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RESUMEN 

 

La tuberculosis en el siglo XXI sigue ocasionando un número muy importante de muertes 

en todo el mundo. La tuberculosis constituye un problema principalmente en niños que viven en 

países subdesarrollados y en pacientes inmunodeprimidos y, además,  presenta resistencias a una 

gran cantidad de antibióticos en uso. Por todo, existe una necesidad urgente de vacunas para 

disminuir el número de casos, así como los síntomas ocasionados.  

Hasta el momento la prevención por el uso de la vacuna de Mycobacterium bovis de 

Calmete-Guerin ha resultado ser muy beneficiosa en algunos casos, pero sigue presentando 

ciertas limitaciones en situaciones de tuberculosis pulmonar. Esto ha llevado a requerir una 

vacuna nueva que garantice una protección total frente a este patógeno. Son muchas las 

estrategias seguidas por los investigadores con tal propósito, y en este caso concreto la vacuna 

MTBVAC (Mycobacteium tuberculosis vacuna) estaría clasificada dentro de las vacunas 

atenuadas. Para conseguir la atenuación de la cepa, se ha llevado a cabo la deleción de dos genes 

virulentos phoP y fad2D6 a partir de una cepa de M. tuberculosis conocida como MT103 y 

perteneciente al linaje 4 (Euroamericano). En el momento de elaboración de este manuscrito la 

vacuna se encuentra en fase clínica II y está siendo probada en niños y adultos en Sudáfrica. 

En el presente estudio se abre un nuevo camino para explorar los cambios fenotípicos 

producidos a partir de cambios genómicos y se obtiene una herramienta para la caracterización 

metabólica y el análisis de las principales rutas bioquímicas de M. tuberculosis, pudiendo ayudar 

a descubrir nuevas moléculas que sirvan como biomarcadores de diagnóstico, indicando la 

existencia de la enfermedad o, incluso,  moléculas que puedan indicarnos sobre la inmunidad de 

la vacuna en los pacientes en que ha sido administrada. Para ello se ha llevado a cabo un análisis 

metabolómico dirigido y no dirigido entre MT103 y MTBVAC utilizando la cromatografía 

líquida acoplada a espectrometría de masas de alta resolución. Además, durante el estudio se han 

utilizado mutantes del gen phoP para poder relacionar directamente algunos de los cambios 

encontrados a la regulación llevada a cabo por este gen. Por último, se ha realizado un análisis 

metabolómico  extracelular entre las cepas H37Rv, MT103, MTBVAC, H37Rv phoPR mutante 

y H37Rv phoPR mutante con un plásmido pWM222, que contiene múltiples copias del gen 

phoP. 
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Los resultados obtenidos muestran diferencias en la expresión de alrededor de 106  

metabolitos intracelulares, muchos de ellos relacionados con la virulencia y la respuesta  inmune, 

como  los fosfatidilinositol manósidos, o de las moléculas que contienen trehalosa,  respaldando 

de este modo la eficacia y seguridad del candidato a vacuna MTBVAC. Del mismo modo en el 

análisis de metabolitos extracelulares, se encontró una expresión diferencial de los mismos entre 

las distintas cepas, asociado claramente a la presencia o ausencia del gen phoP.  
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ABREVIATURAS 

 

  ACP: Análisis de componentes principales 

  Ac1PIM: Fosfatidil mio-inositol manósido triacilado 

  Ac2 PIM: Fosfatidil mio-inositol manósido tetracilado 

  ADC: Albúmina, Dextrosa y Catalasa 

  ADI: Adquisición dependiente de información 

  ANOVA: Análisis de la varianza. 

  BCG: Micobacterium bovis bacilo de Calmette-Guérin 

  BPCR: Biomedical Primate Research Centre  

  CAD: Gas de colisión.  

  CapA: Manosiltransferasa  

  c-di-AMP: Di-adenosin monofosfato cíclico  

  c-di-GMP: Di-guanosin monofosfato cíclico 

  CE: Energía de colisión 

  Cl: Cardiolipina 

  CL: Cromatografía líquida 

  CTI: Corriente total de iones 

  CXP: Potencial de energía a la salida de la celda de colisión 

  DAT: Diaciltrehalosas 

  DGPF: Dioleiol glicerol pirofosfato 

  DIM: Dimicocerosatos 

  DP: Potencial de focalización 

  EM: Espectrometría de masas 

  EP: Potencial de entrada 
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  ESI: Electroespray 

  FDR: False discovery rate 

  FE: Fosfatidiletanolamina 

  FG: Fosfatidilglicerol 

  FGF: Fosfatidilglicerol fosfato 

  FI: Fosfatidilinositol 

  FIF: Fosfoinositol fosfato 

  FIM: Fosfatidilinositol manósido 

  FM: Fase móvil/solventes 

  GDH: Glutamato deshidrogenasa 

  GDP-Man: guanosin difosfato-manosa 

  HILIC: Cromatografía líquida de interacción hidrofílica 

  IFN: Interferón 

  ISV: Ion spray voltaje 

  LA: Lipomanan 

  LAM: Lipoarabinomanano  

  Lipid DB: Base de datos de lípidos 

  LOSs: Lipooligosacáridos 

  ManLAM: Lipoarabinomanano cubierto de manosa 

  Mbt: Micobactina 

  McA: Micotiol amidasa 

  MMC: Mediador de masas CEU 

  MRM: Monitorización de reacción múltiple 

  MscR: Nitrosotiol reductasa, 

  MSH: Micotiol 
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  MSH S-transferasa: Micotiol-S-transferasa 

  MSSM: Disulfuro de Micotiol 

  MS(NHOH): Micotiol sulfinamida 

  MSNO: Nitrosomicotiol 

  MT103: Cepa M. tuberculosis 103  no modificada 

  Mtb: Mycobacterium tuberculosis 

  MTBVAC: Cepa M. tuberculosis modificada genéticamente para su uso como vacuna 

  Mtr: Micotiol disulfuro reductasa  

  m/z: Masa/carga 

  NAD: Nicotinamida adenina dinucleótido 

  OMS: Organización Mundial de la Salud 

  PAT: Poliaciltrehalosas 

  PC: Componentes principales 

  PILAM: Lipoarabinomanan cubierto de fosfatidil-mio-inositol. 

  PimA: Fosfatidil-mio-inositol alfa-manosiltransferasa 

  PimB´: Fosfatidil-mio-inositol dimanosido sintasa 

  PimC: Alfa-1,6-manosil transferasa 

  PimE: Alfa-1,2-manosil transferasa,  

  ppm: Partes por millón 

  PPM: Beta-D-manosilfosfodecaprenol  

  QC: Controles de calidad 

  QTOF-MS: Quadrupole Time of Flight mass spectrometry 

  RD1: Región diferencial-1  

  RMN: Resonancia magnética nuclear 

  SATVI: Centro de Investigación en Vacunas de Sudáfrica 
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  SL: Sulfolípidos 

  TAT: Triaciltrehalosas 

  1-TbAd: 1-tuberculosiniladenosina 

  TBS: ácido tuberculoesteárico 

  TDIM: Dimicocerosatos de tiocerol 

  TDM: Trehalosa dimicolato 

  TGC: Triglicéridos 

  TMM: Trehalosa monomicolato 

  V: Voltios 

  XDR: Ampliamente resistente a drogas 
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1. INTRODUCCIÓN 

 

    La necesidad de nuevas vacunas 

 

Las vacunas son uno de los mecanismos de defensa adquiridos más importantes en la lucha 

contra las enfermedades infecciosas, y, de hecho, han permitido erradicar patologías como la 

viruela, una enfermedad que solo en el siglo XX ocasionó la pérdida de 375 millones de vidas.  

La inmunización frente a la viruela se utilizó por primera vez en 1796, siendo la primera 

vacuna producida. Edward Jenner empleó las pústulas de enfermos, inoculó el virus atenuado en 

otras personas y obtuvo protección. De este modo, consiguió los primeros pasos en la protección 

inmune frente a las enfermedades infecciosas.  Y, de acuerdo con la Organización Mundial de 

la Salud (OMS), hasta el momento la viruela es la única enfermedad infecciosa oficialmente 

declarada como erradicada en todo el planeta gracias a la vacunación masiva. 

Hoy en día, más de 70 vacunas han sido autorizadas para su uso contra unos 30 

microorganismos, salvando innumerables vidas. Enfermedades como la poliomielitis, el 

sarampión, las paperas o parotiditis, la rubéola y otras más, causaron unos 39 millones de 

infecciones en el siglo XX tan sólo en los Estados Unidos. 

El uso de las vacunas ha sido un factor de enorme trascendencia en la protección y la mejora 

de la salud pública, a nivel mundial, y, la necesidad de nuevas vacunas es imperiosa1. Existen 

enfermedades como la tuberculosis, el sida y la malaria, por poner un ejemplo, para las que aún 

no existen vacunas eficaces2. Otras nuevas enfermedades emergentes producidas por diferentes 

formas de coronavirus a día de hoy necesitan urgentemente el desarrollo de vacunas. Este último 

año, la pandemia ocasionada por un nuevo virus SARS-Covid-19 ha ocasionado cientos de miles 

de muertes y millones de contagios en todo el mundo. La alarma global es enorme y la necesidad 

de una vacuna, hoy más que nunca, se convierte en la mejor arma para luchar contra esta 

pandemia por  las grandes pérdidas, principalmente de vidas humanas y, secundariamente, por 

el grave desastre económico como consecuencias derivadas de la grave pandemia. Surge de este 

modo la enorme necesidad de satisfacer la demanda de nuevas vacunas y, por lo tanto, la 

implementación de novedosas tecnologías para conseguirlas con éxito. 
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    La producción de nuevas vacunas 

 

Las nuevas tecnologías, además de proporcionar mejoras en la respuesta inmunológica, son 

de gran importancia por su contribución a la sociedad, al  aportar un ahorro de costes de atención 

sanitaria, que se extiende a la esperanza de vida y a la mejora de la calidad de vida3. 

Para lograr el éxito en salud pública no solo es necesario la identificación de vacunas 

efectivas, también es necesario una infraestructura robusta para su fabricación, una supervisión 

regulatoria y de seguridad y una organización para su buena distribución. Este método de 

prevención representa la forma menos costosa y más fácil de proteger contra las grandes 

epidemias. La sociedad obtiene beneficios económicos al prevenir la hospitalización evitar la 

discapacidad a largo plazo y reducir las ausencias o bajas de trabajo. Esta sobradamente 

demostrado que las vacunas proporcionan los medios más rentables para salvar vidas, preservar 

la buena salud y obtener una alta calidad de vida4. 

 

    Necesidad de una nueva vacuna contra la tuberculosis 

 

La infección por M. tuberculosis sigue siendo una causa de mortalidad y morbilidad en todo 

el mundo, causando 1.5 millones de muertes en 2018, según el informe presentado por la 

Organización Mundial de la Salud (OMS) ese año5. En Europa, a pesar de las caídas 

espectaculares en la prevalencia global de la tuberculosis en los últimos 100 años, la tuberculosis 

sigue existiendo y aumentando, con un incremento medio anual del 2,7% entre los años 2004 y 

20086.  Además es preocupante que de esos casos, un 3,6% fueron resistentes a múltiples 

fármacos, mundialmente7. 

La vacuna BCG (Mycobacterium bovis bacilo de Calmette-Guérin), es actualmente el 

principal mecanismo de defensa utilizado contra la tuberculosis. Es un componente importante 

de muchos programas nacionales de vacunación. Alrededor de 90 millones de dosis son 

suministrados por la OMS cada año8. Se trata de una vacuna del tipo atenuado obtenida de una 

cepa de M. bovis aislada de una vaca infectada. Calmette y Guérin necesitaron 30 años y más de 

200 subcultivos para obtener la versión atenuada de la cepa virulenta original.  

Esta vacuna está en uso desde 1921 y protege contra las formas más graves de la 

enfermedad, sin embargo, presenta una eficacia muy variable frente las expresiones de la 

tuberculosis pulmonar.  
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La vacuna BCG otorga un grado muy variable de protección que puede ir desde 0 a 

aproximadamente el 80%9, 10. Aunque suele aportar una buena protección frente a las formas 

infantiles graves de tuberculosis, como en el caso de meningitis tuberculosa, presenta una pobre 

protección frente a las formas de infección en adultos11. Debido a las diferencias encontradas en 

cuanto a la protección que confiere, es necesario una vacuna que pueda proporcionar mejores 

resultados, esto es, una óptima protección contra la enfermedad, tanto en niños como en adultos. 

Por otra parte, la vacunación debe impedir el establecimiento del estado latente de la 

infección persistente que puede seguir con una infección primaria y ocasionar el  inicio de la 

enfermedad en los adultos y aparecer muchos años después, por lo que la investigación y el 

desarrollo de nuevas vacunas eficaces contra las formas respiratorias de la enfermedad, que son 

las responsables de la transmisión de la tuberculosis es un reto trascendental para la investigación 

clínica12. La mayoría de las personas infectadas con M. tuberculosis tienen infección 

asintomática, denominada infección latente por tuberculosis13. El diagnóstico se establece  por 

la evidencia de una respuesta inmune celular a los antígenos derivados de M. tuberculosis, la 

conocida prueba cutánea de la tuberculina.  

El riesgo en estos casos a una evolución a la enfermedad activa y sintomática es solo de un 

10%. Sin embargo, los defectos en la inmunidad celular de determinados individuos pueden 

aumentar este riesgo significativamente ocasionando la aparición de esta grave enfermedad en 

un porcentaje mucho mayor. 

 

    Nuevas vacunas contra la tuberculosis 
 

La variabilidad en la inmunidad para la vacuna BCG, hace que sean necesarias nuevas 

estrategias en la búsqueda de mejores vacunas profilácticas, dirigidas a prevenir la enfermedad 

y mejorar la inmunidad. Las estrategias que se siguen actualmente son dos: vacunas producidas 

a partir de subunidades y vacunas producidas a partir de cepas no virulentas. 

Las vacunas a partir de subunidades se basan en el uso de proteínas antigénicas de los 

bacilos de tuberculosis para mejorar la inmunogenicidad de la vacuna BCG. Estos antígenos de 

M. tuberculosis normalmente se generan a partir de proteínas seleccionadas por su capacidad 

para ser reconocidas por el sistema inmune después de la infección en humanos y se pueden 

administrar directamente mediante potentes adyuvantes o pueden ser insertados sus genes 

codificantes en diferentes virus modificados genéticamente como virus no replicables. 
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Las vacunas a partir de organismos vivos consisten principalmente en cepas de 

micobacterias no virulentas, tal como Mycobacterium vaccae. También el uso muy prometedor 

de recombinantes de BCG, incluyendo genes desde un microorganismo diferente. Además 

dentro de este grupo se incluirían las vacunas  construidas racionalmente a partir de cepas 

atenuadas de M. tuberculosis, que  se basan en la pérdida de genes de virulencia y lípidos 

inmunomoduladores que aportan seguridad y más eficacias a las vacunas de tuberculosis14. 

Los candidatos a vacuna tienen que imitar la infección natural de un modo lo más parecido 

posible sin llegar a causar la enfermedad. En la figura 1 pueden verse las vacunas que se 

encuentran actualmente en ensayos clínicos15. 

 

   

 

Figura 1.  Candidatos a la vacuna contra la tuberculosis en proceso de ensayos clínicos. Se 

muestra el avance en los ensayos clínicos para las 14 candidatas a vacunas, coloreadas según cada 

estrategia de vacuna. Martín y col. Applied sciences, 2020. 

 

Hasta ahora, los candidatos a vacunas evaluados para conocer su seguridad y eficacia como 

grado de protección frente a la enfermedad no han superado en eficacia a la BCG. Los estudios 

han sido conducidos en varios modelos animales, normalmente utilizando ratones y en menor 

número en cobayas. En los últimos años, como pruebas finales antes de entrar en la fase clínica, 

se están utilizando modelos en primates. 
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Por otra parte, la mejora de las vacunas atenuadas ha estado retrasada por la falta de 

herramientas eficaces para la manipulación genética de micobacterias, un aspecto que ha 

mejorado gracias a los trabajos llevados a cabo por el grupo de la Dra. Brigitte Gicquel en Europa 

y por el Dr. William Jacobs en Estados Unidos. Aun así, esta estrategia resulta muy laboriosa, 

ya que se debe demostrar la inmunidad frente a la tuberculosis y antes de todo esto hay que lograr 

la atenuación completa del microorganismo. 

 

    La vacuna MTBVAC 
 

La vacuna MTBVAC frente a la tuberculosis ha sido construida gracias a la participación 

de científicos de la Universidad de Zaragoza (España) en colaboración con investigadores del 

Instituto Pasteur de París (Francia) y su desarrollo clínico e industrial corre a cargo de la 

biofarmaceutica española Biofabri. A finales de los años noventa este grupo focalizó sus estudios 

sobre las cepas que causaban brotes de tuberculosis resistentes a drogas en Europa y, más tarde 

estas cepas fueron descritas como M. bovis ampliamente resistente a drogas (XDR), responsables 

a su vez de grandes epidemias de tuberculosis y portadores de la inserción IS6110 en la región 

del promotor del gen phoP, lo que causaba una fuerte regulación de la expresión de este gen. 

Estudios posteriores apuntaban a  que dicho gen podía ser un posible regulador de genes de 

virulencia en el genoma de M. tuberculosis, preferentemente expresado en este tipo de cepas, 

por lo que se infirió la hipótesis de que su inactivación podría reducir su virulencia16. El 

desarrollo de herramientas y reactivos biológicos que facilitaban la manipulación de bacterias, 

en combinación con la completa secuencia del genoma de M. tuberculosis, permitió el estudio 

de la contribución individual de genes a la virulencia de M. tuberculosis. Estos hechos han 

precedido a que el conocimiento de estas interacciones de genes y funciones proteicas proveerá 

un marco de trabajo para el desarrollo racional de vacunas frente a la tuberculosis. 

La vacuna ha sido creada a partir de la cepa  MT103, perteneciente al Linaje cuatro 

(Euroamericano), uno de los linajes más extendidos de M. tuberculosis17 y que fue obtenido a 

partir de un paciente infectado de M. tuberculosis y atenuada para su uso.  En su construcción 

se utilizaron técnicas de ingeniería genética para poder introducir dos mutaciones 

independientes: la deleción de los genes de la virulencia phoP y fadD26, obteniendo así una 

bacteria viva, incapaz de causar la enfermedad, pero con capacidad de estimular el sistema 

inmunólogico, de forma similar a como lo hace la bacteria virulenta. El proceso se llevó a cabo 



Análisis metabolómico entre MT103 y MTBVAC 
 

Page | 17 

 

de acuerdo al documento establecido en el segundo consenso de Ginebra (Suiza) para el progreso 

de nuevas vacunas frente a  micobacterias con el propósito de su desarrollo en estudios clínicos18. 

MTBVAC es segura en todos los estudios preclínicos que se han realizado y, proporciona 

una protección superior en ratones comparada a la cepa de referencia BCG Danish 1331, usada 

en la clínica. Se han realizado pruebas de protección frente a la infección, conducidas en 

colaboración con equipos nacionales e internacionales de España, Reino Unido, Francia y 

México y todas han mostrado resultados prometedores en el modelo de ratón e incluso una 

protección superior y una mayor inmunidad que la BCG en modelos de conejillo de indias.  

Estudios sucesivos han confirmado la atenuación de la bacteria en el modelo de ratón con 

el sistema inmune reducido gracias a la inactivación del gen phoP y una mayor atenuación que 

BCG19,20,18. 

Tras los excelentes resultados se planteó la hipótesis de que MTBVAC es una vacuna más 

efectiva que la BGC, ya que esta se asemeja más al patógeno humano y tiene un repertorio mucho 

más amplio de antígenos de la tuberculosis. MTBVAC hasta el momento se ha probado en 

adultos en Suiza y en bebés recién nacidos en Sudáfrica. 

El objetivo final es desarrollar MTBVAC como una vacuna preventiva contra la 

tuberculosis para bebés recién nacidos y como vacuna de refuerzo en adolescentes y adultos 

previamente vacunados con BCG al nacimiento.  MTBVAC es la primera vacuna atenuada de 

M. tuberculosis aprobada para la realización de pruebas clínicas, sin embargo todavía la 

inmunidad conferida por el mutante phoP continúa en estudio21,22 

 

    Aspectos clínicos de la vacuna MTBVAC 

 
En 2013 se inician los primeros ensayos clínicos en humanos para la Fase IA de MTBVAC 

con 36 voluntarios adultos sanos entre 18 y 45 años en el Complejo Hospitalario de la 

Universidad de Vaudois en Lausana, Suiza con número de registro NCT02013245).  

En septiembre de 2015 continúan nuevos ensayos clínicos sobre 36 recién nacidos y 18 

adultos en Sudáfrica (número de registro NCT02729571),  país endémico, para conocer su 

seguridad y capacidad inmunogénica. En noviembre de 2015 se obtienen los resultados de los 

primeros ensayos en humanos, demostrando una fuerte memoria inmunológica  después de 210 

días de la vacunación. La vacuna candidata contra la tuberculosis, MTBVAC, muestra una 

seguridad excelente y una prometedora respuesta inmunitaria.  
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En enero de 2018  son dos los nuevos ensayos clínicos en 99 recién nacidos y 120 adultos 

(con el número de registro NCT02933281 y NCT03536117), respectivamente, en Sudáfrica. 

Estos dos ensayos clínicos de la fase 2A de seguridad e inmunogenicidad buscan determinar la 

dosis óptima a utilizar, es decir, que proteja pero sin ocasionar efectos secundarios.  

Ambos trabajos se realizarán durante dos años y medio en el Centro de Investigación en 

Vacunas de Sudáfrica (SATVI), en Worcester, un pequeño núcleo con alta incidencia de 

tuberculosis. Los resultados de los ensayos clínicos en 36 bebés de Sudáfrica se publican en la 

revista The Lancet Respiratory Medicine, el 13 de agosto de 2019. MTBVAC es capaz de 

producir respuestas inmunes robustas y duraderas, demostrando  resultados esperanzadores para 

el control de la tuberculosis23. 

Durante estos últimos meses, se está llevando a cabo un estudio para comprobar la eficacia 

de MTBVAC frente al coronavirus. De hecho, hay observaciones que desde los años 30 

asociaban a la vacuna BCG con la reducción del 40% de las hospitalizaciones por enfermedades 

respiratorias24. La relación tan clara entre BCG y MTBVAC hace que ambas se propongan como 

una alternativa para estimular la inmunidad frente a la covid-19. 

 

    Aspectos morfológicos de la vacuna MTBVAC 
 

 Los efectos de la mutación phoP en relación a relación de crecimiento y virulencia de las 

cepas in vitro e in vivo son de interés. Durante la fase exponencial en medio líquido se hallaron 

diferencias en el tamaño de los bacilos entre la cepa salvaje y la cepa mutante, esta última 

presentaba un tamaño menor. Sin embargo, no se establecieron diferencias durante la fase 

estacionaria. En medio sólido Lowestein-Jensen, aparecieron grandes cambios en el mutante por 

las propiedades aportadas por el gen phoP, presentando el bacilo entre sus largos ejes 

formaciones paralelas. También se vieron cambios morfológicos en las diversas colonias cuando 

las cepas fueron crecidas en medio  Middlebrook 7H10 con agar, el mutante presentaba colonias 

más pequeñas. Al comparar  la relación de crecimiento del mutante y la cepa salvaje midiendo 

la densidad óptica a una longitud de onda de 600 nm en medio líquido Middlebrook 7H9 con los 

componentes de enriquecimiento, albúmina bovina, dextrosa y catalasa (ADC), no se detectaron 

diferencias significativas entre las dos cepas, ni en la fase exponencial, ni en la estacionaria 

durante la curva de crecimiento. Otro cambio hallado fue la reactividad del mutante al colorante 

rojo neutro básico25. Además, el mutante mostraba una deficiencia en su crecimiento a la 

formación de cuerdas en forma de serpentina, característica común en la cepa salvaje. Esta 
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reactividad e imposibilidad en la formación de serpentinas parecía debido a la alteración de la 

composición de la envuelta celular26. 

 

    Sensibilidad a antibióticos de la vacuna MTBVAC 
 

Otras preguntas que surgieron es si después de la atenuación de MT103 el perfil a drogas 

antituberculosas podría cambiar. Se demostró que el mutante phoP es altamente sensible a 

etambutol, isoniazida, rifampicina y estreptomicina, además presentaron más sensibilidad a 

isoniazida que la cepa salvaje MTB y esto podría ser debido a cambios en la pared celular del 

mutante phoP. Todos estos resultados indican que M. tuberculosis mutante  phoP es sensible a 

las principales drogas antituberculosas y en caso de infección hipotética con la cepa vacuna, 

sería posible ser tratada.27 

 

    Aspectos moleculares de la vacuna MTBVAC 

 
La deleción del gen phoP , un factor de transcripción que controla el 2% del genoma de Mtb 

afecta a diferentes rutas biosintéticas, así como en funciones claves para la supervivencia 

intracelular y, la virulencia y la inmunomodulación28. 

Se ha demostrado la regulación en seis redes transcripcionales, que incluirían las respuestas 

hipóxicas tempranas y persistentes mediante la conexión con el regulón DosR, parte de este, es 

regulado negativamente en los mutantes phoP y es inducido en respuesta a la infección de 

macrófagos29,30. Se sabe que algunos genes del regulón DosR  intervienen en la expresión de 

importantes antígenos de células T y también se demostró que la vacuna BCG atenuada es 

defectuosa para la inducción de dos genes de latencia, narK2 y narX31. Por el contrario en la 

cepa de Beijing asociada con la propagación epidémica y una mayor virulencia32 , el regulón 

DosR es expresado constitutivamente, lo que sugiere su posible papel en la virulencia, y en 

consecuencia la regulación negativa de este en el mutante phoP podría contribuir a la atenuación 

de la cepa MTBVAC. 

Otro punto de regulación sería la respiración aeróbica y anaeróbica, a partir de algunos 

componentes del complejo NADH deshidrogenasa, el principal receptor de electrones de la 

cadena respiratoria aeróbica. La disminución de la regulación de los genes nuo ha sido descrita 

en respuesta a la infección por macrófagos, lo que indica el cambio en el estado respiratorio de 

aeróbico a microaeróbico o anaerobio. PhoP controla la expresión del gen Ald, que parece estar 
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involucrado en la regeneración de NADH en ambientes limitantes de oxígeno, y, por lo tanto 

parece inducirse en M. tuberculosis durante la infección de macrófagos y células dendríticas.28 

Está involucrado en la virulencia a través de la zona conocida como región diferencial-1 

(RD1), implicada por la confirmación en distintos estudios, de la virulencia de este patógeno, la 

complementación de BCG con RD1 aumenta la virulencia en ratones33 y, por el contrario, la 

eliminación de RD1 en M. tuberculosis produce la atenuación de este patógeno. 

Se ha encontrado implicación de phoP en relación a la respuesta al estrés en M. tuberculosis, 

ya que el regulón phoP incluye genes que participan en esta función.28 Una función más para 

este gen sería en el metabolismo de los lípidos, debido a que algunos genes del regulón phoP 

requeridos para la síntesis de lípidos, y basados en aciltrehalosas, son regulados en respuesta a 

la infección por macrófagos, sugiriendo que podrían desempeñar un papel en los procesos de 

virulencia o inmunomoduladores.29,30  Por último parece que phoP influye en la capacidad de 

persistencia  de M. tuberculosis durante un largo periodo en el huésped infectado, probablemente 

como resultado de una serie de adaptaciones metabólicas28. Los estudios llevados a cabo por la 

pérdida de los dos componentes phoP-phoR demostraron que la capacidad de M. tuberculosis 

para replicarse en células y modelos animales estaba afectada enormemente34. 

A modo de resumen, en la figura 2 pueden verse recogidas las principales rutas 

transcripcionales y genes relacionados con phoP. 

 

 

Figura 2. El regulón PhoP de M. tuberculosis. El regulón se identificó comparando los  perfiles 

transcripcionales de la cepa M. tuberculosis tipo salvaje y el mutante phoP  usando microarrays de 

ADN. Algunos de los genes más relevantes para la supervivencia se enumeran y agrupan por función. 
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Las flechas verdes y rojas indican genes cuya expresión está regulada positiva o negativamente por 

phoP respectivamente. Gonzalo-Asensio y col., Plos one, 2008. 

 

Además de la actuación de phoP en los distintos procesos descritos anteriormente,  se 

encarga de la regulación de algunos genes en la región ESX-1, involucrada en la secreción de 

los principales antígenos y el factor de virulencia ESAT-6.35, Por consiguiente, aunque el 

mutante phoP produce ESAT-6, no son capaces de exportar este factor de virulencia. ESAT-6 

ha sido descrito por inhibir la autofagia36 y además está implicado en la propagación de célula a 

célula al promover la apoptosis de las células infectadas37. En la figura 3 puede verse el 

mecanismo desencadenado por la presencia o ausencia de phoP en distintas cepas de M. 

tuberculosis  y en la cepa atenuada. 

 

 

Figura 3. Figura. Ilustración comparativa de fenotipos regulados por PhoPR en M. 

tuberculosis, M. bovis, M. africanum L6 y un mutante phoP de M. tuberculosis, portadora de un 

PhoR funcional, es capaz de detectar su estímulo afín y posteriormente fosforilar PhoP. PhoP 

fosforilada regula 3 fenotipos bien conocidos, incluída la síntesis de sulfolípidos, DAT/PAT (a 

través de la regulación de Pks2 y Pks3), la secreción de ESAT-6 (a través de la regulación de 

espA) y la regulación postranscripcional detatC. Se espera que M. bovis,  M. africanum L6 que 

llevan un alelo PhoRG71I defectuoso, tengan defectos en la fosforilación de PhoP y como 

consecuencia estas cepas carecen de SL, DAT y PAL. Sin embargo la secreción de ESAT-6 en 

estas cepas se restaura mediante mutaciones compensatorias en la región promotora de espACD 

que incluyen la deleción de RD8 y polimorfismos específicos de especie. Estos mutantes también 

tienen un sistema TAT desregulado y, en consecuencia, secretan cantidades mayores de sustratos 
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TAT, incluídos los antígenos Ag85A y Ag85C. En consecuencia se espera que las cepas de 

vacunas basadas en phoP de M.tuberculosis adecuadamente atenuadas como MTBVAC, 

induzcan una inmunogenicidad mejorada y más duradera en comparación con los de BCG en 

ensayos clínicos.SL: sulfolípidos, DAT: diaciltrehalosas, PAT: poliaciltrehalosas. Broset y col. 

mBio, 2015.. 

 

La deleción de fadD26 dirige la completa síntesis de los lípidos de superficie del tipo  

tiocerol dimicocerosatos (TDIM), una familia de lípidos de superficie involucrados en la 

virulencia de M. tuberculosis18. Los TDIM son esenciales para la supervivencia de M. 

tuberculosis en el huésped, y en consecuencia, mutantes deficientes en TDIM están severamente 

atenuados. La falta de TDIM hace que M. tuberculosis sea más susceptible al ataque de la 

respuesta inmune innata temprana38 y menos eficaz en detener la maduración fagosómica, lo que 

lleva a la acumulación en los fagosomas acidificados y la consecuente muerte bacteriana39. En 

estudios más recientes se ha demostrado el papel de TDIM y ESAT-6 en promover la apoptosis 

celular y la ruptura del fagosoma40. 

 

 Caracterización metabolómica de la vacuna MTBVAC 
 

La metabolómica cada vez está ganando cada vez más popularidad en microbiología como 

herramienta que puede contribuir a comprender las características biológicas y de virulencia de 

los patógenos. Los metabolitos representan el producto integrado del genoma, transcriptoma,  

proteoma, y el medio ambiente de una célula, y son los informadores más directos del estado 

metabólico de una célula41. La metabolómica complementa las técnicas –ómicas, de tal modo 

que permite la investigación de propiedades que no pueden ser directamente evaluadas a través 

de la transcriptómica, la proteómica y la genómica. El uso de datos de un nivel -ómico para 

predecir la función en otro nivel no siempre están claros, de ahí que la integración de la 

metabolómica en el resto de ciencias -ómicas puede ayudar a aclarar la relación entre los niveles 

de información generados en cada técnica42. La información obtenida de esta caracterización 

metabólica ayudará a comprender muchos aspectos de la función celular y, por tanto puede ser 

usada para establecer el fenotipo de una célula en respuesta a cambios genéticos o ambientales43.  

Es por ello que está teniendo un gran desarrollo en la evaluación a las respuestas producidas por  

estrés, la comparación de mutantes, el descubrimiento de fármacos, la toxicología, la nutrición, 

las investigaciones de los efectos globales de la manipulación genética, el cáncer, la comparación 

de diferentes estadios de crecimiento, la diabetes, el descubrimiento de nuevos productos 
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naturales, identificación y clasificación de microorganismos,etc44. Si se compara con plantas y 

animales, la principal desventaja de la metabolómica en microorganismos es que los metabolitos 

de microorganismos son generalmente difíciles de identificar. Además los metabolitos 

extracelulares e intracelulares pueden ser difíciles de separar45. Gracias a la metabolómica y su 

integración con la transcriptómica  en M. tuberculosis recientemente se ha podido dibujar la red 

metabólica de este patógeno durante la infección46,47 

El metabolismo de M. tuberculosis es sorprendente. Se ha descubierto la capacidad de M. 

tuberculosis para catabolizar diferentes fuentes de carbono simultáneamente: cataboliza cada 

fuente de carbono a través de la ruta glucolítica, las pentosas fosfato y/o ácidos carboxílicos para 

distintos destinos metabólicos.   Se trata de un metabolismo compartimentado en una célula que 

carece de orgánulos, excepcional en bacterias. La capacidad de catabolizar simultáneamente 

carbohidratos y ácidos grasos a destinos metabolómicos distintos representa una topología de 

red metabólica no descrita en bacterias y nos aporta una visión nueva de la capacidad de M. 

tuberculosis para adaptarse al hospedador. Esta organización del metabolismo bacteriano 

intermediario no ha sido previamente observada y puede ayudar en el conocimiento de su 

patogenicidad. 

Muchas de las investigaciones han ido dirigidas a la caracterización de la composición 

lipídica (lipidómica), debido a su alta contenido (suponen más del 60% del peso seco celular) y 

variabilidad, así como por sus importantes propiedades biológicas relacionadas con la virulencia 

y la patogenicidad. Si nos referimos al relevante estudio de Sartain BCG48 que creó una base de 

datos (Mtb lipid DB) que contiene 2.512 entidades lípidicas a partir de la cepa de Mtb H37Rv, 

utilizando para ello la cromatografía líquida acoplada a espectrometría de masas, con el uso de 

dos espectrómetros, uno de tiempo de vuelo y otro tiempo de vuelo con cuadrupolo, junto con 

la identificación de iones automatizados a través de la determinación precisa de la masa y la 

información recogida extensivamente de la literatura a partir de lípidos purificados de Mtb 

H37Rv y M. bovis. 

En la última década hay muchos estudios dirigidos a la búsqueda de biomarcadores que nos 

aporten información sobre la presencia de la infección y el estado de la enfermedad. Los estudios 

se han hecho directamente en cultivos de M. tuberculosis; en modelos animales, con individuos 

infectados e individuos sanos y el estudio de tejidos, en fluidos de pacientes infectados por 

tuberculosis e individuos sanos tal como sangre, orina y esputos para la búsqueda de 

biomarcadores para diagnóstico y para la caracterización de la enfermedad49,50,51. Se han llevado 

a cabo estudios para investigar el mecanismo de acción y metabolismo de un determinado 
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fármaco frente a tuberculosis52,53 para elucidar el mecanismo de resistencia a una droga54,55 e 

incluso monitorizar la eficacia de un tratamiento56,57. En la mayoría de estos análisis, utilizando 

la espectrometría de masas en combinación con cromatografía de gases y/o cromatografía 

líquida, en un número menor de ellos se ha utilizado como técnica analítica la resonancia 

magnética nuclear (RMN)46. En relación a los biomarcadores identificados en cultivos de M. 

tuberculosis están: el ácido 9-hexadenoico, el ácido tubérculo-esteárico, el ácido heptadenoico, 

el ácido 11-eicosenoico, el ácido 13-docosenoico, el ácido 15-tetracosenoico, el ácido 

eicosanoico y cadaverina. Estos compuestos están asociados con la estructura única de pared 

celular de dichos organismos, la cual se caracteriza por la variación entre especies de M. 

tuberculosis. Algunas de estas moléculas, junto con D-glucopiranósido y D-glucosamina, fueron 

detectadas en cultivos y después se confirmó su presencia en esputos de enfermos. Se han hallado 

muchas moléculas endógenas aumentadas o disminuidas con alto potencial estadístico en 

cohortes de pacientes sanos e infectados con el bacilo de Koch, pero supone realmente un 

esfuerzo poder establecer un diagnóstico con este tipo de moléculas, por la dificultad para poder 

diferenciar la alteración de estos metabolitos por presencia de enfermedad o debida a otros tipos 

de trastornos. Existen otra clase de moléculas, como el ácido quinolínico (un derivado del 

triptófano), precursor del cofactor nicotinamida adenina dinucleótido, para el que cada vez 

existen más evidencias de sus mayores requerimientos en distintos tipos de células durante 

procesos inflamatorios, lesión e infección, siendo esto fundamental para la respuesta adecuada 

de las células inmunitarias58, participando en la inducción por varias citoquinas pro-inflamatorias 

y quimioquinas involucradas en distintas enfermedades, por lo que probablemente no sea lo 

suficientemente específico de tuberculosis. Por ejemplo, el ácido docosanoico, es uno de los 

ácidos grasos mayoritarios en M. tuberculosis, pero su capacidad de diagnóstico utilizando 

muestras de pacientes de tuberculosis, es realmente pobre. En cambio, el uso de este en 

combinación con otros 3 compuestos, lisofosfatidilcolina (18:0), treoninil-γ-glutamato y 

prescualeno difosfato, podría diferenciar pacientes con tuberculosis de controles sanos y de otros 

pacientes con enfermedades pulmonares con un área bajo la curva de 0.99159.   Aunque hasta la 

fecha no se están utilizando estos biomarcadores para un diagnóstico temprano, es evidente que 

están aportando una enorme información en la caracterización de las distintas cepas de M. 

tuberculosis en el proceso de la infección. 

El estudio metabolómico de mutantes es más reciente y hasta el momento sólo se ha 

estudiado la lipidómica con relación a las implicaciones de las mutaciones phoP y fadD26 en la 

cepa,60,27,28,35,26,61,62 
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 2. OBJETIVO 

 

 Caracterizar la metabolómica de las cepas salvaje MT103 y mutada MTBVAC y para 

ello, desarrollar la metodología analítica necesaria. 

 

La estrategia de estudio consistió en un análisis general centrado en la búsqueda de los 

metabolitos intracelulares y extracelulares diferenciales entre las cepas MT103 y MTBVAC 

(metabolómica no dirigida) y un análisis de metabolómica dirigida centrado en las diferencias 

en la expresión de FIMs. En este caso, además de la cepa salvaje y la cepa mutada, se estudiaron 

otras cepas. Asimismo, se desarrolló y validó un nuevo método para la determinación de di-

AMP cíclico. Finalmente, se estudió la cepa H37Rv, tanto con deleción en PhoP como 

amplificada en PhoP, para conocer el impacto de la deleción del gen. 
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2. MATERIAL Y MÉTODOS 

 
 En la figura 4 se muestra un esquema general del análisis metabolómico no dirigido. 

 
 

Figura 4. Esquema del análisis metabolómico no dirigido. 

 

3.1    Extracción de metabolitos intracelulares 
 

Se llevó a cabo en cinco réplicas biológicas con medio de cultivo 7H9-ADC, en las cepas 

incluidas en el estudio, MTBVAC y MT103. Los cultivos debían alcanzar un crecimiento de al 

menos 3 x 107 unidades formadoras de colonias antes de proceder a la extracción de los 

metabolitos. La densidad óptica de los cultivos para MT103 estuvo en torno a 1,24 y para 

MTBVAC a 1,14 después de una incubación de 10-14 días en tubos flasks a 37 ºC. 

Posteriormente, se procedió a la extracción de metabolitos, siguiendo el procedimiento detallado 

a continuación. 

Las muestras fueron centrifugadas a 4.000 xg durante 10 minutos a 4 ºC con el fin de 

sedimentar las bacterias. Se descartó el sobrenadante, y el pellet fue resuspendido en 10 ml de 

Tris-HCl en hielo frío a pH 7,4. Además se centrifugó como en el paso anterior. Se descartó el 

sobrenadante y se repitió dos veces más este paso para quitar el máximo de impurezas. Se 
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añadieron finalmente diez ml de metanol a -80 ºC al pellet de cada muestra y se agitaron 

vigorosamente durante 30 segundos. Las muestras se mantuvieron en hielo seco durante 30 

minutos, y después se centrifugaron a 12.000 xg durante 10 minutos a 4 ºC. El sobrenadante fue 

transferido a un tubo limpio en hielo seco. Para la extracción del sedimento, se añadieron tres 

ml de metanol/agua al 50% a -20 ºC al sedimento y se agitó vigorosamente durante 30 segundos. 

Se centrifugó a 12.000 g durante 10 minutos a 4ºC, y se añadió el sobrenadante al tubo que 

contiene la primera extracción. 

Una vez finalizado el procedimiento se preparó la muestra que iba a utilizarse como control 

de calidad a partir de una alícuota de 1,5 ml de cada una de las réplicas biológicas de ambas 

cepas. Las muestras se mantuvieron a -80 ° C hasta su análisis. 

 

3.2    Extracción de metabolitos extracelulares 
 

Se llevó a cabo por triplicado para cada cepa incluida en el estudio, que serían las que se 

detallan a continuación, MT103, MTBVAC, H37Rv, H37RvΔphoP y H37RvΔphoPpW222. Los 

cultivos se hicieron crecer en medio 7H9 con Tween 80 al 0.05% y suplementado con 

Dextrosa/NaCl. El análisis en este caso se realizó con las cepas en crecimiento exponencial, para 

lo que se dejaron en cultivo hasta alcanzar una densidad óptica para todas las cepas de 

aproximadamente 0,6, durante un tiempo de siete días. Una vez alcanzado el crecimiento 

deseado, todos los cultivos fueron centrifugados a 4000 g durante 10 minutos a 4 ºC. Tras la 

centrifugación los sobrenadantes fueron recogidos y filtrados con un tamaño de partícula de 0,22 

µm con el fin de realizar el análisis metabolómico. 

 

3.3    Metabolómica no dirigida 

 
Cromatografía: En el análisis de metabolómica no dirigida se utilizaron 2 tipos diferentes 

de cromatografía: la de fase reversa y la de interacción hidrofílica. La cromatografía en fase 

reversa es ampliamente usada, debido a su reproducibilidad y predecibles tiempos de retención, 

útil para varias clases de metabolitos apolares y de polaridad intermedia. Su principal desventaja 

es la pobre recuperación de compuestos hidrofílicos. Este problema puede resolverse por el uso 

de cromatografía de interacción hidrofílica, la cual presenta otro tipo de inconvenientes, por un 

lado, requiere mayores tiempos de equilibrado y puede mostrar saltos en los tiempos de 
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retención. La combinación de ambas nos proporciona un método óptimo para retener 

compuestos extremadamente polares y lipofílicos.63 

Espectrometría: Se usó espectrometría de masas de alta resolución QTOF-MS (Quadrupole 

Time of Flight mass spectrometry). Se utilizó un equipo de alta resolución, que combina el 

tiempo de vuelo de las diferentes moléculas con un triple cuadrupolo, donde se fragmentan las 

moléculas, pudiendo de este modo, aportar una mayor información de estas y ayudándonos de a 

su identificación.  El equipo de espectrometría de masas triple cuadrupolo consiste en tres 

cuadrupolos conectados en serie (figura 5). El cuadrupolo 1 (Q1) y el cuadrupolo 3 (Q3) 

funcionan como dos analizadores con una configuración en cuadrupolo conectados en serie. El 

cuadrupolo 2 (Q2), conocido también como celda de colisión, se sitúa entre los dos cuadrupolos, 

el Q1 y Q3. Es un cuadrupolo especial en el que se aplica una energía, llamada energía de 

colisión, que permite fragmentar los iones obtenidos en la fuente de ionización. Esta energía 

puede tomar diferentes valores, lo que permite obtener espectros de masas en los que aparecen 

diferentes fragmentos y/o diferentes relaciones de intensidad entre ellos, dependiendo del valor 

de energía que se esté aplicando. 

 

 

Figura 5. Representación de los diferentes cuadrupolos en un espectrómetro de masas triple 

cuadrupolo. Q0: cuadrupolo 0, Q1: cuadrupolo 1, Q2: cuadrupolo 2 o celda de colisión y Q3: 

cuadrupolo 3. 

 

Cuando se trabaja en espectrometría de masas y sobre todo, con análisis de cuantificación 

absoluta, es necesario optimizar una serie de parámetros característicos del equipo, para intentar 

conseguir la máxima señal de las moléculas de interés y los límites de detección más bajos. A 

continuación, se pasan a definir brevemente: 
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 DP: Potencial de focalización. Consiste en la diferencia de potencial aplicada a la 

                    entrada del orificio para evitar que los iones formen clusters. 

 EP: Potencial de entrada. Se encarga de guiar y focalizar la entrada de iones a la 

                    región de alta presión Q0. 

 CE: Energía de colisión, cantidad de energía que reciben los precursores de iones 

                    para entrar en la celda de colisión. 

 CAD: Gas que se aplica para producir los iones por colisión. 

 CXP: Potencial de energía que se aplica a la salida de la celda de colisión. 

 Gas 1: Ayuda a generar pequeñas gotas con el flujo y la muestra para su posterior 

                    volatilización. 

 Gas 2: Gas que favorece la evaporación del solvente formado con las gotas de la  

              muestra y facilita el proceso de ionización. 

 Temperatura: Temperatura que debe tener el Gas 2 para promover la evaporación. 

 Gas cortina: Gas que se aplica para evitar que las gotas de solvente contaminen la 

                    óptica iónica. 

 ISV: Ion spray voltage, se conoce como el potencial de voltaje necesario para que 

                    las muestras puedan obtener una carga en la fuente de ionización. 

En los análisis desarrollados se ha utilizado la metodología ADI (adquisición dependiente 

de información). Se conoce como un modo de escaneo iónico de fragmentos a partir de una 

molécula parental basado en inteligencia artificial, que proporciona conmutación automática 

“sobre la marcha” de datos de masas y de datos de masas/masas. Al realizar una exploración 

dependiente de la información a dos energías de fragmentación diferentes, se generan dos 

espectros de iones de producto de disociación inducidos por colisión para cada uno de los 

compuestos detectados. Como tal, los espectros de MS/MS ricos en información se obtienen a 

partir de iones precursores no conocidos de antemano. 

 

Se llevaron a cabo cuatro tipos de análisis utilizando cromatografía líquida acoplada a 

espectrometría de masas de alta resolución, cromatografía en fase reversa con ionización ESI 

positivo, cromatografía reversa e ionización en ESI negativo, cromatografía HILIC con 

ionización ESI positiva y, por último, cromatografía HILIC y ESI negativo. Todas las muestras 

del estudio fueron inyectadas por triplicado en cada uno de los análisis junto con los controles 

de calidad y las muestras con solventes. A continuación, se detallan cada uno de los análisis 
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realizados para el estudio de los metabolitos intracelulares de la cepa salvaje y de la cepa 

atenuada. 

 

 Cromatografía en fase reversa y modo de ionización electroespray negativo. 

 

Los análisis se llevaron a cabo utilizando un cromatógrafo líquido modelo 1290 (Agilent) y 

un espectrómetro de masas tiempo de vuelo triple cuadrupolo modelo QTOF5600 (SCIEX). La 

columna y precolumna utilizada para la separación fue la misma que en el apartado anterior. La 

carrera cromatográfica fue de 20 minutos. Se utilizó una fase móvil A, que contenía el 90% de 

agua desionizada, un 10% de acetonitrilo y con un 0,1% de ácido fórmico y una fase móvil B, 

preparada con un 90% de acetonitrilo, un 10% de agua desionizada y un 0.1% de ácido fórmico.  

El gradiente y el porcentaje de las fases móviles utilizado durante el gradiente en el análisis 

de cada muestra pueden verse en la tabla 2. 

 

Tabla 2. Flujo y gradiente cromatográfico utilizado durante el análisis con cromatografía reversa 

y modo de ionización negativo. 

Tiempo (minutos) Flujo (µl/min) % Fase mòvil A % Fase móvil B 

0.0 300 99 1 

0.5 300 99 1 

11.0 300 1 99 

15.5 300 1 99 

15.6 300 99 1 

20.0 300 99 1 

 

El flujo fue de 300 µl/min durante la carrera cromatográfica. El horno conteniendo la 

columna se mantuvo a una temperatura de 45 ºC. El volumen de inyección fue de cinco µl. 

Las condiciones utilizadas para el espectrómetro de masas fueron las siguientes, el valor de 

DP fue -100 eV, la energía de colisión usada -10 eV, los gases para la evaporación GS1, con un 

valor de 50 psi y GS2, con un valor también de 50 psi, la energía de ionización, fue de -4500 

eV, la temperatura de la fuente 500 ºC y el valor del gas cortina fue de 45 psi. La calibración del 

equipo durante la secuencia de análisis se realizó cada cinco inyecciones. 
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Las condiciones cromatográficas y los parámetros en relación al espectrómetro de masas 

descritas en este apartado, fueron las utilizadas durante el análisis metabolómico del 

exometaboloma. 

 

 Cromatografía en modo HILIC y modo de ionización electroespray positivo 

 

Los análisis se desarrollaron utilizando un cromatógrafo líquido modelo 1290 (Agilent) 

y un espectrómetro de masas tiempo de vuelo triple cuadrupolo modelo QTOF5600 (SCIEX). La 

columna empleada para la separación fue una columna XBridge BEH Amide con las 

dimensiones 2,1 mm x 150 mm y un tamaño de partícula de 2,5 μm. Además, se utilizó un guarda 

columnas XBridge BEH con dimensiones de 2,1 mm x 5 mm, y un tamaño de partícula de 2,5μm, 

obtenidas ambas, de Waters. La carrera cromatográfica fue de 10 minutos. Se utilizó una fase 

móvil A: que consistía en el 90% de agua desionizada, un 10% de acetonitrilo, conteniendo un 

0,1% de ácido fórmico y una fase móvil B, que incluía el 90% de acetonitrilo y un 10% de agua 

desionizada, con un 0,1% de ácido fórmico. El flujo y gradiente empleado durante el análisis 

cromatográfico de cada muestra puede observarse en la tabla 3. 

 

Tabla 3. Flujo y gradiente cromatográfico utilizado durante el análisis con cromatografía HILIC 

y modo de ionización positivo. 

 

Tiempo (minutos) Flujo (µl/min) % Fase mòvil A % Fase móvil B 

0.0 400 1 99 

0.1 400 1 99 

7.0 400 70 30 

7.1 400 1 99 

10.0 400 1 99 

 

El flujo fue de 400 µl/min durante la carrera cromatográfica. El horno que contenía la 

columna se mantuvo a una temperatura de 25 ºC durante el análisis. El volumen de inyección 

fue de tres µl. 

Las condiciones utilizadas en el espectrómetro de masas fueron las siguientes, el valor del 

DP, 100 eV, la energía de colisión, 30 eV, los gases para la evaporación GS1, con un valor de 
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50 psi y GS2 con un valor también de 50 psi, la energía de ionización, 5000 eV y la temperatura 

de la fuente, 500 ºC y el valor del gas cortina, 45 psi. La calibración del equipo durante la 

secuencia de análisis se realizó cada 10 inyecciones. 

 

 Cromatografía en modo HILIC y modo de ionización electroespray negativo 

 

Los análisis se llevaron a cabo utilizando un cromatógrafo líquido modelo 1290 (Agilent) y un 

espectrómetro de masas tiempo de vuelo triple cuadrupolo modelo QTOF5600 (SCIEX). La 

columna y guarda columna utilizadas para la separación fueron las mismas que en el apartado 

anterior. La carrera cromatográfica tuvo una duración de 10 minutos. Se empleó una fase móvil 

A, que consistía en el 90% de agua desionizada, un 10% de acetonitrilo y con un 0,1% de ácido 

fórmico y una fase móvil B, que consistía en el 90% de acetonitrilo, un 10% de agua desionizada 

y un 0,1% de ácido fórmico. Las condiciones cromatográficas durante el análisis pueden verse 

en la tabla 4. 

Tabla 4. Flujo y gradiente cromatográfico utilizado durante el análisis con cromatografía HILIC 

y modo de ionización negativo. 

 

Tiempo (minutos) Flujo (µl/min) % Fase mòvil A % Fase móvil B 

0.0 400 1 99 

0.1 400 1 99 

7.0 400 70 30 

7.1 400 1 99 

10.0 400 1 99 

 

El flujo del análisis fue de 400 µl/min durante la carrera cromatográfica. El horno que 

contenía la columna se mantuvo a una temperatura de 45º C. El volumen de inyección fue de 

tres µl. 

Las condiciones utilizadas en el espectrómetro de masas se resumen en las siguientes, el 

valor del DP, -100 eV, la energía de colisión usada, de -30 eV, los gases para la evaporación 

GS1, con un valor de 50 psi y GS2, con un valor también de 50 psi, la energía de ionización, -

4500 eV, la temperatura de la fuente, 500 ºC y el valor del gas cortina, 45 psi. La calibración 

durante la secuencia de análisis se realizó cada 10 inyecciones. 
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 Creación de set de datos y validación analítica 

 

Para la creación de las matrices de trabajo, el primer paso fue la evaluación de los tiempos 

de retención y del valor del error masa/carga (m/z) en tres picos aleatorios a lo largo de cada uno 

de los análisis desarrollados. Además, se utilizaron diversos estándares analíticos, roxitromicina 

y leucina marcada con 13C, con el objetivo de poder evaluar la intensidad, el tiempo de retención 

y el error m/z a lo largo de los distintos análisis realizados durante los estudios de metabolómica 

no dirigida.  Se utilizó, para esto, el software Peak view versión 1.1.2 (Sciex). Con la información 

que se obtuvo relacionada con el tiempo de retención de los m/z seleccionados pudimos corregir 

en los casos que fuera necesario el mal alineamiento de los iones. Esto quiere decir que en los 

casos donde el tiempo de retención de los iones se hubiera movido algunos segundos, podrían 

producirse errores en la selección de las señales, es decir que un mismo ion haya sido identificado 

dos veces de manera incorrecta en muestras distintas, por haberle sido asignado un tiempo de 

retención distinto. A fin de evitar y corregir estos posibles errores se debe comprobar la deriva 

analítica en todas las muestras. Los datos de espectros de masas fueron procesados todos usando 

el software Marker view, versión 1.2.1. de Sciex. Se realizó la detección de los picos, se llevó a 

cabo el alineamiento de los picos y el filtrado de datos. Solamente fueron considerados para el 

análisis las masas/carga obtenidas que presentaban un perfil monoisotópico para reducir la 

redundancia y mejorar la selección de características moleculares verdaderas. 

Durante todo el análisis se utilizaron controles de calidad para comprobar la precisión y 

exactitud. La precisión se evaluó usando inyecciones aleatorias de los controles da calidad. 

Además, estas muestras se utilizaron para evaluar la calidad de los análisis realizados, evaluando 

las fluctuaciones en la medida de las señales de todas las variables detectadas, utilizando el 

software Marker view. 

Todos los procesos fueron evaluados mediante el método multivariable de análisis de 

componentes principales (ACP). Para validar nuestros análisis instrumentales utilizamos esta 

prueba, verificando que los controles de calidad inyectados aleatoriamente durante todo el 

proceso de análisis presentaban una disposición agrupada. Este es el método estadístico no 

supervisado más común empleado en metabolómica, y un primer paso frecuente en el análisis 

de datos, utilizado cuando se está trabajando con una matriz de datos que presenta un elevado 

número de variables. Con el uso de esta técnica se realiza una combinación lineal de las variables 

originales que serán independientes entre sí, y representadas en distintos componentes 

principales o factores. 
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El ACP se suele dividir en diferentes etapas. Por un lado, tenemos el análisis de la matriz 

para ver las posibles correlaciones entre las variables, siempre y cuando se puedan presentar 

altas correlaciones entre estas, apareciendo información redundante, y manifestando en realidad 

que son pocas las variables responsables de la gran variabilidad total. Por otro lado, nos hallamos 

con la selección del número de componentes principales, en tanto que la elección de los factores, 

se realiza de modo que el primero englobe el mayor porcentaje posible de la variabilidad original. 

El segundo componente principal debe presentar el porcentaje máximo posible de variabilidad 

no recogida en el primero, y así, sucesivamente. Del total de componentes principales se 

escogerá, en cada caso, el porcentaje de variabilidad que se considere apropiado para el objeto 

de estudio.  Finalmente, se realiza un análisis de la matriz factorial, una vez seleccionado el 

número de componentes principales, y se representan en forma de matriz, las correlaciones entre 

las variables y los componentes. Las puntuaciones que tienen los componentes principales para 

cada caso, nos permitirán su representación gráfica. Tras aplicar el ACP a cada uno de los 

análisis, se evaluó la agrupación de los controles de calidad y de los distintos tipos de muestra. 

Durante los análisis se inyectaron muestras con solventes utilizados en la preparación de las 

muestras para identificar impurezas y con el fin de comprobar la posible contaminación por 

arrastre de señales de una muestra a otra. Todas las señales que no aparecían con una intensidad 

tres veces mayor en las muestras de estudio que en las provenientes del solvente inyectadas 

fueron excluidas del análisis. 

Posteriormente, se hizo el cálculo del coeficiente de variación de todas las intensidades 

obtenidas de los picos en las muestras inyectadas como controles de calidad después de la 

creación del set de datos. Las masas/carga con una variabilidad mayor del 30%, fueron 

eliminadas de la matriz de datos. 

 

 Análisis de las señales m/z con cromatografía reversa y modo de ionización positivo 

 

Para el análisis con cromatografía reversa y modo de ionización positivo se realizó una 

búsqueda con el objetivo de localizar las variables detectadas por el espectrómetro de masas 

desde el minuto 1.00 hasta el minuto 18.00. El número de variables que se obtuvieron en la 

primera selección fueron 1.781 señales m/z. El nivel de ruido que consideramos para filtrar las 

señales m/z durante el análisis fue de 300 cuentas por segundo, la tolerancia entre las masas de 

20 ppm y la deriva en el tiempo de retención que consideramos en las señales entre las muestras 

fue de 0.10 minutos. Solo se considerarán las señales que estén presentes en al menos 12 de las 
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muestras analizadas. Después de éste primer filtrado se redujeron las variables seleccionadas a 

421 m/z, al elegir solo las que presentaban espectros monoisotópicos, a fin de que resultara más 

fácil poder asignar una identificación fiable. Después de esa reducción y de quitar los elementos 

que no se encontraban tres veces por encima de la señal obtenida en los solventes, la matriz se 

redujo a 218 variables, y posteriormente se eliminaron aquellas que presentaban un 30% de 

variabilidad entre los controles de calidad adquiridos durante todo el análisis. Finalmente, la 

matriz tras el filtrado contenía 214 señales m/z. 

La representación mostró una buena agrupación, utilizando APC en todos los casos. Las 

muestras correspondientes a los controles de calidad se encontraron agrupadas con una ligera 

deriva, lo que daba validez a los resultados obtenidos durante el análisis metabolómico. 

Igualmente, las muestras para MTBVAC y MT103 aparecen agrupadas, en este caso, las réplicas 

biológicas presentan cierta variabilidad respecto a los casos anteriores. Las réplicas analíticas 

aparecen prácticamente solapadas. Por último, las muestras que contenían los solventes se 

presentan agrupadas en la parte izquierda de la figura 6. 

 

 

Figura 6. Representación de la agrupación de la cepa en análisis de componentes 

Mycobacterium (MT103, círculos verdes), MTBVAC (círculos rojos), los controles de calidad (QC, 

círculos amarillos) y los solventes (FM, círculos naranja) dos componentes que explican el 91.6% de 

la variabilidad (PC1 con el 80.7% y PC2 con el 9.9%) en el análisis para reversa negativo. PC: 

Componentes principales. 
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El ACP confirma que nuestro experimento presenta una buena reproducibilidad, viendo la 

clara distribución de las réplicas analíticas y los controles de calidad, además  de que la 

representación con 2 componentes del modelo, explica el 91.6% de la variabilidad entre las cepas 

MT103 y MTBVAC. 

 

 Análisis de las señales m/z con cromatografía reversa y modo de ionización negativo 

 

Al proceder al análisis por cromatografía reversa y modo de ionización negativo se hizo una 

búsqueda para las variables teniendo en cuenta todas las señales que aparecían desde el minuto 

1.00 hasta el minuto 17.00. El número de variables detectada que se obtuvo para este rango de 

tiempo fue de 1.523 m/z. El nivel de ruido que se escogió como umbral fue de 100 cuentas por 

segundo, la tolerancia entre las masas, de 15 ppm, el tiempo de retención para considerar entre 

las señales y las diferentes muestras fue de 0.12 minutos. Solo se considerarán las señales que 

estén presentes en al menos 12 de las muestras analizadas. Después de éste primer filtrado se 

redujeron las variables escogidas a 384. Al seleccionar solo las que seguían una relación 

monoisotópica y era posible asignar una identificación fiable, después de esa reducción y de 

quitar los elementos que no se encontraban tres veces por encima de la señal obtenida en los 

solventes se redujo la matriz a 268 m/z. Tras evaluar la relación de señales obtenidas en los 

controles de calidad, aquellas que se encontraban por debajo del 30% fueron eliminadas de la 

matriz. Finalmente, la matriz disminuyó a 267 señales. 

El ACP, mostró una agrupación perfecta en todos los casos y se observa que las muestras 

para los controles de calidad, aparecen en el centro, dando validez a los resultados obtenidos. 

Igualmente, las muestras para MTBVAC y MT103 aparecen totalmente agrupadas, como cabe 

esperar al tratarse de réplicas analíticas y biológicas. Por último, las muestras que contenían los 

solventes están totalmente solapadas. El ACP confirma que nuestro experimento presenta una 

muy buena reproducibilidad, además la representación con dos componentes del modelo explica 

el 98,0% del modelo (figura 5). 
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Figura 5. Representación de la agrupación de la cepa en análisis de componentes 

Mycobacterium  (MT103, círculos verdes),  MTBVAC (círculos rojos), los controles de calidad (QC, 

círculos amarillos)  y los solventes (FM, círculos naranja) dos componentes que explican el 98.0% 

de la variabilidad (PC1 con el 94.0% y PC2 con el 4.0%) en el análisis para reversa negativo. 

     PC: Componentes principales. 

 

 Análisis de las señales m/z con cromatografía HILIC y modo de ionización positivo 

 

En cuanto al análisis utilizando una cromatografía HILIC y modo de ionización positivo se 

obtuvo una matriz con 4.872 variables, que fueron detectadas usando espectrometría de masas y 

considerando todas las señales que aparecían desde 0.90 minutos hasta 9.00 minutos y que 

cumplían una serie de requisitos. El nivel de ruido en la extracción de los picos se estableció en 

100 cuentas por segundo, la tolerancia entre las masas, de 20 ppm y la variabilidad en el tiempo 

de retención a considerar en las señales entre las muestras será de 0.10 minutos. Solo se 

considerarán las señales que estén presentes en al menos 12 de las muestras. Tras la reducción 

por la selección de las señales obtenidas en el análisis por presentar un perfil monoisotópico nos 

quedamos con 547 variables.  Después de revisar las variables que estaban presentes en las fases 

móviles se redujo el número de variables a 276 m/z, además otras seis variables, fueron 

eliminadas por presentar un 30% de variabilidad en las intensidades entre los controles de calidad 

inyectados durante el análisis. Finalmente, se obtuvo una matriz formada con 271 m/z. 
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La utilización de ACP, presentó una agrupación perfecta en todos los casos. Las muestras 

para los controles de calidad aparecen en el centro, dando validez de nuevo a los resultados. 

Igualmente, las muestras para MTBVAC y MT103 aparecen totalmente agrupadas. 

Por último, las muestras que contenían los solventes están totalmente solapadas. El ACP 

confirma que nuestro experimento presenta muy buena reproducibilidad y, además la 

representación con dos componentes del modelo explica el 98,2% de la variabilidad (figura 6). 

 

               

Figura 6. Representación de la agrupación de la cepa en análisis de componentes 

Mycobacterium (MT103, círculos verdes), MTBVAC (círculos rojos), los controles de calidad (QC, 

círculos amarillos) y los solventes (FM, círculos naranja) dos componentes que explican el 98.2% de 

la variabilidad (PC1 con el 94.8% y PC2 con el 3.4%) en el análisis para HILIC positivo. PCC: 

Componentes principales. 
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 Análisis de las señales m/z  con cromatografía HILIC y modo de ionización negativo 

 

Para el análisis con cromatografía HILIC y modo de ionización negativo se seleccionaron 

las variables teniendo presente todas las señales que aparecieran desde 1.20 minutos hasta 8.70 

minutos. El número de variables que se obtuvo en el primer filtrado fue de 1.496 m/z. El nivel 

de ruido en los análisis para la selección de las variables se estableció en 100 cuentas por 

segundo, la tolerancia entre las masas, en 15 ppm y el cambio en el tiempo de retención para 

considerar, entre las señales entre las diferentes muestras del estudio, en 0.12 minutos. Solo se 

considerarán las señales que estén presentes en al menos 12 de las muestras analizadas. Después 

de éste primer filtrado se redujeron las variables elegidas a 327 al seleccionar solo las que 

seguían una relación monoisotópica y era posible asignarles una identificación. Posteriormente 

a esa reducción se eliminaron los elementos que no se encontraban tres veces por encima de la 

señal obtenida en los solventes, y se redujo la matriz a 141 variables. Se calculó el coeficiente 

de variación de todas las señales obtenidas en los controles de calidad inyectados durante el 

análisis, con el objeto de, eliminar aquellas que presentaban un coeficiente de variación superior 

al 30%. Tras aplicar este cálculo, no hubo ninguna variable que superó este umbral. 

El ACP, presentaba una buena agrupación en todos los casos. Las muestras que se 

correspondían con los controles de calidad aparecen en el centro a una distancia adecuada, 

formando un clúster y, dando validez a los resultados obtenidos durante el proceso analítico. 

Igualmente, las muestras para MTBVAC y MT103 aparecen agrupadas, aunque hay una muestra 

biológica de MT103 un poco más alejada del resto. Sin embargo, las tres réplicas analíticas 

aparecen juntas, confirmando la reproducibilidad analítica. Finalmente, las muestras que 

contenían los solventes están totalmente solapadas. El ACP confirma que nuestro experimento 

presenta muy buena reproducibilidad y, además la representación con dos componentes del 

modelo explica el 99,2% de la variabilidad, ver figura 7. 
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Figura 7. Representación de la agrupación de la cepa en análisis de componentes principales 

Mycobacterium  (MT103, círculos verdes),  (MTBVAC círculos rojos), los controles de calidad (QC, 

círculos amarillos) y los solventes (FM, círculos naranja) utilizando dos componentes que explican 

el 99.2 % de la variabilidad (PC1 con el 96.9% y PC2 con el 2.3%) en el análisis para HILIC negativo. 

PC: Componentes principales 

 

 Análisis de las señales m/z  con cromatografía reversa y modo de ionización 

negativo (exometaboloma) 

 
El análisis por cromatografía reversa y modo de ionización negativo fue el escogido para el 

estudio del exometaboloma. Se seleccionaron los parámetros que incluyeran las señales que 

aparecieran desde el minuto 1.00 hasta el minuto 17.00. El nivel de ruido se evaluó en los 

cromatogramas obtenidos y tras esto, se escogió como nivel de ruido 100 cuentas por segundo.  

El valor para la tolerancia de masas se estableció en 15 ppm y el tiempo de retención para 

considerar en el alineamiento entre muestras en 0.12 minutos. Solo se considerarán las señales 

que estén presentes en al menos seis de las muestras analizadas. Se obtuvieron 2.041 señales en 

la primera evaluación de la matriz de datos, para el período de tiempo escogido. Después de éste 

primer filtrado se redujeron las variables a 455, al seleccionar sólo las que seguían una relación 

monoisotópica. Posteriormente, tras revisar las señales que podían provenir de los solventes, se 

eliminaron de las muestras incluidas en el estudio, todas aquellas que no se encontraban tres 

veces por encima de la señal obtenida en los solventes, reduciendo de este modo la matriz a 403 

1 2 3 4 5 6 7 8 9

PC1 Score

-1.5

-1.0

-0.5

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0
P

C
2

 S
c

o
re

MT103 3 3

MT103 3 2

MT103 3 1

MT103 2 2

MTBVAC 1 2

MT103 2 1

MTBVAC 2 1

MTBVAC 1 1

MTBVAC 4 2

MT103 5 2

MT103 5 1

CC
CC

CC

CC
CC MT103 1 2

FM

FM

FM
CC

MT103 1 1

Scores for PC1 (96.9 %) versus PC2 (2.3 %), Sqrt | Range



Análisis metabolómico entre MT103 y MTBVAC 
 

Page | 41 

 

m/z. Tras la evaluación de las señales obtenidas en los controles de calidad, todas aquellas que 

se encontraban por debajo del 30% fueron eliminadas de la matriz, reduciendo finalmente la 

matriz a 402 señales. 

. 

 

Figura 8. Representación de la agrupación de las cepas en análisis de componentes principales 

para Mycobacterium  tuberculosis 103  (MT103, círculos verdes),  Mycobacterium  tuberculosis  

cepa vacuna (MTBVAC círculos rojos), la cepa H37Rv (círculos azules), el mutante H37RvΔphoP 

(círculos negros), el mutante  H37RvΔphoPhhpWM222 (círculos verdes) los controles de calidad 

(QC, círculos amarillos) y los solventes (FM, círculos naranja) utilizando dos componentes que 

explican el 96.6 % de la variabilidad (PC1 con el 91.1% y PC2 con el 5.5%) en el análisis para 

reversa positivo. 

 

En el ACP, se pudo ver la buena agrupación para las cepas del mismo tipo incluidas en el 

análisis. Las muestras correspondientes a los controles de calidad aparecen en el centro a una 

distancia adecuada, dando validez a los resultados obtenidos durante el proceso analítico por la 

proximidad y agrupación de los mismos. Igualmente, las cepas y sus réplicas analíticas aparecen 

todas agrupadas. Puede verse claramente que tanto MT103 junto con H37Rv se encuentran muy 

próximas por un lado y que MTBVAC junto con el mutante phoP de H37Rv igualmente se 

encuentran muy cerca en la gráfica. La cepa que presenta las múltiples copias del gen phoP 

aparece aislada del resto de cepas, pero situada más cerca de las cepas salvajes. Por último, las 

muestras que contenían los solventes se encuentran totalmente solapadas. El ACP confirma que 
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nuestro experimento presenta una muy buena reproducibilidad, además la representación con 

solo dos componentes explica el 99,2% de la variabilidad del modelo (Figura 8). 

 

 Análisis estadístico 

 

El análisis estadístico para las cuatro aproximaciones metabolómicas se realizó utilizando 

la herramienta Metaboanalyst versión 3.0.  Se creó un archivo de Excel tipo csv que contenía el 

tipo de muestra, el grupo al que pertenece, las señales m/z y la intensidad para cada una de ellas. 

Se hizo un test de normalidad con el fin de comprobar si los datos presentaban una 

distribución gaussiana. Tras confirmar que su distribución no era de este tipo, se procedió a 

normalizar los datos en cada uno de los análisis y posteriormente, usar un test paramétrico. Para 

este fin era necesario que las muestras presentasen una distribución normal. Las muestras fueron 

normalizadas usando la suma de las intensidades totales del cromatograma. Los datos además 

fueron transformados usando Pareto y escalados usando la función logarítmica. 

Para el análisis univariable de los metabolitos en el sobrenadante de los cultivos utilizamos 

el test de t-Student con los dos grupos experimentales M. tuberculosis y MTBVAC. Además 

después se usó el factor de corrección de Benjamini Holchber con el objetivo de hacer 

comparaciones múltiples y, así, poder reducir la proporción de falsos positivos, catalogados 

como errores de tipo I64. Para llevar esto a cabo el método asume a la hora de estimar el número 

de hipótesis nulas consideradas enormemente falsas que todas las hipótesis nulas con ciertas, y 

como consecuencia la estimación de FDR está inflada, siendo de este modo más conservadores.  

El análisis multivariable de ACP fue usado para detectar posibles outliers. Una vez realizados 

ambos test, el p-valor para seleccionar los metabolitos estadísticamente significativos fue menor 

de 0,05. Otros factores para tener en cuenta en la selección de los metabolitos, fueron las 

diferencias encontradas entre ellos de más de dos veces de cambio. 

 

 Identificación de metabolitos 

 

Se utilizó el software PeakView (versión 1.0 con el complemento Formula Finder versión 

1.0, SCIEX, Concord, Ontario, Canadá) para determinar una fórmula molecular de acuerdo con 

la masa exacta y el patrón isotópico. La aproximación de la fórmula elemental se completó a 

partir de espectros de masas precisos, HRMS y MS/MS obteniendo fórmulas tentativas, que 

reflejan las diferencias entre los valores m/z calculados y medidos tanto para los iones originales 
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como para los fragmentos. A fin de determinar una identidad tentativa a las señales m/z 

obtenidas, se usaron distintas bases de datos, teniendo en cuenta un error máximo de cinco ppm. 

Además de la comparación de espectros de fragmentación, utilizando distintas bases de datos 

con información experimental y predictiva, y el uso de literatura científica, para apoyar en la 

identificación de los metabolitos diferenciales. En algunos de los casos en los que no se produjo 

la fragmentación, se llevaron a cabo análisis adicionales de MS/MS para tratar de poder asignar 

una identificación de la estructura de los metabolitos diferenciales. A continuación, se detallan 

algunas de las bases de datos consultadas, mediador de masas CEU (MMC) como herramienta 

de búsqueda que proporciona acceso directo con distintos repositorios públicos (KEGG, Metlin, 

Human metabolome database, lipidmaps).  Human metabolome database es una base de datos 

que contiene información detallada sobre moléculas pequeñas que existen en el cuerpo humano. 

Presenta más de 114.177 entradas de metabolitos incluyendo solubles en agua y en lípidos. 

Proporciona información relacionada con datos químicos, clínicos y bioquímicos/biológicos 

moleculares. Metlin contiene información para más de 500.000 estándares con espectros de 

masas/masas a múltiples energías de colisión y con modos de ionización positivo y negativo. 

Lipidmaps es una base de datos que contiene información estructural y anotaciones de 43.659 

lípidos biológicamente relevantes, lo que la convierte en la base de datos pública de lípidos más 

grande del mundo. Otra base de datos conocida como NIST 2012 de carácter privada también 

fue utilizada durante esta tarea, está dotada con espectros de masas y de fragmentación 

adquiridos con diferentes espectrómetros de masas y en condiciones diferentes. Además, se 

consultaron otras bases de datos que contenían información detallada de compuestos químicos 

como PubChem y ChemSpider. Relacionadas directamente con metabolitos de microorganismos 

se consultó la enciclopedia Metacyc de vías metabólicas, el metabolismo de Escherichia coli y 

la colección de bases de datos Biocyc. Se accedió a Mtb LipidDB con más de 2.512 entidades 

lipídicas pertenecientes a M.tuberculosis. También se utilizó la información de las condiciones 

experimentales, el comportamiento de ionización y/o el tiempo de retención en las diferentes 

condiciones cromatográficas para tratar de identificar el metabolito que correspondía con las 

señales m/z obtenidas durante los análisis. 

Para asignar una identidad de los metabolitos diferenciales entre ambos grupos teniendo en 

cuenta las veces de cambio y el p valor con la corrección de Benjamin Holchberg se utilizarán 

distintos tipos de herramientas, además de un sistema de clasificación dependiendo del grado de 

fiabilidad en la identificación del metabolito. Con este objetivo, se ha empleado el sistema de 

identificación propuesto por Schymansky65, que está dividido en  cinco niveles que a su vez 
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cataloga en dos, dentro del nivel uno y dos donde se produce la identificación de estructura y del 

nivel tres al cinco que englobaría  la clase de sustancia, fórmula o masa de interés. A 

continuación, se detalla en qué consistiría cada nivel: 

 Nivel 1. Estructura confirmada: sería la situación perfecta y, se ha podido confirmar la estructura 

utilizando un estándar de referencia con masas, masas/masas y coincidencia del tiempo de 

retención. 

 Nivel 2. Estructura probable: indica que ha sido posible proponer una estructura usando 

diferentes criterios. Para el nivel 2a implicaría la comparación con literatura o bases de datos de 

librerías, donde la coincidencia de estructura-espectro no es ambigua. Hay que tener especial 

cuidado cuando se necesitan comparar espectros registrados con diferentes parámetros de 

adquisición. Para el nivel 2b diagnóstico representa el caso en que ninguna otra estructura se 

ajusta a la información experimental, pero no hay disponible estándares o datos de literatura para 

la confirmación. La evidencia puede incluir fragmentos MS/MS de diagnóstico y/o 

comportamiento de ionización, así como información del compuesto parental y el contexto 

experimental. 

 Nivel 3. Candidato tentativo: describe una zona gris donde existen evidencias para una posible 

estructura, pero ofrece información insuficiente para solo una estructura. Aunque hay muchos 

grados de gris posibles para muchas situaciones diferentes, si abordamos todos los intentos y 

propuestas, la estructura exacta permanece especulativa a nivel 3. 

 Nivel 4. Fórmula molecular inequívoca: es posible cuando una fórmula puede ser asignada 

inequívocamente usando la información espectral (aducto, isotópica y/o información de 

fragmentos). Pero existen evidencias insuficientes para proponer posibles estructuras. Los 

espectros de fragmentación podrían no contener información suficiente, con la presencia de 

interferencias o ni siquiera disponer de estos espectros. Además, la fórmula proporciona cierta 

información y podría rastrearse en estudios posteriores. 

 Nivel 5. Masa exacta: puede ser medida en una muestra y tener interés específico para la 

investigación, pero carece de información para asignar incluso una fórmula. Métodos dirigidos 

y de cribado permiten el rastreo de estas masas en otras investigaciones. Sin embargo, el nivel 

cinco indica qué información no inequívoca sobre la estructura o la fórmula existen. Incluso se 

pueden registrar los ms/ms de una masa de nivel cinco y guardarlos como un espectro 

desconocido en una base de datos. 
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A partir de esta clasificación y utilizando las diferentes herramientas para la identificación 

molecular se procedió al análisis de todas las señales de m/z seleccionadas a lo largo de los 

cuatro análisis. Todos presentaban una relación isotópica y una calidad espectral adecuada para 

poder asignar una identificación a nuestra lista de candidatos diferenciales. Los resultados 

obtenidos para la asignación estructural se muestran en apartados independientes en relación al 

tipo de cromatografía y modo de ionización realizados en cada análisis. 

 

3.4   Metabolómica dirigida 

 

 FIMs 

 
Las cepas MT103, MTBVAC, H37Rv, H37Rv ΔphoP::hyg, GC1237 y GC1237 ΔphoP::hyg 

se cultivaron en medio 7H9-ADC y se obtuvieron los pellets siguiendo el protocolo anteriormente 

descrito para el análisis de endometaboloma. Una vez desarrollado el protocolo se llevaron a 

cabo sucesivas extracciones a temperatura ambiente utilizando cloroformo-metanol en 

proporción 1/2 y finalmente se usó cloroformo/metanol en proporción 2/1. Los extractos fueron 

combinados, en una solución con cloroformo/metanol/agua y en una proporción de 4/2/1 y 

evaporados bajo una atmósfera de N2 a 40 ºC. Tras la evaporación, los extractos se disolvieron 

a una concentración aproximada de 0,5 mg/ml en cloroformo-metanol en proporción de 2/1. 

El análisis por espectrometría de masas fue realizado en un ESI-TOF modelo 6220 de la 

marca Agilent conectado a un cromatógrafo líquido serie 1200 de Agilent y operando en modo 

de ionización negativo, en un rango de m/z de 100 a 2.000 y mediante inyección directa. La fase 

móvil utilizada consistió en metanol/agua en una proporción 3/1, conteniendo 0,1% de ácido 

fórmico y 0,5 mM de formiato amónico. 

El método utilizado para la obtención de FIMs fue descrito por Hsu y colaboradores.66 Los 

espectros fueron adquiridos en condiciones estándar en el modo centroide.67 Los FIM se 

identificaron acorde a su masa exacta (calculada en www.chemcal.org con error por debajo de 

cinco ppm). Los datos de FIM de M. bovis BCG fueron empleados como referencia.66,68  

Las parejas de cepas fueron analizadas una vez en el mismo día con un periodo de 10 

minutos entre análisis de muestras, empleando la misma referencia de calibración del sistema. 

La relación de lípidos entre las parejas de cepas (mutantes phoP frente a cepa parental) fueron 

calculadas a partir del área de la corriente total de iones y las intensidades de los diferentes iones 

monoisotópicos de cada de uno de los FIM, usando la siguiente ecuación: 
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rF= iFm x CTIp  /  iF x CTIm 

rF= Ratio de diacil-FIM2  

iFm= intensidad de diacil-FIM2 del mutante  

CTIp= CTI de la cepa parental 

iFp= intensidad de diacil-FIM2 de cepa parental  

CTIm= CTI de la cepa mutante 

 

 di-AMP cíclico (c-di-AMP) 

 

Cromatografía: La columna utilizada fue la X Bridge BEH amida (Waters) con unas 

dimensione de 2.1 x 100 mm, con un tamaño de partícula de 3.5 µm y un salva columnas X 

Bridge BEH amida de 2.1 x 5 mm y 3.5 µm de tamaño de partícula (Waters). La fase móvil A 

consistía en agua con un 0.1% de amoniaco (Acros organics) y la fase móvil B consistía en 

acetonitrilo (Merck) con 0.1% de amoniaco (figura 9). El flujo utilizado fue de 300 µL/min. El 

volumen de inyección fue de 7 µL. La carrera cromatográfica total fue de 7.2 minutos. 

 

Figura 9. Representación del gradiente utilizado para el método cromatográfico durante el 

análisis. 

 

Los estándares para preparar la curva de calibración se prepararon añadiendo 2 µL del di-

AMP cíclico de una solución acuosa a una concentración de 0.1 mg/ml en una solución de 100 

µL de metanol y agua (50/50). La concentración más alta del estándar se preparó a una 
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concentración de 1890 ng/ml en un volumen final de 106 µL (a partir de aquí se preparan 8 

puntos de dilución a 1/2) donde el punto más diluido del estándar se encontraba a 14.7 ng/ml.   

Igualmente, el estándar de di-GMP cíclico se preparó  a partir de un stock  a una 

concentración de 0,1 mg/ml  una solución a 25 μg/ml, de la que se añadieron cuatro µL a la 

solución de agua y metanol. Después se añadieron 200 µL de acetonitrilo frío con el 0,1% de 

ácido fórmico, se agitó durante un minuto en vortex y se centrifugó durante cinco minutos a 

3700 rpm a 4 ºC. Posteriormente se recogió el sobrenadante para llevar a cabo el análisis por 

CLEM. 

Espectrometría: Para el análisis de metabolitos específicoshan sido utilizadas dos 

instrumentaciones distintas: un espectrómetro de masas triple cuadrupolo API4000 de la marca 

SCIEX y un espectrómetro de masas tiempo de vuelo 6220 (Agilent). El modo de trabajo con 

los equipos que presentan una celda de colisión, para poder fragmentar, y realizar el análisis de 

moléculas concretas, sería la monitorización de reacción múltiple (MRM), y es necesario el uso 

de patrones comerciales para poder caracterizar la molécula que queremos cuantificar. Ésta 

forma de trabajo presenta una alta sensibilidad y especificidad en la detección de la molécula 

dentro de una muestra compleja.  

Además, permite obtener espectros de masas altamente selectivos, con gran sensibilidad, 

pero con pocos iones (poca información). Es muy útil en los procesos en los que se requiere 

analizar unas sustancias muy concretas, de las que se conoce el peso molecular y el patrón de 

fragmentación, en los casos en los que no hay disponibilidad de patrones. 

Para la cuantificación de di-AMP cíclico se usó como base del análisis la infusión directa 

de un patrón comercial que fue adquirido de InvivoGen, usando para esto una jeringa Hamilton 

(Teknokroma) a una concentración de 0,5 µM. La mezcla se preparó en una solución que 

contenía acetonitrilo/agua desionizada (50/50) con 0,1% de ácido fórmico.  Previamente a la 

infusión del patrón se analiza una solución del solvente donde se ha preparado la muestra para 

verificar que no hay ninguna señal de masas que puede interferir para la detección de nuestra 

molécula. Para la detección se usó la sonda de electroespray y la polaridad del voltaje aplicado 

en el capilar fue en modo negativo.  En el modo de ionización mediante electroespray, la muestra 

se hizo pasar por un capilar, en el que es aplicado un alto potencial eléctrico. Tras la salida del 

capilar la solución se dispersa en espray formado por pequeñas gotas cargadas, que se van a 

evaporar muy rápido por un proceso de desorción del campo eléctrico o de evaporación del 

solvente, liberando moléculas protonadas a la fase gaseosa. Los iones generados pueden estar 

protonados de forma múltiple, dando lugar a diferentes especies para una misma molécula. El 
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flujo de trabajo fue de 20 µl/minuto para un rango de 300 a 750 Da. Una vez que conseguimos 

una señal estable sin fluctuaciones se identificó la señal m/z a la que se detecta nuestro 

compuesto de interés. La señal m/z obtenida para el AMP dicíclico fue de 657.3 (figura 10). 

 

                          

Figura 10. Espectro de masas obtenido para el d-ci-AMP con una relación de m/z: 657.3 

 

Se optimizaron los parámetros relacionados con la fuente de ionización para favorecer la 

obtención de la máxima señal. El primer parámetro que evaluamos fue el potencial de 

focalización, que se mide en voltios. Para ello se aplicó una rampa con potenciales que van de -

400 a 5 voltios, y se escogió el valor que nos proporcione la máxima señal de nuestra moléculas. 

El valor óptimo para el DP fue de -114 voltios (figura 11). 
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Figura 11. Intensidad obtenida durante la aplicación de la rampa para optimizar el potencial de 

focalización (DP). 

 

Se procedió a la fragmentación de la molécula en la celda de colisión utilizando una rampa 

con un potencial de voltaje que osciló entre -130 y -5 voltios. Tras los resultados obtenidos con 

el valor de -52 voltios para la energía de colisión, conjuntamente se identificaron los fragmentos 

con mayor intensidad y respuesta a la ionización, que fueron recogidos en el segundo detector 

del espectrómetro de masas. Los tres fragmentos mayoritarios obtenidos en orden de más 

intensidad fueron los siguientes m/z 134.0, 328.2 y 522.0 (figura 12). 
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Figura 12. Espectro de fragmentación para el c-di-AMP utilizando una energía de colisión 

de -52 eV. 

 

Para los tres fragmentos obtenidos con mayor intensidad se utilizaron distintas energías de 

colisión, ya que durante la creación del método es posible usar distintos valores de 

fragmentación. Para el fragmento m/z 134.1 se obtuvo la máxima intensidad y la máxima señal 

se produjo a una energía de colisión de -72 voltios y el fragmento m/z 328.1 fue el segundo más 

intenso y la energía de colisión que propició una mejor respuesta fue a un valor de -43 voltios. 

El tercer ion fragmentado más intenso fue el m/z 96.8, al poseer una masa inferior a 100 Da se 

considera un fragmento inespecífico, por lo que no será considerado a la hora de diseñar nuestro 

método (figura 13). 
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Figura 13. Intensidad obtenida para los tres fragmentos mayoritarios aplicando una rampa de 

energía de colisión de -130 a -5 voltios. La línea de color rojo representa al ion m/z 134.1, la línea 

de color verde representa el ion m/z 328.1 y la línea de color azul representa el ion m/z 96.8. 

 

Para los dos fragmentos m/z 134.1 y 328.1 se optimizó el potencial que se aplica a la salida 

de la celda de colisión (CXP), conocido como la diferencia de potencial entre la celda de colisión 

y Q3 donde se encuentra el segundo detector del equipo. Se aplicó un rango de voltaje que iba 

desde   -55 a -1 voltios para ambos iones.  El valor que propició la mejor respuesta de ionización 

para el fragmento m/z 134.1 fue de -7 voltios y para el fragmento m/z 328.1 fue de -11 voltios 

(figura 14). 
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     Figura 14. Respuestas de ionización de: A. CXP para el fragmento 134.1. B. CXP para el 

fragmento 328.2 

 

Una vez optimizados los parámetros anteriores se seleccionaron los dos fragmentos 

mayoritarios para diseñar nuestro método con monitorización de las señales m/z 657.2/134.1 y 

657.2/328.2. Los valores escogidos para el Gas 1 fueron de 50 psi y para el Gas 2 se usó el 

mismo valor de 50 psi, estos gases de Nitrógeno van ayudar a la evaporación de las gotas de 

spray que se han formado en las muestras en la fuente de ionización. El voltaje que se aplicó a 

la sonda de electroespray fue de -4500 voltios y la Temperatura de la fuente de ionización para 

ayudar a la evaporación 550ºC. El gas cortina que se aplica para evitar la contaminación en el 

equipo fue de 20 psi. Por último, el gas de colisión, que se aplica en la celda de colisión fue igual 

a 4 psi. 

En el desarrollo del método analítico utilizando la cromatografía líquida acoplada a 

espectrometría de masas, es necesario la utilización de un compuesto que presente unas 

propiedades físico-químicas similares a nuestra molécula problema. Se recomienda utilizar la 

misma molécula marcada con algún isotopo estable y cuando la adquisición de la misma presenta 

dificultad o un coste excesivo, se recurre a un compuesto con un comportamiento cromatográfico 

y una ionización parecida a la molécula que se desea cuantificar. En este caso se seleccionó el 

di-GMP cíclico, como estándar interno, por su similitud con las propiedades físico-químicas de 

la molécula a analizar, y así utilizarlo para poder corregir las oscilaciones producidas en las 

señales durante el análisis. Además de esto, se podría aprovechar la metodología por CL/EM 

puesta a punto para llevar a cabo análisis en los que fuera necesaria la cuantificación de esta 
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molécula. La infusión para la optimización de la molécula fue llevada a cabo como previamente 

se ha descrito. La sonda utilizada fue igualmente, electroespray y el voltaje,  en modo negativo. 

La relación de señal carga/masa obtenida para el di-GMP cíclico fue de 680.2 (figura 15). 

                        

Figura 15. Espectro de masas obtenido para el c-di-GMP con una relación de m/z: 680.2 

 

Se optimizaron los parámetros relacionados con la fuente de ionización para favorecer a la 

obtención de la máxima señal de la molécula que se quiere detectar. Al igual que con el d-c-

AMP, el primer parámetro evaluado fue el potencial de focalización, para esto se aplicó una 

rampa con potenciales que van de -400 a 5 voltios, y se escogió el valor que nos proporcionó la 

máxima señal para el di-GMP cíclico (figura 16). 
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Figura 16. Intensidad obtenida para los distintos valores utilizados en la rampa de potencial de 

focalización (DP). 

 

El valor óptimo de DP para la señal de di-GMP cíclico es -115 voltios. Una vez obtenido el 

valor de DP, se realizó la fragmentación de la molécula en la celda de colisión utilizando un 

valor de -52 voltios, donde se identificaron los fragmentos que mayor respuesta a la ionización 

produjeron en el segundo detector del espectrómetro de masas. Los tres fragmentos mayoritarios 

obtenidos en orden de máxima intensidad son el m/z 150.0, 344.0 y 133.2 (figura 17). 
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Figura 17. Espectro de fragmentación para el d-ci-GMP utilizando una energía de -52 eV. 

 

      

Se aplicó una rampa de energía de colisión en un rango de -130 a -5 voltios, para poder 

seleccionar la energía de colisión que nos proporcionara la mayor señal de los iones obtenidos 

tras la fragmentación. Para el fragmento m/z 133.2, la máxima señal obtenida fue para una 

energía de colisión de -100 voltios y para el fragmento m/z 150.0 la energía de colisión que 

proporcionó una mejor respuesta fue para un valor de -67 voltios. El tercer ion fragmentado m/z 

344.0 presentó la máxima señal cuando se le aplicó una energía de colisión de -46 V (figura 18). 
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Figura 18. Intensidad obtenida para los tres fragmentos mayoritarios aplicando una rampa de 

energía de colisión de -130 a -5 voltios. La línea de color rojo representa al ion m/z 150.0, la línea 

de color verde representa el ion m/z 344.0 y la línea de color azul representa el ion m/z 133.2. 

 

Para los dos fragmentos m/z 155.0 y 344.0 fue optimizado el valor para CXP. El valor que 

propició la mejor respuesta de ionización para el fragmento m/z 155.0 fue de -7 voltios y para el 

fragmento m/z 344. 0 fue de -9 voltios (figura 19). 
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Figura 19. Respuestas de ionización de: A. CXP para el fragmento 155.0.  B. CXP para el 

fragmento 328.2 

 

Una vez optimizados los parámetros anteriores se seleccionaron los dos fragmentos 

mayoritarios para diseñar nuestro método con monitorización de las señales m/z 680.1/155.0  y 

680.1/344.0. El resto de parámetros relacionados con la optimización en la fuente de ionización 

presentaban los mismos valores descritos para el método de cuantificación de la molécula c-di-

AMP. 
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4. RESULTADOS 

 
A continuación, se detallan los resultados de los diferentes análisis de metabolómica no 

dirigida. 

4.1   Cromatografía en fase reversa y modo de ionización electroespray positivo 

  

La matriz proveniente de Markerview tras la evaluación de las señales con interés biológico 

contenía 214 variables con la intensidad obtenida durante el análisis. La matriz fue procesada con 

la herramienta pública Metaboanalyst, donde se procedió a  la normalización previa a la aplicación 

del análisis estadístico. Se utilizó el test multivariable de análisis de componentes principales para 

poder observar si las distintas variables en cada grupo producían una clara separación entre las 

cepas que queríamos diferenciar a partir de nuestro análisis metabolómico y, así, además a partir 

de esta representación poder detectar los posibles outliers. El análisis por componentes principales 

(figura 20) de las variables seleccionadas presentó claramente una agrupación de las réplicas 

biológicas de nuestras cepas, no se detectaron además outliers en ninguno de los grupos. La 

utilización de solo dos ejes explicaba en un 90,7% la separación de las cepas por la presencia de 

las 214 variables seleccionadas. 

 

 
Figura 20. Análisis de componentes principales para la matriz en el análisis de cromatografía 

reversa y modo de ionización positivo, los triángulos rojos representan cada una de las cepas de 

MTBVAC y las cruces verdes cada una de las cepas de MT103. 
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Posteriormente a este paso, se aplicó el test t de Student para seleccionar las variables que 

podían considerarse significativas considerando un p. valor < 0.05 usando para ello un factor de 

corrección de Benjamini Holchber. Para elegir los metabolitos considerados con diferente 

expresión se tuvo en cuenta una diferencia de más de dos veces entre los metabolitos de las 

distintas cepas. Tras aplicar ambos test se obtuvieron 38 metabolitos diferenciales. 

Una vez hecha la selección de los candidatos, se procedió a estudiar en detalle cada una de 

las cargas/masas escogidas con esos criterios. Para ello lo primero que realizamos, fue revisar 

los espectros obtenidos uno a uno, para ver el valor de carga presentaban, evaluar qué iones 

podían haber sido seleccionados más de una vez, por presentar aductos distintos durante el 

análisis, y evaluar la calidad de los espectros de masas y picos cromatográficos obtenidos. De 

esos metabolitos se descartaron 14, hecho que se debió principalmente a que presentaban un 

espectro de masas muy pobre, asociado a un pico cromatográfico con una intensidad demasiado 

baja para ser fiable las medidas comparativas de áreas entre las muestras incluidas en el análisis. 

Consecuentemente, quedaron 24 metabolitos que se muestran en la tabla. Aunque hay que 

destacar que en la tabla 7 aparecen dos m/z que corresponden al mismo metabolito, se han 

marcado en rojo las dos formas ionizadas que se comentan. Finalmente se redujo la lista de 

metabolitos después de identificar cómo el mismo metabolito al m/ 723.4224  cogiendo dos 

cargas positivas que en un caso parece tratarse de dos protones y en el caso de m/z 745.4352 de 

dos átomos de sodio, realizada la comparación de tiempos de retención, espectros de 

fragmentación, error de masas y diferencias de datos de área entre los grupos, se concluyó a 

partir de la información obtenida que se trata del mismo metabolito, por lo que finalmente la 

selección de metabolitos quedaría reducida a 23. 
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Tabla 7.  Variables seleccionadas en el análisis por cromatografía reversa y modo de ionización 

positivo teniendo en cuenta el p. valor y las veces de cambio. 

 

 

_____________________________________________________________ 

 

A su vez se han encontrado otros metabolitos que se repiten en los análisis de otros tipos, 

por los que han sido eliminados posteriormente de las listas de metabolitos seleccionados como 

diferenciales. 

Para llevar a cabo la identificación de las moléculas fueron revisados todos los espectros 

de cada una de las masas/cargas encontradas durante nuestro análisis, además de examinar la 

integración de todos los picos cromatográficos obtenidos. Es necesario conocer la carga de los 

metabolitos  a fin de poder asignar una identificación correcta. En este análisis encontramos un 

número alto de moléculas que presentaban una carga doble, nueve de los 23 metabolitos, por lo 

que tenían un peso molecular alto que dificulta la identificación debido al gran número de 

Masa/carga P. valor FDR Veces de cambio 

413.2247 4.77E-04 8.18E-03 12.848 

457.2518 3.71E-04 8.18E-03 13.908 

479.2650 6.89E-04 8.28E-03 11.554 

501.2777 1.37E-03 1.28E-02 8.681 

540.3535 7.18E-03 4.40E-02 0.352 

635.3707 4.73E-03 2.98E-02 0.252 

676.3404 4.06E-03 2.64E-02 8.458 

679.4009 3.37E-03 2.26E-02 0.221 

680.3686 3.32E-03 2.26E-02 8.937 

720.3664 1.92E-03 1.65E-02 11.177 

723.4224 2.50E-03 1.91E-02 0.193 

724.3950 1.09E-03 1.17E-02 12.032 

745.4352 3.39E-03 2.26E-02 0.213 

764.3904 6.97E-04 8.28E-03 14.759 

767.4498 1.38E-03 1.28E-02 0.158 

768.4251 5.98E-04 8.18E-03 15.396 

769.3460 5.22E-04 8.18E-03 21.816 

774.4357 7.74E-03 4.46E-02 0.272 

825.6275 2.00E-04 8.18E-03 0.099 

846.6026 5.33E-04 8.18E-03 0.060 

847.6066 5.11E-04 8.18E-03 0.087 

852.4388 1.67E-04 8.18E-03 25.323 

861.6205 5.70E-04 8.18E-03 0.101 

863.5814 1.30E-03 1.28E-02 0.123 



Análisis metabolómico entre MT103 y MTBVAC 
 

Page | 61 

 

fórmulas moleculares que pueden asociarse a la m/z con un error de masas por debajo de cinco 

ppm. 

En la figura 21 aparece un cromatograma representativo de una de las cepas de cada grupo, 

donde pueden verse diferentes intensidades en diversas zonas. En la muestra de MT103 aparece 

una zona de señales aumentadas entre los minutos cuatro y seis. Por el contrario, puede 

observarse una mayor intensidad en la zona final del cromatograma correspondiente a la cepa 

vacuna donde estarían los compuestos más apolares, algunos de los cuales han podido ser 

identificados en diferentes niveles de clasificación. 

 

 
 

Figura 21. Corriente total de iones de las dos cepas. La línea verde corresponde a una muestra de 

MT103 y la línea roja a una muestra de MTBVAC. 

 

Se revisaron todas las señales en detalle para las moléculas seleccionadas como 

diferenciales, con el objetivo de intentar identificar el máximo posible de metabolitos. 

Se procedió a asignar una fórmula molecular para todos ellos, y a la consulta de distintas 

bases de datos. La molécula con m/z 540.3535 fue identificada con la fórmula C30H45N5O4 con 

un error de masas de -0.8 ppm. Gracias al estudio llevado a cabo por Lau y colaboradores69 se 

pudo acceder al espectro de fragmentación de la molécula 1- tuberculosiniladenosina, y por la 

comparación de los espectros de fragmentación fue factible confirmar la identidad de esta 

molécula encontrada como diferencial a un tiempo de retención de 8-56 minutos. 
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Figura 22. Espectro de fragmentación de 1-tuberculosinyladenosine de Lau y colaboradores 

2018.Eje x: m/z; eje y: Intensidad (%). 

 

El espectro de fragmentación obtenido durante el análisis es mostrado en la figura 23. Puede 

verse la similitud con el espectro obtenido por el grupo de Lau, en la presencia de los principales 

fragmentos como en relación de sus intensidades, aportando, de este modo, esa información una 

alta probabilidad para la asignación correcta de esa estructura correspondiente con la m/z 

540.3535. 

    
 

Figura 23. Espectro de fragmentación obtenido para 1-tuberculosiniladenosina. Interpretación 

de los fragmentos mayoritarios de la estructura. 
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En este análisis la molécula identificada como candidato más fiable fue la 1-

tubeculosiniladenosina, en el  nivel dos de la clasificación de Schymanzsky.65 En los demás 

casos fue muy difícil asignar una identidad. En muchos casos el problema fue la no obtención 

de fragmentos de la molécula parental, a lo que se le suma que casi la mitad de las moléculas 

presentaban una carga doble con una masa atómica considerable que proporciona muchas 

posibilidades de asignación molecular, de ahí que resulte difícil asignar la fórmula molecular 

exacta. 

La identificación del resto de metabolitos a partir de los espectros obtenidos se llevó a cabo 

siguiendo los mismos pasos anteriores. Para la m/z 863.5805, la asignación de una fórmula 

molecular utlizando la herramienta Formula finder nos proporcionó la fórmula C49H87O12P con 

un error de masas de -0.6 ppm. El espectro de fragmentación (figura 24) no aporto mucha 

información sobre la estructura de la molécula porque solamente se obtuvo un fragmento, que 

correspondía a 847.6049.  En relación al tiempo de retención obtenido de 13.27 minutos y por 

la consulta de la base de datos de Metlin podríamos hacer una identificación tentativa como 

estructura lipídica, clasificada dentro de los fosfolípidos, y perteneciente al grupo 

fosfatidilinositol. Este fosfolípido presentaría dos cadenas de ácidos grasos con cinco enlaces 

dobles y una estructura con la siguiente composición FI (R1CO2H+R2CO2H=40:5). 

 

          
Figura 24. Espectro de fragmentación del metabolito con m/z de 863.5805 obtenido a una EC 

de 30 voltios. 
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A partir de la información adquirida no podemos concluir especificamente de que tipo de 

FI se trata, ya que con esa fórmula molecular habría varias posibilidades en cuanto a longitud de 

las cadenas ácidos grasos y número de enlaces dobles en cada una de ellas. La forma ionizada 

de la molécula se obtuvo por la pérdida de dos moléculas de agua y la adición de un protón. 

 

En relación al metabolito obtenido con una señal m/z de 861.6202, la asignación de la 

fórmula molecular con un error de masas de -0.8 ppm utilizando Formula Finder, nos indició 

como fórmula molecular más probable C47H91O12P, que de acuerdo con la base de datos Metlin 

se correspondería a un fosfolípido de la familia de Fosfatidilinositol con la estructura 

FI(R1CO2H+R2CO2H=38:0), formada por dos cadenas de ácidos grasos saturadas La molécula 

fue detectado en este caso por la forma  ionizada a partir de la pérdida de una molécula de agua 

y la adquisición de un protón.  El espectro de fragmentación  (figura 25), al igual que en el caso 

anterior, no muestra información complementaria para reforzar la asignación de la 

identificación. El tiempo de retención de 13.8 minutos  podría corresponderse con el tiempo 

esperado para una moléculas con estas características. 

 

 

 
Figura 25. Espectro de fragmentación del metabolito con m/z de  861.6202 obtenido a una EC 

de 30 V. 

 



Análisis metabolómico entre MT103 y MTBVAC 
 

Page | 65 

 

Para el metabolito con m/z de 847.6066, igualmente se le asignó la fórmula C46H89O12P con 

un error de masas de -0.1 ppm y se identificó con un fosfolípido de la familia de los 

fosfatidilinositoles. La forma ionizada se obtuvo por pérdida de una molécula de agua y 

adquisición de un protón. A la vista del espectro de fragmentación (figura 26), no pudimos 

aportar más información sobre la estructura. Sin embargo, si consideramos el tiempo de 

retención de 13.25 minutos, la identificación del metabolito diferencial con un posible 

fosfolípido estaría más respaldada. La estructura más probable que proponemos es 

FI(R1CO2H+R2CO2H=37:0). 

 

 

 
Figura 26. Espectro de fragmentación del metabolito con m/z de 847.6090 a una EC de 30 

voltios. 

 

 

Para la m/z de 846.5986 obtenida a un tiempo de retención de 12.04 minutos le fue asignada 

la fórmula C49H84NO8P con un error de masas de dos ppm y como posible estructura un 

fosfolípido de la familia fosfatidiletanolamina. A la vista del espectro de fragmentación (figura 

27) no podemos conocer más sobre la identidad de la molécula, de modo que la estructura estaría 

representada como FE(R1CO2H+R2CO2H=42:7), constituida por dos cadenas de ácidos grasos 

que en total presentarían siete enlaces dobles. Los fragmentos en el espectro que aparece en la 

figura, no alcanzaron la suficiente intensidad para poder ser bien detectados. 
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Figura 27. Espectro de fragmentación del metabolito con m/z de 846.5986 obtenido a una EC 

de 30 V. 

 

El último metabolito diferencial al que se le pudo asignar una identidad fue el obtenido para 

una m/z de 413.2247, con el espectro de fragmentación que aparece en la figura 28. La molécula 

presenta carga doble y aparece en un tiempo de retención del cromatograma en una zona 

intermedia en el minuto 5.50. Se asignó a la molécula la fórmula C39H47O11P2 con un error de 

masas de 0.8 ppm. Según la base de datos Metlin se trata de un fosfolípido:  dioleoil glicerol 

pirofosfato (DGPF) (18:1(9Z))/18:1((9Z)) que contenía dos grupos fosfato. En este caso se 

obtuvo la señal de la molécula ionizada a partir de la unión de dos cargas a su estructura, que en 

este caso se trataba de una ionización por la captura de 2 átomos de sodio. No se pudo obtener 

un espectro de fragmentación experimental de la molécula identificada de modo tentativo, por 

lo que no fue posible aportar mas información para confirmar la estructura del metabolito. 
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Figura 28. Espectro de fragmentación del metabolito con m/z de 413.2247 obtenido a un EC 

de -30 V. 
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4.2    Cromatografía en fase reversa y modo de ionización electroespray negativo 
 

La matriz de datos procesada utilizando Markerview, tras realizar todo el filtrado, contenía 

267 variables. La matriz fue procesada utilizando la herramienta pública Metaboanalyst donde 

se procedió a la normalización y a la transformación de nuestros datos, como en el apartado 

anterior, que fue verificada visualmente por la representación de los mismos en una distribución 

Gaussiana. Igualmente, la matriz obtenida fue procesada utilizando el análisis de componentes 

principales (figura 29). 

                             
Figura 29. Análisis de componentes principales para la matriz en el análisis de cromatografía 

reversa y modo de ionización negativo. Los triángulos rojos representan cada una de las cepas de 

MTBVAC y las cruces verdes cada una de las cepas de MT103. 

 

El análisis por componentes principales de las variables seleccionadas mostró la 

diferenciación entre los dos grupos a partir de la matriz de 267 variables, además ninguna de las 

muestras, dentro de las réplicas biológicas fue considerada como un outlier. La utilización de 

solo dos ejes explicaba en un 95.8% la variabilidad del modelo. 

Posteriormente a la normalización de la matriz de datos se aplicó el test t de Student para 

seleccionar las variables que podían evaluarse como significativas, considerando un p valor < 

0.05 y una diferencia de dos veces o más entre los metabolitos de las distintas cepas. Tras aplicar 

ambos el test y teniendo en cuenta las diferencias entre las variables se obtuvieron 42 metabolitos 
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diferenciales que aparecen en la tabla 8. Aunque en un principio se seleccionaron 60, de los que 

se han eliminado 18 señales por mala calidad de los espectros. 

 

Tabla 8.  Variables seleccionadas en el análisis por cromatografía reversa y modo de ionización 

negativo teniendo en cuenta el p. valor y las veces de cambio. 

 

Masa/carga       P. valor FDR Veces de cambio 

421.0654 1.73E-06 7.82E-06 0.481 

525.2192 3.76E-05 1.23E-04 3.077 

529.2478 9.60E-07 4.66E-06 4.195 

569.2419 6.90E-07 3.48E-06 3.776 

573.2732 2.00E-07 1.24E-06 5.217 

584.3440 2.21E-05 7.76E-05 0.286 

613.2664 2.60E-07 1.58E-06 5.208 

617.2596 4.51E-08 3.57E-07 7.122 

652.3269 2.93E-05 9.92E-05 0.290 

657.2932 4.26E-08 3.57E-07 6.811 

661.2844 2.16E-08 2.13E-07 10.162 

679.2782 4.01E-08 3.57E-07 6.647 

702.3238 3.81E-08 3.57E-07 9.624 

705.3521 7.87E-09 1.31E-07 12.238 

723.3005 9.06E-09 1.38E-07 8.759 

745.3493 5.73E-09 1.28E-07 12.664 

789.3738 5.49E-09 1.28E-07 12.563 

793.4011 2.15E-09 1.11E-07 14.250 

805.5985 4.42E-06 1.74E-05 0.041 

823.6067 8.14E-06 3.02E-05 0.017 

823.6074 1.07E-08 1.38E-07 0.053 

837.4302 9.96E-09 1.38E-07 11.752 

839.6409 1.55E-08 1.66E-07 0.066 

855.3825 2.38E-09 1.11E-07 13.712 

881.4550 4.42E-08 3.57E-07 6.526 

885.6111 3.83E-07 2.00E-06 0.143 

899.4088 7.55E-09 1.31E-07 12.561 

901.6047 1.72E-08 1.77E-07 0.046 

905.0859 4.37E-06 1.74E-05 2.106 

921.4509 1.15E-08 1.38E-07 11.323 

925.6127 3.64E-07 1.94E-06 0.099 

937.5952 1.88E-09 1.11E-07 0.054 

965.4810 4.03E-08 3.57E-07 9.238 

1009.4954 3.04E-06 1.27E-05 5.464 

1013.5347 2.76E-06 1.21E-05 0.338 
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1057.5527 1.26E-06 5.88E-06 0.257 

1233.6597 1.26E-07 8.83E-07 0.136 

1247.6463 2.92E-05 9.92E-05 0.423 

1277.6876 2.97E-07 1.73E-06 0.124 

1291.6682 4.39E-06 1.74E-05 0.344 

1423.7437 1.87E-07 1.19E-06 0.131 

1437.7236 3.58E-05 1.18E-04 0.343 

 

De las muestras seleccionadas se han marcado en rojo en la tabla, aquellas que aparecen 

repetidas en varios análisis. Se ha encontrado coincidencia en los análisis de reversa positiva y 

negativa para tres metabolitos m/z 723.3005, 805.5985 y 823.6067. Teniendo en cuenta la 

diferencia en el error de masas, los tiempos de retención, los espectros de fragmentación en los 

casos que ha sido posible y la variabilidad entre las cepas podemos concluir que esas 

masas/cargas representan al mismo metabolito, y no serían contadas como otras moléculas 

diferenciales dentro de este tipo de análisis. Finalmente, tras eliminar los metabolitos 

seleccionados en el análisis de cromatografía reversa y modo de ionización negativo el número 

diferencial de metabolitos sería finalmente de 39. 

En el cromatograma que aparece en la figura 30 puede verse una muestra representativa 

para cada cepa. Destacan dos zonas con una mayor intensidad para la cepa MTBVAC: una entre 

el minuto 5.4 hasta el minuto seis y otra que iría entre el minuto 11 y 12. A su vez existen un par 

de señales muy concretas con una mayor intensidad en la cepa MT103, una correspondería con 

el minuto nueve y la otra con el minuto 13.8. 

 

 

Figura 30. Corriente total de iones de las dos cepas. La línea verde corresponde a una 

muestra de MT103 y la línea roja a una muestra de MTBVAC. 
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El metabolito m/z 421.0654 está aumentado en la cepa vacuna en casi tres veces más que 

en la cepa MT103. Con el espectro de fragmentación que aparece en la figura 31. Se le asignó 

la fórmula molecular C12H22O14S con un error de solo -0.1 ppm. Por su tiempo de retención 

mínimo en 1.51 minuto, sugería que se trataba de una molécula de naturaleza polar, 

probablemente de la 2-sulfo-trehalosa, componente muy importante en micobacterias para la 

formación de estructuras que forman parte de la membrana y que están involucradas 

directamente en la virulencia de algunas cepas. 

 

       
Figura 31. Espectro de fragmentación para el metabolito m/z 421.0654 a EC de -30 V. 

 

Para el metabolito m/z 1013.5415 fue asignada la fórmula molecular C47H86O16P2 con un 

error de masas de -0.6 ppm. Este lípido podría clasificarse dentro de la subclase de los Glicero-

fosfoinositol fosfato (FIF) y su estructura coincidiría según la base de datos Metlin con 

FIF(R1CO2H+R2CO2H=38:3). La asignación de esta estructura viene dada por la captura de una 

molécula de ácido fórmico y la pérdida de un protón en el proceso de ionización. El espectro de 

fragmentación se muestra en la figura 32; a destacar un fragmento de 983.4723 que a partir de 

la molécula parental podría representar la pérdida de un grupo C2H6. 
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Figura 32. Espectro de fragmentación para m/z 1013.5415 a una EC de -30 V. 

 

El metabolito con m/z 937.5952 que presenta dos fragmentos mayoritarios el 823.6149 y el 

112.9854 (figura 33). Se ha obtenido una fórmula molecular de C47H89O13P con un error de 

masas de -3.0 ppm. A su vez consultando la base de datos Metlin se ha identificado como un 

fosfolípido, en este caso un FI, con la estructura FI(R1CO2H+R2CO2H=40:2), formada por dos 

cadenas de ácidos grasos que contenían dos enlaces dobles. La forma ionizada detectada fue por 

la unión de una molécula de ácido fórmico y la pérdida de un protón. El tiempo de retención 

obtenido para este metabolito a 13.3 minutos, respaldaría la conducta no polar del compuesto. 

 

 
Figura 33. Espectro de fragmentación para m/z 937.5952 a una EC de -30 V. 
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El metabolito con m/z 925.6127, una de las fórmulas que presentaba una buena relación 

isotópica, teórica y experimental, que coincidió con la fórmula C51H91O12P y un error de masa 

de 5.0 ppm. No se obtuvo el espectro de fragmentación, no hubo posibilidad de poder asumir 

con más fiabilidad la estructura e igualmente el tiempo de retención fue de 11.0 minutos, lo que 

indicaba que se trataba de una molécula no polar. La consulta en las bases de datos nos sugiere 

que podría tratarse de un fosfolípido de la familia FI, en cuyo caso estaría formando la estructura 

FI (R1CO2H+R2CO2H=42:4). 

El siguiente metabolito con m/z 927.6280 apareció aumentado en la cepa atenuada y, le fue 

asignada la fórmula molecular C51H95O13P, con un error de masas de 4.9 ppm. La molécula 

presentó un tiempo de retención de 13.3 minutos, lo que indicaba su naturaleza apolar. La 

consulta en Metlin nos proporcionó como posible estructura un fosfolípido de la familia FI, 

correspondiente a la estructura FI(R1CO2H+R2CO2H=44:2). La forma ionizada de la molécula 

se correspondía con la pérdida de una molécula de agua y un protón. En la figura 34  puede verse 

su espectro de fragmentación. 

 

 
    Figura 34. Espectro de fragmentación de m/z 927.6280 obtenido a una EC de -30 V. 

 

        Para el metabolito con m/z 839.6409 seleccionado como diferencial se asignó una fórmula 

molecular que correspondía a C51H86O6 con un error de masas de 0.2 ppm. Se pudo asignar como 

identidad la de un lípido, en este caso un triglicérido. En la figura 35 puede verse su espectro de 

fragmentación, se obtuvieron dos fragmentos mayoritarios el 824.6193 y el 752.5381. 
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      Figura 35. Espectro de fragmentación para m/z 839.6413 a una EC de -30 V. 

 

  La ionización de esta molécula fue a partir de la captura de una molécula de ácido fórmico y 

pérdida de un protón. Igual que en las ocasiones anteriores su tiempo de retención correspondía 

a 12.82 minutos, lo que indicaba que se trataba de una molécula apolar. 

 

Del metabolito con la relación m/z 823.6112, se encontraron fragmentos en el espectro de 

masas/masas con una intensidad muy baja que no se pudieron detectar, si exceptuamos un 

fragmento que correspondía con la m/z de 125.9002 (figura 36) Se le asignó la fórmula molecular 

que correspondía a C43H87O9P con un error de masas de 0.3 ppm. Para esa formula la base de 

datos nos devolvió la identidad de un fosfolípido FG(R1CO2H+R2CO2H=37:0). La detección 

de la molécula ionizada fue con la adición de ácido fórmico y la pérdida de un protón. El tiempo 

de retención de 12.2 minutos coincidiría con el de una estructura de naturaleza apolar. 
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Figura 36. Espectro de fragmentación para la m/z 823.6067 a una EC de -30 V. 

 

Para el metabolito m/z 805.5985 se le asignó la fórmula molecular C44H89O10P, que 

presentaba un error de masas de dos ppm. Se le pudo asignar la identificación como un posible 

fosfolípido, en este caso, FG(R1CO2H+R2CO2H=38:0). El espectro de fragmentación puede 

verse en la figura 37. 

 

 
   Figura 37. Espectro de fragmentación del metabolito m/z 805.6014 a una EC de -30 V. 

 

 

El metabolito m/z 921.455 se encontró aumentado en la cepa MT103 con una diferencia de 

más de 11 veces. Le fue asignado como fórmula molecular C47H75N5O10Fe con un error de masas 
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de 3.1 ppm. La búsqueda en las distintas bases  no presentaba información en relación a esta 

fórmula, aunque finalmente consultando la base de datos creada por Sartain y colaboradores 

conocida como Mtb LipidDB48, hallamos que para esa fórmula molecular había una posible 

identificación dentro de las moléculas conocidas como Micobactina, en cuyo caso 

correspondería a esta estructura Mbt +Fe (R=20:1). El tiempo de retención para la misma fue de 

6.02 minutos, lo que indicaba una polaridad intermedia. En la figura 38 puede verse el espectro 

de fragmentación obtenido para nuestro metabolito diferencial. 

 

 
Figura 38. Espectro de fragmentación para el m/z 921.4509 a una EC de -30 V. 
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4.3. Cromatografía en modo HILIC y modo de ionización electroespray 

positivo 
 

La matriz de datos filtrada utilizando markerview contenía 271 variables y se procesó 

utilizando la herramienta Metaboanalyst. Aquí se procedió a la normalización y análisis 

estadísticos. Igual que en los anteriores análisis la matriz obtenida fue procesada utilizando un 

análisis de componentes principales (figura 39). 

                             
Figura 39. Análisis de componentes principales para la matriz en el análisis de cromatografía 

de interacción hidrofílica y modo de ionización positivo, los círculos rojos representan cada una de 

las cepas de MTBVAC y los círculos verdes cada una de las cepas de MT103. 

 

Con el análisis por componentes principales de las variables seleccionadas pudo observarse 

que las cepas formaban dos grupos claramente diferenciados y ninguna de las réplicas biológicas 

fue considerada como outlier. Los dos ejes explicaban en un 93.3% la separación de las cepas 

con las variables seleccionadas. 

Posteriormente, una vez los datos presentaban una distribución normal se aplicó el test t de 

Student para seleccionar las variables que podían considerarse significativas, y se comparó la . 

Después de aplicar ambos criterios de selección se obtuvieron los metabolitos diferenciales que 

aparecen en la tabla, esto es, un total de 28 metabolitos (tabla 9). Previamente habían sido 48 los 

metabolitos que cumplían estas características, pero al no presentar unos espectros de buena 

calidad y con una buena intensidad se eliminaron 
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Tabla 9.  Variables seleccionadas en el análisis por cromatografía de interacción hidrofílica 

y modo de ionización positivo teniendo en cuenta el p. valor y las veces de cambio. 

 

Masa/carga P. valor FDR Veces de cambio 

415.7021 6.13E-03 2.44E-02 19.593 

487.1579 1.31E-03 7.74E-03 52.488 

564.8187 3.84E-03 1.71E-02 0.367 

579.5307 2.70E-03 1.26E-02 0.251 

586.8351 2.49E-03 1.19E-02 0.345 

606.3708 2.13E-03 1.07E-02 0.359 

615.8366 8.72E-04 5.73E-03 0.233 

630.8619 9.75E-04 6.00E-03 0.284 

659.8590 3.07E-04 3.15E-03 0.190 

681.8761 2.40E-04 2.98E-03 0.183 

696.8956 4.35E-04 4.06E-03 0.238 

710.8767 6.01E-03 2.43E-02 0.375 

720.5516 4.61E-04 4.17E-03 0.235 

725.9020 9.17E-05 1.95E-03 0.149 

754.9056 8.20E-04 5.73E-03 0.249 

762.9409 2.64E-04 2.98E-03 0.206 

768.4217 7.70E-03 2.90E-02 6.853 

776.9148 5.61E-04 4.79E-03 0.212 

791.9398 1.31E-05 1.09E-03 0.082 

796.4500 2.62E-04 2.98E-03 0.219 

798.9284 2.55E-04 2.98E-03 0.178 

804.4850 2.05E-04 2.92E-03 0.184 

818.4637 8.44E-05 1.95E-03 0.154 

820.9449 9.37E-05 1.95E-03 0.140 

825.4585 4.73E-03 1.94E-02 0.403 

842.9565 4.72E-05 1.42E-03 0.102 

847.4677 6.98E-04 5.25E-03 0.296 

852.4410 7.63E-03 2.90E-02 14.752 

 

Se buscaron posibles coincidencias para el mismo metabolito con distintas formas de ionización 

y se encontraron varios casos en los que los metabolitos habían sido ionizados con captura de 

uno o dos protones y de uno o dos sodios. Así, tras examinar esos picos, algunas señales, como 

m/z 564.8187 y 586.8351, 593.8235 y  615.8366, 637.8487 y  659.859, 674.8844 y 696.8956, 

732.8915 y 754.9056, 747.9126 y 791.9398, 776.9148 y 798.8767, 796.45 y 818.4637, 820.9449 
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y 842.9565 y 825.4585 y 847.4677 son parejas de iones para el mismo metabolito. Solamente se 

tuvieron en cuenta los relacionados con un aducto (marcados en azul).  

Después de la revisión de las masas/cargas conjuntamente con el resto del análisis, se 

hallaron posibles metabolitos comunes entre distintos tipos de análisis. Los m/z comunes que se 

han encontrado utilizando cromatografía hidrofílica y modo de ionización positivo no serán 

tenidos en cuenta en su análisis cuando haya coincidencia con otros análisis, como sería en el 

caso de señales comunes que han sido revisadas en el análisis positivo con cromatografía reversa, 

no considerando en esta selección, los m/z 768.4217 y 852.441 (marcados en rojo). Una vez 

revisada la presencia en ambos, se comprobaron los tiempos de retención que tenían que ser 

distintos, debido a las diferencias de comportamiento en las retenciones como consecuencia de 

las columnas utilizadas. Además se compararon los espectros de fragmentación en los casos en 

los que fue posible y, por último, los valores obtenidos en cuanto a las diferencias encontradas 

entre las cepas, dentro de cada análisis. Por otro lado, se han encontrado en común con el análisis 

de HILIC negativo un m/z 720.5516 (marcado en verde) que presenta el mismo tiempo de 

retención. En cuanto al espectro de fragmentación, no hay mucha coincidencia, pero en estos 

casos entre positivo y negativo las similitudes pueden ser mínimas y en relación al p valor, el 

error de masas y las diferencias entre cepas podemos suponer que se trata del mismo metabolito.  

Después de no tener en cuenta los metabolitos coincidentes por otros análisis y los que han 

ionizado de distinto modo, los metabolitos resultantes son 18. 

        En el análisis utilizando la cromatografía de interacción hidrofílica y usando el modo de 

ionización positivo se obtuvieron finalmente 18 señales diferenciales con un buen perfil 

cromatográfico y espectral. Una vez obtenida la lista de los posibles metabolitos se procedió 

como en los casos anteriores a la evaluación de cada una de las señales identificadas con el 

objeto de asignar la carga masa adecuada para intentar conseguir asignar una fórmula molecular 

e identidad a los metabolitos. En la figura 40 se muestra la corriente total de iones 

correspondiente a una réplica de cada una de las cepas. 
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Figura 40. Corriente total de iones de las dos cepas. La línea verde corresponde a una muestra 

de MT103 y la línea roja a una muestra de MTBVAC. 

 

Se puede observar en la primera parte del mismo, en la zona correspondiente entre el minuto 

uno y dos, las señales aumentadas en la cepa atenuada. Se podría decir que había un incremento 

en las moléculas con características más apolares. Igualmente, en el análisis de cromatografía 

reversa positiva, la zona más aumentada para la cepa atenuada correspondía a la zona final del 

cromatograma donde eluían las moléculas más apolares. La zona entre el minuto 2.2 y 3.0 sin 

embargo, presentaba la señal más aumentada para la cepa MT103. En esta parte las moléculas 

no serían tan apolares como las anteriores. En el resto del cromatograma no se aprecian muchos 

cambios entre ambas cepas. 

El metabolito diferencial obtenido con una distinción de más de 50 veces, aumentado en la 

cepa MT103 con una m/z de 487.1588, nos proporcionó como fórmula más fiable con un error 

de masas de -0.9 ppm la siguiente, C17H30N2O12S. A partir del error de masas y de la comparación 

de la relación isotópica que puede verse en la figura 41, parece con bastante probabilidad que se 

trata de esta fórmula. La consulta en distintas bases no devolvió ninguna identidad para esta 

masa con un error de masas tan bajo como el de esta fórmula y con una relación isotópica tan 

perfecta. 
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Figura 41. Relación isotópica entre el espectro de masas teórico obtenido para la fórmula  

     C17H30N2O12S y  el obtenido para el metabolito m/z 487.1588. 

 

Parecía que se trataba de la molécula micotiol. Se procedió a hacer una búsqueda 

bibliográfica para encontrar algún espectro de fragmentación obtenido en análisis de 

espectrometría de masas, pero no fue posible. Esta molécula es un tiol inusual que forma parte 

de las Actinobacterias, compuesto por un residuo de cisteína con un grupo amino acetilado por 

donde se une a una molécula de glucosamina que a su vez se agrega a un grupo inositol.70 

Utilizando la herramienta formula finder y cargando la estructura de la molécula se asignaron 

los fragmentos a una parte de la molécula específica y en todos los casos fue posible atribuir esa 

identidad con un error mínimo de masas (figura 42). 
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       Figura 42. Espectro de fragmentación para m/z 487.1577 a una EC de -30 V. 

 

Encontramos dos señales idénticas con el mismo espectro de fragmentación a dos tiempos 

de retención distintos, uno a 2.6 minutos y otro a 4.8 minutos. Revisando las muestras analizadas, 

observamos que el pico que presentó una elución más tardía, y que por lo tanto mostraba una 

mayor polaridad, se encontraba en una relación parecida en los dos grupos que estábamos 

comparando. Sin embargo,  el pico de 2.61 minutos solo estaba presente en las muestras de la 

cepa MT103. A partir de aquí se sugirió la hipótesis de que la señal que se encuentra en una 

cantidad parecida en las dos cepas, se trataría de la molécula de micotiol, y, en cambio, la que 

aparece solo en la cepa MT103 y con un carácter menos polar podría ser una molécula conjugada 

con el micotiol en su papel de detoxificación, que parece no estar formándose en la cepa de la 

vacuna, o lo está haciendo a niveles no detectables. 
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4.4. Cromatografía HILIC y modo de ionización electroespray negativo 

 

La matriz de datos procesada utilizando Markerview, que tras el análisis contenía 142 

variables, fue procesada como en los casos anteriores utilizando la herramienta pública 

Metaboanalyst. Una vez comprobado que los datos presentaban una distribución normal, se 

aplicó el análisis por componentes principales (figura 43). 

 
Figura 43. Análisis de componentes principales para la matriz en el análisis de cromatografía 

de interacción hidrofílica y modo de ionización negativo, los círculos rojos representan cada una de 

las cepas de MTBVAC y los círculos verdes cada una de las cepas de MT103. 

 

El análisis por componentes principales de las variables seleccionadas presentaba las cepas 

agrupadas en clúster y ninguna de las réplicas fue considerada un outlier. Los dos ejes explicaban 

en un 90.8% la separación de las cepas con las variables seleccionadas. 

Posteriormente, una vez que los datos presentaban una distribución normal, se realizó el test 

t de Student para escoger las variables significativas, teniendo en cuenta un p. valor < 0.05 y una 

diferencia de dos veces o más entre los metabolitos y entre los dos grupos de cepas. Después de 

la aplicación de estos 2 criterios se obtuvieron como metabolitos diferenciales un total de 31, 

que tras la eliminación de aquellas señales que no cumplían los requisitos en cuanto a calidad e 

intensidad de los espectros se redujo a un total de 26 (tabla 10). 
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Tabla 10. Variables seleccionadas en el análisis por cromatografía HILIC y modo de 

ionización negativo teniendo en cuenta el p. valor y las veces de cambio. 

 

Masa/carga P. valor FDR Veces de cambio 

145.0624 1.08E-08 1.60E-07 2.860 

146.0466 1.90E-09 7.89E-08 2.023 

181.0726 3.76E-09 7.89E-08 12.344 

299.0670 8.12E-07 4.97E-06 2.254 

315.0818 1.60E-08 1.96E-07 3.045 

324.0212 1.05E-09 7.89E-08 52.531 

364.8697 3.46E-06 1.54E-05 2.008 

421.0726 1.71E-06 8.98E-06 0.383 

571.2871 2.78E-08 2.73E-07 0.503 

600.7772 3.33E-06 1.53E-05 2.072 

662.0997 4.57E-07 3.20E-06 2.049 

690.5047 4.97E-03 8.32E-03 0.336 

704.5236 1.47E-03 3.13E-03 0.217 

716.5197 2.11E-03 4.31E-03 0.278 

718.5360 5.11E-03 8.35E-03 0.328 

730.5395 5.62E-03 9.08E-03 0.376 

744.5553 8.60E-03 1.82E-02 0.402 

746.5670 7.90E-03 1.22E-02 0.336 

747.5132 2.41E-06 1.16E-05 3.055 

786.5276 4.17E-03 7.22E-03 0.273 

835.5319 1.18E-04 2.89E-04 0.297 

837.5469 5.20E-04 1.19E-03 0.309 

865.5763 2.35E-03 4.60E-03 0.276 

903.5199 3.21E-04 7.50E-04 0.236 

905.5352 5.60E-04 1.27E-03 0.274 

977.0880 2.51E-08 2.63E-07 2.497 

                          _____________________________________________ 
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El análisis no dirigido que se desarrolló empleando cromatografía de tipo HILIC y modo de 

ionización negativo, fue en el análisis en que mayor número de metabolitos se pudo identificar, 

con un nivel de asignación de estructura más probable. Se evaluaron uno a uno los picos 

cromatográficos, los espectros de masas y los de fragmentación, así como los tiempos de 

retención. A partir de aquí se procedió a buscar la fórmula molecular que les podría 

corresponderse con nuestro metabolito. En la figura 44 se muestran dos cromatogramas 

superpuestos de las dos cepas estudiadas. 

 

 
Figura 44. Corriente total de iones de las dos cepas. La línea verde corresponde a MT103, y la 

línea roja, a  una muestra de MTBVAC. 

 

Se observa una zona al principio donde han sido detectadas las moléculas apolares  en la 

que  se aprecia una señal mayor para MT103 seguida de una mayor para MTBVAC. Hay que 

destacar una señal cerca del minuto tres en el que se observa una zona destacable para MT103 y 

que no aparece en el cromatograma de la cepa atenuada y que correspondería a moléculas de 

polaridad intermedia. En la zona cercana al minuto seis, y concretamente en el minuto 7.3 

podemos ver que las señales obtenidas son mayores en la cepa vacuna, hecho que indicaría una 

mayor presencia de metabolitos polares. 

El metabolito m/z 145.0617 se encontró aumentado en la cepa MT103 con una diferencia 

de casi tres veces, se la asignó la fórmula molecular C5H10N2O3 con un error de 3.1 ppm.  

Hemos consultado distintas bases de datos y observado que la estructura más probable 

obtenida es el aminoácido, glutamina. En la figura 45 se puede ver el espectro de fragmentación 

obtenido para este metabolito. 
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    Figura 45. Espectro de fragmentación para el metabolito 145.0617 a una EC de -30 V. 

 

Es obligado destacar dos fragmentos mayoritarios el 127.0569 y el 109.0398, seguido de 

otro fragmento de menor intensidad: el 103.0132. El tiempo de retención de 4.13 minutos indica 

que puede tratarse de este tipo de molécula por su carácter polar.  Consultando la base de datos 

NIST hallamos el espectro de fragmentación obtenido utilizando un espectrómetro de masas con 

una trampa de iones de la compañía Thermo (Thermo Finnigan Elite Orbitrap). La energía de 

colisión que se empleó fue de -35 voltios, la más parecida a la utilizada durante nuestro análisis. 

Como puede verse en el espectro de fragmentación (figura 46), aparecen los dos fragmentos 

mayoritarios que habíamos obtenido, en principio, el 127.0518, y con una intensidad mucho 

menor, el 109.0412. 
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Figura 46. Espectro de fragmentación de glutamina obtenido de la base de datos NIST. Eje x: m/z; 

eje y: Intensidad (%). 

 

El metabolito m/z de 146.0455, que apareció con una mayor intensidad en la cepa salvaje.  

Se procedió a asignar una fórmula molecular que con un error de masas de dos ppm nos 

devolvía la fórmula C5H9NO4. Haciendo una búsqueda por distintas bases de datos, siempre 

obtuvimos la misma estructura, en este caso de nuevo un aminoácido, pero esta vez se trataba de 

glutamato. Durante el análisis se consiguió un espectro de fragmentación que se muestra en la 

figura 47. Su tiempo de retención, fue además de 3.85 minutos, lo que indicaba que la molécula 

presentaba una polaridad intermedia. Los fragmentos mayoritarios obtenidos fueron en primer 

lugar el 102.0558 y en segundo lugar el 128.0343, seguido de otros fragmentos minoritarios. 

Tras consultar la base de datos NIST encontramos un espectro de fragmentación obtenido 

haciendo uso de una trampa de iones con una energía de colisión de -23 voltios, que presentaba 

estos dos fragmentos con intensidades muy parecidas a las obtenidas en el espectro de 

fragmentación, que se obtuvo para la molécula durante el análisis (Figura 48). 
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Figura 47. Espectro de fragmentación obtenido para el metabolito m/z 146.0455 a una EC de -

30 V. 

 

 

 
Figura 48 Espectro de fragmentación de glutámico obtenido de la base de datos NIST a una EC 

de -23 V. Eje x: m/z; eje y: Intensidad (%). 

 

El metabolito m/z 181.0726 fue identificado con la siguiente fórmula molecular C6H14O6 

con un error de masas de una ppm. La consulta en las distintas bases de datos nos proporcionaba 

diferentes estructuras moleculares con una gran dificultad para poder distinguir unas de otras por 

lo que recurrimos al uso de patrones. En el cromatograma de la figura 49 puede verse el pico 

perteneciente a la señal diferencial obtenida. 
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Figura 49. Pico cromatográfico obtenido para nuestro metabolito m/z 181.0726 de una muestra 

de MT103. 

 

Una solución con sorbitol y otra con manitol fueron preparadas y analizadas con la misma 

metodología. Después de comparar los tiempos de retención y los espectros de fragmentación 

obtenidos, concluimos que el metabolito que habíamos detectado en nuestro análisis era manitol. 

En la figura 50 se puede ver el cromatograma para el patrón manitol. 

 

 
    Figura 50. Pico cromatográfico obtenido para el estándar comercial de manitol. 

 

Los espectros de fragmentación obtenidos para el metabolito presente en nuestras muestras 

y el patrón utilizado pueden verse en las figuras 51 y 52 respectivamente. 
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Figura 51. Espectro de fragmentación experimental obtenido par el metabolito m/z 181.0702 

 

 
Figura 52. Espectro de fragmentación obtenido del estándar manitol a una EC de -30 V. 

 

Comparando el tiempo de retención obtenido por el estándar y nuestro metabolito en los 

dos cromatogramas y gracias a la comparación de la fragmentación, de los espectros de 

masas/masas, se pudo confirmar que la molécula diferencial es manitol. Esta molécula se 

encontró considerablemente aumentada en la cepa MT103. 

El siguiente metabolito al que se le pudo dar una identidad presentaba la m/z 421.0747. La 

asignación de la fórmula molecular que pudimos obtener fue C12H23O14P con un error de masas 

de -1.3 ppm. Después de la consulta en distintas bases de datos, una de las estructuras con menor 

error y más probabilidad de su existencia en M. tuberculosis, fue la trehalosa-6-fosfato, 

componente muy importante, involucrado en la formación de diversas estructuras de carácter 

virulento. En la figura 53 se puede ver el espectro de fragmentación obtenido para el metabolito 

aumentado en la cepa atenuada. 
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Figura 53. Espectro de fragmentación para m/z 421.0747 a EC de -30 V. 

 

Cabe destacar la aparición de dos fragmentos mayoritarios el fragmento m/z 403.0639, que 

probablemente sea la pérdida de agua de la molécula, y el fragmento m/z 259.0218, que se 

correspondería con la estructura formada por uno de los azúcares y el grupo fosfato unido a este.  

Consultando la base de datos NIST, obtuvimos el espectro de fragmentación para la molécula, 

que puede verse en la figura 54. La muestra fue adquirida usando un espectrómetro de masas 

con una trampa de iones de Thermo y utilizando una energía de colisión de -33 voltios. Podemos 

ver hasta tres fragmentos comunes,  entre nuestro espectro y el obtenido de la fragmentación del 

patrón proporcionado por la base de datos NIST. 
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  Figura 54. Espectro de fragmentación para trehalosa-6-fosfato a una EC de -33 V. Eje x: m/z; eje 

y: Intensidad (%). 

 

En el espectro se puede ver que los fragmentos 138.9802, 241.0118 y 343.9488 son comunes  

para los dos análisis, por lo que parece claramente que se trataría de esta molécula. 

 

El siguiente metabolito que tratamos de identificar, se encontró aumentado en la cepa 

MTBVAC, el valor de m/z que se obtuvo para este, fue 571.2871. Además, dirigido a este 

metabolito con ionización en negativo se asignó la fórmula molecular C25H49O12P con un error 

de masas de -2.3 ppm. La búsqueda en distintas bases de datos nos proporcionó la identidad de 

este metabolito, como la de un fosfolípido de la familia fosfatidilinositol FI(16:0/0:0). El tiempo 

de retención de 3.27 minutos también apoyaba a la posibilidad de que se tratara de este tipo de 

moléculas. En la figura 55 se puede observar el espectro de fragmentación obtenido durante 

nuestro análisis, donde aparecen señales comunes, que pueden verse en los espectros de 

fragmentación obtenidos de la base de datos NIST, a través de Lipidmaps (figura 56). 
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     Figura 55. Espectro de fragmentación obtenido para el metabolito m/z 571.2871 a una EC de -

30 V. 

 

 
Figura 56. Espectro de fragmentación obtenido de la base de datos NIST a partir de Lipidmaps 

para la molécula FI(16:0/0:0). Eje x: m/z; eje y: Intensidad (%). 

 

Para la molécula con m/z 662.102 que aparecía diferencial con una media de área mayor 

para la cepa MT103, se encontró la fórmula molecular C21H27N7O14P2 con un error de masas de 

-0.5 ppm. 
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Figura 57. Espectro de fragmentación de NAD a EC de -30 voltios y asignación de fragmentos. 

 

El espectro de fragmentación de nuestro metabolito (figura 57) fue comparado con el que 

aparecía en la base de datos NIST (figura 58), obtenido utilizando un espectrómetro de masas de 

Thermo. Presentaba tres fragmentos característicos idénticos, que además coincidían 

perfectamente con las partes de la molécula que aparecen representadas en la figura 57, con un 

error de masas para cada fragmento por debajo de cinco ppm en todos los casos. Debido a este 

parecido espectral podemos confirmar prácticamente que se trataba del coenzima Nicotinamida 

adenina dinucleótido (NAD). Además, el tiempo de retención de 5.85 minutos obtenido durante 

el análisis encaja perfectamente con las características de una molécula polar, como sería este 

cofactor enzimático.  
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     Figura 58. Espectro de fragmentación de la base de datos NIST para NAD a una EC de -29 eV. 

Eje x: m/z; eje y: Intensidad (%). 

 

El espectro de fragmentación que podemos ver en la figura 58 a partir del patrón, es muy 

parecido al obtenido experimentalmente, en cuanto a la m/z y a la relación de intensidades de 

los fragmentos. Los cuatro fragmentos mayoritarios, como 540.0540 que aparece claramente 

destacado en cuanto a intensidad con respecto a los demás, y el resto 426.0224, 346.0560 y 

272.9574, todos, con una intensidad parecida entre ellos, se encuentran en las dos adquisiciones 

con una diferencia mínima en cuanto a error de masas y a la relación de intensidad entre los 

distintos fragmentos obtenidos. 

El metabolito con m/z 690.5047, que apareció aumentado en una relación de tres veces más 

en la cepa MTBVAC, presentaba un tiempo de retención mínimo de 1.58 minutos por lo que 

parecía indicar que se trataba de una molécula muy apolar. Se procedió a asignar la fórmula 

molecular, obteniendo para el espectro de masas como probable la fórmula C37H74O8NP con un 

error de masas de -1.6 ppm. Debajo, en la figura 59, puede verse el espectro de fragmentación 

obtenido. La consulta en la base de datos sugería como estructura más probable un fosfolípido 

de la familia FE. 
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Figura 59. Espectro de fragmentación del metabolito 690.5092 a una EC de -30 voltios. 

 

La comparación con el espectro de fragmentación obtenido, usando un patrón y un equipo 

con trampa de iones Api4000 Qtrap de SCIEX a una EC de -40, de la molécula FE(16:0/16:0), 

nos muestra una gran similitud con nuestro metabolito diferencial (figura 60). En el espectro 

obtenido, podemos ver, que los tres fragmentos mayoritarios, que están presentes en el patrón, 

primero 255después 452 y por  último 436. Se encuentran con la misma relación de intensidades 

en nuestra muestra de MTBVAC. El resto de las señales no se identifican por una falta de 

sensibilidad, ya que el área obtenida para esta molécula no fue muy grande. 
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Figura 60. Espectro de fragmentación para FE (16:0/16:0) a una EC -40 voltios obtenido de la 

base de datos NIST. Eje x: m/z; eje y: Intensidad (%). 

 

En el mismo tiempo de retención, a 1.58 minutos con una m/z de 704.5236 apareció una 

molécula con una polaridad muy parecida a la anterior y, una relación casi cinco veces mayor 

para la cepa atenuada. Se le asignó la siguiente fórmula molecular C38H76O8NP con un error de 

masas de -1.3 ppm.  Para su identificación a partir de la m/z y la comparación de su espectro con 

algunos espectros obtenidos disponibles, podemos decir tentativamente que se trata de un 

fosfolípido de la familia FE. En este caso con un grupo metilo más en la parte correspondiente 

a la molécula de etanolamina, FE-NMe (16:0/16:0). El espectro de fragmentación es parecido 

también al metabolito anterior (figuras 61 y 62), puesto que son moléculas similares con la 

diferencia de un grupo CH2. En la figura se muestra el espectro de fragmentación de la base de 

datos NIST obtenido para el patrón de este fosfolípido utilizando el mismo equipo que para la 

molécula anterior, a una EC de -40 voltios. 
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Figura 61. Espectro de fragmentación para el metabolito m/z 704.5258 a una EC -30 V. 

 

 
Figura 62. Espectro de fragmentación para FE-NMe (16:0/16:0) a una EC -40 voltios obtenido de 

la base de datos NIST. Eje x: m/z; eje y: Intensidad (%). 

 

 

En los dos espectros hay cierta similitud, por la presencia de dos fragmentos que se 

encuentran en las dos adquisiciones, el que aparece con una mayor intensidad a 255 y el 

fragmento de 448 con una menor intensidad. Las señales de los fragmentos en nuestro análisis 

presentan una menor intensidad que los obtenidos en el análisis del patrón. 
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El siguiente metabolito diferencial con m/z de 716.5228, fue poco retenido en el análisis, 

con tiempo de retención similar a los dos anteriores. Se le asignó la fórmula C39H76NO8P con 

error de masas de -1.1 ppm. Se obtuvo un espectro de fragmentación que es mostrado en la figura 

63 y fue identificado como un fosfolípido, por consulta en distintas bases de datos a partir del 

valor de m/z obtenido, y por comparación de espectros de fragmentación mediante patrones 

adquiridos. 

 

 
Figura 63. Espectro de fragmentación del metabolito m/z 716.5228 a una EC de -30 V. 

 

Se trataba de nuevo de la familia FE, con la estructura FE(16:0/18:1(9Z)) que se pudo 

proponer, a partir del espectro de fragmentación, utilizando un patrón, y obtenido con un 

espectrómetro de masas con trampa de iones y a partir de la base de datos NIST (figura 64). 

Presentaban fragmentos comunes y con la misma relación de intensidad, en primer lugar, 

255.2313, después, 281.2468, y con menor intensidad, 478.2961. 
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    Figura 64.  Espectro de fragmentación para FE(18:1/16:0) con una rampa de EC de -30 a -35 V 

 

En el mismo tiempo de retención, se encontró otro metabolito diferencial, que igual que en 

el caso anterior, estaba aumentado en la cepa MTBVAC. Tras la asignación de la fórmula 

molecular C39H78NO8P con un error de masas de -1.2 ppm y la consulta en las bases de datos, 

fue identificado como la misma estructura anterior pero en este caso sin la presencia de un doble 

enlace. Era un fosfolípido con una cadena de ácido graso saturado, en lugar de la insaturación 

que presentaba la FE en el caso anterior, tratándose ahora de FE(16:0/18:0). En la figura 65, 

puede verse el espectro de fragmentación obtenido. Los fragmentos del espectro comparados 

con los fragmentos obtenidos para FE(16:0/18:1(9Z)) (figura 65) cambian en dos unidades en el 

fragmento 283 y en el 480, indicando claramente la ganancia de 2 hidrógenos en esas partes de 

la molécula, que contienen el ácido graso oleico. 
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Figura 65. Espectro de fragmentación para m/z 718.5393 a una EC -30 voltios. 

 

 
 

Figura 66. Espectro de fragmentación para FE (16:0/18:0) con una rampa de EC entre -30 y -35 

V. Eje x: m/z; eje y: Intensidad (%). 

 

Los espectros de fragmentación son prácticamente iguales. Aparecen los tres fragmentos 

mayoritarios 255, 283 y 480 en los dos casos con la misma relación de intensidades, y con una 

señal mínima podríamos decir que también estarían los fragmentos 196 y el 140. 

El metabolito 730.5395 fue encontrado como diferencial, en el mismo tiempo de retención 

que todos los anteriores y se trató de asignarle una fórmula molecular, en este caso, con un error 
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de masas de 0.1 ppm. Esta era la más probable C40H78NO8P y tras la consulta en distintas bases 

de datos podría tratarse de un fosfolípido de la familia FE, pero al no tener ningún fragmento, 

no se pudo dar con exactitud la longitud de las cadenas de ácido grasos que lo forman.  

Se propone como estructura tentativa FE(R1CO2H+R2CO2H=35:1),  con dos cadenas de 

ácidos grasos, que en total presentan 35 C y un enlace doble. 

El siguiente metabolito que se trató de identificar, fue el correspondiente con la m/z 

744.5553, no presentó prácticamente retención en la columna cromatográfica. Igualmente 

presentaba características apolares como el resto de FE identificadas. Le asignamos la fórmula 

molecular C41H80NO8P, con un error de masas de -0.4 ppm. No encontramos ningún espectro de 

fragmentación teórico con semejanza para poder saber el tipo de estructura. Sin embargo, a partir 

de un espectro de fragmentación predictivo con una EC de -20 voltios obtenido de la base de 

datos del metaboloma humano (figura 72), encontramos que los dos fragmentos que aparecían 

eran el 281 y el 283 que podían corresponder a dos ácidos grasos con 18 átomos de C, uno 

saturado y otro con un enlace doble. Con esta información podemos asignar tentativamente la 

estructura para este metabolito como un fosfolípido de la familia de FE, en este caso 

FE(18:0/18:1). 

 

 

 
Figura 67. Espectro de fragmentación del metabolito con m/z 744.5553 a una EC -30 V. 
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El metabolito 746.5670 presentó un tiempo de retención de 1.61 minutos, indicando de 

nuevo que se trataba de una molécula apolar. Una de las fórmulas moleculares probables fue 

C41H82NO8P con un error de masas de -3.1 ppm. El espectro de fragmentación obtenido puede 

verse en la figura 68 y presentaba un fragmento de 283, como en el caso del fragmento anterior 

de la FE, resultado de un ácido graso oleico. De ellos se infiere, que quizás se tratara de un 

fosfolípido, ya que además su tiempo de retención se correspondía con esta clase de moléculas 

y las bases de datos nos proponían como posible una FE. A partir de estos resultados podemos 

proponer la estructura FE(R1CO2H+R2CO2H=36:0. 

 

 

 
Figura 68. Espectro de fragmentación m/z 746.5670 a una EC -30 V. 

 

El siguiente metabolito con m/z 747.5159 apareció aumentado unas tres veces en la cepa 

MT103, a un tiempo de retención de 1.70 minutos, le fue asignada la fórmula C40H75O10P, con 

un error de masas de una ppm. A partir de esa fórmula y con la información de las diferentes 

bases de datos parecía que podría tratarse de un fosfolípido, en este caso, de la familia de FG. 

Además se revisó el espectro de fragmentación obtenido, que puede verse en la figura 69, donde 

destacan por intensidad los fragmentos 281 y 255, que podían corresponder con dos ácidos 

grasos, lo que nos permite proponer como estructura tentativa, FG(16:0/18:1(9Z)). Con la 

comparación en la base de datos NIST de los fragmentos del patrón adquirido con un equipo de 

alta resolución QTOF de la marca Agilent a una EC de -27 voltios (figura 70) podemos sugerir 
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que este fosfolípido podría tratarse de la misma molécula, utilizando de apoyo para esta 

afirmación también la relación isotópica y el tiempo de retención del metabolito. 

 

 

 
Figura 69. Espectro de fragmentación para la m/z 747.5159 a una EC de -30 V. 

 

 

 
 

      Figura 70. Espectro de fragmentación de la NIST para FG(16:0/18:1(9Z)) a EC -27 V. Eje x: 

m/z, eje y: Intensidad (%). 
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A un tiempo mínimo de retención de, 1.6 minutos encontramos el metabolito con m/z 

786.5276 que apareció aumentado en la cepa de la vacuna. No se pudo obtener espectro de 

fragmentación. Se consultaron diversas bases de datos, para la  fórmula C41H76NO8P, con la 

unión de una molécula de ácido fórmico y pérdida de un protón en la ionización y un error de 

masas de -1.9 ppm, sugerimos que podría tratarse de un fosfolípido de nuevo de la familia FE, 

cuya estructura podría ser FE (R1CO2H+R2CO2H=36:3). 

El metabolito m/z 835.5325 apareció a un tiempo de retención de 2.74 minutos y estaba 

aumentado en la cepa MTBVAC con una diferencia de más de tres veces.  La asignación de la 

fórmula molecular nos devolvió C43H81O13P con un error de masas de -2.0 ppm. Se le trató de 

atribuir una posible estructura visitando distintas bases de datos, en las que varias proponían un 

fosfolípido de la familia de FI. A partir del espectro de fragmentación obtenido (figura 71) y 

comparándolo con un espectro adquirido de un patrón de FI (16:0/18:(9Z)) empleando el equipo 

Orbitrap de Thermo a una energía de colisión de -42 voltios (figura 72), pudimos comprobar el 

parentesco entre ambos espectros, presentando como fragmentos comunes los, 152, 241, 391, 

417 y 579. La similitud entre los espectros de fragmentación, prácticamente nos confirma esta 

molécula, como el metabolito diferencial obtenido. 

 

 
 

Figura 71. Espectro de fragmentación del metabolito con m/z 835.5325 a una EC de -30 V. Eje 

x: m/z; eje y: Intensidad (%). 
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Figura 72. Espectro de la base de datos NIST para FI(16:0/18:1(9Z)) a una EC de -41 V. 

 

A un tiempo de retención muy parecido de 2.79 minutos igualmente presente en mayor 

cantidad de más de tres veces en la cepa modificada genéticamente se identificó el metabolito 

con m/z de 837.5477. La asignación de una fórmula molecular para este metabolito fue 

C43H83O13P, muy parecida a la fórmula obtenida para el metabolito anterior, con dos 

hidrógenos más, y con un error de masas de -2.6 ppm. Esto nos indicaba que podría tratarse de 

una estructura similar a la anterior, excepto la diferencia de un ácido graso insaturado, por uno 

de tipo saturado. Con la consulta de distintas bases de datos, se apoyaba esta hipótesis 

proponiéndonos la identidad de la molécula como un fosfolípido de la familia de FI, con 

diferentes estructuras dependiendo de la longitud de las cadenas de ácidos grasos. La 

comparación del espectro de fragmentación con la molécula anterior (figura 73) coincidía en 

algunos fragmentos y en otros podría verse claramente la suma de los 2 hidrógenos, por lo que 

podemos pensar que se trata de la misma FI pero sin el enlace doble FI (16:0/18:0). 
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Figura 73. Espectro de fragmentación para el metabolito m/z 837.5477 a una EC de -30 .V 

 

La molécula con m/z 865.5763 fue encontrada aumentada en la cepa vacuna. Se le trató de 

asignar una fórmula molecular con un error de masas menor, en este caso fue de – 1.1 ppm para 

C45H87O13P.  La búsqueda en diferentes bases de datos nos proporcionó la identidad de un 

fosfolípido de la familia de FI que presentaría la estructura FI(R1CO2H+R2CO2H=36:0).  El 

tiempo de retención obtenido fue de 2.88 minutos, lo que concuerda con la identificación 

tentativa obtenida. Su espectro de fragmentación puede verse en la figura 74 y, como en los 

espectros anteriores, presenta un fragmento característico de 241.0097 que corresponde al grupo 

inositol unido con el grupo fosfato. 
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Figura 75. Espectro de fragmentación para el metabolito con m/z 865.5837 a una EC de -30 

voltios. 

 

El siguiente metabolito que se trató de identificar, se encontró a un tiempo de retención 

similar a los anteriores, con una m/z de 903.5199, por lo que también podría ser una molécula 

con características parecidas a las anteriores. La asignación de la fórmula nos sugería muchas 

posibilidades, de ahí que intentáramos quedarnos con una que encajará muy bien su relación 

isotópica y con un error de masas bajo, en esta caso fue de 4.0 ppm para la siguiente fórmula 

molecular C45H79O13P. A partir de esa fórmula molecular, teniendo en cuenta su tiempo de 

retención, la consulta en las bases de datos y los espectros obtenidos por la fragmentación (figura 

76) podríamos proponer como estructura posible de nuevo un fosfolípido de la familia de FI. 

Aquí no podemos especificar en el número de átomos de carbono de las cadenas de ácido grasos, 

por lo que indicaríamos que se trata de esta estructura FI(R1CO2H+R2CO2H=36:4). La 

identificación tentativa con la ionización en negativo pudo llevarse a cabo gracias a la posible 

formación de un aducto, que consistió en la captura de una molécula de ácido fórmico y en la 

pérdida de un protón. 
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      Figura 76. Espectro de fragmentación para el metabolito m/z 903.5199 a una EC de -30 V. 

 

La última molécula que pudimos identificar durante este análisis, también fue un metabolito 

que tuvo poca  retención en la columna, lo que sugería su naturaleza apolar. De este modo, la 

m/z obtenida fue de 905.5352, y la fórmula molecular que pudimos asignar con un error de masas 

de cuatro ppm fue C45H81O13P, muy parecida a la del metabolito anterior, esta vez con dos 

hidrógenos más.   

El espectro de fragmentación aparece en la figura 77, y como puede observarse, igualmente, 

guarda cierta similitud con la molécula diferencial anterior, por lo que la identificación tentativa, 

propuesta para esta molécula fue la de un fosfolípido, también de la familia de fosfatidilinositol 

que presentaría esta estructura FI(R1CO2H+R2CO2H=36:3). La forma ionizada en modo 

negativo para este análisis la obtuvimos con la captura de una molécula de ácido fórmico y 

pérdida de un protón, como en el caso de la molécula anterior.  
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Figura 77. Espectro de fragmentación para el metabolito m/z 905.5352 a una EC de -30 V. 
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4.5. Identificación de metabolitos en metabolómica no dirigida 

(Endometaboloma) 
 

Después de realizar los cuatro análisis y su evaluación de los mismos para tratar de asignar 

la identidad de los metabolitos diferenciales, se ha podido atribuir una estructura para un total 

de 36 de ellos con distintos niveles de identificación. El número de metabolitos al que se le ha 

podido dar una asignación molecular ha sido muy diferente en cada uno de los análisis. La 

cromatografía HILIC con modo de ionización negativo fue el análisis en el que se identificaron 

el mayor número de metabolitos. Sin embargo, en el análisis con cromatografía HILIC con 

ionización positiva solamente fue posible la identificación de una molécula. 

Para el análisis con cromatografía reversa y modo de ionización positiva se identificaron seis 

moléculas, 1-tuberculosiniladenosina, tres fosfatidilinositoles, FI(R1CO2H+R2CO2H=37:0), 

FI(R1CO2H+R2CO2H=38:0), FI(R1CO2H+R2CO2H=40:5), fosfatidiletanolamina 

FE(R1CO2H+R2CO2H=42:7) y por último DFPG(18:1(9Z)/18:1(9Z)). En el análisis con 

cromatografía reversa y modo de ionización negativo han sido identificadas un total de nueve 

moléculas que serían las siguientes 2-sulfotrehalosa, tres fosfatidilinositoles, FI 

(R1CO2H+R2CO2H=40:2), FI(R1CO2H+R2CO2H=42:4), FI(R1CO2H+R2CO2H=44:2), 

dosfosfatidilgliceroles, FG(R1CO2H+R2CO2H=37:0) y FG(R1CO2H+R2CO2H=38:0), un 

triglicérido, una molécula de glicerofosfoinositol fosfato y por último la molécula micobactina 

+ hierro (R=20:1). En el análisis usando cromatografía HILIC y modo de ionización positivo 

solo fue posible la identificación de un metabolito que correspondía a una molécula de micotiol 

conjugada con otra molécula. Por último en el proceso de identificación llevado a cabo a partir 

del análisis de cromatografía HILIC con modo de ionización negativo  se pudo asignar la 

siguiente identidad molecular a los metabolitos diferenciales, glutamina, glutámico, manitol, 

trehalosa-6-fosfato, NAD, seis clases de fosfatidilinositoles, se detallan a continuación 

FI(16:0/0:0), FI (16:0/18:0), FI (16:0/18:1(9Z)), FI (R1CO2H+R2CO2H=36:0), 

FI(R1CO2H+R2CO2H=36:4), FI(R1CO2H+R2CO2H=36:3), siete clases de 

fosfatidiletanolaminas, que serían FE(16:0/16:0), FE(16:0/18:0), FE(16:0/18:1(9Z)), 

FE(18:0/18:1(9Z)), FE-N-Me(16:0/16:0), FE(R1CO2H+R2CO2H=36:0), 

FE(R1CO2H+R2CO2H=36:3) y por último una molécula de fosfatidilglicerol, 

FG(16:0/18:1(9Z)). 
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La mayoría de moléculas identificadas corresponden a lípidos, a moléculas de naturaleza 

apolar. Aunque la elección de los cuatro métodos analíticos pretendía cubrir el rango 

metabolómico de moléculas de bajo peso molecular y con distinta naturaleza química, realmente 

se identificaron muy pocas moléculas polares, por un lado, es lógico si se considera que el 60% 

de la composición de Mycobacterium tuberculosis corresponde a estructuras lipídicas y así 

mismo es obligado subrayar que el 75% de las moléculas polares identificadas se hizo utilizando 

una cromatografía que favorece la retención de moléculas polares. Todas las moléculas con la 

m/z que han sido identificadas, su forma ionizada, el error de masas, su estructura tentativa, su 

nivel de clasificación, el análisis en el que ha sido determinada, las veces de cambio y su p. valor 

corregido se muestran en las tablas 11 y 12. 
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 Tabla 11. Metabolitos lipídicos diferenciales entre MT103 y MTBVAC. Las veces de cambio 

positivas indican que los metabolitos están aumentados para la cepa MT103 y las negativas indican 

que están aumentadas en la cepa MTBVAC. 

 

 

 

 

Estructura tentativa m/z Aducto CL 
Tiempo 

retención 
Δppm (FDR) 

Veces 

de 

cambio 

Clasificación 

Schhymanski 

y col. 

DGPF(18:1(9Z))/18:1((9Z)) 413.2247 +2 Na Reversa 5.50 1.00 8.0E-03 12.80 Nivel 2 

FI(16:0/0:0) 571.2871 -H HILIC 3.27 -2.30 2.7E-07 -2.03 Nivel 2 

FE(16:0/16:0) 690.5047 -H HILIC 1.58 -1.60 5.0E-03 -2.94 Nivel 2 

FE-NMe(16:0/16:0) 704.5236 -H HILIC 1.58 -1.30 3.1E-03 -4.55 Nivel 2 

FE(16:0/18:1(9Z)) 716.5228 -H HILIC 1.55 -1.10 4.1E-03 -3.57 Nivel 2 

FE(16:0/18:0) 718.5360 -H HILIC 1.59 -2.10 8.4E-03 -3.03 Nivel 2 

FE(R1CO2H+R2CO2H=35:1) 730.5395 -H HILIC 1.55 0.10 9.1E-03 -2.67 Nivel 3 

FE(R1CO2H+R2CO2H=36:1) 744.5553 -H HILIC 1.54 -0.40 1.8E-02 -2.47 Nivel 3 

FE(R1CO2H+R2CO2H=36:0) 746.5670 -H HILIC 1.61 -3.10 1.2E-02 -2.94 Nivel 3 

FG(16:0/18:1(9Z)) 747.5159 -H HILIC 1.71 -3.00 1.2E-05 3.06 Nivel 2 

FE(R1CO2H+R2CO2H=36:3) 786.5276 -H HILIC 1.60 -1.90 7.2E-03 -3.66 Nivel 3 

FG(R1CO2H+R2CO2H=38:0) 805.5985 -H Reversa 14.47 1.20 1.7E-05 -24.39 Nivel 3 

FG(R1CO2H+R2CO2H=37:0) 823.6067 +FA-H Reversa 12.15 0.40 3.0E-05 -58.80 Nivel 3 

FI(16:0/18:1(9Z)) 835.5325 -H HILIC 2.74 -2.00 2.9E-04 -3.33 Nivel 2 

FI(16:0/18:0) 837.5477 -H HILIC 2.79 -2.60 1.2E-03 -3.23 Nivel 2 

TG(R1CO2H+R2CO2H+R3CO2H=48:6 839.6409 +FA-H Reversa 12.82 0.20 1.7E-07 -15.15 Nivel 3 

FE(R1CO2H+R2CO2H=42:7) 846.6026 +H Reversa 12.07 -1.00 5.3E-05 -16.67 Nivel 3 

FI(R1CO2H+R2CO2H=37:0) 847.6066 +H-H2O Reversa 13.24 0.00 8.0E-03 -11.63 Nivel 3 

FI(R1CO2H+R2CO2H=38:0) 861.6226 +H-H2O Reversa 13.85 1.20 8.0E-03 -10.00 Nivel 3 

FI(R1CO2H+R2CO2H=40:5) 863.5814 
+H-

2H2O 
Reversa 13.27 0.60 1.2E-02 -8.07 Nivel 3 

FI(R1CO2H+R2CO2H=36:0) 865.5763 -H HILIC 2.88 -1.10 4.6E-03 -3.57 Nivel 3 

FI(R1CO2H+R2CO2H=36:4) 903.5199 +FA-H HILIC 2.74 4.00 7.5E-04 -4.34 Nivel 3 

FI(R1CO2H+R2CO2H=36:3) 905.5352 +FA-H HILIC 2.78 4.00 1.3E-03 -3.70 Nivel 3 

Mbt +Fe (R=20:1) 921.4509 -H Reversa 6.05 -2.60 1.4E-07 11.30 Nivel 2 

FI(R1CO2H+R2CO2H=42:3) 925.6127 -H Reversa 11.01 5.00 1.9E-06 -10.10 Nivel 3 

FI(R1CO2H+R2CO2H=44:2) 927.6259 -H2O-H Reversa 13.34 -3.40 1.4E-07 -12.98 Nivel 3 

FI(R1CO2H+R2CO2H=40:2) 937.599 +FA-H Reversa 13.34 -3.70 1.1E-07 -18.52 Nivel 3 

FIF(R1CO2H+R2CO2H=38:3) 1013.5347 +FA-H Reversa 5.66 0.60 1.2E-05 -2.95 Nivel 3 
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Tabla 12. Metabolitos no lipídicos entre MT103 y MTBVAC. Las veces de cambio positivas 

indican que los metabolitos están aumentados para la cepa MT103 y las negativas indican que están 

aumentadas en la cepa MTBVAC. 

 

Estructura 

tentativa 
m/z Aducto CL 

Tiempo 

retención 
Δppm FDR 

Veces de 

cambio 

Clasificacion 

Shymanski y 

col. 

Glutamina 145.0624 -H HILIC 4.13 3.0 1.60E-07 2.86 Nivel 2 

Glutamato 146.0466 -H HILIC 3.83 2.0 7.89E-08 2.01 Nivel 2 

Manitol 181.0718 -H HILIC 3.78 0.2 7.89E-08 12.34 Nivel 1 

2-Sulfotrehalosa 421.0654 -H Reversa 1.52 0.1 7.82E-06 2.08 Nivel 2 

Trehalosa 6-

fosfato 
421.0747 -H HILIC 6.10 -1.3 1.60E-07 -2.63 Nivel 2 

Conjugado de 

micotiol 
487.1588 +H HILIC 2.61 -0.9 7.74E-03 >52.49 Nivel 2 

1-Tuberculosinil 

adenosina 
540.3536 +H Reversa 8.56 -0.8 4.40E-02 -2.86 Nivel 2 

NAD+ 662.0997 -H HILIC 5.85 -0.5 4.57E-07 2.05 Nivel 2 

 

 

Las demás moléculas que no pudieron ser identificadas en cada uno de los análisis y que 

habían sido seleccionadas en el estudio por ser diferenciales significativamente y por presentar 

diferencias de más de dos veces de cambio pueden verse en las tablas 13-16. En los casos en los 

que la molécula pudo ser fragmentada, se han añadido los principales fragmentos que 

presentaban una mayor intensidad. 
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      Tabla 13. Señales no identificadas obtenidas diferenciales en el análisis con reversa positiva 

modo de ionización positivo. 

 

m/z Fragmentos Carga 
Tiempo 

retención 
p. valor (FDR) 

Veces de 

cambio 

435.2380 704.3790, 451.2198, 133.0832, 103.0370 2 5.59 8.18E-03 16.00 

457.2518 645.3442, 557.2856, 133.0869, 103.0366 2 5.64 8.18E-03 13.90 

479.2650 704.3623, 297.1484, 219.1209, 103.0381 2 5.71 8.28E-03 11.60 

501.2777 706.3909, 235.1151, 133.0816, 103.0373 2 5.78 1.28E-02 8.70 

635.3707 No fragmentación 1 5.60 2.97E-02 -4.00 

676.3404 No fragmentación 1 5.24 2.60E-02 8.50 

679.4009 1103.6124, 670.8859, 662.3744, 133.0864 2 5.67 2.26E-02 -4.50 

680.3686 663.3440, 323.1665, 279.1467, 103.0382 1 5.38 2.26E-02 8.90 

720.3664 703.3403, 657.3334, 407.1923, 103.0365 1 5.33 1.64E-02 11.20 

723.4224 1164.6729, 714.9160, 239.1487, 133.0866 2 5.75 1.90E-02 -5.30 

724.3950 707.3670, 661.3697, 279.1427, 177.1093 1 5.46 1.16E-02 12.00 

764.3904 747.3670, 701.3652, 451.2121, 363.1697 1 5.43 8.28E-03 14.80 

767.4498 1384.8092, 758.9383, 767.4563, 750.4215 2 5.83 1.28E-02 -6.30 

768.4251 751.3940, 411.2228, 235.1171, 147.0638 1 5.55 8.17E-03 15.40 

769.3460 764.3952, 711.3417 1 5.41 8.17E-03 21.80 

774.4357 970.5442, 765.9296, 757.4173, 446.2589 2 5.93 4.45E-02 -3.70 

825.6275 753.5809, 735.5737, 717.5618, 187.0753 1 13.24 2.26E-02 -10.10 

852.4388 835.4183, 407.1917, 279.1439, 235.1147 1 5.57 8.17E-03 25.30 
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        Tabla 14. Señales no identificadas obtenidas diferenciales en el análisis con cromatografía 

reversa y modo de ionización negativo. 

 

m/z Fragmentos Carga 
Tiempo 

retención 

p. valor 

(FDR) 

Veces de 

cambio 

525.2192 467.2135, 423.1976 -1 5.24 1.23E-04 3.1 

529.2478 No fragmentación -1 5.41 4.66E-06 4.2 

569.2419 525.2615, 511.2418, 467.2176, 75.0121 -1 5.37 3.48E-06 3.8 

573.2732 573.2767, 529.2922, 515.2695 -1 5.52 1.24E-06 5.2 

584.3440 538.3423, 406.2971, 134.0465 -1 8.89 1.69E-06 -3.5 

613.2664 569.2822, 555.2640, 511.2397 -1 5.48 1.58E-06 5.2 

617.2983 559.2954, 515.2761, 339.1849 -1 5.63 3.57E-07 7.1 

652.3269 606.3235, 134.0473, 112.9842 -1 8.93 9.92E-05 -3.4 

657.2932 599.2925, 555.2696 -1 5.52 3.57E-07 6.8 

661.3247 603.3242, 559.2965, 427.2210 -1 5.73 2.13E-07 10.2 

702.3238 644.3181, 600.2931, 363.3760 -1 5.68 3.57E-07 9.6 

705.3521 647.3495, 603.3350 -1 5.81 1.31E-07 12.2 

723.3005 701.3247, 625.3074, 273.1265 -1 5.70 1.38E-07 8.8 

789.3738 731.3710, 687.3423, 365.1787 -1 5.84 1.28E-07 12.6 

793.4011 735.4012, 691.3732 -1 5.97 1.11E-07 14.3 

837.4302 779.4296 -1 6.02 1.38E-07 11.7 

839.6409 824.6192, 752.5454 -1 12.84 1.66E-07 -15.2 

855.3825 833.4109, 775.3990 -1 5.92 1.11E-07 13.7 

881.4550 837.4886, 823.4646 -1 6.09 3.57E-07 6.5 

883.6280 837.6272, 579.2930, 303.2325, 241.0116 -1 13.95 1.28E-07 -12.2 

885.6111 825.6869, 825.6869, 303.2340, 241.0116 -1 10.98 2.00E-06 -7.0 

899.4088 877.4347, 705.0854, 409.2358 -1 5.99 1.31E-07 12.6 

901.6047 837.5933, 833.5229, 819.5835, 213.0551 -1 11.55 1.77E-07 -21.6 

905.0859 847.1383, 869.1114, 689.0478, 685.0736 -1 1.78 1.74E-05 2.1 

965.4810 907.4764, 806.0284, 599.4125 -1 6.10 3.57E-07 11.3 

1009.4954 951.4980, 917.4375, 765.5227 -1 6.15 1.27E-05 5.5 

1057.5527 
1027.5319, 1012.8414, 680.5001, 

588.2288 
-1 5.71 5.88E-06 -3.0 

1233.6597 1159.6132, 1101.1691, 741.6350 -1 5.92 8.83E-07 -7.4 

1247.6463 1217.5735, 713.2941 -1 6.01 9.92E-05 -2.4 

1277.6876 No fragmentación -1 5.96 1.73E-06 -8.1 

1291.6682 No fragmentación -1 6.04 1.74E-05 -2.9 

1423.7437 No fragmentación -1 6.15 1.19E-06 -7.6 

1437.7236 No fragmentación -1 6.26 1.18E-04 -2.9 
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Tabla 15. Lista de señales no identificadas obtenidas diferenciales en el análisis con 

cromatografía HILIC y modo de ionización positivo. 

 

m/z Fragmentos Carga 
Tiempo 

retención 

p. valor 

(FDR) 

Veces de 

cambio 

415.7021 665.2988, 623.2908, 579.2638, 133.0853 2 1.61 2.44E-02 19.6 

579.5307 123.1178 1 2.87 1.26E-02 -4.0 

606.3708 586.3430, 287.1485, 177.1127, 133.0856 2 2.53 1.07E-02 -2.8 

630.8619 1111.6090, 106.5811, 1023.5574, 622.3470 2 2.55 6.00E-03 -3.6 

681.8761 1213.6417, 1169.6161, 1125.5908, 673.3637 2 2.44 2.98E-03 -5.6 

710.8767 1125.5873, 702.3657, 495.2424, 451.2173 2 2.34 2.43E-02 -2.7 

725.9020 1257.6654, 1213.6411, 1125.5838, 717.3881 2 2.46 1.95E-03 -6.7 

762.9409 No fragmentación 2 2.64 2.98E-03 -4.9 

776.9148 No fragmentación 2 2.39 4.79E-03 -4.7 

796.4500 No fragmentación 2 2.39 2.98E-03 -4.6 

804.4850 1397.8083, 795.9723, 787.4606, 177.1122 2 2.64 2.92E-03 -5.4 

820.9449 No fragmentación 2 2.42 1.95E-03 -7.1 

825.4585 No fragmentación 2 2.32 1.94E-02 -2.5 

 

  

    Tabla 16. Señales no identificadas obtenidas diferenciales en el análisis con cromatografía 

HILIC y modo de ionización negativo. 

 

m/z Fragmentos Carga 
Tiempo 

retención 

p. valor 

(FDR) 

Veces de 

cambio 

299.0670 281.0570, 255.0754, 207.0737, 193.0588 -1 3.49 4.97E-06 2.3 

315.0818 168.0269, 146.0453, 128.0348, 102.0558 -1 3.83 1.96E-07 3.0 

324.0212 306.0121, 263.0001, 219.9864,  119.9457 -1 2.45 7.89E-07 52.5 

364.8697 297.1505, 281.1108, 196.9457, 112.9845 -1 2.64 3.46E-06 2.0 

600.7772 No fragmentación -1 2.65 1.53E-05 2.1 

977.0880 931.0854, 885.0809, 869.1218, 723.0183 -1 7.36 2.63E-07 2.5 
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4.6. Metabolómica dirigida a FIMs 
 

A partir de los resultados obtenidos en la comparación de metabolitos intracelulares entre las 

cepas, hemos tenido en cuenta una de las clases mayoritarias de metabolitos identificadas 

pertenecientes a la familia de fosfolípidos FI, además de su presencia aumentada en la cepa 

atenuada. Se planteó la posibilidad de que este incremento podía tener una relación directa con la 

producción de derivados de determinados glicolípidos, concretamente de FIMs. Por lo mismo que 

se propuso realizar un estudio más extenso para este tipo de moléculas, desarrollando un análisis 

para la búsqueda dirigida de este tipo de componentes estructurales de semejante naturaleza. 

Además, para poder relacionar de mejor modo, la aparición de este fenotipo, se incluyeron dentro 

del estudio, otro tipo de cepas mutantes del gen phoP y las cepas parentales sin mutar, que serían la 

cepa H37Rv y el aislado clínico GC1237, perteneciente a los linajes cuatro y dos respectivamente. 

Los FIM tienen una estructura muy homogénea y pueden contener hasta cuatro ácidos grasos y 

seis moléculas de manosa. Las formas predominantes son las formas triaciladas denominadas 

AcFIM2 y AcFIM6, que llevan dos y seis manosas respectivamente. FIM2 constituye el motivo de 

anclaje de un componente importante de la pared celular de micobacterias, los lipoarabinomananos 

(LAM) y tanto FIM como LAM son agonistas de los receptores tipo Toll implicados en la 

inmunidad innata.68,71 

En la figura 78 se puede observar un espectro de masas perteneciente a la cepa MT103 y a la 

cepa atenuada MTBVAC obtenidos durante el análisis dirigido, donde se encuentran los iones 

principales en relación a FIM2. Los principales iones monoisotópicos detectados y cuantificados 

pueden verse a modo de resumen en la tabla 17. 
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Figura 78. Análisis por EM de FIM2 en (A) M. tuberculosis MT103 y (B) MTBVAC. Los ratios 

de FIMs entre las cepas están calculados en la tabla 18, y la identificación de las diferentes especies 

está detallada en la tabla 17. Los iones usados para detectar cada subclase de FIM son: para  FIM2, 

el ion considerado fue m/z 1175.6694; para monoacil-FIM2, m/z 1423.8999: y para diacil-FIM2, m/z 

1652.1295, m/z 1680.1580 y m/z 1694.1798. Eje x: m/z; eje y: Intensidad (%). 
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Tabla 17. Identificación con EM de las principales estructuras de FIMs detectados en 

micobacterias. TBS: Ácido tuberculoesteárico. 

 

FIMs 
Masa exacta 

monoisotópica 

Ácidos grasos sobre 

glicerol Otros ácidos grasos* 

sn-1 sn-2 

FIM2 1175.6694 TBS 16:00 - 

monoacil-FIM2 1413.8999 TBS 16:00 16:0 (inositol) 

diacil-FIM2 

1652.1295 TBS 16:00 16:0 (inositol) + 16:0 (manosa) 

1680.158 TBS 16:00 18:0 (inositol) + 18:0 (manosa) 

1694.1798 TBS 16:00 18:0 (inositol) + TBS (manosa) 

 

 

A modo de resumen se muestran en la tabla 18, las diferencias en intensidades para los FIMs, 

en las distintas cepas de tuberculosis y sus mutantes para el gen phoP. En todas las cepas mutadas 

aparecen los FIMs en una relación mayor, algunos con una diferencia muy alta como sería el 

caso de FIM2 en el mutante phoP de la cepa H37Rv donde esta molécula aparece hasta casi 

nueve veces más. Es preciso señalar que, el diacil-FIM2 aparece 3.2 veces más aumentado y para 

el monoacil-FIM2 casi no hay diferencia. En la cepa MTBVAC las tres moléculas aparecen 

aumentadas, aunque FIM2 solamente en una relación de 1.1, monoacil-FIM2 se encuentra 

incrementada casi dos veces y la molécula diacil-FIM2 1.4 veces. Finalmente, en el mutante 

GC1237 las tres moléculas se hallan en una mayor cantidad, FIM2 se encontró en los análisis en 

una relación de casi cuatro veces mayor, y monoacil-FIM2 y diacil-FIM2 del orden de 1.7 y 3.2 

respectivamente. Esto confirma  los resultados encontrados en el análisis no dirigido. 

 

Tabla 18. Comparación de  la abundancia de FIMs en mutantes phoP de M. tuberculosis 

relativo a sus cepas salvajes. 

 

 
 

MTBVAC versus MT103 1.1 1.8 1.4

GC1237 ΔPhoP  versus GC1237 wt 3.9 1.7 2.4

H37Rv ΔPhoP  versus H37Rv wt 8.9 1.1 3.2

Cepas

FIMs 

FIM2 monoacil-FIM2 diacil-FIM2
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A partir de estos experimentos podemos concluir que los mutantes phoP de las tres cepas 

escogidas, presentan un aumento en las moléculas de la familia de los FIMs identificadas en el 

análisis, por lo que parece clara la relación con la deleción de este gen y su relación con la 

acumulación de este tipo de moléculas, debido probablemente a una menor síntesis de estructuras 

más complejas como serían los lipoarabinomanano. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Análisis metabolómico entre MT103 y MTBVAC 
 

Page | 122 

 

4.7    Metabolómica dirigida a di-AMP cíclico 
 

Como se indicó al principio, se ha puesto a punto la determinación de di-AMP cíclico, 

aunque los aspectos puramente técnicos se describen en material y métodos. 

 La validación analítica para la cuantificación di-AMP cíclico se llevó a cabo dos días 

distintos, para conocer la variabilidad de nuestro método analítico en el mismo día y en 

diferentes. Los métodos analíticos usando CL/EM deben validarse teniendo en cuenta la 

reproducibilidad a lo largo del tiempo. De estos resultados se obtuvo un rango lineal para su 

cuantificación entre las concentraciones cuya R fue siempre mayor de 0.995. El rango con objeto 

de llevar a cabo las determinaciones para esta molécula se estableció desde 14.8 ng/ml como 

límite inferior de cuantificación hasta 1896 ng/ml valor que indicaba el límite superior de 

cuantificación. Por lo que concierne al límite de detección obtenido para la molécula, fue igual 

a siete ng/ml. Durante la validación analítica se evaluaron los siguientes parámetros que medían 

la exactitud, precisión, especificidad y sensibilidad del método analítico desarrollado. 

Una vez determinado el rango de concentración para el análisis de nuestra molécula de 

interés, se procedió a verificar si se producía algún tipo de arrastre de la molécula entre 

inyecciones de análisis consecutivas. Tras evaluar el arrastre con una muestra blanca después de 

la inyección del límite superior de cuantificación, se concluyó que el arrastre era eliminado 

después de la primera inyección de una muestra blanca, muestra que contenía solamente un 

solvente orgánico y agua. 

Los resultados de la validación analítica para las señales obtenidas en las curvas de 

calibración y para los controles de calidad pueden verse a continuación (figura 79, tablas 19 y 

20) para el día 1 de la validación analítica: 

La ecuación de la recta obtenida fue y= 0.000484 x + 0.000633 (r = 0.9970) 1/x 
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Figura 79. Curva de calibración día obtenida el primer día  de la validación. 

Eje x: Concentración (ng/ml); eje y: Área estándar/área estándar interno, 

 

 

Tabla 19. Resumen de las concentraciones obtenidas de los estándares analíticos el día 1 de la 

validación. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Concentración 

esperada 

Número de 

muestras 

Media de la 

concentración 

calculada 

% 

Exactitud 

Coeficiente de 

variación 

14.7 2.0 16.6 113.2 7.0 

58.9 2.0 58.5 99.4 16.8 

118.0 2.0 104.4 88.5 8.5 

236.0 2.0 224.4 95.1 2.8 

472.0 2.0 462.0 97.9 3.8 

945.0 2.0 1018.2 107.7 1.1 

1890.0 2.0 1845.4 97.6 9.8 
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      Tabla 20. Concentraciones obtenidas para las muestras de control de calidad preparadas para 

el día 1 de la validación. 

 

Concentración 

esperada 

Número de 

muestras 

Media de la 

concentración 

calculada 

% Exactitud 
Coeficiente 

de variación 

14.7 5.0 12.9 88.1 18.0 

629.0 4.0 534.9 85.0 6.8 

1890.0 6.0 1621.3 85.8 7.7 

 

       Las muestras preparadas fueron inyectadas para el análisis de di-AMP cíclico, pero 

lamentablemente no se obtuvo una señal cuantificable, por lo que se decidió concentrar la 

muestra 10 veces y volver a analizarla. Se partió de un ml de cada una de las muestras y bajo 

una atmósfera de nitrógeno fueron evaporadas, una vez estuvieron totalmente secas, fueron 

reconstituidas en 100 μl de una mezcla de metanol/agua (50/50). Las muestras obtenidas 

presentaban algo de turbidez, porque algunos de sus compuestos no estaban del todo solubles, 

aun así, se decidió inyectarlas, suponiendo que, además, podríamos encontrarnos con problemas 

de supresión iónica, por el aumento de la concentración de las moléculas presentes. 

En este caso si se encontró el di-AMP cíclico en todas las muestras, y aumentado 

claramente en todas las muestras procedentes de las cepas MTBVAC. En la figura 80 puede 

verse un ejemplo de un cromatograma de MTBVAC, así como la tabla 21 en la que se recogen 

cada una de las áreas obtenidas para cada una de las muestras analizadas, junto con la media y 

el coeficiente de variación obtenido en cada uno de los grupos estudiados. 
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Figura 80. Cromatograma de di-AMP cíclico en una réplica de MTBVAC. Eje x: tiempo 

(minutos), eje y: Intensidad. 

 

A partir de la media de las áreas de cada una de las señales obtenidas para el di-AMP cíclico 

se calculó la diferencia en la producción de la misma entre ambas cepas, obteniendo una 

producción de 3.84 veces mayor en la cepa MTBVAC. Teniendo en cuenta el valor de las áreas 

y el coeficiente de variación obtenidos en cada caso, podemos observar un comportamiento muy 

similar en las réplicas biológicas, solamente un valor del 7,74 para el coeficiente de variación 

entre la cepa MTBVAC y del 19,01 en la cepa MT103, un poco más alto en este caso, pero 

aceptable, si tenemos en cuenta que en los análisis por espectrometría de masas puede 

considerarse hasta un 20% de variabilidad analítica. Es necesario destacar que las señales 

detectadas para c-di-AMP en la cepa MT103 están cerca del nivel de ruido, por lo que no 

entrarían dentro de nuestro límite de cuantificación, aunque sí de detección. Por esta razón, no 

se puede hacer una cuantificación absoluta. Se han comparado las áreas y calculado las veces de 

cambio de diferencia entre ambas cepas.   
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Tabla 21. Relación de áreas obtenidas entre MT103 y MTBVAC por el análisis por CL/MS 

 

          
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cepas Area Altura Media Desviación estándar Coeficiente variación

MT103 1 166.0 66.0

MT103 2 211.0 93.0

MT103 3 283.0 75.0

MT103 4 216.0 81.0

MT103 5 230.0 96.0

MTBVAC 1 941.0 316.0

MTBVAC 2 778.0 346.0

MTBVAC 3 890.0 311.0

MTBVAC 4 833.0 392.0

MTBVAC 5 806.0 386.0

221.2 42.1 19.0

849.6 65.7 7.7
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4.8. Análisis de los sobrenadantes por cromatografía reversa y modo de 

ionización negativo 

 
Se analizaron los sobrenadantes de las cinco cepas después del filtrado, se procedió a la  

evaluación de los tiempos de retención, la reducción a variables monoisotópicas, la eliminación 

de las señales provenientes de los solventes, eliminación de señales que presentaron un 

coeficiente de variación mayor del 30% y evaluación de la calidad del análisis. Todo este trabajo 

se realizó siguiendo los mismos pasos que en el resto de análisis no dirigido. Finalmente, y 

después de hacer la revisión de todas las señales obtenidas, se obtuvo una matriz que contenía 

402 posibles candidatos. Con esta matriz y utilizando Metaboanalyst se pasó a la normalización, 

igual que en apartados anteriores, con suma, escalado de Pareto y transformado aplicando la raíz 

cúbica.  A partir de los datos normalizados se aplicó el test multivariable de ACP (figura 81), 

incluyendo los cinco grupos y además utilizando solo los grupos que comprendían MTBVAC y 

MT103. 

 

 
        Figura 81. Análisis de componentes principales para la matriz en el análisis de cromatografía reversa 

y modo de ionización positivo, los círculos verdes representan cada una de las cepas de MTBVAC y los 

círculos rojos cada una de las cepas de MT103. 
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        La diferenciación entre los grupos es muy evidente, pues hay dos clústers claramente 

diferenciados y el modelo con el uso de dos componentes explicaría un 93.5%. No se observa 

ningún outlier entre las réplicas de los dos grupos. La figura 82 corresponde al ACP para los cinco 

grupos que se incluyeron en el análisis. 

 
Figura 82. Análisis de componentes principales para la matriz en el análisis de cromatografía 

reversa y modo de ionización negativo, los círculos rojos representan cada una de las réplicas de 

H37Rv, los círculos verdes corresponden a cada una de las réplicas de H37Rv ΔPhoP, los círculos 

azul oscuro reflejan cada una de las réplicas de H37RvΔPhoPpWM222, los círculos azules 

representan cada una de las réplicas de MT103 y los círculos rosas se corresponden con cada una de 

las réplicas de MTBVAC. 

 

El ACP que incluyó los cinco grupos muestra claramente el parentesco entre las variables 

para los grupos que presentan entre sí cierta homología. En este caso la representación en el 

plano explicaba el 71.3% de la variabilidad en el modelo. Pueden apreciarse en la figura 84 las 

réplicas entre si formando cada una un clúster. Además, la cercanía entre los mutantes de phoP, 

H37Rv y MTBVAC se encuentran prácticamente solapadas, al igual que pasa con las cepas de 

tuberculosis MT103 y H37Rv, que aparecen muy próximas. Se observa que la cepa mutante con 
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el plásmido conteniendo múltiples copias de phoP se halla alejada del resto de los grupos y en 

solitario. 

El análisis estadístico desarrollado mediante la aplicación del test de t-Student para datos 

normales y varianzas desiguales y el cálculo de las veces de cambio entre la cepa MTBVAC y 

la MT103 fue llevado a cabo para seleccionar todas aquellas señales variables que presentaron 

un p. valor < 0.05 y una diferencia superior a dos veces en cuanto a las áreas obtenidas para las 

m/z. 

La selección de metabolitos que cumplió con esos criterios fue de un total de 30, de estos 

eliminamos uno de los escogidos, por mala calidad de los espectros y una baja intensidad, 

reduciendo el número a 29 metabolitos diferenciales significativamente. La asignación de una 

identidad, se hizo siguiendo las mismas pautas que en el resto de los análisis de metabolómica 

no dirigida realizados anteriormente. Para todos los metabolitos que habían sido seleccionados, 

fueron revisados sus espectros con el fin de atribuir el estado de carga correcto, y así, poder 

llevar a cabo la identificación. En todos los casos la carga adquirida fue de -1. En la tabla 22 está 

recogida la información correspondiente a las señales seleccionadas con el p.valor, el p. valor 

corregido y la variabilidad de áreas recogida en veces de cambio. 
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Tabla 22.  Variables seleccionadas en el análisis por cromatografía  reversa y modo de 

ionización negativo teniendo en cuenta el p. valor y las veces de cambio. 

 

 
 

 

El metabolito m/z 259.1906 fue identificado con la fórmula molecular C14H28O4 con un 

error de masas de -2.3 ppm y con un tiempo de retención de 8.6 minutos, por lo que se trataba 

de una molécula de naturaleza apolar. Este metabolito apareció aumentado hasta 45 veces más 

en la cepa atenuada. La consulta en distintas bases de datos indicaba que podría tratarse de un 

ácido graso. En la figura 83 se puede ver su espectro de fragmentación. 

m/z p. valor FDR Veces de cambio

259.1906 0.0000146 0.001999 -45.3741

500.9195 0.0028093 0.011865 -2.1172

502.9177 0.0031775 0.012615 -2.1791

643.3167 0.0010893 0.005766 2.3709

687.3426 0.0005229 0.003348 2.8624

767.4227 0.0097784 0.022836 3.7060

771.4372 0.0007133 0.004164 2.8719

797.4109 0.0001018 0.001999 2.3398

811.4335 0.0004460 0.003064 3.1121

815.2258 0.0000022 0.000865 197.4200

815.4595 0.0002609 0.002409 2.7848

841.4424 0.0001910 0.002106 2.1943

855.4560 0.0003819 0.002808 2.7755

859.4530 0.0003385 0.002635 2.5415

873.4681 0.0004476 0.003064 2.2061

875.4843 0.0002609 0.002409 -2.1759

885.4701 0.0001683 0.002023 2.0788

899.4832 0.0004757 0.003096 2.4789

903.4765 0.0000711 0.001999 2.3000

925.5284 0.0010311 0.005532 3.1720

927.5519 0.0000766 0.001999 7.4686

943.5106 0.0002958 0.002456 2.0874

969.5565 0.0006501 0.003852 3.9102

971.5704 0.0001624 0.002023 5.5937

1013.5800 0.0003531 0.002695 4.6011

1015.5920 0.0001580 0.002023 4.4630

1057.6140 0.0001856 0.002105 4.2502

1085.6380 0.0050397 0.017864 6.4661

1101.6240 0.0000358 0.001999 3.6133
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       Figura 83. Espectro de fragmentación para m/z 259.1906 a una EC de -30 voltios 

 

Para el resto de los metabolitos que se pudo dar una identificación tentativa, los espectros 

de masas/masas fueron muy pobres, por lo que no se pudo asignar una identidad con un mayor 

nivel de confianza. 

El metabolito m/z 873.4681 se halló aumentado en la cepa MT103. Su tiempo de retención 

fue de 7.4 minutos. Le fue asignada la fórmula molecular C44H76O13P2 con un error de masas de 

1-1 ppm. Con la consulta en distintas bases de datos se le asignó como estructura tentativa la de 

un glicerofosfolípido concretamente fosfatidilglicerolfosfato (FGF) que presenta la estructura 

FGF(R1CO2H+R2CO2H=38:6). 

Otro metabolito al que se le pudo atribuir una identificación tentativa fue al m/z 875.4843 

con un tiempo de retención parecido al obtenido para la molécula anterior de 6.9 minutos. Le 

fue asignado como posible fórmula molecular C44H78O13P2 con un error de masas por debajo de 

una ppm.  La molécula fue identificada con una estructura semejante a la anterior, pero en este 

caso presentaba un enlace doble menos en una de las cadenas pertenecientes a un ácido graso, 

siendo FGF(R1CO2H+R2CO2H=38:5) la estructura propuesta para este metabolito diferencial. 

El siguiente metabolito m/z 899.4832 que apareció aumentado en la cepa MT103 apareció 

en la zona intermedia del cromatograma, cercano al tiempo de retención de las dos moléculas 

anteriores. La fórmula  que se pudo asignar: C46H78O13P2 cuyo error de masas fue de una ppm, 

coincidió en la búsqueda utilizando MMC con la siguiente estructura 

FGF(R1CO2H+R2CO2H=40:7). En los tres casos no devolvía la identidad de moléculas muy 
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relacionadas entre sí. En todos los casos de trataba de fosfolípidos de la familia 

fosfatidilglicerolfosfato. 

Otro de los metabolitos al que se le pudo dar una identificación tentativa fue al m/z 

correspondiente a 925.5284.  Se le asignó la fórmula molecular C45H83O17P con un error de 

masas de una ppm. La búsqueda en las bases de datos, nos devolvió como posible identidad la 

de un lípido perteneciente a la familia de los FIMs, concretamente un FIM1, cuya estructura 

tendría la composición FIM1(16:0/14:0). La ionización de la molécula fue a partir de la pérdida 

de una molécula de agua y de un protón. Su tiempo de retención de 9.8 minutos fue el 

correspondiente al de una molécula no polar. 

Continuando con la identificación de metabolitos para este análisis, el metabolito m/z 

969.5565, presente en mayor cantidad en la cepa MT103 se obtuvo con un tiempo de retención 

de 9.8 minutos, al igual que la molécula anterior, lo que sugería que se trataba de una molécula 

parecida. La fórmula que se le asignó con un error de masas de una ppm sería la siguiente 

C47H87O18P, que además se pudo identificar de manera tentativa como un lípido, relacionado 

directamente con el anterior, un FIM1, en este caso presentaría diferentes cadenas de ácidos 

grasos que la molécula anterior. Como estructura probable podíamos decir que se trata de la 

siguiente FIM1(R1CO2H+R2CO2H=32:1). La longitud exacta de las cadenas de ácidos grasos 

no se puede establecer, porque podrían ser varias las estructuras propuestas. 

Al siguiente metabolito con la m/z de 971.5704 se le asignó como mejor fórmula molecular 

C47H89O18P con un error de solo una ppm. Se puede observar que se trataría de una molécula 

parecida a la anterior, ya que solamente se diferencian en dos átomos de hidrógeno y además 

presentan tiempos de retención muy parecidos, para este concretamente de nueve minutos. 

Teniendo en cuenta esto y la identidad que nos proporcionaron las distintas bases de datos se 

podría proponer como posible estructura de FIM1 que presentaría la siguiente composición 

FIM1(R1CO2H+R2CO2H=32:0), de tal modo que quizás se traten de la misma molécula 

diferenciándose solamente por la presencia de un doble enlace en uno de los dos ácidos grasos. 

El metabolito1015.5920 con un error de masas de -3.1 ppm y encontrado en el tiempo de 

retención de 12.1 minutos fue identificado como una posible cardiolipina y encontrado 

mayoritario en la cepa MT103. 
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En la tabla  23 pueden verse los metabolitos identificados, con el error de masas en relación 

a su masa teórica, el tiempo de retención, la forma ionizada en que ha sido detectada, así como 

el p. valor corregido, las veces de cambio y el nivel de clasificación basado en los enunciados 

de Schymansky y colaboradores.65 

 

Tabla 23. Metabolitos identificados tentativamente en el análisis de los sobrenadantes. El valor 

de veces de cambio de los valores en positivo corresponden con el valor aumentado en la cepa MT103 

y los valores en negativo corresponden con el valor aumentado en MTBVAC. 

 

 
 

Por otro lado se hizo la evaluación de los metabolitos que habían sido identificados 

tentativamente en el resto de las cepas. Se aplicó un test estadístico para comparar las variables 

entre todos los grupos que se habían incluido en el análisis, a fin de ver si podían considerarse 

significativas las diferencias entre ellos. En este caso un test ANOVA y paramétrico, además de 

calcular las veces de cambio entre las distintas cepas de aquellos metabolitos que presentaban 

un p. valor < 0.05.  

A continuación, en las tablas 24-25 se muestran el p. valor y las veces de cambio para las 

áreas entre los distintos grupos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Clasificacion     

 Shymanski y col. 

Ácido graso hidroxilado 259.1906 -H 8.6 -1.2 2.00E-03 -45.46 Nivel 2

FGF(R1CO2H+R2CO2H=38:6) 873.4681 -H 7.4 -0.2 3.06E-03 2.21 Nivel 3

FGF(R1CO2H+R2CO2H=38:5) 875.4843 -H 6.9 0.5 2.41E-03 -2.18 Nivel 3

FGF(R1CO2H+R2CO2H=40:5) 899.4832 -H 8.1 -0.8 3.10E-03 2.48 Nivel 3

FIM1(16:0/14:0) 925.5284 -H2O-H 9.8 -0.5 5.53E-03 3.17 Nivel 3

FIM1(R1CO2H+R2CO2H=32:1) 969.5565 -H 9.8 1.4 3.85E-03 3.91 Nivel 3

FIM1(R1CO2H+R2CO2H=32:0) 971.5704 -H 9.0 -0.4 2.02E-03 5.59 Nivel 3

Cl(R1CO2H+R2CO2H+R3CO2H+R4CO2H=40:0) 1015.5920 -H 12.1 -3.2 2.02E-03 4.46 Nivel 3

 FDR Veces de cambioEstructura tentativa m/z Aducto  T.R. Δppm
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       Tabla 24. Análisis ANOVA para los metabolitos identificados tentativamente significativamente 

diferenciales. Incluyen el valor de FDR y las diferencias en veces de cambio en las cepas. 

 

 

m/c p. valor FDR Análisis de cepas 2 a 2 Veces de cambio

H37Rv - H37Rv-phoPR mutante 2.65

H37Rv-phoPR-pWM222 - H37Rv 9.46

MTBVAC - H37Rv 37.81

H37Rv-phoPR-pWM222 - H37Rv-phoPR mutante 25.04

MT103 - H37Rv-phoPR mutante 2.21

MTBVAC - H37Rv-phoPR mutante 100.06

H37Rv-phoPR-pWM222 - MT103 11.36

MTBVAC - H37Rv-phoPR-pWM222 4.00

MTBVAC - MT103 45.38

H37Rv - H37Rv-phoPR mutante 3.77

H37Rv-phoPR-pWM222 - H37Rv 1.56

 H37Rv - MT103 1.47

H37Rv - MTBVAC 3.24

H37Rv-phoPR-pWM222 - H37Rv-phoPR mutante 5.90

MT103 - H37Rv-phoPR mutante 2.57

H37Rv-phoPR-pWM222 - MT103 2.30

H37Rv-phoPR-pWM222 - MTBVAC 5.07

MT103 - MTBVAC 2.21

H37Rv-phoPR mutante - H37Rv 2.50

H37Rv-phoPR-pWM222 - H37Rv 1.32

MTBVAC - H37Rv 2.11

H37Rv-phoPR mutante - H37Rv-phoPR-pWM222 1.89

H37Rv-phoPR mutante - MT103 2.58

H37Rv-phoPR mutante - MTBVAC 1.19

 H37Rv-phoPR-pWM222 - MT103 1.37

MTBVAC - H37Rv-phoPR-pWM222 1.59

MTBVAC - MT103 2.18

H37Rv - H37Rv-phoPR mutante 2.81

H37Rv-phoPR-pWM222 - H37Rv 1.53

H37Rv - MTBVAC 2.57

H37Rv-phoPR-pWM222 - H37Rv-phoPR mutante 4.28

MT103 - H37Rv-phoPR mutante 2.71

H37Rv-phoPR-pWM222 - MT103 1.58

H37Rv-phoPR-pWM222 - MTBVAC 3.92

MT103 - MTBVAC 2.48

H37Rv - H37Rv-phoPR mutante 4.78

H37Rv-phoPR-pWM222 - H37Rv 1.33

H37Rv - MTBVAC 5.35

H37Rv-phoPR-pWM222 - H37Rv-phoPR mutante 6.38

MT103 - H37Rv-phoPR mutante 3.99

H37Rv-phoPR-pWM222 - MT103 1.60

H37Rv-phoPR-pWM222 - MTBVAC 7.13

MT103 - MTBVAC 4.46

875.4843 3.637E-08 1.5607E-07

899.4832 7.926E-09 4.1865E-08

1015.5920 2.64E-09 1.98E-08

259.1906 1.547E-11 6.3715E-10

873.4681 4.514E-10 5.6763E-09
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A partir de los resultados obtenidos podemos decir que el ácido graso en el sobrenadante 

aparece aumentado en la cepa de la vacuna, con relación a su cepa mutada, también con una gran 

diferencia frente a la cepa H37Rv y a su mutante, y en una relación mucho menor al mutante 

que contiene el plásmido con muchas copias de phoP. Por otra parte, si comparamos las señales 

obtenidas entre H37Rv y su mutante podemos decir que hay diferencias significativas entre 

ambas cepas, pero realmente no son muy acusadas, como sería en el caso de la cepa atenuada de 

la vacuna. Sin embargo, cuando se compara la cepa que contiene el plásmido con la cepa salvaje 

y con su mutante phoP las cantidades de éste ácido graso aparecen en una mayor cantidad 

considerable y son significativas. De ahí que podamos plantearnos que de algún modo el gen 

phoP está actuando en esta ruta, aunque por otra parte las mínimas diferencias en la cepa H37Rv 

y su mutante podrían apoyar que las diferencias realmente se deben a la deleción de fad2D6  y a 

la interrupción en la síntesis de lípidos más complejos. En la cepa de la vacuna la ausencia de 

este gen está promoviendo la presencia en el sobrenadante de este metabolito, quizás porque en 

algún paso posterior haya algún paso interrumpido, de modo que este producto intermedio se 

esté acumulando. Tal vez la presencia o ausencia de este gen tiene un efecto indirecto en las 

cantidades que aparecen del ácido graso encontrado diferencial excretados al medio. La gran 

diferencia en la producción del mismo y conocer su identidad confirmada podrían servir para 

profundizar más en el estudio de esta molécula con la finalidad de poder encontrar un marcador 

que pudiera, incluso servir para indicar el éxito en la vacunación. 

Para el metabolito con m/z 873.4681 se encontraron diferencias significativas entre los 

distintos grupos. Realmente las diferencias más destacadas en cuanto a la abundancia del mismo, 

sería la mayor cantidad de hasta más de cinco veces en la cepa que contiene las copias del gen 

phoP frente a los dos mutantes. Igualmente, en las cepas que presentan el gen phoP existe una 

mayor cantidad de ese metabolito en relación con las cepas del mismo tipo que presentan la 

deleción de este gen, aunque en menor cantidad que en el caso anterior. 

El metabolito m/z 875.4843 presentó diferencias significativas en diferentes parejas de 

cepas, pero esas diferencias en cuanto a la intensidad no fueron demasiado consistentes, 

solamente en cuatro de las comparaciones dos a dos, estuvieron por encima de dos veces de 

cambio, destacando el aumento del metabolito en las cepas que no contienen el gen phoP en 

relación a las cepas que no presentan modificaciones genéticas. 

        Para el metabolito m/z 899.4832 también hubo diferencias significativas entre los distintos 

grupos que fueron comparados. Las mayores diferencias encontradas entre los grupos se 

encontraron entre la cepa que contenía las copias del plásmido y las cepas que no presentaban el 
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gen phoP. A su vez las cepas que no presentaban mutaciones también presentaron una mayor 

cantidad del metabolito en relación  a las cepas que habían perdido el gen, pero las diferencias 

eran menores si eran comparadas con la cepa que presentaba las copias del gen. Parece que hay 

una relación clara con la presencia del gen phoP y la cantidad de este metabolito, pudiendo tener 

una relación directa con la ruta de síntesis del mismo. 

 

Tabla 25. Análisis ANOVA para los metabolitos identificados tentativamente 

significativamente diferenciales. Incluyen el valor de FDR y las diferencias en veces de cambio entre  

las cepas. 

 

 
 

Los resultados obtenidos significativamente diferenciales entre los grupos comparados dos 

a dos para los tres compuestos FIM1 identificados tentativamente, presentan un perfil parecido 

en cuanto a las diferencias que aparecen en cuanto a su abundancia en los diferentes tipos de 

cepas. Los tres metabolitos aparecen claramente aumentados en el mutante que contiene las 

m/c p. valor FDR Análisis de cepas 2 a 2 Veces de cambio

H37Rv - H37Rv-phoPR mutante 11.71

H37Rv-phoPR-pWM222 - H37Rv 14.15

 H37Rv - MT103 1.51

H37Rv - MTBVAC 4.79

H37Rv-phoPR-pWM222 - H37Rv-phoPR mutante 34.56

 MTBVAC - H37Rv-phoPR mutante 2.44

H37Rv-phoPR-pWM222 - MT103 4.46

H37Rv-phoPR-pWM222 - MTBVAC 14.15

MT103 - MTBVAC 3.17

H37Rv - H37Rv-phoPR mutante 11.78

H37Rv-phoPR-pWM222 - H37Rv 2.12

 H37Rv - MT103 1.35

H37Rv - MTBVAC 5.28

H37Rv-phoPR-pWM222 - H37Rv-phoPR mutante 25.00

 MTBVAC - H37Rv-phoPR mutante 2.23

H37Rv-phoPR-pWM222 - MT103 2.87

H37Rv-phoPR-pWM222 - MTBVAC 11.22

MT103 - MTBVAC 3.91

H37Rv - H37Rv-phoPR mutante 7.05

H37Rv-phoPR-pWM222 - H37Rv 1.47

H37Rv - MTBVAC 7.00

H37Rv-phoPR-pWM222 - H37Rv-phoPR mutante 10.35

MT103 - H37Rv-phoPR mutante 5.63

H37Rv-phoPR-pWM222 - MT103 1.84

H37Rv-phoPR-pWM222 - MTBVAC 10.29

MT103 - MTBVAC 5.59

H37Rv - H37Rv-phoPR mutante 49.00

H37Rv-phoPR-pWM222 - H37Rv 4.44

H37Rv -MT103 3.40

H37Rv - MTBVAC 22.02

H37Rv-phoPR-pWM222 - H37Rv-phoPR mutante 218.86

MT103 - H37Rv-phoPR mutante 14.50

H37Rv-phoPR-pWM222 - MT103 15.10

H37Rv-phoPR-pWM222 - MTBVAC 97.68

MT103 - MTBVAC 6.47

1085.638 9.79E-11 2.24E-09

969.5565 1.445E-10 2.5251E-09

971.5704 3.988E-10 5.3004E-09

925.5284 1.119E-10 2.3393E-09
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copias del gen phoP en un plásmido, si se comparan con las cepas que presentan la deleción del 

gen MTBVAC y el mutante H37Rv. Las diferencias en cuanto a la cantidad que se ha detectado 

en el sobrenadante para el m/z 925.5284 fueron hasta más de 34 veces comparando la cepa 

H37Rv-phoPR-mutante con H37Rv. Para los tres metabolitos esta fue la comparación entre 

cepas que presentó más variabilidad. Por otro lado si comparamos los mutantes con la deleción 

con cualquiera de las cepas que no presentan ningún tipo de modificación genética para el gen 

phoP en el caso de los 3 metabolitos aparecen en una cantidad menor en todos los casos.  

Claramente hay una relación que parece ligada directamente a la presencia del gen phoP y 

a la producción y excreción al medio, de este tipo de metabolitos que tienen una relación directa 

con la respuesta inmune del humano frente a la tuberculosis e intervienen en la síntesis de otras 

moléculas de mayor complejidad que intervienen en la virulencia de M. tuberculosis. 
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5. DISCUSIÓN 

 

5.1    Estrategia analítica 

 
Cualquier investigación metabolómica requiere una estrategia analítica y un 

considerable esfuerzo de ajuste de la metodología a los objetivos que se persiguen. En este 

estudio hemos realizado dos aproximaciones generales (dirigida y no dirigida) y varias 

aproximaciones analíticas, resultando un conjunto de procesos que han resultado adecuados a 

los fines del trabajo.  

La aproximación dirigida dispone de estándares internos y permite la identificación y 

cuantificación de los metabolitos72,73. Una de las instrumentaciones analíticas con mejores 

resultados para llevar a cabo este tipo de estudios serían los espectrómetros de masas compuestos 

por un triple cuadrupolo y los espectrómetros de masas que presentan una trampa de iones, 

ambos son equipos muy reproducibles y con una gran sensibilidad, características 

imprescindibles en los análisis dirigidos. En nuestro caso, se han llevado a cabo dos 

aproximaciones dirigidas para encontrar las diferencias en la producción de di-AMP cíclico y de 

fosfatidilinositol manósidos entre MTBVAC y MT103.  

El di-AMP cíclico ha sido detectado en extractos celulares de distintas bacterias patógenas, 

entre ellas, M. tuberculosis. Hay evidencias de su participación en la regulación de la síntesis de 

ácidos grasos74.  Por otra parte, se ha visto que interviene en la ruta citoplasmática de vigilancia 

del huésped, la cual es crucial para la defensa antimicrobiana y necesaria para la respuesta de 

interferón tipo I. Sin embargo, el mecanismo y papel de señalización de esta molécula en la 

virulencia de M. tuberculosis no se conoce. Se ha demostrado que la resistencia a tuberculosis 

requiere de la ruta de vigilancia citoplasmática mediada por di-AMP cíclico y que los niveles de 

esta molécula pueden modular el desarrollo de la infección. Se ha podido demostrar que la 

sobreexpresión de AMP diadenilato ciclasa de M. tuberculosis activa la ruta del factor de 

regulación de interferón, con niveles mejorados de IFN-β, observándose una autofagia 

aumentada en macrófagos y presenta una atenuación sustancial de la virulencia en ratones. Éstos 

resultados sugieren que la modulación de los niveles de esta pequeña molécula puede conducir 

a nuevas estrategias inmunoterapéuticas contra la tuberculosis75. Nuestro trabajo, aparte de 

mostrar diferencias entre las cepas atenuada y otras, ha desarrollado su determinación 

cuantitativa como biomarcador de virulencia. 

Los fosfatidilinositol-manósidos (FIMs) son glucolípidos formados por ácidos grasos y glicerol  
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unidos por un grupo fosfodiester a un azúcar manósido. En micobacterias los ácidos grasos 

predominantes son el palmítico (C16), el tuberculoesteárico (10-metil-octadenóico, C19), el 

mirístico (C14) y el octadenoico, y suelen encontrarse presencia de esteárico (C18), hexadenoico 

(C16:1) y heptadecanoico (C17). Son componentes de la membrana citoplasmática y de la pared 

celular de micobacterias, pudiendo encontrarse de manera independiente o formando estructuras 

más complejas como lipomanan y lipoarabinomanano. Todas las especies de Mycobacterium 

poseen 2 formas aciladas de FIMs, tri y tetra-acilados FIM2 y tri y tetra-acilados  FIM6 y 

diferentes versiones aciladas de lipomanan y lipoarabinomanano. Los FIMs, lipomanan y 

lipoarabinomanano muestran varias propiedades inmunomoduladoras por interacción con 

diferentes receptores. Principalmente lipomanan está asociado con receptores de señalización 

Toll, mientras los FIMs de orden superior y el lipoarabinomanano son reconocidos por receptores 

tipo lectinas tipo C en las células dendríticas y por los receptores de manosa de macrófagos. 

FIM2 promueve la producción de citoquinas proinflamatorias por macrófagos y el reclutamiento 

de células T natural killer, responsables principales en la respuesta granulomatosa. Finalmente, 

los FIMs entre otros lípidos de micobacterias se intercambian activamente fuera de esta, lo que 

sugiere un papel potencial para estos componentes en la extensión de la influencia de la bacteria 

sobre su entorno66,76. Se trata por tanto de compuestos que pueden servir como marcadores de 

imnunogenicidad. 

Para llevar a cabo la caracterización metabolómica no dirigida es necesario utilizar técnicas 

analíticas capaces de medir una amplia variedad de moléculas y en un amplio rango dinámico 

de concentraciones77. Las principales técnicas son: la resonancia magnética nuclear (RMN) y 

espectrometría de masas (EM).  Nosotros nos hemos decantado por la EM, a sabiendas de que 

la RMN es más potente a la hora de identificar las moléculas. La espectrometría de masas tiene 

la ventaja de alta sensibilidad y selectividad, además de un alto rendimiento y con una amplia 

cobertura.  

Si se realiza inyección directa, disminuye el tiempo de análisis, pero teniendo resultados 

más complejos y con un efecto por supresión iónica mucho mayor, al llegar todos los iones a la 

misma vez al detector e interfiriendo en la intensidad de las señales. Para evitar estos problemas 

se suele trabajar con técnicas de separación previas, siendo las más utilizadas la cromatografía 

líquida, la cromatografía de gases y en menor medida la electroforesis capilar. Nosotros nos 

hemos decantado por la cromatografía líquida, aunque somos conscientes que la cromatografía 

de gases tiene una mayor resolución cromatográfica, pero  la estabilidad térmica de la fase 

estacionaria, los metabolitos y sus derivatizaciones limitan el análisis del metaboloma 
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limitándolo a ciertas sustancias78,43,79. Varias clases de compuestos (azúcares, aminoácidos, 

nucleósidos, etc.) no pueden ser analizados directamente debido a su polaridad y falta de 

volatilidad. La cromatografía líquida muestra una alta sensibilidad y un amplio rango de 

moléculas que pueden ser analizadas. Se puede utilizar junto con herramientas estadísticas 

quimiométricas para obtener un cuadro integrado de los metabolitos, incluyendo péptidos, 

aminoácidos, ácidos nucleicos, carbohidratos, ácidos orgánicos, vitaminas, polifenoles, 

alcaloides y especies inorgánicas que actúan como pequeñas moléculas o biomarcadores que 

representan el fenotipo funcional en una célula, tejido u organismo.  

Lo normal en metabolómica es seguir una aproximación no dirigida, lo que supone un 

barrido de todos los metabolitos80. Este objetivo es difícil de conseguir con una sola analítica, 

ya que las moléculas que se pueden detectarse varían, dependiendo de la fase móvil, fase 

estacionaria y el modo de ionización, etc. (ver más adelante). En nuestro caso la hemos utilizado 

fundamentalmente para el análisis de las diferencias entre la cepa MTBVAC y su cepa parental 

MT103. La contrapartida de este tipo de enfoque es que pueden producirse identificaciones 

falsas de metabolitos o sesgos en las señales debidas a los efectos de la matriz y a la falta de 

estándares. La falta de cuantificación absoluta dificulta el análisis comparativo de los niveles de 

metabolitos y por tanto la comparación de resultados entre laboratorios. 

Debido a la gran complejidad de las muestras biológicas desde un punto de vista químico81, 

la elección para llevar a cabo nuestro análisis fue el uso de la cromatografía líquida acoplada a 

espectrometría de masas de alta resolución. Para cubrir el mayor número de metabolitos 

utilizamos dos tipos distintos de análisis cromatográficos en paralelo: la cromatografía fase 

reversa utilizada para la separación de compuestos de naturaleza apolar y de polaridad 

intermedia y la de interacción hidrofílica dirigida a la separación de pequeñas moléculas de 

carácter polar82. 

Es importante considerar el modo de ionización usado en espectrometría de masas en los 

análisis de metabolómica. Es difícil cubrir todos los tipos de moléculas con una sola técnica, de 

modo que algunos metabolitos son ionizados mejor de un modo, mientras otros son ionizados 

más eficientemente en otro modo. En este trabajo se usó para la ionización electroespray en dos 

modos de ionización, positivo y negativo. En resumen, hemos estudiado el metaboloma 

mediante cuatro análisis complementarios. 
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5.2. Metabólica de MTBVAC y su relación con otras cepas 

 

Este estudio representa un avance en la caracterización de MTBVAC, y hasta dónde 

sabemos, es el primero utilizando una aproximación metabolómica completa para comparar esta 

cepa viva atenuada con su cepa parental. Además, supone un avance en el conocimiento de las 

mutaciones de los genes phoP y fadD26 en la vacuna MTBVAC al completar los estudios de 

genómica, transcriptómica y proteómica27,28,35,26,61,62. El análisis metabolómico efectuado 

corrobora una disminución de la capacidad infectiva del patógeno, así como otras 

modificaciones que representan perfiles metabolómicos específicos para la cepa atenuada, 

aunque en alguno de estos casos no podamos asignar la estructura completa de los metabolitos. 

Hemos encontrado 106 metabolitos diferentes entre las dos cepas estudiadas, con buenos 

espectros y picos cromatográficos. No hemos podido identificar estructuralmente todos los 

metabolitos por no existir referencias, lo que nos sugiere que se trata de estructuras novedosas, 

que no están descritas hasta el momento. Esto no sería de extrañar, ya que el número de 

metabolitos conocidos de M. tuberculosis es muy limitado.69 debido en buena parte a la falta de 

estándares 83 y a la escasez de espectros de masas y espectros de fragmentación para alimentar 

las distintas bases de datos disponibles. En este sentido, nuestro trabajo aporta información 

relevante a esas bases de datos. 

Se han encontrado numerosos metabolitos involucrados en la síntesis de la pared celular 

como sería el caso de los fosfolípidos. Dentro de estos hemos encontrado tres familias con 

distinta abundancia entre las cepas, que pertenecerían a la familia de fosfatidilinositol (FI), 

fosfatidilglicerol (FG) y por último fosfatidiletanolamina (FE). En todos los casos se ha tratado 

de diferentes estructuras dentro de cada clase/familia los que han sido identificados como 

diferenciales entre las 2 cepas.  

Otros metabolitos que intervienen en la síntesis de la pared celular tales como la trehalosa 

6-fosfato y la 2-sulfotrehalosa también se encontraron en distinta proporción entre la cepa salvaje 

y la cepa vacuna. Estos hallazgos son de interés, puesto que, junto a micolatos y un set de lípidos 

enlazados no covalentemente que incluyen dimicocerosatos de tiocerol, aciltrehalosas, micolatos 

trehalosas, sulfátidas y fosfatidil mioinositol manósidos.84,85 (figura 84) son clave en la 

capacidad de M. tuberculosis para infectar las células del huésped40, su virulencia y su 

patogénesis48. 
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Figura 84. Representación de la pared celular de Mycobacterium tuberculosis. SL: 

sulfolípidos, TDIM: dimicocerosatos de tiocerol, PAT: poliaciltrehalosas. 

 

De especial interés han sido los hallazgos encontrados en la familia FI. Estos compuestos 

desempeñan un importante papel estructural, fisiológico e inmunológico en M. tuberculosis y en 

la interacción con el huésped, estas moléculas y algunos de sus derivados metabólicos en los que 

FI constituye el anclaje lipídico a la cubierta celular, como sería el caso de FIM, o de complejos 

lipoglicanos (tales como lipomanan lineal y ramificados junto con lipoarabinomanano). FI y 

FIM son considerados como esenciales para la estabilidad de la membrana y por lo mismo, para 

la viabilidad celular.86 Además presentan un papel clave en modular la respuesta del huésped 

durante la infección.76 

En la figura 85 puede verse la ruta biosíntetica de lipoanabinomanano a partir de FI, de 

donde se obtiene en primer lugar FIM1 que puede ser transformado en FIM2, o en los derivados 

acilados de FIM1, a partir de ambos se pueden obtener las dos formas aciladas de FIM2 que son 

consideradas como productos finales de metabolismo e intermediarios en la biosíntesis de 
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unidades más complejas como serían las 2 formas aciladas de FIM6, lipomanan y 

lipoarabinomanano.87 

 

 

Figura 85. Ruta metabólica de glicerofosfolípidos. Síntesis de FIM, Lipomanan y 

Lipoarabinomanano en M. tuberculosis. PI: fosfatidilinositol, GDP-Man: GDP-Manosa, PimA: 

fosfatidil-mio-inositol alfa-manosiltransferasa, PIM: fosfatidilinositol manósido, 2.3.1.265: 

fosfatidilinositol dimanósido aciltransfera, Ac1PIM. triacilado fosfatidil mio-inositol manósido, Ac2 

PIM: tetracilado fosfatidil mio-inositol manósido, pimB´: fosfatidil-mio-inositol dimanosido sintasa, 

pimC: alfa-1,6-manosil transferasa, PPM: beta-D-manosilfosfodecaprenol, pimE: alfa-1,2-manosil 

transferasa, LM: lipomanan, LAM: lipoarabinomanano, CapA: manosiltransferasa, ManLAM: 

lipoarabinomanano cubierto de manosa, PILAM: lipoarabinomanano cubierto de fosfatidil-mio-

inositol. Los cuadrados verdes incluyen las enzimas que catalizan las reacciones. 

 

Lipoarabinomanano es un importante modulador de la respuesta inmune durante el 

transcurso de la tuberculosis. Además esta molécula actúa como ligando clave en la interacción 

entre M. tuberculosis y los macrófagos,  facilitando la supervivencia del bacilo dentro de las 

células fagocíticas.88 De este modo todas estas moléculas actuarían como moduladores de la 

respuesta inmune y de los factores de virulencia. Las diferencias encontradas en cuanto a las 

diferentes clases y cantidad de FI entre ambas cepas, donde claramente se puede ver que esta 

clase de lípidos está aumentada considerablemente en la cepa vacuna, nos hizo plantearnos que 

la mayor cantidad de estas moléculas libres puede reflejar una menor producción de células más 

complejas, involucradas directamente en la proliferación de M. tuberculosis.  Por lo tanto, a 

partir de los resultados obtenidos y de la hipótesis planteada, se llevó a cabo el análisis dirigido 

para la búsqueda de FIM2 en cepas de tuberculosis y sus mutantes para el gen phoP, con el 
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objetivo de demostrar la hipótesis planteada y además poder relacionarlo directamente con la 

presencia o ausencia de phoP.  Tras la realización del análisis se pudo confirmar que existía una 

composición diferente en FIM entre MTBVAC y MT103. Este fenotipo no fue exclusivo para la 

vacuna, y todos los mutantes que no presentaban el gen phoP, pertenecientes a los linajes dos y 

cuatro, linajes más extendidos de M. tuberculosis, presentaron igualmente una mayor presencia 

de estas moléculas. En consecuencia, la síntesis de FIM2 representa un fenotipo regulado por 

phoP aún desconocido en M. tuberculosis. Esta concentración aumentada de FI libre y FIM2 

puede estar relacionada con la atenuación de los mutantes de phoP, como resultado  de una 

reducción en el número de lípidos anclados tales como lipoglicanos.60,89,61 

Otra familia de metabolitos de gran interés y que se presenta de forma diferencial son los 

fosfoglicéridos (FFG). En micobacterias estas moléculas son intermediarios en la síntesis de 

otros fosfolípidos, incluyendo FI, cardiolipinas y FG lisinados.8 En nuestro trabajo se ha 

encontrado que la forma correspondiente a FG(16:0/18:1) estaba aumentada en MT103, mientras 

el resto de fosfolípidos pertenecientes a esta clase fueron identificados como diferenciales y 

mayoritarios en la cepa atenuada. Los hallazgos en relación a la diferencia en la producción de 

estos metabolitos apoyan la inmunidad de la vacuna. En algunos estudios recientes los FG 

aparecen como una firma molecular de la infección que permite el reconocimiento inmune de la 

infección bacteriana. Se han encontrado evidencias de que estas moléculas pueden actuar como 

antígenos para la activación de células T y células natural killer T90,91, con la consecuente 

activación del sistema de defensa. 

Dentro del grupo de fosfolípidos encontrados como diferenciales, la familia FE apareció 

con una mayor intensidad en la cepa MTBVAC. Se hallaron hasta nueve tipos distintos en 

función de la longitud de sus cadenas y en todos los casos aparecieron aumentadas en la cepa de 

la vacuna. A diferencia de FI, los fosfolípidos FE parecen no ser esenciales en Mycobacterium, 

ya que el gen para la fosfatidilserina sintetasa envuelto en la síntesis de FE no se considera 

necesario para la supervivencia de la bacteria.92 Aunque la FE generalmente se encuentra en 

todos los organismos, es particularmente abundante en las membranas plasmáticas bacterianas.93 

Aun así, las funciones para estas moléculas están poco definidas a parte de su papel estructural 

como componentes de la membrana plasmática. Otras posibles funciones implican su función 

en el crecimiento, la motilidad, la quimiotaxis, el transporte de solutos o la sensibilidad hacia 

algunos antibióticos.94,95 Por otro lado mutantes de E. coli deficientes de FE presentan 

crecimiento filamentoso, que pudieran reflejar un defecto en la interacción de FtsZ con la 
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membrana.96 En otros microorganismos patógenos de mamíferos como Brucella abortus, FE es 

requerida para que su virulencia sea efectiva y para la interacción sostenida con el huésped.97  

En relación a M. tuberculosis existen evidencias de las funciones relacionadas con la 

virulencia y la inmunogenicidad de distintos componentes de membrana, que incluyen, como ya 

se ha visto, otros tipos de fosfolípidos. La función estructural para FE es conocida, pero se 

desconoce si existen otras funciones relacionadas con la patogenia de M. tuberculosis para este 

fosfolípido. Se ha sugerido que junto con FI y cardiolipinas, FE puede ser liberada por el 

microorganismo durante la infección, pudiendo desempeñar un papel en la infectividad y 

persistencia dentro del huésped98. A su vez, nuestros resultados del análisis del exometaboloma 

han encontrado una mayor cantidad, de cardiolipinas en el medio extracelular de MT103, y la 

disminución en la cepa vacuna, lo que explicaría la menor virulencia de esta. Por otro lado, la 

presencia aumentada de FE en las membranas de la cepa atenuada, podría ser beneficiosa en el 

caso de una hipotética infección por la cepa vacuna. La presencia aumentada de este componente 

estructural en bacterias, tanto en Gram positivas como en Gram negativas, puede resultar en un 

descenso de la permeabilidad frente a determinados antibióticos, capaces de promover la 

formación de dominios de membrana, y, por lo mismo, mostrando una mayor eficacia en su 

acción bactericida.93 De esto modo la presencia aumentada de FE en MTBVAC podría presentar 

algunas ventajas favorables frente a la permeabilidad de la membrana de la cepa vacuna ante  la 

cepa salvaje. 

 

Otros de los componentes implicados en la formación de la pared celular de M. tuberculosis 

y para el que se han encontrado diferencias es la trehalosa fosfato. La trehalosa es un disacárido 

de glucosa, muy abundante en micobacterias que pueden presentarse de forma más  libre y 

formando glicoconjugados. Se puede encontrar en el citoplasma y en la pared celular.99,100  Los 

glicolípidos de la cubierta de Micobacterias presentan dos grandes grupos, en virtud de la 

presencia de dos tipos de carbohidratos, uno de ellos presentaría trehalosa en su estructura. La 

síntesis y degradación de trehalosa interviene en el proceso de movilización del carbono 

mediante la envoltura celular, especialmente durante la infección, donde la regulación de lípidos 

que contienen trehalosa pueden modularse por factores ambientales y fisiológicos, que afectan 

tanto a M. tuberculosis como al huésped, y además estarían los glicolípidos compuestos por 

manosa, algunas de estas moléculas de M.tuberculosis imitan a las del huésped beneficiándose 

de esta condición para establecer un nicho intracelular único dentro del anfitrión. Existe otro 

grupo en esta categoría que serían los que presentan 6-deoxi-piranosa, aunque estaría restringido 
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a unas pocas cepas del complejo de M. tuberculosis. Dentro del grupo de glicolípidos 

compuestos por trehalosa a su vez se establecen cuatro categorías, encargados de formar la 

cubierta de M. tuberculosis, donde se incluyen los que presentan trehalosa di-, tri y poliaciladas 

(DAT, TAT, PAT), el grupo que engloba trehalosa mono y di-micolato (TMM, TDM), el 

siguiente estaría formado por los sulfolípidos y en último lugar se encontrarían los 

lipooligosacáridos (LOSs).84,101Las diferencias en las concentraciones detectadas para este 

metabolito sugieren una variabilidad en la producción entre MT103 y MTBVAC. En estudios 

previos no pudo demostrase esta relación al usar cromatografía en capa fina y cromatografía de 

gases con propionato marcado con 14C. Aunque los análisis mostraron bandas significativamente 

con más baja intensidad en los mutantes, no fue posible comparar exactamente la composición 

de ácidos grasos de cadena larga metil ramificados, debido a la emigración conjunta de los ácidos 

grasos de interés con otros compuestos derivados del propionato. 

Se investigó la presencia de trehalosa defosforilada, y se encontró que la producción de esta 

molécula entre las cepas comparadas no aparecía de forma diferencial. Hasta el momento hay 

tres posibles vías descritas para la síntesis de esta molécula fosforilada. La ruta OtsA-OtsB, en 

la que OtsA es una enzima conocida como trehalosa-6-fosfato sintasa que lleva a cabo la reacción 

de glucosa-6-fosfato y UDP-glucosa, para formar trehalosa-6-fosfato. OtsB es una enzima con 

actividad desfosforilasa que libera de nuevo la molécula de trehalosa del grupo fosfato. Esta ruta 

representa el modelo dominante requerido para el crecimiento de M. tuberculosis en los cultivos 

en laboratorio y para los modelos de virulencia en ratones.102,103 Tras los resultados obtenidos se 

sugiere que una mayor concentración de trehalosa-6-fosfato en MTBVAC puede estar 

relacionada con una actividad alterada de OtsA-OtsB. Además, este azúcar sirve como precursor 

biosintético para un rango de glicolípidos que ocupan tanto la membrana externa como la interna 

de la cubierta celular. Dos de estos componentes principales son por un lado la TMM y por otro 

la TDM, conocido también este último como “factor cuerda”. En ellos la trehalosa es esterificada 

por una o dos cadenas de ácidos micólicos respectivamente. TDM contribuye a la protección de 

M. tuberculosis de ser eliminado por la acción de los macrófagos, actúa como un potente 

modulador de la activación de los macrófagos y además proporciona una poderosa arma para 

aumentar la resistencia de micobacteria frente a los antibióticos.104 Un incremento de la síntesis 

de la trehalosa en su forma fosforilada en la cepa atenuada podría indicar una mayor actividad 

de la enzima OtsA favoreciendo así la fosforilación de este disacárido y la menor presencia de 

la forma libre implicada en la producción de moléculas más complejas como TMM y TDM, que 
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de este modo podrían presentar una disminución en su síntesis y consecuentemente contribuir a 

la ausencia de formación del factor cuerda26 y la atenuación de la cepa MTBVAC. 

Los sulfolípidos (SL) representan una familia de glicolípidos trehalosa-2-sulfato 

poliacilados esterificados con la presencia de dos hasta cuatro cadenas ácidos grasos. El primer 

paso llevado a cabo en la síntesis de este tipo de moléculas es la transferencia de un grupo sulfato 

a la posición dos de trehalosa en una reacción catalizada por la sulfotransferasa Stf0.105 La 

síntesis de sulfolípidos parece estar estrechamente regulada durante el curso de la infección. 

PhoP es requerido para la producción de este tipo de moléculas,34,61 y la sustitución en la 

posición 219 de serina por leucina dentro del gen phoP en la cepa H37Ra es responsable de la 

ausencia de sulfolípidos, DAT y PAT en esta cepa.62 La aparición de la molécula trehalosa-2-

sulfato disminuida en las muestras analizadas de la cepa vacuna durante el análisis contribuye a 

la explicación de la ausencia de sulfolípidos como consecuencia de la deleción del gen phoP en 

la cepa mutada. Resulta muy interesante la  descripción de que la complementación de uno de 

los mutantes con los genes phoP  restauró la producción de SL, PAT y DAT, indicando que 

phoP es requerido para la producción de ácidos grasos metil ramificados que contienen 

aciltrehalosas en M. tuberculosis. Las cantidades de SL producidas por MT1237 parecían estar 

relacionadas directamente con los niveles de expresión de phoP26. 

En el análisis metabolómico no dirigido utilizando cromatografía de interacción hidrofílica 

y modo de ionización negativo, encontramos como metabolitos diferenciales los aminoácidos, 

glutamina y glutamato que aparecían con menor intensidad en la cepa MTBVAC, estos 

aminoácidos clave en el metabolismo del nitrógeno son los principales aminoácidos que 

intervienen de forma intracelular en la síntesis de moéculas106. Estas además son los dos 

principales metabolitos de un ciclo de retroalimentación metabólica que integra información del 

metabolismo de carbono y del nitrógeno en el control de la relación carbono-nitrógeno en la 

célula.107 En micobacterias, la asimilación de nitrógeno inorgánico y su conversión a glutamina 

y glutamato es llevado a cabo por las enzimas glutamina sintetasa y glutamato sintetasa.108 La 

primera de estas enzimas ha sido relacionada tradicionalmente con la virulencia y patogenicidad 

de M. tuberculosis. Las formas virulentas de micobacteria segregan grandes cantidades de la 

enzima glutamina sintetasa al medio extracelular, por lo que se ha especulado que la enzima en 

este entorno puede además ejercer un papel en la producción de poli-L-glutamina-glutamato, un 

polímero encontrado en la pared celular de micobacterias patógenas y/o que la actividad 

extracelular de la misma puede modular el pH del fagosoma y, por lo tanto evitar la fusión entre 

este y el lisosoma.109 A partir de los datos obtenidos durante nuestro análisis, planteamos la 
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hipótesis de que una concentración elevada de estos aminoácidos podría estar relacionado con 

una mayor actividad de glutamina sintetasa y por lo tanto con una mayor virulencia de M. 

tuberculosis. 

En este mismo análisis además se encontró que el cofactor NAD+ estaba presente en la cepa 

MT103 de forma diferencial, y en mayor cantidad. Esta molécula es un cofactor esencial 

requerido para el equilibrio redox. NAD actúa extensamente en el catabolismo del aminoácido 

glutamato con el objeto de formar α-cetoglutarato mediante la actividad de la enzima glutamato 

dependiente de NAD+ y puede ser reducido por glutamato deshidrogenasa (GDH) para formar 

de nuevo glutamato. Estas reacciones además sirven como ramificaciones metabólicas 

enzimáticas debido a que la enzima GDH está implicada en la reacción que regula el flujo de 

intermediarios tales como α-cetoglutarato entre el ciclo de Krebs y el metabolismo del 

nitrógeno.108,106 Estas tres moléculas muestran una relación muy cercana y están directamente 

involucradas en la producción de energía para  M. tuberculosis. Estas tres moléculas NAD, 

glutamina y glutamato mostraron un claro aumento en MT103 comparado con MTBVAC, lo 

que podría explicar el fenotipo atenuado de la cepa vacuna en el contexto de un metabolismo 

desfavorecido energéticamente. 

La molécula identificada con una mayor diferencia entre ambas cepas, en el análisis no 

dirigido, durante la comparación de los metabolitos intracelulares, fue un derivado de micotiol.  

Realmente en este caso, consideramos el nivel del ruido como un valor del área en las cepas 

MTBVAC. Podríamos decir tras la revisión de los cromatogramas que el conjugado con micotiol 

no estaba presenta en la cepa atenuada. Se llegó a la deducción de que se trata de un derivado de 

micotiol y no de la molécula libre, tras encontrar dos picos diferentes con el mismo m/z y los 

mismos fragmentos comunes en ambos espectros. Estos ya se habían que se encontrado 

separados analíticamente del minuto 2.6 al minuto 4.9 en una carrera cromatográfica de 10 

minutos. La molécula con una menor retención, se consideró como el conjugado, por dos razones 

principalmente. Una fue porque la molécula con mayor retención estaba presente en ambas cepas 

en una cantidad muy similar y porque la primera solo aparecía en la cepa MT103 y no en 

MTBVAC, posiblemente no se estaba dando esa transformación, o en el caso que se diera, sería 

con una producción bastante minoritaria. 

La molécula micotiol presenta un papel importante en el metabolismo de Micobacterias y 

es considerado el equivalente funcional de glutatión110 , y se encuentra asociada con la 

producción de M. tuberculosis frente a antibióticos y estrés oxidativo.111 Por lo tanto altas 

concentraciones  celulares de este metabolito puede aumentar la capacidad de las especies de 
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Mycobacterium para mitigar los efectos negativos del estrés oxidativo, y además contribuye a 

establecer los patrones de resistencia frente a isoniazida y rifampicina. 

Hay tres enzimas involucradas en el metabolismo de micotiol y en los procesos de 

detoxificación: MSH-S-transferasa, micotiol-S-conjugado amidasa y por último micotiol 

reductasa NADPH dependiente.112,113 A partir de los resultados obtenidos en el análisis no 

dirigido con cromatografía de interacción hidrofílica y modo de ionización positivo, 

confirmamos que la capacidad antioxidante de la cepa atenuada debe encontrarse disminuida y 

a partir de esto, nos planteamos la hipótesis de que algunas de las enzimas biosintéticas de 

micotiol, y probablemente la MSH-S transferasa, podría haber disminuido la actividad en 

MTBVAC y por consiguiente haber bajado la producción del conjugado de micotiol. En la figura 

86 aparecen representadas las rutas principales en las que interviene la molécula micotiol. 

 

 

Figura 86. Esquema representativo de las biotransformaciones  de  la molécula micotiol. De las 

siglas en inglés: MSH: Micotiol, MSH S-transferasa: Micotiol-S-transferasa, MSSM: Disulfuro de 

Micotiol, Mtr: Micotiol disulfuro reductasa, McA: Micotiol amidasa, MscR: Nitrosotiol reductasa, 

MSNO: Nitrosomicotiol, MS(NHOH): Micotiol sulfinamida. 

 

El metabolito 1-tuberculosiniladenosina (1-TbAd) fue encontrado diferencial en nuestro 

estudio. Esta molécula es un nucleósido  terpénico  para el que aún no se ha podido determinar 

su función principal.114 

La formación de esta molécula se produce por la ciclación de geranilgeranil pirofosfato en 

tuberculosino pirofosfato llevado a cabo por la enzima Rv3377c, posteriormente la enzima 

Rv3378c, tuberculosinil transferasa daría lugar a la molécula 1-TbAd, que puede reorganizarse 
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a N6-TbAd.115,116 Hasta ahora 1-TbAd ha sido detectado solo en M. tuberculosis por lo que su 

expresión se correlaciona con la evolución de la virulencia. Hasta el momento ha sido estudiada 

solo en cepas adaptadas de laboratorio, de ahí que el mecanismo por el que se produce en el 

huésped permanece desconocido. Se ha utilizado la bioinformática por medio de herramientas 

predictivas para intentar aclarar su papel en M. tuberculosis pero no han servido de utilidad 

porque no se pudieron identificar genes biosintéticos ortólogos o similares a purinas en otras 

especies.117. 

Se conoce que M. tuberculosis es capaz de resistir la acidificación, mediante la exclusión 

de la función lisosómica con fagosomas infectados por un mecanismo de inmuno-evasión, 

resultante del bloqueo bacteriano de la entrega de vesículas ATPasa a fagosomas infectados. 

Aunque el mecanismo conocido limita el bombeo de protones en compartimentos infectados,  se 

presentan nuevos estudios  que proponen mecanismos complementarios que actúan dentro del 

fagosoma para recoger protones que llegan. Estos se basan en la alta producción observada de 

1-TbAd y la reinterpretación de un trasposón que muestra que Rv3377c y Rv3378c controlan la 

acidificación fagosómica de M. tuberculosis, por lo que se plantea la hipótesis  de que 1-TbAd 

podría actuar como una exotoxina que controla el pH del fagolisosoma, debido a que solo M. 

tuberculosis presenta esta capacidad y además es el único que sintetiza esta molécula.118,119 Se 

realizaron una serie de experimentos para intentar demostrar la función anti-ácida de 1-TbAd. 

Los genes involucrados en la producción de esta molécula fueron transferidos a Mycobacterium 

kansassii y se detectó utilizando espectrometría de masas la presencia de 1-TbAd. El crecimiento 

del microorganismo a pH neutro no se vio afectada, pero si se observó que el crecimiento 

aumentaba a pH entre 5,1-5,4 lo que se asemeja al que presentan los macrófagos activos. Así 

mismo, las cepas de M. tuberculosis que perdieron los genes relacionados con la producción de 

1-TbAd, disminuyeron la supervivencia a ese pH. Recientemente se han llevado a cabo estudios 

en modelos de ratón infectados con cepas de M. kansassi salvaje y M. kansassi mutante con los 

genes correspondientes a Rv3377c y Rv3378c. Los resultados obtenidos demuestran una ventaja 

temprana en la replicación bacteriana durante la infección pulmonar consistente en una mayor 

supervivencia en macrófagos alveolares, sin embargo M.kansassi::Rv3377c y Rv3378c fue 

superado por el tipo salvaje a largo plazo de la infección murina.  Además, refuerza esta teoría 

la comparación de esta molécula con cloroquina y los efectos que confiere de función antiácida, 

observando valores similares de pka, potencia y función fisiológica de ambas moléculas, 

apuntando a 1-TbAd como inhibidor de la autofagia. Estas observaciones apoyan el desarrollo 

de sintéticos de 1-TbAd y análogos como posibles fármacos disruptores de lisosomas.120 
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Otros de los hallazgos recientes sobre esta molécula es la capacidad de alta producción de 

las cepas que se han aislado de pacientes, poniendo así de manifiesto el fracaso del 

desconocimiento durante décadas de investigación de tuberculosis de esta molécula, que quizás 

podría servir como un biomarcador en el diagnóstico de la tuberculosis, y más importante aún 

de un biomarcador para conocer la evolución de la enfermedad. 

En cuanto al manitol, se encontró que este polialcohol apareció con una diferencia de más 

de 12 veces en la cepa salvaje MT103 en relación a la cepa vacuna. La ruta de producción de 

manitol en M. tuberculosis no está del todo clara. Hasta la fecha se ha descrito la utilización de 

esta molécula como una fuente de azúcar para el crecimiento de micobacteria. La ruta 

bisosintética de algunos microorganismos eucariotas y procariotas  que son capaces de producir 

esta molécula está bien caracterizada a partir de fructosa y NADPH. Aunque no está del todo 

claro la producción en M. tuberculosis, recientemente se ha demostrado la producción de manitol 

por la especie Mycobacterium smegmatis, microorganismo que en los últimos años  se está  

utilizando como modelo para estudiar el mecanismo regulador de genes  de especies virulentas 

de micobacterias.121 En ese estudio se demuestra que el gen Ms5575 codifica un represor 

transcripcional, similar a GntR y al gen Ms5576 que codifica a la enzima manitol 2-

deshidrogenasa que puede producir D-manitol a partir de D-manosa. La búsqueda que realizaron 

en KEGG reveló que Ms5576 estaba descrita como D-manonato oxidoreductasa o manitol 2- 

deshidrogenasa. Un experimento llevado a cabo en el que se utilizó como mezcla de reacción 

sustrato D-manosa y la proteína Ms5576 dio lugar a la aparición de manitol, demostrando que 

la enzima Ms5576 actúa como manitol deshidrogenasa, además de la descripción de la ruta de 

producción de manitol. En nuestro estudio se puso de manifiesto la implicación de manitol en la 

producción de biofilm, a través de la vía de Ms0179, un factor de transcripción que activa la 

expresión de los genes que regulan el metabolismo de D-manitol lo que conducía a un aumento 

de la formación de biofilm en M. smegmatis, que puede darse a través de dos mecanismos, el 

primero, por el metabolismo de manitol intracelular que posteriormente es transportado a la 

matriz extracelular como una composición de matriz de biofilm y puede activar su formación, y 

en segundo lugar, el manitol actúa como protector de especies reactivas de oxígeno por lo que 

puede evitar que las bacterias formen biofilm bajo estrés oxidativo.121 

Los hallazgos en nuestro análisis ponen de manifiesto la producción endógena por M. 

tuberculosis de manitol. Así mismo, la producción aumentada en la cepa salvaje, que podría 

explicar una menor capacidad en la formación de biofilm en la cepa atenuada. La producción de 

biofilm en M. tuberculosis tiene lugar a partir de tres modelos de formación, que van a depender 
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de la fisiología de la bacteria residente y de la naturaleza del biomaterial que mantiene esa masa 

bacteriana junta. Esos modelos incluyen las películas de biofilm formadas en la interfaz líquido 

–aire de los cultivos, biopelículas inducidas por lisado de leucocitos y biopelículas inducidas por 

estrés reductor de tiol.122  

La composición de la sustancia celular polimérica es variable, pudiendo formar parte de 

esta, polisacáridos, proteínas estructurales, ADN extracelular y lípidos. Durante un largo periodo 

se pensó que los lípidos y concretamente los ácidos micólicos, eran los componentes principales 

de las biopelículas en M. tuberculosis. Pero en los últimos años esta idea ha cambiado 

proponiendo a los polisacáridos como los principales componentes.123,124  

Además de las funciones descritas para la formación de biopelículas, cabe destacar el efecto 

que puede tener esta matriz extracelular en la patogenia in vivo de M. tuberculosis , Así, Wright 

y col. pusieron de manifiesto mediante un sistema in vitro de un modelo de granuloma, 

constituido a partir de células mononucleares de sangre periférica, macrófagos, células gigantes 

multinucleadas, células B y células T, la presencia e importancia de biofilm en la infección in 

vivo.125, 126 

 

Por último, dentro de los metabolitos intracelulares diferenciales en el análisis de 

metabolómica no dirigida, destacan las diferencias encontradas en la molécula micobactina  

(R=20:1). Esta molécula identificada tentativamente fue encontrada en la cepa salvaje 

aumentada en más de 11 veces de diferencia. Las micobactinas son esenciales para el crecimiento 

in vivo y la supervivencia de M. tuberculosis.127 Se trata de un lípido cuya función principal es 

la captura de hierro, y constituye una familia que presentan una estructura peptídica común con 

ligandos de Fe hexadentados de alta afinidad que neutraliza el catión y lo une a la cadena lipídica 

que presenta, y que así mismo puede mostrar una cadena de ácido graso de 16 a 22 C.128 Los 

sideróforos de micobactina desempeñan un papel esencial en la captura de hierro no hemo. Como 

se ha podido observar tras la atenuación del crecimiento después de la eliminación de los genes 

en mutantes para la producción de micobactina sintasa. M. tuberculosis puede captar el hierro 

del huésped para  poder llevar a cabo las reacciones de síntesis de ADN y la respiración de dos 

modos, de forma libre y, en este caso, lo hacen las micobactinas, o de la sangre en forma de 

grupo hemo realizado por otro tipo de sideróforos, en este caso, carboximicobactinas.129,130 

Parece que la micobactina es necesaria para la virulencia de M. tuberculosis, pero su 

biosíntesis se entiende de forma incompleta. En un intento por esclarecer estos procesos de 
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síntesis se realizó un estudio por Madigan y colaboradores, donde fueron eliminados los genes 

MbtN y MbtK potencialmente necesarios para generar la cola de lípidos de micobactina.131,132  

La eliminación de MbtK cambió específicamente el comportamiento lipídico de la 

micobactina y produjo la privación extrema de hierro que limitó el crecimiento de M. 

tuberculosis en ratones infectados con el mutante. La combinación de la pérdida de este gen y la 

falta de hierro en el organismo desencadenó un agotamiento general de fosfolípidos, elementos 

clave en la membrana bacteriana. De este modo se concluyó que las micobactinas actúan de 

modo independiente a la vía de adquisición del grupo hemo, impactando en la homeostasis 

lipídica y en la supervivencia de M. tuberculosis. Además la captura y la sobrecarga de hierro se 

han visto relacionadas directamente con el aumento del riesgo de tuberculosis, del fracaso en el 

tratamiento de esta enfermedad y con la mortalidad de los infectados por M.tuberculosis. Por 

todo ello la disminución de esta molécula en la cepa vacuna respalda y refuerza la menor 

virulencia en relación a una mayor síntesis de esta molécula en la cepa salvaje. 

La molécula di-AMP cíclico es el segundo dinucleótido cíclico hallado en bacterias. Este 

hecho se produjo en 2.008 mediante estudios de cristalización de la proteína DisA enlazado a 

ADN de Bacillus subtilis y Thermotoga maritime.133 El primer dinucleótido descubierto de este 

tipo fue di-GMP cíclico. Se trata de un segundo mensajero que actúa en el control de la expresión 

génica y, se han realizado estudios donde aparece como implicado en la formación de biofilm y 

en la expresión de genes de virulencia en P. aeruginosa.134 Posteriormente, se realizaron distintas 

investigaciones y no se encontraron indicios de su posible presencia en eucariotas135. Sin 

embargo esta molécula puede actuar como una señal de activación sobre las propiedades 

inumunomoduladoras e inmunoestimulatorias ante este tipo de células. La diferencia más 

acusada entre ambas moléculas es que di-AMP-cíclico sí es una molécula esencial para la célula, 

mientras que di-GMP no lo es. Esto ha quedado patente en diferentes estudios con Listeria. 

monocytogenes,136 Mycoplasma pulmonis o Streptococcus pneumoniae donde la ausencia o la 

falta de función de adenilato ciclasa producía bacterias no viables.74 Estos dos nucleótidos 

cíclicos representan una categoría de moléculas pequeñas que durante la infección actúan como 

activadores para la respuesta inmune innata. 

El di-AMP cíclico es sintetizado  a partir de dos moléculas de ATP por acción de la enzima 

diadenilato ciclasa, en tanto que la degradación la realiza una enzima fosfodiesterasa, con la 

formación de AMP.74,137,138 Se trató de encontrar una función a este segundo mensajero y en un 

estudio realizado con Staphylococcus  aureus se demostró que podía servir de ayuda para hacer 

frente al estrés de la pared celular y que podía regular el tamaño celular.139 Aun así estos 
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resultados previos, estaban lejos todavía de las principales funciones de esta molécula en 

distintos patógenos. La primera evidencia de liberación de esta molécula al citoplasma de una 

célula huésped por L. monocytogenes fue llevado a cabo por el grupo de Woodward que puso de 

manifiesto la estimulación de la respuesta inmune del huésped mediada por interferón- γ (INF-

γ)136.  

Posteriormente se detectó el dinucleótido en extractos de Streptococcus pyogenes y 

B.subtilis. En este último se observó una relación directa con la esporulación.140 Otras funciones 

le han sido atribuidas como la regulación de la síntesis de ácidos grasos en M. smegmatis. En el 

genoma de M. tuberculosis se encontró la secuencia de ADN que codificaba para la enzima di-

adenilato ciclasa que sintetiza di-AMP-cíclico a partir de ATP o ADP y el gen cnpB que codifica 

para la fosfodiesterasa. Ortólogos de esta enzima están presentes en todos los genomas de 

micobacterias con la excepción de Mycobacterium .leprae. Los datos obtenidos sobre otras 

infecciones bacterianas intracelulares sugieren que di-AMP-cíclico estimula la secreción de INF 

tipo I. En M. tuberculosis se ha encontrado esta misma función y la autofagia durante la 

infección. Al igual que en otros microorganismos patógenos se halló que M. tuberculosis 

secretaba c-di-AMP al citosol de macrófagos infectados. 

Con el fin de confirmar la actividad de di-adenilato ciclasa se construyeron unos mutantes 

que sobreexpresaban la enzima. La producción de c-di-AMP aumento unas 20 veces en relación 

a la cepa salvaje. Para comprobar la asociación entre esta molécula y la respuesta del huésped 

IFN tipo I, fueron infectados macrófagos de ratón con mutantes que sobreexpresaban la enzima, 

cepas deficientes de la enzima y la cepa salvaje. Los resultados obtenidos mostraron claramente 

que la infección con la cepa que sobreexpresaba  disA aumentaba la inducción de IFN-β y la 

producción de factor de necrosis tumoral, comparado con el resto de las cepas. También se 

produjo un aumento de citoquinas pro-inflamatorias. Otro factor importante en la defensa frente 

a M. tuberculosis es la autofagia por parte de los macrófagos que a su vez puede beneficiarse 

por la activación de la respuesta IFN tipo I. Las diferencias en la inducción de IFN-γ por aislados 

clínicos de M. tuberculosis en di-adenilato ciclasa y en fosfodiesterasa sugieren una asociación 

potencial con formas de enfermedad de la tuberculosis en humanos. Es preciso resaltar la 

importancia de la detección de c-di-AMP en la resistencia innata del huésped a la tuberculosis. 

La capacidad de esta molécula para gobernar el resultado de la infección intracelular evidencia 

nuevos enfoques para el tratamiento y la prevención de la tuberculosis, así como de otras 

enfermedades relacionadas.139 
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Posteriormente a estos hallazgos, se realizaron estudios con BCG. La adición de IFN tipo I 

mejoró su inmunogenicidad in vitro, así como la vacunación con BCG junto con INF tipo I 

protege a los ratones contra  Mycobacterium  lepraemurium141. Estas observaciones implican 

que el defecto en la inducción de IFN tipo I es una de las razones del fracaso de BCG. Ha sido 

bien establecido por otra parte que M. tuberculosis ESX-1 es necesario para la respuesta IFN 

tipo I tanto in vivo como in vitro.142 ESX-1 está parcialmente codificado por genes en la región 

de diferencia 1 , un locus en el genoma de M. tuberculosis no presente en BCG.143 En esta región 

se encuentran los genes esxA y esxB que codifican para ESAT-6 y CFP-10. ESAT-6 es esencial 

para la ruptura de la membrana fagosómica y liberando los componentes micobacterianos en el 

citosol de la célula huésped.144,145,146 Un reciente estudio reveló que ESX-1es necesaria para 

permeabilizar la membrana del fagosoma.147 Se demostró que c-di-AMP puede ser secretada por 

MtbΔcnp pero no por BCGΔcnp. La maquinaria de secreción y RD1 se requiere para inducir la 

respuesta inmune IFN tipo I mediada por c-di-AMP. Proteínas codificadas por ESX-1 facilitan 

la liberación de c-di-AMP al citoplasma del macrófago, mientras tanto el ADN de M. 

tuberculosis es liberado también y activa la producción de CGAMP (el último dinucleótido 

cíclico descrito). Ambos dinucleótidos son detectados por STING que induce la respuesta tipo 

I. La vacuna BCG con ESX-1 de Mycobacterium marinum induce IFN tipo I y una respuesta de 

células T más fuerte, que proporciona  mejor protección contra M. tuberculosis, sugiriendo su 

beneficio. Los autores de este estudio exponen la limitación de BCG en la prevención de la 

epidemia de tuberculosis y proponen que la manipulación de la secreción de c-di-AMP de BCG 

y su liberación en el fagosoma del huésped durante la vacunación permitirá a BGC inducir a IFN 

tipo I, que podría mejorar su inmunogenicidad.148 

c-di-AMP ha sido explorado como un adyuvante para vacunas e induce una fuerte 

inmunidad humoral y celular. Por lo que un BCG basado en cnpB y la modificación de la 

maquinaria de secreción de c-di-AMP puede incrementar la eficacia de la vacuna. A partir de 

estos resultados y otros similares un grupo de investigadores construyeron un recombinante para 

BCG que sobreexpresaba DisA, demostrando que DisA induce respuestas humorales y celulares 

más elevadas que BCG. Estos datos sugieren que la respuesta inmune se beneficia 

principalmente del aumento de la acumulación endógena de c-di-AMP, pero menos por 

inmunogenicidad de DisA que por sí misma. La elevación de c-di-AMP en BCG mejora la 

inmunogenicidad de la vacuna e induce una respuesta inmune más fuerte en macrófagos y 

ratones inmunizados, especialmente después de la infección por M.tuberculosis, que se relaciona 
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con la inmunidad adquirida. Por la tanto DisA, y c-di-AMP deben evaluarse más a fondo como 

prometedores inmunomoduladores para múltiples potenciales de aplicación en tuberculosis u 

otras enfermedades infecciosas, e incluso en la terapia contra el cáncer.149 Los resultados 

obtenidos en cuanto a esta molécula en la cepa vacuna, respaldan y apoyan la inmunidad de la 

vacuna MTBVAC frente a la cepa salvaje, además de proporcionar una ventaja importante en 

cuanto a la vacuna actual BCG contra la tuberculosis. 

 

A modo de resumen en la figura 87, pueden verse todos los metabolitos intracelulares 

identificados en el análisis de metabolómica no dirigida y dirigida, junto con algunas de las 

funciones más representativas en relación a la seguridad y eficacia de la cepa atenuada 

MTBVAC. 

 

 

 

      Figura 87. Metabolitos intracelulares diferenciales entre MT103 y MTBVAC con algunas de 

sus funciones destacadas. Mbt: Micobactina, DGPF: Dioleoil glicerol pirofosfato, 1-TbAd: 1-

Tuberculosiniladenosina, FIM: fosfatidilinositol manósido  
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5.3    Metabolitos extracelulares 

 

Uno de los aspectos más destacados en cuanto a la infección por M. tuberculosis dentro del 

hospedador, sería su capacidad de evasión dentro de los macrófagos. La principal línea defensiva 

realizada por este tipo de células conlleva a la internalización del bacilo dentro de una vacuola 

conocida como fagosoma, que adquiere características microbicidas y de degradación por 

procesos de maduración. M. tuberculosis ha adoptado estrategias notables para sobrevivir y 

proliferar dentro de los fagosomas de macrófagos, donde su supervivencia depende 

principalmente de la capacidad para tomar el control del procesamiento fagosómico, a través de 

la inhibición de los procesos de acidificación y biogénesis de fagolisosomas. M. tuberculosis 

una vez dentro del fagosoma, es capaz de reclutar marcadores endosomales tempranos Rab5, 

permaneciendo accesible a los marcadores de reciclaje del endosoma Rab11. Además, TACO es 

reclutada y retenida en la superficie del fagosoma, donde activa las señales de Ca-calcineurina 

para bloquear la fusión de lisosomas con los fagosomas de micobacteria. Por otro lado, 

ManLAM y la fosfatasa SapM segregada inhibe la actividad regulatoria del lípido de membrana 

fosfatidilinositol 3-fosfato, lo que dificulta la adquisición fagosómica de carga lisosomal y la 

liberación de enzimas hidrolíticas desde el aparato de Golgi. En cuanto a impedir la 

acidificación, proceso esencial para la defensa por el macrófago, el patógeno trata de inhibir el 

ensamblaje de la maquinaria de H+ V-ATPasa, utilizando para ello la fosfatasa PtpA secretada 

por este y capaz impedir la unión de la subunidad H de este complejo, o con otros mecanismos 

mediados por la interacción de TMD con receptores lectina tipo C150. En los procesos de 

escapada de los fagosomas, además son claves el papel de ESX-1 y de los lípidos de membrana 

DIM/TDIM.  Estos procesos son determinantes para las respuestas inmunitarias específicas y los 

programas de muerte celular,  para poder acabar con éstas células finalmente144,146,40. La 

comprensión de los eventos moleculares que gobiernan la supervivencia en macrófagos es 

fundamental para la mejora de estrategias terapéuticas y basadas en vacunas para ayudar al 

huésped a defenderse mejor en la batalla contra el invasor M. tuberculosis. A priori utilizar los 

sobrenadantes de los cultivos entre la cepa MTBVAC y MT103 para intentar buscar diferencias 

en la excreción de algunos de metabolitos, podría ser una estrategia importante para identificar 

moléculas que puedan tener cierta relación con la virulencia de M. tuberculosis, y podría servir 

de base, para experimentos más complejos de cultivos in vitro de macrófagos infectados 

Los hallazgos encontrados en el análisis de metabolitos extracelulares aportaron poca 

información en cuanto a la asignación de estructuras. Este hecho está relacionado con la falta de 
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espectros de fragmentación. Sólo cuatro metabolitos pudieron identificarse con un error de 

masas mínimo dentro del grupo de las cardiolipinas (son componentes estructurales de la 

envuelta celular de Micobacterium, al igual que otros fosfolípidos como, FE y FG) pero a 

diferencia de estas no parece que tengan una relación directa con el crecimiento del 

microrganismo.84, 151.  

En un estudio llevado a cabo por Fisher y colaboradores152 se pone de manifiesto la 

formación de liso-cardiolipina y diliso-cardiolipina por parte M. tuberculosis, a partir de 

cardiolipina de su envuelta celular empleando la fosfolipasa A2 independiente de Ca2+ presente 

en los lisosomas de macrófagos infectados. La cardiolipina por sí sola se relacionó con las 

micobacterias durante el periodo de infección, mientras que la molécula liso-cardiolipina fue 

transportada fuera del fagosoma mediante vesículas.  

Se ha demostrado que los liso-fosfolípidos pueden suprimir la secreción de IL-2 de 

células T CD4 activadas e inhibir la fusión de los fagosomas.153,154 Las micobacterias patógenas 

sobreviven en macrófagos y residen dentro de los fagosomas que no se fusionan con los 

lisosomas. Por lo mismo, la liso-cardiolipina puede ser un lípido candidato involucrado en la 

prevención de la fusión de fagolisosomas o la supresión de las funciones de las células T CD4. 

En cuanto a las diferencias encontradas en nuestros análisis, fueron tres derivados de diliso-

cardiolipinas y una cardiolipina. Los metabolitos que aparecieron como diferenciales, dentro de 

estos, tres de ellos estaban aumentados en MT103 y uno solo en MTBVAC. Realmente si existe 

una relación con estas moléculas y la prevención de la fagocitosis por el huésped, la menor 

presencia de estas en la cepa vacuna sería beneficiosa, al actuar directamente sobre los 

mecanismos de defensa de M. tuberculosis. 

Por lo que respecta FIM1, los tres tipos diferían entre sí por la longitud de las cadenas de 

ácido grasos que lo constituyen, y se encontraban aumentados en la cepa MT103. Este 

glicerofosfolípido sería el primer componente en la síntesis de las moléculas conocidas como 

FIM. Anteriormente se ha descrito la implicación de este tipo de moléculas y derivados en la 

inmunidad de M. tuberculosis. Con estos hallazgos en el sobrenadante, y con las diferencias que 

aparece en el mutante con varias copias del gen phoP, parece muy clara la relación de este con 

la producción de FIM1 y su secreción, así como su implicación en la virulencia. La menor 

secreción de este metabolito posiblemente aporte una ventaja en cuanto a la seguridad de la 

vacuna. En los análisis realizados de metabolitos intracelulares no se han encontrado 

aparentemente diferencias respecto a la abundancia de esta clase concreta de FIM. Sin embargo, 

sí que intracelularmente se han encontrado FIM2 y derivados de este, en una cantidad mayor en 
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las cepas que carecían del gen phoP. Así, esa mayor síntesis de este tipo de moléculas, que 

además son excretadas, en la cepa MT103 y su posible papel en la virulencia no han sido 

reportados por el momento. Sin embargo, a partir de estos resultados y por la posible implicación 

del gen phoP en las diferencias de la excreción de este tipo de moléculas quizás  habría que 

plantearse un papel más importante de las mismas en los procesos de infección y de la virulencia 

de M. tuberculosis. 
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  6. CONCLUSIONES 

 

 Se ha desarrollado y validado una metodología analítica y una estrategia metabolómica que 

permiten una caracterización casi completa de M. tuberculosis. 

 

 El perfil metabolómico de MTBVAC indica claramente una disminución de la capacidad 

infectiva del patógeno, así como otras modificaciones que demuestran un perfil 

metabolómico específico para la cepa atenuada. Las diferencias moleculares encontradas 

respaldan la seguridad de la vacuna. Algunos de los metabolitos identificados podrían 

proponerse para uso clínico como biomarcadores de la enfermedad e incluso puede que de 

la vacunación. Las diferencias en la producción de di-AMP cíclico en MTBVAC sugieren 

una mejora de esta nueva vacuna frente a la vacuna BCG existente. 
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7. DIFUSIÓN DE RESULTADOS 

 

Parte de  los resultados generados han sido difundidos como se detalla a continuación.: 

 

 Séptimo congreso europeo de Microbiología  (FEMS 2017)  póster"Comparative 

metabolomics analysis between Mycobacterium tuberculosis and a tuberculosis  vaccine 

candidate MTBVAC (Valencia, 9-13 Julio 2017). 

 

 Congreso ECCMID 2018 celebrado en Madrid del 21-24 de abril “Contribution of the phoP 

virulence gene to the metabolomic profile of Mycobacterium tuberculosis and its 

implications in the MTBVAC vaccine” en poster oral. (Madrid 21-24 abril 2018). 

 

 revista ACS infectious diseases Artículo: 

Comparative Metabolomics between Mycobacterium tuberculosis and the MTBVAC 

Vaccine Candidate.C Díaz, JDP Pérez, PL Valero-Guillén, PG Mena, I Pérez, F Vicente, 

Carlos Martin, Olga Genilloud, Antonio Sánchez-Pozo, Jesus Gonzalo-Asensio. 

ACS infectious diseases 5 (8), 1317-1326. (Mayo 2019).Doi: 10.1021/acsinfecdis.9b00008 

Impact factor: 4.96 

 

 Congreso Internacional  European RFMF Metabomeeting del 22 al 24 de Enero en Toulosse 

(Francia) charla titulada  “Searching for differential metabolites between Mycobacterium 

tuberculosis and the MTBVAC vaccine using non-targeted approach metabolomics 

(Toulousse 22-24 enero 2020). 
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Espero no dejarme a nadie, si es así disculparme, son los nervios del directo, esto casi acaba con 

una pandemia por medio, y con miedo, pero sin perder la esperanza, porque vendrán nuevas vacunas. 

 

Mil gracias a todos, y de nuevo a mis padres porque a ellos les debo todo y por ser lo mejor que 

tengo. A mi hermana Toñi por ser una luchadora y enseñarme a ser más fuerte. 
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