. Como se describe en el presente documento, la composición incluye un portador de 30
citrato/sacarosa/tween. En el caso de las inyecciones intravenosas, las versiones hidrosolubles de las composiciones 
se pueden administrar por el procedimiento de goteo, por medio del cual se infunde una formulación farmacéutica que 
contiene el agente antifúngico y un excipiente fisiológicamente aceptable. Los excipientes fisiológicamente aceptables 
pueden incluir, por ejemplo, dextrosa al 5%, solución salina al 0,9%, solución de Ringer u otros excipientes adecuados. 
Una forma insoluble adecuada de la composición se puede preparar y administrar como una suspensión en una base 35
acuosa o una base oleosa farmacéuticamente aceptable, tal como un éster de un ácido graso de cadena larga tal 
como, por ejemplo, el oleato de etilo.

Las composiciones pueden ser, por ejemplo, soluciones inyectables, suspensiones o soluciones acuosas, 
suspensiones o soluciones no acuosas, formulaciones orales sólidas y líquidas, bálsamos, geles, ungüentos, parches 
intradérmicos, cremas, lociones, comprimidos, cápsulas, formulaciones de liberación sostenida y similares. Como se 40
describe en el presente documento, para aplicaciones tópicas, las composiciones farmacéuticas se pueden formular 
en una pomada adecuada. Como se describe en el presente documento, una formulación tópica de pomada semisólida 
comprende típicamente una concentración del ingrediente activo de aproximadamente 1 a 20%, o de 5 a 10%, en un 
portador, tal como una base de crema farmacéutica. Algunos ejemplos de formulaciones de una composición para uso 
tópico incluyen, pero no se limitan a, gotas, tinturas, lociones, cremas, soluciones y ungüentos que contienen el 45
ingrediente activo y varios soportes y portadores.

Típicamente, las composiciones se preparan como inyectables, ya sea como soluciones líquidas o suspensiones; 
también se pueden preparar formas sólidas adecuadas para la solución en, o la suspensión en, portadores líquidos 
antes de la inyección. El preparado también se puede emulsionar o encapsular en liposomas o micropartículas tales 
como polilactida, poliglicolida o copolímero para mejorar el efecto adyuvante (véase Langer, Science, 1990, 249, 50
1527 y Hanes, Advanced Drug Delivery Reviews, 1997, 28, 97). También se puede preparar una preparación 
inyectable estéril tal como, por ejemplo, una suspensión acuosa u oleaginosa inyectable. Estas suspensiones se 
pueden formular de acuerdo con técnicas conocidas en la técnica mediante el uso de agentes de dispersión o 
humedecimiento adecuados y agentes de suspensión. Como se describe en el presente documento, la composición 
farmacéutica se puede administrar en un dispositivo de microencapsulación para reducir o prevenir una respuesta 55
inmunitaria del huésped contra la proteína.

Las dosis efectivas de las composiciones de la presente divulgación, para el tratamiento de una condición varían y 
dependen de muchos factores diferentes, que incluyen los medios de administración, el sitio de destino, el estado 
fisiológico del individuo, si el individuo es humano o un animal, otros medicamentos administrados, y si el tratamiento 
es profiláctico o terapéutico. Por lo general, el individuo es un humano, pero también se pueden tratar mamíferos no 60
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humanos, incluidos los transgénicos.

Como se describe en el presente documento, las composiciones se pueden administrar a un individuo por inyección 
intravenosa, subcutánea, intraperitoneal, intramuscular, intramedular, intraventricular, intraepidural, intraarterial, 
intravascular, intraarticular, por vía intrasinovial, intrasternal, intratecal, intrahepática, intraespinal, intratumoral, 
intracraneal, enteral, intrapulmonar, transmucosa, intrauterina, sublingual, o localmente en sitios de inflamación o 5
crecimiento tumoral mediante el uso de procedimientos estándar. Alternativamente, las composiciones se pueden 
administrar a un individuo por vías que incluyen la oral, nasal, oftálmica, rectal o tópica. La vía de administración más 
típica es la intravascular, subcutánea o intramuscular, aunque otras vías pueden ser eficaces. Como se describe en 
el presente documento, las composiciones se administran como una composición o dispositivo de liberación sostenida, 
tal como un dispositivo Medipad™. La composición también se puede administrar a través de las vías respiratorias, por 10
ejemplo, mediante el uso de un dispositivo de inhalación de polvo seco, un nebulizador o un inhalador de dosis medida. 
La composición también se puede administrar por medio de jeringuillas tradicionales, dispositivos de inyección sin 
aguja, "pistolas de bombardeo de microproyectos" u otros procedimientos físicos tales como la electroporación ("EP"), 
el "procedimiento hidrodinámico" o los ultrasonidos.

Como se describe en el presente documento, la composición se puede administrar a un individuo por medio de una 15
administración de liberación sostenida, por medios tales como inyecciones de depósito de implantes erodables 
aplicados directamente durante la cirugía o por medio de la implantación de una bomba de infusión o un implante 
biocompatible de liberación sostenida en el individuo. Alternativamente, la composición se puede administrar a un 
individuo por vías de administración de depósito inyectables, como por ejemplo mediante el uso de materiales y 
procedimientos inyectables o biodegradables de depósito de 1, 3 o 6 meses, o la aplicación a la piel del individuo de 20
un parche transdérmico que contenga la composición, y dejar el parche en contacto con la piel del individuo, 
generalmente de 1 a 5 horas por parche.

Como se describe en el presente documento, las composiciones comprenden desde aproximadamente 1 nanogramo 
hasta aproximadamente 10 mg de ácido nucleico. Como se describe en el presente documento, las composiciones 
comprenden: 1) al menos 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 o 100 nanogramos, o al 25
menos 1, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95,100, 105, 110, 115, 120, 125, 130 135, 
140, 145, 150, 155, 160, 165, 170, 175, 180, 185, 190, 195, 200, 205, 210, 215, 220, 225, 230, 235, 240, 245, 250, 
255, 260, 265, 270, 275, 280, 285, 290, 295, 300, 305, 310, 315, 320, 325, 330, 335, 340, 345, 350, 355, 360, 365, 
370, 375, 380, 385, 390, 395, 400, 405, 410, 415, 420, 425, 430, 435, 440, 445, 450, 455, 460, 465, 470, 475, 480, 
485, 490, 495, 500, 605, 610, 615, 620, 625, 630, 635, 640, 645, 650, 655, 660, 665, 670, 675, 680, 685, 690, 695, 30
700, 705, 710, 715, 720, 725, 730, 735, 740, 745, 750, 755, 760, 765, 770, 775, 780, 785, 790, 795, 800, 805, 810, 
815, 820, 825, 830, 835, 840, 845, 850, 855, 860, 865, 870, 875, 880, 885, 890, 895. 900, 905, 910, 915, 920, 925, 
930, 935, 940, 945, 950, 955, 960, 965, 970, 975, 980, 985, 990, 995 o 1000 microgramos, o al menos 1,5, 2, 2,5, 3, 
3,5, 4, 4,5, 5, 5,5, 6, 6,5, 7, 7,5, 8, 8,5, 9, 95 o 10 mg o más; y 2) hasta 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 
75, 80, 85, 90, 95 o 100 nanogramos, o hasta 1, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 35
95,100, 105, 110 115, 120, 125, 130, 135, 140, 145, 150, 155, 160, 165, 170, 175, 180, 185, 190, 195, 200, 205, 210, 
215, 220, 225, 230, 235, 240, 245, 250, 255, 260, 265, 270, 275, 280, 285, 290, 295, 300, 305, 310, 315, 320, 325, 
330, 335, 340, 345, 350, 355, 360, 365, 370, 375, 380, 385, 390, 395, 400, 405, 410, 415, 420, 425, 430, 435, 440, 
445, 450, 455, 460, 465, 470, 475, 480, 485, 490, 495, 500, 605, 610, 615, 620, 625, 630, 635, 640, 645, 650, 655, 
660, 665, 670, 675, 680, 685, 690, 695, 700, 705, 710, 715, 720, 725, 730, 735, 740, 745, 750, 755, 760, 765, 770, 40
775, 780, 785, 790, 795, 800, 805, 810, 815, 820, 825, 830, 835, 840, 845, 850, 855, 860, 865, 870, 875, 880, 885,
890, 895. 900, 905, 910, 915, 920, 925, 930, 935, 940, 945, 950, 955, 960, 965, 970, 975, 980, 985, 990, 995 o 1000 
microgramos, o hasta 1,5, 2, 2,5, 3, 3,5, 4, 4,5, 5, 5,5, 6, 6,5, 7, 7,5, 8, 8,5, 9, 9,5 o 10 mg.

Como se describe en el presente documento, las composiciones comprenden de unos 5 nanogramos a unos 10 mg 
de molécula de ácido nucleico. Como se describe en el presente documento, las composiciones comprenden desde 45
aproximadamente 25 nanogramos hasta aproximadamente 5 mg de molécula de ácido nucleico. Como se describe en 
el presente documento, las composiciones contienen entre aproximadamente 50 nanogramos y 1 mg de molécula de 
ácido nucleico. Como se describe en el presente documento, las composiciones contienen entre aproximadamente 
0,1 y 500 microgramos de molécula de ácido nucleico. Como se describe en el presente documento, las composiciones 
contienen entre aproximadamente 1 y 350 microgramos de molécula de ácido nucleico. Como se describe en el 50
presente documento, las composiciones contienen entre aproximadamente 5 y 250 microgramos de molécula de ácido 
nucleico. Como se describe en el presente documento, las composiciones contienen entre aproximadamente 10 y 200 
microgramos de molécula de ácido nucleico. Como se describe en el presente documento, las composiciones 
contienen entre aproximadamente 15 y 150 microgramos de molécula de ácido nucleico. Como se describe en el 
presente documento, las composiciones contienen entre aproximadamente 20 y 100 microgramos de molécula de 55
ácido nucleico. Como se describe en el presente documento, las composiciones contienen entre aproximadamente 25 
y 75 microgramos de molécula de ácido nucleico. Como se describe en el presente documento, las composiciones 
contienen entre aproximadamente 30 y 50 microgramos de molécula de ácido nucleico. Como se describe en el 
presente documento, las composiciones contienen entre aproximadamente 35 y 40 microgramos de molécula de ácido 
nucleico. Como se describe en el presente documento, las composiciones contienen entre aproximadamente 100 y 60
200 microgramos de molécula de ácido nucleico. Como se describe en el presente documento, las composiciones 
comprenden entre aproximadamente 10 y aproximadamente 100 microgramos de molécula de ácido nucleico. Como 
se describe en el presente documento, las composiciones comprenden entre aproximadamente 20 y aproximadamente 
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80 microgramos de molécula de ácido nucleico. Como se describe en el presente documento, las composiciones 
comprenden entre aproximadamente 25 y aproximadamente 60 microgramos de molécula de ácido nucleico. Como 
se describe en el presente documento, las composiciones comprenden entre aproximadamente 30 nanogramos y 50 
microgramos de molécula de ácido nucleico. Como se describe en el presente documento, las composiciones 
comprenden entre aproximadamente 35 nanogramos y 45 microgramos de molécula de ácido nucleico. Como se 5
describe en el presente documento, las composiciones contienen entre aproximadamente 0,1 y 500 microgramos de 
molécula de ácido nucleico. Como se describe en el presente documento, las composiciones contienen entre 
aproximadamente 1 y 350 microgramos de molécula de ácido nucleico. Como se describe en el presente documento, 
las composiciones contienen entre aproximadamente 25 y 250 microgramos de molécula de ácido nucleico. Como se 
describe en el presente documento, las composiciones contienen entre aproximadamente 100 y 200 microgramos de 10
molécula de ácido nucleico.

Las composiciones se pueden formular de acuerdo con el modo de administración que se vaya a utilizar. En los casos 
en que las composiciones son composiciones farmacéuticas inyectables, son estériles, libres de pirógenos y de 
partículas. Se puede utilizar una formulación isotónica. Generalmente, los aditivos para la isotonicidad pueden incluir 
cloruro de sodio, dextrosa, manitol, sorbitol y lactosa. En algunos casos, son adecuadas las soluciones isotónicas, 15
tales como la solución salina tamponada con fosfato. Los estabilizadores incluyen la gelatina y la albúmina. Como se 
describe en este documento, se añade un agente vasoconstrictor a la formulación.

Las composiciones pueden comprender además un excipiente farmacéuticamente aceptable. El excipiente 
farmacéuticamente aceptable puede ser moléculas funcionales tales como portadores, adyuvantes, portadores o 
diluyentes. El excipiente farmacéuticamente aceptable puede ser un agente facilitador de la transfección, que puede 20
incluir agentes activos de superficie, tales como complejos inmunoestimulantes (ISCOMS), adyuvante incompleto de 
Freund, análogo del LPS, incluido el monofosforilípido A péptidos de muramil, análogos de quinona, vesículas tales 
como escualeno y escualano, ácido hialurónico, lípidos, liposomas, iones de calcio, proteínas virales, polianiones, 
policationes o nanopartículas, u otros agentes facilitadores de la transfección conocidos.

El agente facilitador de la transfección es un polianión, un polication, incluido el poli-L-glutamato (LGS), o un lípido. El 25
agente facilitador de la transfección es poli-L-glutamato, y más convenientemente, el poli-L-glutamato está presente 
en la composición a una concentración inferior a 6 mg/ml. El agente facilitador de la transfección también puede incluir 
agentes activos de superficie tales como complejos inmunoestimulantes (ISCOMS), adyuvante incompleto de Freunds, 
análogo de LPS que incluye el lípido monofosforil A, péptidos de muramilo, análogos de quinona y vesículas tales 
como el escualeno y el escualano, y el ácido hialurónico también se puede utilizar administrado junto con la 30
construcción genética. Como se describe en el presente documento, las composiciones de plásmidos también pueden 
incluir un agente facilitador de la transfección tales como lípidos, liposomas, que incluyen liposomas de lecitina u otros 
liposomas conocidos en la técnica, como una mezcla de ADN-liposoma (véase por ejemplo el 
documento WO9324640), iones de calcio, proteínas virales, polianiones, policationes o nanopartículas, u otros 
agentes facilitadores de la transfección conocidos. Como se describe en el presente documento, el agente facilitador 35
de la transfección es un polianión, un polication, que incluye el poli-L-glutamato (LGS), o un lípido. La concentración 
del agente de transfección en la composición es inferior a 4 mg/ml, inferior a 2 mg/ml, inferior a 1 mg/ml, inferior a 
0,750 mg/ml, inferior a 0,500 mg/ml, inferior a 0,250 mg/ml, inferior a 0,100 mg/ml, inferior a 0,050 mg/ml o inferior a 
0,010 mg/ml.

El excipiente farmacéuticamente aceptable puede ser un adyuvante. El adyuvante puede ser otros genes que se 40
expresan en el plásmido alternativo o se entregan como proteínas en combinación con el plásmido anterior. El 
adyuvante se puede seleccionar del grupo formado por: α-interferón (IFN-α), β-interferón (IFN-β), γ-interferón, factor 
de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF), TNFα, TNFβ, GM-CSF, factor de crecimiento epidérmico (EGF), 
quimioquina atrayente de células T cutáneas (CTACK) quimioquina expresada por el timo epitelial (TECK), 
quimioquina epitelial asociada a la mucosa (MEC), IL-12, IL-15, MHC, CD80,CD86, incluida la IL-15 con la secuencia 45
de señal suprimida y opcionalmente con el péptido señal de la IgE. El adyuvante puede ser IL-12, IL-15, IL-28, CTACK, 
TECK, factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF), TNFα, TNFβ, GM-CSF, factor de crecimiento 
epidérmico (EGF), IL-1, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12, IL-18, o una combinación de ellos.

Otros genes que pueden ser adyuvantes útiles incluyen los que codifican MCP-1, MIP-la, MIP-1p, IL-8, L-selectina, P-
selectina, E-selectina, CD34, GlyCAM-1, MadCAM-1, LFA-1, VLA-1, Mac-1, pl50.95, PECAM, ICAM-1, ICAM-2, ICAM-50
3, CD2, LFA-3, M-CSF, G-CSF, IL-4, formas mutantes de IL-18, CD40, CD40L, factor de crecimiento vascular, factor 
de crecimiento de fibroblastos, IL-7, factor de crecimiento nervioso, factor de crecimiento endotelial vascular, Fas, 
receptor del TNF, Flt, Apo-1, p55, WSL-1, DR3, TRAMP, Apo-3, AIR, LARD, NGRF, DR4, DR5, KILLER, TRAIL-R2, 
TRICK2, DR6, Caspasa ICE, Fos, c-jun, Sp-1, Ap-1, Ap-2, p38, p65Rel, MyD88, IRAK, TRAF6, IkB, Inactive NIK, SAP 
K, SAP-1, JNK, genes de respuesta al interferón, NFkB, Bax, TRAIL, TRAILrec, TRAILrecDRC5, TRAIL-R3, TRAIL-55
R4, RANK, RANK LIGAND, Ox40, Ox40 LIGAND, NKG2D, MICA, MICB, NKG2A, NKG2B, NKG2C, NKG2E, NKG2F, 
TAP1, TAP2 y sus fragmentos funcionales.

Las composiciones plasmídicas pueden comprender además un agente facilitador de vacunas genéticas como se 
describe en U.S. Serial No. 021,579 presentado el 1 de abril de 1994.

La presente divulgación también proporciona kits que comprenden cualquiera de los antígenos de Mtb, fragmentos de 60
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los mismos, proteínas de fusión, moléculas de ácido nucleico, vectores o células, descritos en el presente documento. 
El kit puede incluir, por ejemplo, contenedor(es), paquete(s) o dispensador(es) junto con etiquetas e instrucciones de 
administración o uso.

La presente divulgación también proporciona procedimientos para provocar una respuesta inmunitaria 
contra Mycobacterium tuberculosis en un mamífero que comprende administrar al mamífero una cantidad 5
inmunológicamente suficiente de una o más proteínas de fusión que comprenden al menos tres antígenos 
de Mycobacterium tuberculosis (Mtb), en la que al menos una proteína de fusión comprende al menos un antígeno 
agudo de Mtb, al menos un antígeno latente de Mtb, y al menos un antígeno de resucitación de Mtb; o al menos dos 
antígenos latentes de Mtb, y al menos un antígeno de resucitación de Mtb. Se puede administrar cualquiera de las 
proteínas de fusión descritas en el presente documento. Como se describe en el presente documento, la proteína de 10
fusión comprende al menos cuatro antígenos de Mtb.

La presente divulgación también proporciona procedimientos para provocar una respuesta inmunitaria 
contra Mycobacterium tuberculosis en un mamífero que comprende administrar al mamífero una cantidad 
inmunológicamente suficiente de una composición que comprende al menos tres antígenos de Mycobacterium 
tuberculosis (Mtb), en la que la composición comprende: al menos un antígeno agudo de Mtb, al menos un antígeno 15
latente de Mtb, y al menos un antígeno de resucitación de Mtb; o al menos dos antígenos latentes de Mtb, y al menos 
un antígeno de resucitación de Mtb; y un portador farmacéuticamente aceptable. Se puede administrar cualquiera de 
las composiciones que comprenden tres o más antígenos de Mtb. Como se describe en el presente documento, la 
composición comprende al menos cuatro antígenos de Mtb.

La presente divulgación también proporciona procedimientos para provocar una respuesta inmunitaria 20
contra Mycobacterium tuberculosis en un mamífero que comprende administrar al mamífero una cantidad 
inmunológicamente suficiente de una composición que comprende al menos tres antígenos de Mycobacterium 
tuberculosis (Mtb), en la que la composición comprende: al menos un antígeno de Mtb agudo, al menos un antígeno 
de Mtb latente, y al menos un antígeno de Mtb de reanimación; o al menos dos antígenos de Mtb latentes, y al menos 
un antígeno de Mtb de reanimación; y un portador farmacéuticamente aceptable; en el que la composición comprende 25
al menos una molécula de ácido nucleico que codifica al menos uno de los antígenos de Mtb. Se puede administrar 
cualquiera de las composiciones que comprenden una mezcla de una o más proteínas de antígeno de Mtb y una o 
más moléculas de ácido nucleico que codifican uno o más antígenos de Mtb descritos en el presente documento.

Las proteínas de fusión y las composiciones descritas en el presente documento se pueden utilizar para tratar o 
prevenir la tuberculosis. Como se describe en el presente documento, el procedimiento comprende la administración 30
a un ser humano de una cantidad terapéutica o profilácticamente eficaz de cualquiera de las proteínas de fusión o 
composiciones descritas en el presente documento, de forma que se disminuya o prevenga la infección por 
tuberculosis.

Como se describe en el presente documento, el individuo a tratar habrá sido diagnosticado previamente de 
tuberculosis. De este modo, estos individuos habrán sido diagnosticados como necesitados de dicho tratamiento. 35
Alternativamente, el tratamiento puede estar destinado a prevenir una infección de tuberculosis en un individuo que 
todavía no tiene tuberculosis o a un individuo que viaja a una zona donde la tuberculosis es prevalente.

El tratamiento de un individuo que sufre de tuberculosis puede ser monitoreado mediante el uso de  procedimientos 
estándar. Algunos procedimientos implican la determinación de un valor de referencia, por ejemplo, de un nivel o perfil 
de anticuerpos en un individuo, antes de administrar una dosis de agente, y su comparación con un valor del perfil o 40
nivel después del tratamiento. Un aumento significativo como, por ejemplo, mayor que el margen típico de error 
experimental en las mediciones repetidas de la misma muestra, expresado como una desviación estándar de la media 
de dichas mediciones en valor del nivel o perfil señala un resultado positivo del tratamiento (es decir, que la 
administración del agente ha logrado una respuesta deseada). Si el valor de la respuesta inmunitaria no cambia 
significativamente, o disminuye, se indica un resultado negativo del tratamiento.45

Como se describe en el presente documento, se determina un valor de control, tal como una media y una desviación 
estándar, de nivel o perfil para una población de control. Normalmente, los individuos de la población de control no 
han recibido tratamiento previo. Los valores medidos del nivel o perfil en un individuo tras la administración de un 
agente terapéutico se comparan entonces con el valor de control. Un aumento significativo en relación con el valor de 
control, tal como una desviación estándar de la media, indica un resultado positivo o suficiente del tratamiento. La 50
ausencia de un aumento significativo o una disminución señala un resultado negativo o insuficiente del tratamiento. 
La administración de la terapéutica se continúa generalmente mientras el nivel aumenta en relación con el valor de 
control. Al igual que antes, la consecución de una meseta en relación con los valores de control es un indicador de 
que la administración del tratamiento se puede interrumpir o reducir en dosis y/o frecuencia.

Como se describe en el presente documento, un valor de control del nivel o perfil, tal como una media y una desviación 55
estándar, se determina a partir de una población de control de individuos que se han sometido a un tratamiento con 
un agente terapéutico y cuyos niveles o perfiles se han estabilizado en respuesta al tratamiento. Los valores medidos 
de los niveles o perfiles en un individuo se comparan con el valor de control. Si el nivel medido en un individuo no es 
significativamente diferente, por ejemplo, en más de una desviación estándar, del valor de control, el tratamiento puede 
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ser interrumpido. Si el nivel en un individuo es significativamente inferior al valor de control, se justifica la administración 
continuada del agente. Si el nivel en el individuo persiste por debajo del valor de control, puede estar indicado un 
cambio de tratamiento.

Como se describe en el presente documento, un individuo que no está recibiendo actualmente un tratamiento, pero 
que ha sido sometido a un curso de tratamiento anterior, es monitoreado para los niveles o perfiles de anticuerpos 5
para determinar si se requiere una reanudación del tratamiento. El nivel o perfil medido en el individuo puede 
compararse con un valor previamente alcanzado en el individuo tras un curso de tratamiento anterior. Una disminución 
significativa con respecto a la medición anterior, por ejemplo, mayor que un margen de error típico en las mediciones 
repetidas de la misma muestra, es una indicación de que se puede reanudar el tratamiento. Alternativamente, el valor 
medido en un individuo se puede comparar con un valor de control (media más desviación estándar) determinado en 10
una población de individuos después de someterse a un curso de tratamiento. Alternativamente, el valor medido en 
un individuo se puede comparar con un valor de control en poblaciones de individuos tratados profilácticamente que 
permanecen libres de síntomas de la enfermedad, o poblaciones de individuos tratados terapéuticamente que 
muestran una mejora de las características de la enfermedad. En todos estos casos, una disminución significativa en 
relación con el nivel de control, tal como más de una desviación estándar, es un indicador de que el tratamiento debe 15
reanudarse en un individuo.

En algunos procedimientos, se lleva a cabo una medición de referencia de los anticuerpos contra un antígeno dado 
en el individuo antes de la administración, se lleva a cabo una segunda medición poco después para determinar el 
nivel máximo de anticuerpos, y se llevan a cabo una o más mediciones adicionales a intervalos para controlar la 
disminución de los niveles de anticuerpos. Cuando el nivel de anticuerpos ha disminuido hasta la línea de base o un 20
porcentaje predeterminado del pico menos la línea de base, tal como el 50%, el 25% o el 10%, se administra otra dosis 
de antígeno. Como se describe en el presente documento, los niveles máximos o subsiguientes medidos menos el 
fondo se comparan con los niveles de referencia previamente determinados para constituir un régimen de tratamiento 
profiláctico o terapéutico beneficioso en otros individuos. Si el nivel de anticuerpos medido es significativamente inferior 
a un nivel de referencia, tal como por ejemplo inferior a la media menos una desviación estándar del valor de referencia 25
en la población de individuos que se benefician del tratamiento, está indicada la administración de una dosis adicional 
de antígeno.

Como se describe en el presente documento, el/los individuo(s) que puede(n) ser tratado(s) por los procedimientos 
descritos anteriormente es un animal, tal como un mamífero, que incluye, pero no se limita a, humanos, primates no 
humanos, roedores (que incluyen ratas, ratones, hámsters y cobayas) vaca, caballo, oveja, cabra, cerdo, perro y gato. 30
En la mayoría de las instancias, el mamífero es un ser humano.

La presente divulgación también proporciona proteínas de fusión para su uso en la preparación de un medicamento 
para tratar o prevenir una infección por Mycobacterium tuberculosis , en el que la proteína de fusión comprende al 
menos tres antígenos de Mycobacterium tuberculosis (Mtb), y en el que la proteína de fusión comprende al menos un 
antígeno agudo de Mtb, al menos un antígeno latente de Mtb, y al menos un antígeno de resucitación de Mtb; o al 35
menos dos antígenos latentes de Mtb, y al menos un antígeno de resucitación de Mtb.

La presente divulgación también proporciona proteínas de fusión para su uso en el tratamiento o la prevención de una 
infección por Mycobacterium tuberculosis , en la que la proteína de fusión comprende al menos tres antígenos 
de Mycobacterium tuberculosis (Mtb), y en la que la proteína de fusión comprende: al menos un antígeno de Mtb 
agudo, al menos un antígeno de Mtb latente y al menos un antígeno de Mtb de reanimación; o al menos dos antígenos 40
de Mtb latentes y al menos un antígeno de Mtb de reanimación.

La presente divulgación también proporciona usos de una proteína de fusión en la preparación de un medicamento 
para tratar o prevenir una infección por Mycobacterium tuberculosis , en el que la proteína de fusión comprende al 
menos tres antígenos de Mycobacterium tuberculosis (Mtb), y en el que la proteína de fusión comprende al menos un 
antígeno agudo de Mtb, al menos un antígeno latente de Mtb, y al menos un antígeno de resucitación de Mtb; o al 45
menos dos antígenos latentes de Mtb, y al menos un antígeno de resucitación de Mtb.

La presente divulgación también proporciona usos de una proteína de fusión en el tratamiento o la prevención de una 
infección por Mycobacterium tuberculosis , en la que la proteína de fusión comprende al menos tres antígenos 
de Mycobacterium tuberculosis (Mtb), y en la que la proteína de fusión comprende: al menos un antígeno agudo de 
Mtb, al menos un antígeno latente de Mtb y al menos un antígeno de resucitación de Mtb; o al menos dos antígenos 50
latentes de Mtb y al menos un antígeno de resucitación de Mtb.

La presente divulgación también proporciona composiciones para su uso en la preparación de un medicamento para 
el tratamiento o la prevención de una infección por Mycobacterium tuberculosis , en las que la composición comprende 
al menos tres antígenos de Mycobacterium tuberculosis (Mtb), y en las que la composición comprende al menos un 
antígeno de Mtb agudo, al menos un antígeno de Mtb latente, y al menos un antígeno de Mtb de reanimación; o al 55
menos dos antígenos de Mtb latentes, y al menos un antígeno de Mtb de reanimación; y un portador 
farmacéuticamente aceptable.

La presente divulgación también proporciona composiciones para su uso en el tratamiento o la prevención de una 
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infección por Mycobacterium tuberculosis , en las que la composición comprende al menos tres antígenos 
de Mycobacterium tuberculosis (Mtb), y en las que la composición comprende: al menos un antígeno agudo de Mtb, 
al menos un antígeno latente de Mtb y al menos un antígeno de resucitación de Mtb; o al menos dos antígenos latentes 
de Mtb y al menos un antígeno de resucitación de Mtb; y un portador farmacéuticamente aceptable.

La presente divulgación también proporciona usos de una composición en la preparación de un medicamento para 5
tratar o prevenir una infección por Mycobacterium tuberculosis , en la que la composición comprende al menos tres 
antígenos de Mycobacterium tuberculosis (Mtb), y en la que la composición comprende al menos un antígeno de Mtb 
agudo, al menos un antígeno de Mtb latente, y al menos un antígeno de Mtb de reanimación; o al menos dos antígenos 
de Mtb latentes, y al menos un antígeno de Mtb de reanimación; y un portador farmacéuticamente aceptable.

La presente divulgación también proporciona usos de una composición para tratar o prevenir una infección por 10
Mycobacterium tuberculosis , en la que la composición comprende al menos tres antígenos de Mycobacterium 
tuberculosis (Mtb), y en la que la composición comprende: al menos un antígeno agudo de Mtb, al menos un antígeno 
latente de Mtb, y al menos un antígeno de resucitación de Mtb; o al menos dos antígenos latentes de Mtb, y al menos 
un antígeno de resucitación de Mtb; y un portador farmacéuticamente aceptable.

La presente divulgación también proporciona composiciones para su uso en la preparación de un medicamento para 15
tratar o prevenir una infección por Mycobacterium tuberculosis , en las que la composición comprende al menos tres 
antígenos de Mycobacterium tuberculosis (Mtb), y en las que la composición comprende al menos un antígeno de Mtb 
agudo, al menos un antígeno de Mtb latente, y al menos un antígeno de Mtb de reanimación; o al menos dos antígenos 
de Mtb latentes, y al menos un antígeno de Mtb de reanimación; y un portador farmacéuticamente aceptable; en el 
que la composición comprende al menos una molécula de ácido nucleico que codifica al menos uno de los antígenos 20
de Mtb.

La presente divulgación también proporciona composiciones para su uso en el tratamiento o la prevención de una 
infección por Mycobacterium tuberculosis , en las que la composición comprende al menos tres antígenos 
de Mycobacterium tuberculosis (Mtb), y en las que la composición comprende al menos un antígeno de Mtb agudo, al 
menos un antígeno de Mtb latente, y al menos un antígeno de Mtb de reanimación; o al menos dos antígenos de Mtb 25
latentes, y al menos un antígeno de Mtb de reanimación; y un portador farmacéuticamente aceptable; en el que la 
composición comprende al menos una molécula de ácido nucleico que codifica al menos uno de los antígenos de Mtb.

La presente divulgación también proporciona usos de una composición en la preparación de un medicamento para 
tratar o prevenir una infección por Mycobacterium tuberculosis , en la que la composición comprende al menos tres 
antígenos de Mycobacterium tuberculosis (Mtb), y en la que la composición comprende al menos un antígeno de Mtb 30
agudo, al menos un antígeno de Mtb latente, y al menos un antígeno de Mtb de reanimación; o al menos dos antígenos 
de Mtb latentes, y al menos un antígeno de Mtb de reanimación; y un portador farmacéuticamente aceptable; en el 
que la composición comprende al menos una molécula de ácido nucleico que codifica al menos uno de los antígenos 
de Mtb.

La presente divulgación también proporciona usos de una composición para tratar o prevenir una infección por 35
Mycobacterium tuberculosis , en la que la composición comprende al menos tres antígenos de Mycobacterium 
tuberculosis (Mtb), y en la que la composición comprende al menos un antígeno de Mtb agudo, al menos un antígeno 
de Mtb latente, y al menos un antígeno de Mtb de reanimación; o al menos dos antígenos de Mtb latentes, y al menos 
un antígeno de Mtb de reanimación; y un portador farmacéuticamente aceptable; en el que la composición comprende 
al menos una molécula de ácido nucleico que codifica al menos uno de los antígenos de Mtb.40

La presente divulgación también proporciona cualquiera de las proteínas de fusión descritas en el presente documento, 
o cualquiera de las composiciones descritas en el presente documento, o cualquiera de las células descritas en el 
presente documento, o cualquiera de los vectores descritos en el presente documento, o cualquiera de los 
procedimientos descritos en el presente documento, o cualquiera de los usos descritos en el presente documento, 
sustancialmente como se describe con referencia a los ejemplos y/o figuras adjuntos.45

A fin de que el objeto divulgado en el presente documento pueda ser comprendido más eficazmente, a continuación 
se proporcionan ejemplos. Debe entenderse que estos ejemplos son sólo para fines ilustrativos y no se deben 
interpretar como una limitación de la técnica reivindicada de ninguna manera. A lo largo de estos ejemplos, las 
reacciones de clonación molecular, y otras técnicas estándar de ADN recombinante, se llevaron a cabo de acuerdo 
con los procedimientos descritos en Maniatis et al., Molecular Cloning - A Laboratory Manual, 2nd ed., Cold Spring 50
Harbor Press (1989), mediante el uso de reactivos disponibles en el mercado, salvo que se indique lo contrario.

Ejemplos

Ejemplo 1: Construcción del casete de antígeno como herramienta básica para la posterior inserción de la 
plataforma

El casete de 5 antígenos (Construct D), que fue optimizado para el codón humano, fue sintetizado comercialmente por 55
Aldevron y clonado en pVAX-1. Para su uso en vectores MVA, el antígeno 85B se sintetizó con su secuencia líder 
nativa. En el caso de los vectores virales distintos del MVA, el antígeno 85B se sustituyó por genes que contenían o 
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no la secuencia líder, lo que se consiguió mediante el uso de las secuencias únicas de la nucleasa EcoRI y XmaI. 
Para clonar el casete de 5 antígenos en vectores adenovirales o CMV, se utilizaron cebadores con brazos de 
homología para amplificar el casete por PCR, y este producto de PCR se recombinó en la región apropiada del BAC.

Para la expresión de la proteína recombinante del constructo D, los genes 85B, Rv1733, Rv2626 y RpfD fueron 
sintetizados por DNA2.0 y optimizados en codones para la expresión de E. coli . El antígeno 85B y el RpfD se 5
sintetizaron sin las secuencias líderes nativas. Cada gen se amplificó por PCR a partir del vector DNA2.0 respectivo 
con los sitios de restricción adecuados añadidos y se clonó en pET28b de forma secuencial. La ESAT-6 se amplificó 
por PCR a partir del ADN del H37Rv.

Más concretamente, los genes que codifican los antígenos proteicos se amplificaron por PCR mediante el uso de los 
cebadores de la Tabla 5 y se clonaron en el vector pET28b (Novagen) a través de los sitios de enzimas de restricción 10
indicados. ESAT6 se amplificó por PCR a partir de Mtb y se clonó primero en el vector pET23b (Novagen). 
Posteriormente se amplificó por PCR y se clonó en pET28b. Los genes del antígeno 85B, Rv1733c, Rv2626c y RpfD 
fueron sintetizados con sus codones optimizados para la expresión en E. coli (DNA2.0). El antígeno Ag85B y el rpfD 
se sintetizaron sin las bases que codifican la secuencia señal N-terminal, y el rpfB se amplificó por PCR a partir de 
Mtb sin la secuencia señal N-terminal. Los genes optimizados para el codón se amplificaron por PCR y se clonaron 15
en pET28b creando proteínas de fusión N-terminal marcadas con 6xHis. Los genes se clonaron sin secuencias 
espaciadoras, sólo con los sitios de enzimas de restricción entre cada gen. Para eliminar las 2 regiones transmembrana 
del Rv1733c, se amplificó por PCR en 3 trozos que se ligaron entre sí.

En otra realización, las proteínas 4 Ag y 5 Ag se construyeron con Rv1733c de tipo salvaje que incluyen las regiones 
transmembrana. Las construcciones pET28b se clonaron en cepas de clonación de E. coli , se examinaron por medio 20
de digestión de restricción y se secuenciaron para verificar cada construcción.

Ejemplo 2: Construcción de cepas de BCG recombinante (rBCG)

Se construyeron cepas de rBCG que sobreexpresan antígenos relacionados con la infección activa, la latencia y la 
reanimación. Los genes de interés se clonaron primero en un plásmido que permite su inserción en el cromosoma de 
BCG en el sitio de integración attB (pJFINT-RIAR). Como este plásmido tiene tres sitios de clonación diferentes, los 5 25
genes no se fusionaron, sino que se dividieron en tres grupos. Ag85B se fusionó con ESAT-6 (Ag85B-ESAT6; SEQ 
ID NO:91 (nucleótido) y SEQ ID NO:92 (aminoácido) con la secuencia señal de Ag85B; SEQ ID NO:93 (nucleótido) y 
SEQ ID NO:94 (aminoácido) con la secuencia señal de la lipoproteína de 19 kDa) y se colocó en el primer sitio de 
clonación, Rv1733c se clonó por sí mismo, y Rv2626c se fusionó con RpfD (Rv2626c-RpfD; SEQ ID NO:95 y SEQ ID 
NO:96 con la secuencia de señal de Ag85B; SEQ ID NO:97 y SEQ ID NO:98 con la secuencia de señal de la 30
lipoproteína de 19 kDa) y luego se colocó en el tercer sitio para crear la siguiente construcción: Ag85B-ESAT6 + 
Rv1733c + Rv2626c-RpfD. Cada inserto se colocó bajo el control del promotor Hsp60 y se añadió una secuencia de 
señal a ambas fusiones, excepto a Rv1733c, dado que es una proteína de membrana micobacteriana. Se hicieron 
construcciones con dos secuencias de señal diferentes; la secuencia de señal Ag85B, que permite la secreción de las 
fusiones, y la secuencia de señal de la lipoproteína de 19 kDa, que las ancla en la membrana, para examinar cuál 35
permitiría una mejor expresión y/o inmunogenicidad de los antígenos. Se construyeron versiones replicantes y no 
replicantes de esas cepas rBCG. Los mapas de los plásmidos que se utilizaron para construir las cepas rBCG se 
muestran en la Figura 1A (fusiones con la secuencia señal Ag85B) y 1B (fusiones con la secuencia señal 19 kDa).

Después de construir las cepas rBCG por medio de la integración de los plásmidos lanzadera en el cromosoma de 
BCG SSI, BCG SSIΔPanCD u otras cepas BCG, se prepararon lisados y sobrenadantes celulares para evaluar la 40
expresión relativa de los diferentes antígenos, así como su localización en las células rBCG. Los datos de Western 
blot mediante el uso de un anticuerpo monoclonal contra ESAT-6 como sonda mostraron lo siguiente el control BCG 
SSI, que no tiene el gen para ESAT-6, no mostró reactividad con el anticuerpo monoclonal ni en el lisado celular ni en 
el sobrenadante del cultivo; en el caso del rBCG que expresa la fusión Ag85B-ESAT6 unida a la secuencia señal de 
19 kDa, se detectaron bajos niveles de la fusión, pero sólo en los lisados celulares y no en el sobrenadante de cultivo 45
de las cepas de rBCG replicantes y no replicantes, lo que demuestra que esta secuencia señal no da lugar a la 
secreción de la fusión, como se esperaba la cepa rBCG que expresa la fusión Ag85B-ESAT6 unida a la secuencia 
señal Ag85B mostró un nivel muy alto de expresión tanto en el lisado celular como en el sobrenadante de cultivo, lo 
que confirma que esta secuencia señal sí da lugar a la secreción de esta fusión (datos no mostrados).

Tras los estudios de expresión del antígeno, se llevó a cabo un experimento preliminar de inmunogenicidad en ratones 50
C57/BL6 al comparar el control BCG SSI y las cepas rBCG que expresaban las fusiones con las dos secuencias de 
señal diferentes. Los ratones fueron inmunizados una vez sc con 105 o 106 UFC de las diferentes cepas de BCG y 
fueron sacrificados 6 semanas después. Los esplenocitos fueron estimulados durante 72 horas con las proteínas 
recombinantes Ag85B o ESAT-6 y se midieron los niveles de IFNγ específico del antígeno liberado en los 
sobrenadantes del cultivo por medio de un ensayo ELISA. Se obtuvieron los siguientes resultados con las fusiones 55
Ag85B-ESAT6 (ver, Figura 2): el control BCG SSI administrado a la dosis más baja mostró niveles de fondo de IFNy, 
similares a los obtenidos con los ratones sin tratamiento, mientras que los ratones a los que se les administró la dosis 
más alta mostraron niveles más altos de IFNγ específico de Ag85B, pero ninguna respuesta específica de ESAT6, lo 
que era de esperar dado que el control BCG SSI no tiene el gen para ESAT-6; por el contrario, la cepa rBCG que 
expresa la fusión Ag85B-ESAT6 unida a la secuencia señal de Ag85B dio una respuesta específica de Ag85B mucho 60
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más fuerte en ambas dosis, pero una respuesta de ESAT-6 por encima del fondo sólo en la dosis más alta; se 
obtuvieron resultados similares con la cepa rBCG que expresa la fusión unida a la secuencia señal de 19 kDa, pero 
sólo en la dosis más alta, lo que no es sorprendente teniendo en cuenta que los niveles de expresión eran mucho más 
bajos en esa cepa (datos no mostrados).

Secuencia de ADN de la fusión Ag85B-ESAT6 con la secuencia señal de Ag85B5

Secuencia de aminoácidos de la fusión Ag85B-ESAT6 con la secuencia señal de Ag85B

Secuencia de ADN de la fusión Ag85B-ESAT6 con la secuencia señal de 19 kDa
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Secuencia de aminoácidos de la fusión Ag85B-ESAT6 con la secuencia señal de 19 kDa

Secuencia de ADN de la fusión Rv2626c-RpfD con la secuencia señal de Ag85B

5

Secuencia de aminoácidos de la fusión Rv2626c-RpfD con la secuencia señal Ag85B
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Secuencia de ADN de la fusión Rv2626c-RpfD con la secuencia señal de 19 kDa

Secuencia de aminoácidos de la fusión Rv2626c-RpfD con la secuencia señal de 19 kDa

5

Ejemplo 3: Clonación y sobreexpresión de proteínas de fusión del Casete y Variantes

La preparación del casete de antígeno y sus variantes como proteína de fusión requirió una estrategia 
modificada que se describe a continuación:

Clonación: Se crearon múltiples proteínas de fusión recombinantes, de las que en el presente documento se 10
ejemplifican dos: una con cuatro antígenos de Mtb (ESAT6-Rv1733c-Rv2626c-RpfD), y otra con cinco antígenos 
(Ag85B-ESAT6-Rv1733c-Rv2626c-RpfD). Los genes que codifican los antígenos proteicos se amplificaron por PCR 
mediante el uso de los cebadores de la Tabla 5 y se clonaron en el vector pET28b (Novagen) a través de los sitios de 
enzimas de restricción indicados. ESAT6 se amplificó por PCR a partir de Mtb y se clonó primero en el vector pET23b 
(Novagen). Posteriormente se amplificó por PCR y se clonó en pET28b. Los genes del antígeno 85B, Rv1733c, 15
Rv2626c y RpfD fueron sintetizados con sus codones optimizados para la expresión en E. coli (DNA2.0). Ag85B y rpfD 
se sintetizaron sin las bases que codifican la secuencia señal N-terminal, y rpfB se amplificó por PCR a partir de Mtb 
sin la secuencia señal N-terminal. Los genes optimizados para el codón se amplificaron por PCR y se clonaron en 
pET28b al crear proteínas de fusión N-terminal marcadas con 6xHis. Los genes se clonaron sin secuencias 
espaciadoras, sólo con los sitios de enzimas de restricción entre cada gen. Para eliminar las 2 regiones transmembrana 20
del Rv1733c, se amplificó por PCR en 3 trozos que se ligaron entre sí. En otra realización, las proteínas 4 Ag y 5 Ag 
se construyeron con Rv1733c de tipo salvaje, que incluyen las regiones transmembrana. Las construcciones pET28b 
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se clonaron en cepas de clonación de E. coli, se examinaron por medio de digestión de restricción y se secuenciaron 
para verificar cada construcción. Las secuencias de ADN y aminoácidos de las fusiones 4 Ag y 5 Ag se prepararon sin 
las regiones transmembrana de Rv1733c. Las versiones posteriores de estas fusiones sustituyeron a RpfD por RpfB 
en la fusión de 4 Ag, con RpfB colocado en el extremo 5' o 3' de la fusión.

Expresión: Los plásmidos que codifican el constructo D y sus variantes de proteínas de fusión se transformaron en E. 5
coli T7 express (NEB) o E. coli BL21 DE3 (Novagen). Se recogieron múltiples colonias de cada construcción de fusión 
y se cultivaron durante la noche agitando a 37 °C en caldo de soja tríptico (TSB) (Sigma). Los cultivos nocturnos se 
diluyeron 1:100 en TSB y se cultivaron en agitación a 37 °C hasta alcanzar una DO600 = 0,6. Los cultivos se indujeron 
con 1 mM de IPTG y se cultivaron en agitación a 37 °C durante 3 horas. Las alícuotas inducidas y no inducidas de 
cada cultivo se corrieron en geles de SDS-PAGE Bis/Tris al 4-12 % para verificar la inducción de las proteínas de 10
fusión. Las colonias que expresan cada una de las proteínas de fusión se congelaron en TSB + 20% de glicerol a -80 
°C como stocks de investigación.

Purificación de las proteínas de fusión

Se inocularon cultivos de 10 ml a partir de existencias de glicerol de las construcciones de fusión BE1726D y su 
variante y se cultivaron durante la noche agitando a 37 °C. Los cultivos de una noche se diluyeron 1:100 en 250 ml de 15
TSB y se cultivaron agitando a 37 °C hasta alcanzar una DO600 = 0,6. Los cultivos se indujeron con 1 mM de IPTG y 
se cultivaron en agitación a 37 °C durante 3 horas. Una alícuota de la muestra inducida se corrió en un gel Bis/Tris 
SDS-PAGE al 4-12% para confirmar la inducción de la proteína. El cultivo inducido se centrifugó a 6.000 × g durante 
10 m y los pellets se congelaron a -80 °C. Los pellets se descongelaron y se resuspendieron en 10 ml de tampón 
BPER (Thermo Scientific), y se tomó una alícuota para el análisis (lisado). Se añadió lisozima (20 u/ml) y DNasa I (25 20
U/ml) para ayudar a completar la lisis celular. Las células lisadas se centrifugaron a 12.000 × g durante 10 minutos y 
se recogió el sobrenadante (fracción soluble). El pellet insoluble se resuspendió en 10 ml de tampón BPER y se extrajo 
una alícuota de 100 µl (fracción insoluble). Las células del pellet resuspendido se diluyeron con 10 ml de tampón BPER 
al 10% y la suspensión se centrifugó a 12.000 × g durante 10 minutos. El sobrenadante se descartó y el pellet se lavó 
de nuevo con 10 ml de tampón BPER al 10% 3 veces más. El lisado, las fracciones solubles e insolubles y los lavados 25
se corrieron en un gel de SDS-PAGE Bis/Tris al 4-12% para confirmar la expresión y determinar la localización 
subcelular de la proteína. Las proteínas de fusión se encontraron localizadas en el pellet insoluble en cuerpos de 
inclusión. El pellet insoluble se resuspendió en 10 ml de tampón de unión desnaturalizante (DBB) (8 M de urea, 92 
mM de Na2HPO4, 7 mM de NaH2PO4, 10 mM de Tris) de pH 7,8. Los cuerpos de inclusión se lisaron por sonicación, y 
el lisado se limpió de restos por centrifugación a 12.000 × g durante 20 minutos.30

Las proteínas con las regiones transmembrana de Rv1733c eliminadas se purificaron por medio de purificación en 
columna. Se equilibraron cinco (5) ml de resina HisPur Cobalt (Thermo Scientific) con DBB y se incubaron con 5 ml 
de lisado aclarado. La mezcla resultante se agitó a temperatura ambiente durante 90 horas. La mezcla de lisado/resina 
se cargó en una columna de 30 ml y se lavó con 25 volúmenes de tampón de lavado desnaturalizante (8 M de urea, 
25 mM de Na2HPO4,75 mM de NaH2PO4, 10 mM de Tris, 12 mM de desoxicolato sódico, pH 7,8). La proteína marcada 35
con His se eluyó de la columna de Co+ eluyendo con el tampón de elución (8 M de urea, 10 mM de Tris, 5% de glicerol) 
de pH 8,0 con 50, 100, 350, 500 y 1000 mM de imidazol. Las proteínas eluidas se corrieron en un gel de SDS-PAGE 
de Bis/Tris al 4-12% y las fracciones limpias se dializaron etapa a etapa de 8M de urea, 10mM de Tris, 5% de glicerol 
a 10mM de Tris, 5% de glicerol. La proteína dializada se analizó por SDS-PAGE para determinar su pureza, por 
western blot para determinar la presencia de cada antígeno, y se analizó para determinar la presencia de endotoxina 40
residual. Las muestras puras con < 0,25 U de endotoxina/ml fueron alicuotadas y congeladas a -80° C.

Las proteínas que tienen Rv1733c de tipo salvaje se purificaron mediante el uso de un purificador AKTA (GE 
Healthcare). Después de separar los cuerpos de inclusión por medio de lavados de BPER como se ha indicado 
anteriormente, el pellet insoluble se resuspendió en 10 ml de tampón de unión desnaturalizante (DBB) + 20mM de 
imidazol. Los cuerpos de inclusión se lisaron por sonicación, y el lisado se limpió de restos por centrifugación a 12.000 45
× g durante 20 minutos. Se equilibraron cinco (5) ml de resina Ni Sepharose High Performance (GE Healthcare) con 
DBB y se incubaron con 10 ml de lisado aclarado. La mezcla resultante se agitó a temperatura ambiente durante 2 
horas. A continuación, la mezcla se cargó en el purificador AKTA. Todas las líneas utilizadas en el purificador AKTA 
se equilibraron con DBB + 20 mM de imidazol, tampón de lavado desnaturalizante (8 M de urea, 25 mM de Na2HPO4,75 
mM de NaH2PO4, 10 mM de Tris, 12 mM de desoxicolato sódico, 20mM de imidazol) pH 7,8, o tampón de elución (8 50
M de urea, 10 mM de Tris, 5% de glicerol, 20 mM de imidazol), según fuera necesario. Las proteínas se eluyeron por 
elución en gradiente (tampón de elución 1: 8 M de urea, 10 mM de Tris, 5% de glicerol, 20 mM de imidazol, recorrido 
de 100% a 0; tampón de elución 2: 8 M de urea, 10 mM de Tris, 5% de glicerol, 500 mM de imidazol, diversión de 0 a 
100%) y se recogieron las fracciones. Las fracciones positivas se corrieron en un gel Bis-Tris SDS-PAGE al 4-12% y 
se dializaron etapa a etapa de 8 M de urea, 10 mM de Tris, 5% de glicerol a 10 mM de Tris, 5% de glicerol. La proteína 55
dializada se analizó por SDS-PAGE para determinar su pureza, por western blot para determinar la presencia de cada 
antígeno, y se analizó para determinar la presencia de endotoxina residual. Las muestras puras con < 0,25 U de 
endotoxina/ml fueron alicuotadas y congeladas a -80 °C.

Lo anterior describe la purificación de las proteínas 4 Ag y 5 Ag que fueron expresadas con etiquetas 6xHis. Las 
proteínas también se pueden expresar sin etiquetas. Las proteínas no etiquetadas se pueden purificar por medio de 60
la combinación de procedimientos cromatográficos, tales como la cromatografía de intercambio iónico y de exclusión 
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por tamaño, y procedimientos de filtración, tales como el flujo tangencial.

Ejemplo 4: Inmunogenicidad de las proteínas de fusión 5 Ag y 4 Ag en ratones

Se probó la inmunogenicidad de la proteína de fusión 5 Ag en ratones CB6F1, adyuvada con un agonista sintético de 
TLR3 poli I:C. Se probaron otros múltiples adyuvantes, tales como los agonistas de TLR4, y se demostró que eran 
inmunogénicos, por lo que la realización es independiente del adyuvante utilizado, y aplicable a muchas clases de 5
adyuvantes. Los ratones fueron inmunizados por vía subcutánea dos veces, con dos semanas de diferencia, con 1 o 
10 µg de proteína de fusión adyuvada. Dos (2) semanas después de la segunda inmunización, los ratones fueron 
sacrificados y se aislaron los esplenocitos. Los esplenocitos se incubaron con antígenos proteicos recombinantes para 
la estimulación in vitro y con proteínas recombinantes o péptidos superpuestos para el análisis ELISpot. La proteína 
de fusión 5 Ag indujo respuestas significativas de IFN-γ a cada antígeno que fueron medibles tanto por estimulación 10
in vitro como por ELISpot (ver, Figuras 3A y 3B). La respuesta a Ag85B, el antígeno más inmunogénico y el primero 
de la proteína de fusión, fue mucho más fuerte que las respuestas a los otros antígenos.

Las proteínas 4 Ag y 5 Ag fueron entonces probadas para la inmunogenicidad en ratones CB6F1, adyuvados con un 
agonista sintético MPL TLR4. Los ratones fueron inmunizados por vía subcutánea dos veces, con dos semanas de 
diferencia, con 3 µg de proteína de fusión adyuvada. Se aislaron los esplenocitos para la estimulación in vitro y el 15
ELISpot. Los esplenocitos fueron estimulados con antígenos individuales o proteínas de fusión. La inmunización con 
las proteínas de fusión 4 Ag o 5 Ag indujo respuestas de IFN-γ a todos los antígenos. Las respuestas a ESAT6, 
Rv1733c, Rv2626c y RpfD fueron todas más altas en la proteína de fusión 4 Ag, que carece de Ag85B, que en la 
proteína de fusión 5 Ag (ver, Figuras 4A y 4B).

También se llevaron a cabo estudios de inmunogenicidad en las proteínas de fusión con el Rv1733c de tipo salvaje 20
(85B-ESAT6-Rv1733cwt-Rv2626c-RpfD y ESAT6-Rv1733cwt-Rv2626c-RpfD) y las 4 fusiones de Ag en las que RpfD 
fue reemplazado por RpfB (ESAT6-Rv1733c-Rv2626c-RpfB y RpfB-ESAT6-Rv1733c-Rv2626c). Estos estudios 
compararon la inmunogenicidad de las proteínas de fusión que contienen el Rv1733c modificado con la de las fusiones 
que contienen el Rv1733c de tipo salvaje, y también la inmunogenicidad de las proteínas de fusión que contienen 
RpfD con la de las fusiones que contienen RpfB. Los estudios mostraron que, aunque la sustitución del Rv1733c 25
modificado por el 1733c de tipo salvaje no afectaba a la inmunogenicidad general, el RpfB es significativamente más 
inmunogénico que el RpfD en estas fusiones (véanse las figuras 5A y 5B).

Ejemplo 5: Eficacia protectora permanente

Las proteínas de fusión 5 Ag y 4 Ag (BE1726D, E1726D) se utilizaron en un experimento de protección de refuerzo en 
ratones. Los ratones fueron cebados con BCG SSI y BCG SSI recombinante que sobreexpresa los 5 antígenos de 30
Mtb que componen la proteína de fusión 5 Ag. Seis (6) y ocho semanas después, los ratones fueron reforzados con 
la proteína 5 Ag o la 4 Ag más un adyuvante de poli I:C. Cuatro (4) semanas después del segundo refuerzo, los ratones 
recibieron una provocación de Mtb en aerosol de 50-100 UFC. Los ratones fueron sacrificados a las 4 y 12 semanas 
después de la provocación para determinar las bacterias viables en los pulmones (véase la figura 6A) y el bazo (véase 
la figura 6B). Este experimento determinó si la gran respuesta al Ag85B es más protectora en los ratones que la 35
respuesta más amplia a los otros 4 antígenos de la proteína de fusión de 4 Ag.
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<210> 51
<211> 1584
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial5

<220>
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Proteína de fusión Mycobacterium ESAT6-Rv1733c-Rv2626c-RpfD 
(optimizada para E. coli)

<400> 51

10
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<210> 52
<211> 1689
<212> DNA
<213> Secuencia artificial5

<220>
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Proteína de fusión Mycobacterium ESAT6-Rv1733c-Rv2626c-RpfD 
(optimizada para humanos)

<400> 52

10
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<210> 53
<211> 528
<212> PRT
<213> Secuencia artificial5

<220>
<223> Descripción de Secuencia Artificial: ESAT6-Rv1733c-Rv2626c-RpfD (E. coli optimizado)

<400> 53
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<210> 54
<211> 559
<212> PRT
<213> Secuencia artificial5

<220>
<223> Descripción de Secuencia Artificial: ESAT6-Rv1733c-Rv2626c-RpfD (optimizado para humanos)

<400> 54
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<210> 55
<211> 2421
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial5

<220>
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Proteína de fusión Mycobacterium ESAT6-Rv1733c-Rv2626c-RpfB

<400> 55
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<210> 56
<211> 806
<212> PRT
<213> Secuencia artificial5

<220>
<223> Descripción de Secuencia Artificial: ESAT6-Rv1733c-Rv2626c-RpfB

<400> 56
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<210> 57
<211> 2430
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial5

<220>
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Proteína de fusión Mycobacterium RpfB-ESAT6-Rv1733c-Rv2626c

<400> 57
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<210> 58
<211> 809
<212> PRT
<213> Secuencia artificial5

<220>
<223> Descripción de Secuencia Artificial: RpfB-ESAT6-Rv1733c-Rv2626c

<400> 58
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<210> 59
<211> 2448
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial5

<220>
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Proteína de fusión Mycobacterium Ag85B-ESAT6-Rv1733c-Rv2626c-
RpfD (optimizada para E. coli)

<400> 59

10
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<210> 60
<211> 2550
<212> DNA
<213> Secuencia artificial5

<220>
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Proteína de fusión Mycobacterium Ag85B-ESAT6-Rv1733c-Rv2626c-
RpfD (optimizada para humanos)

<400> 60
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<210> 61
<211> 816
<212> PRT
<213> Secuencia artificial5

<220>
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Ag85B-ESAT6-Rv1733c-Rv2626c-RpfD (E. coli optimizado)

<400> 61
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<210> 62
<211> 847
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<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Ag85B-ESAT6-Rv1733c-Rv2626c-RpfD (optimizado para humanos)

<400> 625
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<210> 63
<211> 2499
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial5

<220>
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Proteína de fusión Mycobacterium PPE51-Rv1733c-Rv2628c-RpfD

<400> 63
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<210> 64
<211> 834
<212> PRT
<213> Secuencia artificial5

<220>
<223> Descripción de Secuencia Artificial: PPE51-Rv1733c-Rv2628c-RpfD

<400> 64
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<210> 65
<211> 3171
<212> DNA5
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Proteína de fusión Mycobacterium PPE51-Rv1733c-Rv2628c-RpfB

<400> 65
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<210> 66
<211> 1056
<212> PRT
<213> Secuencia artificial5

<220>
<223> Descripción de Secuencia Artificial: PPE51-Rv1733c-Rv2628c-RpfB

<400> 66
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<210> 67
<211> 2433
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>5
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Proteína de fusión Mycobacterium Rv3407-Rv1733c-Rv2626c-RpfB

<400> 67
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<210> 68
<211> 810
<212> PRT
<213> Secuencia artificial5

<220>
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Rv3407-Rv1733c-Rv2626c-RpfB

<400> 68
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<210> 69
<211> 1761
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial5

<220>
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Proteína de fusión Mycobacterium Rv3407-Rv1733c-Rv2626c-RpfD

<400> 69
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<210> 70
<211> 586
<212> PRT
<213> Secuencia artificial5

<220>
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Rv3407-Rv1733c-Rv2626c-RpfD

<400> 70
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<210> 71
<211> 2895
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial5

<220>
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Proteína de fusión Mycobacterium PPE51-Rv1733c-Rv2626c-RpfD

<400> 71
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<210> 72
<211> 870
<212> PRT5
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripción de Secuencia Artificial: PPE51-Rv1733c-Rv2626c-RpfD

<400> 72
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<210> 73
<211> 3567
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial5

<220>
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Proteína de fusión Mycobacterium PPE51-Rv1733c-Rv2626c-RpfB

<400> 73
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<210> 74
<211> 1091
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial5

<220>
<223> Descripción de Secuencia Artificial: PPE51-Rv1733c-Rv2626c-RpfB

<400> 74
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<210> 75
<211> 31
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial5

<220>
<223> Descripción de Secuencia Artificial: 85B Para el cebador NdeI

<400> 75
atagatcata tgtttagccg tcctggcctg c 31

<210> 7610

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripción de Secuencia Artificial: 85B Rev EcoRI nostop primer15

<400> 76
ttaagagaat tcgcccgcac ccagagagga t 31

<210> 77
<211> 32
<212> ADN20
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripción de Secuencia Artificial: ESAT-6 Para el cebador BamHI

<400> 77
aacgttggat ccatgacaga gcagcagtgg aa 3225

<210> 78
<211> 32
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>30
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Cebador ESAT-6 Rev EcoRI ns

<400> 78
atactagaat tctgcgaaca tcccagtgac gt 32

<210> 79
<211> 3335
<212> ADN
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripción de Secuencia Artificial: 1733 Para el cebador EcoRI

<400> 79
aacttagaat tcatgattgc gactacccgt gat 335

<210> 80
<211> 30
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>10
<223> Descripción de Secuencia Artificial: 1733 In1 Rev Xma primer

<400> 80
gatatacccg ggggcctcca gacggtcggt 30

<210> 81
<211> 3115
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripción de Secuencia Artificial: 1733 Fuera para Xma primer

<400> 8120
aacgaacccg gggtccaaga cagccgtagc c 31

<210> 82
<211> 31
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial25

<220>
<223> Descripción de Secuencia Artificial: 1733 Out Rev Xba primer

<400> 82
taagtatcta gaatcggcga tcgcacgc t 31

<210> 8330
<211> 32
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripción de Secuencia Artificial: 1733 In2 Para Xba primer35

<400> 83
atagaatcta gacgcgcaat tctgatccgc gt 32

<210> 84
<211> 32
<212> ADN40
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripción de Secuencia Artificial: 1733 Rev ns SacI primer

<400> 84
agataagagc tcacgttggg tgcaaaacag gc 3245

<210> 85
<211> 31
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>50
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<223> Descripción de Secuencia Artificial: 2626 Para el cebador SacI

<400> 85
atagaagagc tcatgaccac ggcggtgat a 31

<210> 86
<211> 365
<212>ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripción de Secuencia Artificial: 2626 Rev HindIII ns primer

<400> 8610
taaagaaagc tttgcattta gaataaattt tgtgtc 36

<210> 87
<211> 30
<212> ADN
<213> Secuencia artificial15

<220>
<223> Descripción de Secuencia Artificial: RpfD Para el cebador HindIII

<400> 87
taactaaagc ttttgctggg cctgagcacc 30

<210> 8820
<211> 32
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripción de Secuencia Artificial: RpfD Rev XhoI stop primer25

<400> 88
atctaactcga gctagtcatc gcggctaccg ct 32

<210> 89
<211> 32
<212> ADN30
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripción de Secuencia Artificial: ESAT6 Para el cebador NdeI

<400> 89
taagatcatat gacagcag cagtggaatt tc 3235

<210> 90
<211> 32
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>40
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Cebador ESAT-6 Rev EcoRI ns

<400> 90
atactagaat tctgcgaaca tcccagtgac gt 32

<210> 91
<211> 126345
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Proteína de fusión Ag85B-ESAT6 con la secuencia señal de Ag85B

<400> 9150
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<210> 92
<211> 420
<212> PRT5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Ag85B-ESAT6 (secuencia de señales Ag85B)

<400> 92

ES 2 925 950 T3



135

ES 2 925 950 T3



136

<210> 93
<211> 1272
<212> DNA
<213> Secuencia artificial5

<220>
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Proteína de fusión Ag85B-ESAT6 con secuencia señal de lipoproteína 
de 19 kDa

<400> 93

10
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<210> 94
<211> 423
<212> PRT
<213> Secuencia artificial5

<220>
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Ag85B-ESAT6 (secuencia señal de la lipoproteína de 19 kDa)

<400> 94
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<210> 95
<211> 1020
<212> DNA
<213> Secuencia artificial5

<220>
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Proteína de fusión Rv2626c-RpfD con la secuencia señal Ag85B

<400> 95
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<210> 96
<211> 339
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial5

<220>
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Rv2626c-RpfD (secuencia de señales Ag85B)

<400> 96
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<210> 97
<211> 1029
<212> DNA
<213> Secuencia artificial5

<220>
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Proteína de fusión Rv2626c-RpfD con secuencia señal de lipoproteína 
de 19 kDa

<400> 97

ES 2 925 950 T3



141

<210> 98
<211> 342
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial5

<220>
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Rv2626c-RpfD (secuencia señal de la lipoproteína de 19 kDa)

<400> 98
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REIVINDICACIONES

1. Una proteína de fusión que comprende una secuencia de aminoácidos que es al menos 95% idéntica a la 
secuencia de aminoácidos de:

ESAT6-Rv1733c-Rv2626c-RpfD; o
Ag85B-ESAT6-Rv1733c-Rv2626c-RpfD.5

2. La proteína de fusión de acuerdo con la reivindicación 1, en la que la proteína de fusión comprende una secuencia 
de aminoácidos al menos 95% idéntica a Ag85B-ESAT6-Rv1733c-Rv2626c-RpfD.

3. La proteína de fusión de acuerdo con la reivindicación 1, en la que la proteína de fusión es:

ESAT6-Rv1733c-Rv2626c-RpfD; o
Ag85B-ESAT6-Rv1733c-Rv2626c-RpfD.10

4. La proteína de fusión de acuerdo con la reivindicación 1, en la que la proteína de fusión es Ag85B-ESAT6-Rv1733c-
Rv2626c-RpfD.

5. Una composición farmacéutica que comprende la proteína de fusión de acuerdo con cualquiera de las 
reivindicaciones 1 a 4, y un portador farmacéuticamente aceptable.

6. Un vector que codifica la proteína de fusión de acuerdo con la reivindicación 1.15

7. El vector de acuerdo con la reivindicación 6, en el que el vector es el adenovirus 4, el adenovirus 5, el adenovirus 
de chimpancé 3, el adenovirus de chimpancé 63, el adenovirus de chimpancé 68, la vaccinia Ankara modificada 
(MVA), el virus de la parainfluenza modificado (PIV2) o el virus de la parainfluenza humana recombinante (rHPIV2).

8. Una célula que comprende un vector como el que se reivindica en la reivindicación 6.

9. Una composición que comprende al menos los cuatro antígenos de Mycobacterium tuberculosis (Mtb) ESAT6, 20
Rv1733c, Rv2626c y RpfD, en la que los al menos cuatro antígenos de Mtb están codificados por una única 
molécula de ácido nucleico dentro del mismo vector como proteína de fusión.

10. La composición de acuerdo con la reivindicación 9, en la que se suprime la primera y/o segunda región 
transmembrana de Rv1733c.

11. La composición de acuerdo con la reivindicación 9, que comprende además el antígeno Ag85B Mtb.25

12. La composición de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 9 a 11, que comprende además un portador 
farmacéuticamente aceptable.

13. Una proteína de fusión de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 o la composición de cualquiera de 
las reivindicaciones 9 a 12 para su uso en la provocación de una respuesta inmunitaria contra Mycobacterium 
tuberculosis en un mamífero.30

14. Una proteína de fusión para su uso en el tratamiento o la prevención de una infección por Mycobacterium 
tuberculosis, en la que la proteína de fusión es una proteína de fusión de acuerdo con cualquiera de las 
reivindicaciones 1 a 4.
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