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RESUMEN 

La tuberculosis es una enfermedad contagiosa cronica. el agente causal es 
Mycobacterium tuberculosis y es la segunda causa de muerte a nivel 
mundial. La única vacuna existente en el mundo contra la tuberculosis es la 
vacuna de M. bovis Bacilo de Calmette y Gucrin (BCG) que sufrió cambios 
genotipicos y fenotipicos. estas diferencias inmunogénicas son ausente en 
modelos animales que mimetizan la tuberculosis pulmonar del humano. 
Objetivo: Estandarizar y comparar la capacidad protectora de seis 
diferentes subcepas de M. bovis BCG en modelo murino de tuberculosis 
pulmonar. Metodolasla: Ratones Balb-C se inmunizaron vía subcutánea 
con dosis 104 y 1 o• ufc/ml. el reto fue con t 0 6 ufc/ml vía inttatraqueal con 
M tuberculosis H37Rv con dosis 106

• A los dos meses del reto se determinó 
la respuesta a hipersensibilidad de tipo IV y se sacrificaron los ratones para 
el estudio histológico y unidades formadoras de colonia. Resultad-: La 
cinética de crecimiento in Vitro de cada subcepa BCG mostró para Frappier 
el menor y para la mexicana el mayor tiempo de crecimiento. La respuesta 
a hipersensibilidad de tipo tardia fue estadisticamente significativa al 
compararse con el grupo control. a excepción de la Phipps que fue menor. 
El menor número de unidades formadoras de colonias en pulmón la 
presentó el grupo vacunado con la subcepa Phipps (102 UFC/ml) mientras 
que el mayor fue para la Tice (104 UFC/ml). El grupo vacunado con la 
Frappier mostró una neumonia de 11.1 o/o, Phipps 13.07%. Mexicana 
21.17%, Sueca con 24%. Tice 37.9% y Moreau con el 47% y el grupo 
control con 8S%. La presencia y tamailo de granulomas fue irrelevante a 
excepción del grupo Tice. Conclusiones: El modelo de ratón con infección 
intratraqueal fue la mejor elección para evaluar la protección generada por 
las diferentes subcepas BCG además de su reproductividad con la infección 
del humano. Los diferentes resultados del los parámetros evaluados 
mostraron la presencia de diferencias importantes entre las distintas 
subcepas M. bovis BCG no observándose relación entre los canibios 
genéticos descritos y grado de protección. 
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INTRODUCCION 

La tuberculosis .. un• enfermedad infecto<Ontaglo .. crónial que altenl gravemente y 

por largo tiempo la rwapuesta inmunológicm, .recta • peraon11a de todas las edmdea 

predomlnandO en adultos jóven• (30 a 50 •llo•). que .. encuentran en la etapa 

productiva de su vldm, principalmente en palM• en dlla•rrollO. La forma ~· común es la 

tuberculosis pulmonar aunque puede afectar otros órganos. 

Mycobactettum tuben:ulosiS .. el agente cau .. 1 de I• tuberculosis en el hombre, 

se piensa que la enfennedad inició cuando el hombre se volvió sedentario y empezó su 

convivenci• con loa animales al momento de la domesticación. La mparición de las 

primeras ciudades aumentó la posibilidad de transmisión, aunque su comportamiento 

epidémico H dio en I• industrialización de los países favorecida por las actividades 

grupales que mantenían condiciones de vida in .. lubres y deficientes, favoreciendo el 

contagio y disminuyendo la inmunidad. 

Una vez identificado el agente infeccioso de la tuberculosis (1882) empezó la 

lucha para su tratamiento y erradicación, y a pesar de IOs •fuerzoa de un gran número 

de países la tuberculosis sigue siendo un problema grave de salud a nivel mundial y es 

la segunda causa de muerte producida por un sólo agente becterlano.' 

Existen diversos factores que impiden el control y erradicación de la tuberculOsls 

entre los que se encuentra la pobreza, el hacinamiento, la desnutrición, factores 

genéticos enfennedades inmunes, factores ambientales, y desarrollo de 

farrnacorresistencia. La infección con el Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH) es 

un factor de riesgo muy importante para la tuberculOsia ya que fav.,,_ la rwactlv.aón 

y/o evolución a tuberculosis activa con formas mas grav ... que debido • las c:ondieion.. 

del paciente dificulta el tratamiento y curación además del surgimiento de bacilos con 

resistencia primaria o secundaria a IOs mntlflmicos '·2 
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En1991 Kochl re•llzó I• eatlm11Ci6n de 18 presencia de 7.e millones de cm

nu-oa de tuberculosis en pal•- en dea8rrollo y 400, 000 cma- n~- en p•i

de-rrolladoa obteniendo un tot81 de 8 millones de cm- nue- de tuberculollia en el 

mundo c:orntapondlendo el 95'Mo de roa cm- • pal-• en dea8n'Ollo y el 5,. • P•i
de~lladoa. El mismo •utor dect•ró en b8ae • reportea de I• OMS que une terce,. 

parte de la población mundial (1. 7 billones de person••> se encontraib• infect8d• can M. 

tubetr:u/Osis. La OMS, en I• ml•m• épocm mostró que el m•yor porcent8je de ~ y 

muertes por tuberculosis ocurrieron en grupos con ed•~ económic8mente productiv-. 

con promedio de edad entre 15 y 59 aftoa, eatimendo que 3 millones de cm- de 

tuberculosis y 450 000 de muertes ocurren en peraon- menores de 15 •ftoa de ed8d. 

La pandemia de la infección por el virus de I• inmunodeficlenci• hum•n• (VIH) 

incrementó la notificaciéln de casos nuevos de tuberculosis de un• m•nerm •18rm11nte 

convirtiéndose en el factor de nesgo mas importmnte par• 18 progresiéln de I• mlam• 

sobre todo en tuberculosis latente presentando un cálculo de mas de 5 millones de 

personas en el mundo con la coinfección (tuberculosis/SIDA). En este mismo •t\o -

estimó que el 4.6% de todas las muertes en el mundo, fue por tuberculosis ••i como el 

4.2% de todos los casos de tuberculosis fueron atribuibles • su •aoclaei6n con I• 
infecciéln de VIH. Estimaciones realizadas entre 1995 y 1999 por la OMS nos 
proporcionan un promedio anual de eat• aaociaei6n del 3'Mo glob•I, 7'Mo en Europ• del 

este y 10% en paises africanos.3
•
4 Figure 1 
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Pobtaci6n mundial 
!5 billones ====> 

3miHoncsde 
muertes 

··. Coiafecd6a TB/HIV 
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1.7 bi._ ;nr...,._ 

Fisura l. Diagrama de Venn. Tuberculosis. infección con VIH y coinft:cción. Clinical 

lnfectious o;......, (2000). 

El problema mundial ocasionado por la ~•• es tan grave que en 1993 la 

Organización Mundial de la Saluel (OMS) la dllc:retó en e9tlldo de enwrgeueia global. 

El otlje\ivo pñncipal de repor1les epldemlol6gjcos de ~• en el 1111\o 2001 

de la OMS de 211 pal- que lmpl~ la --.-.. de --.oto -

esmctamente supervisado (TAES) para la erradicación de la tuben:ulo8is. fue aeegurs 

el prograao para la delacei6n de caw n.- de tuberc:ulo9ls haeia el afto 2005, aai 
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como alca~r el 85% de •xitO en loa tratamientos anti-tuben:uloaos, edema de 18 

evalueclón del impacto epidemiológico del diagn6atlco y cura de gran número de 

pacient-. 

En 6ate último reporte realizlKlo en 1999 por la OMS. (5" rwporte del control global 

ele la tuberculoaia) - -timó 18 exiatencie de 8.4 millones de c.- nuevoa y - espera 

que para el allo 2005 - Incrementará a 10.2 millones de casos nuevos debido a un 

aumento en la incidencia principalmente en pai- africanos que loa ~· afectados por 
el SIDA. 

La estimación realizada por la OMS de 1998 a 1999 ,.porta un aumento 

importante en el número total de casos de tuberculosis reportlKloa con bllciloacopl

positivas de primera vez, (1.4 millones de casos nuevos reportlKloa en loa 2 alloa). Se 

presento un incremento de 120, 000 casos nuevos de baciloacopi .. positivas cada allo 

desde 1994. Tomando como base loa reportea anterionts - -timó que para finales del 

allo 2000 se acumularán 90 millones de casos nuevos de tuberculosis de loa que 8 

millones serán atribuibles a la infección por VIH y ocumrán 30 millones de muertes en 

este mismo periodo incluyendo 2.9 millones atribuibles a la infección por VIH. (Figura 2). 
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lugar 142 en incidencia a escal8 mundial y el lugar 19 en la 1'9gión Americana. La 

tuberculosis se encuentra en el lugar 17 como causa de muerte en al 6mbito nacional y 
las tasas mas altas se encuentran en el gn.ipo da mayoradac:t.2

·• 

El Análisis del Registro Nacional c:te Casos de SIDA en Máxieo en 1994 mosttó 

que de los 19 352 casos notiftcac:tos c:te SIDA desarrollaron tuberculoSis al 8.3,.. La 

frecuencia c:te SIDA y tuberculosis c:te pacientes con SIDA rwaliZacta en c:tos hoaplt ... s cte 
la Ciudad de México, se presentó entre 25 y 27% de las autopsias realiZac:I•• c:te 1984 • 

1989.2 

Miembro del orden Actinomiceto y perteneciente a la familia Mycobac:t--•· M. 

tuberculOSis es un bacilo aeróbico obligado de 0.2 a 0.6 micras de ancho y c:te 1 a 6 

micras de largo. M. tuberculosis es una bacteria grampositiva con tinción inwgular, no 

forma esporas, no presenta flagelos ni cápsula. Su pared celular compleja separeda de 

la membrana celular por el espacio peripllismico presenta cuatro cap-. La mas interna 

es el glicopéptido o peptldoglicano con moléculas de N-acetllglucosamina y *=ic:to N

glucorilmurámico, con cac:tenas cortas c:te alanina formando al esqueleto c:te la bacteria 

que le da forma y rigidez. Otra capa estli compuesta por polímeros de arabinosa y 

galactosa. la tercera capa formada por ácidos mlcólicos (6Cidos grasos derivados). y 18 

última capa, la superficial formada por lípidos como los sulfolipidos, et factor cordón 

denominado así por su aparente asociación por la forma acordonada con que se 

agn.ipan las micobacterias virulentas. y los micósidos (glicollpidos). Est- paredes la 

protegen de medio ácido, alcalino o seco; y la complajic:tad c:te la pared le contlerw 18 

propiedad de adquirir la Unción ácido - alcohol- reSistente qua Identifica a estoa 

organismos (BAAR), retiene el coloranta báaico Sin decolOnlrse con alcohol áeic:to, •

paredes favorecen su sobreviveneia, estimulan el disparo de la respuesta inftamatorill 

del huésped ya que son altamente inmunogénicas.7.a M. tuberculOSis tiene un genoma 

formado por 4 411,529 pares de bases con un 65% de contenido en G-C. 

e 
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M- de 53 especies mlcobmcteri•n•• descrttll• y cuendO menos 27 eialades en 

entidllde• cllniees humenes, ~ el 95'Ht el• IO• caos el• tuberculosis _, ce...ctes 

por las -pecie• pertenecientes el complejo tuberculOsl• (M. tubercutosls, 

Myc:obectettum bovls, Mycot»ctettum bovls BCG, MycoO«:tenum •twc•num y 

Myc:obactettum mictOtl). 

Las micobmcteri•• - dividen por •u crecimiento en dos gr-.nctes grupos: •> de 

crecimiento lento y b) ele crecimiento rápic:lo. Siendo el primero •I que egNpe le meyorle 

ele las micobacterie• petógen.. en humanos y enimele•. mientra• que; lea ele 

crecimiento r6pic:lo ineluyen npecie• no petógen•• como M. smegm•tiS. • M. tuberculoais 

es ele crecimiento lento (2 a 3 semenes) lo que contribuye • le naturaleze de le 

enfennedac:I, con un tiempo de generación en medio sintético de el19Clec:lor ele 24 h. 

El bacilo tuberculoso puede infectar cualquier parte del cuetpo, I• fonne má• 

común el• infección es por inhalación ele pequetlaa pertícule• o núcleos ele microgot•• 

que son expulsados por el enfermo tuberculoso y contiene bacilO• vieblea. Loa bacilO• 

inhalado• llegan a lo• elvéolo• en Clónde loa mecrófegoa •lveole19a raslc:lente•. primera 

defensa que el bacilo encuentra en el organismo, pueden ctestrulrloa inmec:lietllment• por 

mecanismo• bactericida• propios ele los mecrófagos '·". cuendo -to• mecanismos felen 

ya sea por la capacic:lac:I del microorganismo para evedlrlos, ó le lncepecideel ele 

respuesta Clet huésped pera destruir los bacilO• fegocitlldos puec:ten -.guir do• vlas; IO• 

macrófagos no eliminan lo• bacilOa, se multiplicen ilimitedemente en pocos e11 .. dentro 

del macrófago hasta que le oélul• muere y les bactertes liberades son lngertc:I•• por otros 

macrófagos repitiéndose -te proceso h .. te formar I• le91ón prtmarle en donde 

interviene I• repliceción Clel organismo y le lmplenteción del .itiO lnieiel el• le Infección 

pulmonar con la formación de pequenoa granulomaa estebleciénc:loM focos de inf9oclón 
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latentes en diversos sitios Clel organismo, esta fa- casi siempre ea allintom•tiea y son 

controlllelaa la replicación y diseminación del microorganismo sin poder -r errmdlcado y 

se mantiene en estado de latencia en un 9qUilibrto en et que - rwpllca activamente pero 

- eliminado por la ,.apuesta Inmune o metllb6lieamente altarmelo con Cielos rwpllcatlvoa 

limitados o infrecuent- en donde la única evidencia dfnica de la Infección por M 

tubetculaais - la hipersensibilidad de tipo tardfo. Cuando M tuben:ulosia no -

controlllelo invade el torrente llnf*tlco y .. ngufneo CllHminándoae como una infecci6n 

pulmonar primaria dlnicamente aparente produciendo otros focos lnfecclo

pulmonares o extrapulmonares; present*ndo- -a fase en la mlnorfa de pacientes 

Infectados (5 a 10%). 'º 

Las principales vfas que usa el macrófago para inhibir el CIWCimlento de M. 

tubetculaais - la fusión fago-lisoaoma, la genel'9Clón de Intermediarios de oxigeno y la 

producción de intermediarios ele nitrógeno. Dentro ele los mecanismos que use el bacilO 

para evitar ser fagocitado se encuentra la ev-ión ele la fusión fago-llaosoma, ev~ 

del efecto tóxico de los intermediarios del oxígeno reactivo e interacción de diferentes 

componentes mlcobac:terianos con diferentes miembros de la familia TLR.12 

Cuando se rompe el equilibrio entns el patógeno y el hospedero se ci-arrolla la 

infección, pnssentándoae principalmente en el pulmón, ésta infeceión, da corno 

consecuencia un proceso Inflamatorio pulmonar con neumonfa, formación de 

granulomas, flbrosia y necrosis, nsaultado de una nsspuesta inmune con Interacción entre 

diferentes poblaciones celulares que secnstan citocinas y quimocinas que dirigen hacia 

una inmunielael mediada por células, Clemoatrándoae su importancia en la defen .. del 

huésped contra M. tuben::ulosis, aunque se ganaran anticuarpoa contra productos 

micobactertanos, hasta la fecha no existen -ldenciaa de su importancia clfnlca . • 

La única evidencia clínica de infección por M. tuben:utosis es la ,.apuesta de 

hipersensibilidad de tipo tardfo contra antígenos mlcobac:tenanoa dernostr9do por la 

presencia de una prueba poSitlva de tuberculina o PPD11 . 
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EstudiO• rellliZ8dos en hum•no• y en el modelO enlm•I mueat .. n que, •• oMu ... 

que per11CiP9" en• defen .. del hu6sped son los "'9Cl'6r.gos, ... ~· T c04• y T 

coa• existiendo evldencm• t.nlD en humenos y en •nlmeles que I•• ~lu•• T pr9senten 

dos fenotipos: Th1 y Th2 dlf.wnciebles por et tipO de cltoein•• ...:retede. L• 

caraeteristiCll prtncipel de I•• ~u•• Th1 - le produccl6n de lnterferon gemme (IFNy), 

citoeln• c•ve pe .. • lnmunided protectore contre M. tuberculOsis, lnterleucine-2 (IL-2) e 

IL-12. Las ~lulas Th2 secreten 1- interteucin•s 4, 5 y 10 que no h•n mosi..do un P9Pef 
preponderante en le lnmunid•d protectore del hu6sped contre I• tuberculosis. 

La respuesm inmune de tuberculosis pulmoner en hum•nos es inciert• y muestre 

un amplio espectro de m•nifestaciones que reflej•n el belence entlW los f9Ctorws de 

virulencia producidos por la b9Cteri• inveaore y le reapueate inmune del hu•sped. ~ 

investigaciones que existen de tuberculosis en humenoa se besen en peclentea oon 

tuberculosis pulmonar avanzad9 o contectos PPD positivos senos, utiliZen un g.-n 

número de muestras de sangre perifértce, l•v•doa bronqulelea y reremente de • leal6n. 

Diversos autores describen alteraciones en el balance de las citoelnas de ~lules 

T sin evidenciar un• división clera entre le respueste Th1 y Th2 contrarto • IO que 
sucede en el modelo animal en donde hay una tendencia clara hacia I• respueste TH1 o 

Th2. En 1995 P. Barnes y col observaron en ~ul•• rnononucle•IW• de sengre pertMrtce 

de individuos sanos PPD positivos y paciente con tuberculOsis recientemente 

diagnosticados por expectoración positiv• la cuantifie9Ci6n de RNA mens•jero de 

citocinas y concentración de las mismes, le producci6n y expreaión de RNAm de les 

citoelnas Th1 en ~ulas rnononucleares de .. ng,. pertf*ice de pecientes oon 

tuberculosis se encont .. ron disminuidas sin presenter c.mbios en la producción de • 

expresión de RNAm de las citoeinas Th2 17 

Doris Tse y col observaron en muestrea obtenims por lav8do bronc:oelveo•r I• 

presencia de ~lulas T ayudedo .. a que mostr9ron mo~u•• de superficie •soeled•• • 
9 
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etapas temp,.nas y tardi- (DC29, CD45RA y CD45RO), sin preaanter diferencia entre 

los marcadores de zonas _,,.. y con lesión, Sin embargo; -toa marcedOrws -

encontraron disminuidos en sangl'9 pertr•nca ••, Lukey y col. encontraron i. p...aencia 

del RNAm p.,. el TNFa . IFN-r • IL~ con produceión •leveda .,, granulome• 

tuberculo- sin necrosis caseoaa, IOa pacientes que pre-ntaban necrosis ~ 

mostraron e-p,..encla de IFN-r • IL~'"· 

Ante la Imposibilidad de reproducir en el humano loa mecanismos inmunosi*nieoa 

desencadenados por M. tuberculoSis se han en-yacio vartoa modelos experimentales 

en animal (Tabla 1 ), la infección reproducible de tuberculosis pulmonar que -meje las 

condiciones humanas ea una labor dificil, desde 1950 diversos modelos de tuberculosis 

experimental han pennitido conocer diferentes eventos de i. patogenia (Tabla 2). 13• 1
4 

Tabl• l. Cuadro comparativo de modelo de ratón. cuyo y c:onejo de tuberculosis pulmonar. 

Cuadro de la enfennedad 

Susceptibilidad a MTb 
Diseminación extrapulmonar 
Diseminación a lóbulos apicales 

hunped 
humano 

++ 
++ 
++ 

Granulomas (cel mononucleares) ++ 
Necrosis caseosa ++ 
Licuefacción/cavitación ++ 
DTH ++ 
Protección por vacuna BCG ++/-
Requerimiento de espacio NA 
Costo de mantenimiento NA 
Reactivos inmunológicos ++++ 

modelo animal experimental 

ratón conejo cobayo 

+ + +++ 
++ ++ ++ 
? ? ++ 

++ ++ ++ 
++ ++ 
++ 

+/- ++ ++ 
+ ++ ++ 
+ +++ ++ 
+ ++++ ++ 
++++ ++ + 

+ escaso. ++ medio. +++ mOderado. ++++- abundante. NA no aplicable, 1 se desconoce. 
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Tabla z. Cuadro cronológico en la investigación de tuberculosis pulmonar y vacunación. 

AUTOR IANO ESTUDIO 
R. Koc:h 1882 Aisló el i..:ilo de la tuben:ulosis 

Cal..- y 
1921 

Guerin Vacuna ori9inada de una cepa viva atenuada derivada de Mbovis 

Middlebrook 1952 Desarrollo de la cúnua de aerosol para la infección con tuberculosis 

Mitchisons 1964 Virulenc:ia del bacilo tuberculoso en ratón proveniente de pacien-
tuberculosos 

Mackaness 1970 lnterac:ción entre ICM y activación del macrófilao 

SmithDW 1970 Eventos tempranos en la infección de cobayos vacunados y no 
vacunados 

Dannenberg 1975 Eventos IU~tat .. en el dmanollo de la inmunidad y DTH 
HardingGE 1977 Influencia de la vacunación con BCG en tuberculosis pulmonar 
HoRS Smith 1978 Búsqueda del bacilo tuberculoso en focos metaslásicos en pulmón 

ten Dam 1982 Patosénesis de la tuberculosis y la efectividad de la vacuna 

utores que trabajaron recientemente en modelo animal, u-noo le vía de 

infección que sucede normalmente en la tuberculosis pulmonar (int,..trmqueal), con la 

micobacteria que produce tuberculosis en el humano (M tuberculosiS H37Rv) y I• dosis 

adecuada para estudiar la evolución normal de la tuberculosis en ratón, - el grupo del 

Dr. Hemández-Pando, además investigaron en el modelo el balance de la respuesta! 

inmune Th1-Th2, determinaron en función de tiempo, dosis, expresión gen6tic:a de 

citocinas, distribución histológica de linfocitos y la respuesta de anticuerpos específicos. 
La evolución de la patología pulmonar la dividió en doa ,. __ La prime,.. fa- o Th1 del 

día 1 al 28, se caracterizó en los cortes histológicos por la presencia de infiltrado 

inflamatorio peribronquial, perivascular y pra~ de mactófagoa en el lumen alveolar; 

en esta misma fase el perfil inmunológico mostró mediante PCR la presencia ele IL-2, 

IFNy e IL-12. Los estudios de citometrla de flujo en lavado bronquial mostraron elevada 

cantidad de macrófagos así como de células co4•_ La segunda ,_ o Th2 (f

crónica) empezó el día 28 y finalizó a los 4 me- de la Infección ob~6ndose Infiltrado 

11 
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lnflammtorlo Intenso, axt-- 6raa• naumónlcaa, abundant9S granuloma• y flbroai•, la 

praaencla de IFN gmmlTlll a IL-4; tltulOa altoa de antlcu9rpoa lgG1 a lgG2. Ea un modelO 

experimental de tutoen:ulo•ia disponible que u- une rute nmtural de lnf9cclón con M. 

tubetr:ulOals H37Rv, y el bacilo - 8loje prefwraneielmenta en el pulmón. •5 .•• 

Oivaraoa component- del ... teme Inmune •• n-.iten p- al daaen'Ollo de une 

buena Inmunidad protectora. Ade!Nla de 18 nwncioneCte 1'98PU88ta Th1 y le formeci6n 
del granulOITlll, huella tfpice de le tuberculO .. a. Le fonneclón del granuloma alrededor de 

un mecrófego infectado - ~rto a una raapuaata celular eficeZ a 18 infección por 
M. tubercutosis. El granulOma ••16 fOrmado por 16mina• de matriz extracelular qua 

encierra un miero .. mblente da c~ula• inf9ctedaa y un Intenso Infiltrado lnflammtorio, au 

función es evitar la diaamlnación del bacilO así como proteger IOs tejido• adyecentea de 

una res~ta inflammtorla deatructlva. Le -ancla del granuloma hace qua le lnf9cción 

micobactenana se disemine ampliamente y la enfermedad - letal. 20 

Actualmente, se conoce gran parte de la patog*-i• y 18 ragulaclón de 18 

respuesta inmune apoyada tanto en modelo• animal•• experlmantalea como en eatudioa 

realizados en humano lo que ha permitido Clallificar a loa component- da M. 

tuberculosis en factores de vlruleneie, importante• lnmunógeno• y eatructura• 

bacteriana• relevantea para 18 90br9viveneia; aai como tambi6n la ragulaclón de 18 

respuesta inmune en los diferentes ealadiO• da la enfermedad tuberculOsa. 

Con todo eate conocimiento obtenido da la re9J)Ue9te Inmune secundarlo e 18 

infección por tuberculOsis, y a partir de 18 deel8ración de la OMS en 1995 se cuenta con 

gran avance en el 6rea y permita retomar medida• praventlv- "'6• etlcllcea en el 

combate a la tuberculOsis como son 18• vecunaa. 
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Vac111111 BCG 

L• vacune BCG llOfiliZede •• la únlell vacuna que ••late en el mundo conlnl le 

tut>erculoai•, -t• conatituld• por bacilo• vivo• y etem.ctoa. M bov/S BCG deaerTOllade 

en 1921 por Celmette y Guerin, en un lmpllO de 13 ello•• partir de un ei....,..lento de M. 

bovis con m6• de 230 aubcultlvo• en medio de glicerol, pepe • lmprwgnlldo con ..... 
bili•re•; al t*1'nlno de •at• tiempO .. observó P*dlde de virulencia de le mleob8cterie 

evidenciado en la patologle del modelo animal en ••tudlo. O-de au introduceión pare 

uso clínico como vacune, la cepa ortginel se di•tribuyó • diferente• pal•- del mundo y 

cada laboratorio trabajó •u propia vacuna BCG pero I• carene!• de m6todo• de 

preservaelón y I• necesidad de conserv• mayor número de subc:ultlvos originó 

difereneias en ciert•• característica• de la• subcep- como en su ••tructure entig6nice, 

en la preseneia de 8Cido• micólico• ó en I• llecr9Clón del perfil proteico entre otro•. Ce 

los tn1bajos mas reeient- referentes a diferencias importante• en la• •ubcepas BCG se 
encuentra el de G. Mahaire• y K. Stover 24 quienes u .. ron hibridiZeelón genómice pare 

detenninar grado de diversidad genética entre las cepas M bovis BCG no virulenta, M 

bovis virulenta y M tuberculoSis, _, como de loa miembros rellleion•do• cercanamente 

al complejo M tubercutOSis. En la diversidad genética se encontró: une región genómica 

(R03) con 9.3kb cuyo origen no •• claro en cepaa de laboratorio de M bov/S y M 

tuberculosis pero ausente en la gran meyoria de lo• alsledo• cllnico• _, como euaente 

en tOdas la• •ubcepas BCG -ludiad••· La pre .. ncla da (R02), aegmento de AON de 

10.7 kb contiene un elemento repetitivo nuevo y el gen mpt&4, previemente ldentlf'icedo; 

se encontró presente en tOd•s les cep- de M tuberculosis y de M bovls virulenta 

probadas y ausente solo en las subcep- Originad•• da la BCG P-teur desp.._ de 

1925, este gen es responsable de la reguleelón de alguna• protein- entre .... MPB&4. 

La región cromosoma! (R01) estuvo presente en todas las cepas de llialedos Cllnlcoa de 

M tubercutOSis y cepas de laboratorio virulent- (H37Rv y Entmen) pero •-te en 
todas las subcepas BCG estudiad-. La reglón R01 cOditlce para le proteln• ESA T ~ y 

siete marcos de lectura abiertos de los cueles uno puede ser el gen reguledOr. Le 

reintroducción de R01 expresó fuertemente diez protelnas y reguló le exp19sión de olnls 
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ob-rvmda en estuelioa ele g.,.s ele poliecrilemiel• ele doble Climenslón; genes rwporteros 

lnelicen que verles de -tes protelnes pueden ser proteln- ele -trés o de enoque 

térmieo. 

Megelelene J y Locht C puntuelizeron Clife,.,,cies -pecltiees entr9 M bovis BCG y 

cepas virulentes del complttjO M tuberculOsis Cleserrollendo un método de PCR beaedO 

en I• región intergénice Clenomlnect• Sen X3-RegX3, reglón especifica pera tes cep

Clel complejo M tuberculosis, -t• región inte.nice contiene unldeeles repetides 

inten:lisemineelas (MIRU). Las cepas Clel complejo M tuberculosis presentan Cloa tipos ele 

secuencias repetid•• nueves un• de 77pb y une ele 53pb en I• región lntergénice 

SenX3-tegX31R, mlentres que, las Cllferentes subc:epes BCG -tuellectes aolo 

presenteron un tipo ele secuencie repetid• nueve en le región SenX3-regX31R (MIRU 

77pb) y el número ele copies presente en les subcepas BCG verle entre ellas por lo que 

se pueden clasiftcer en tres diferentes grupos en b ... el t•m•fto de IOs proeluctos ele 

PCR conteniendo 3, 2 o un MIRU ele 77pb. Sin embergo no existe evielenci• de releclón 

entre el número ele copias ele MIRU y perslstencie e inmunogenieidect de les cep ... 

La caractelización ele las exoquelinas, (sieleróforos que toman el hierro unielo a 1 .. 

proteínas para uso propio) present- en las Cllferentes sut>cepes BCG, M bovis y M 

tuberculosis realizada por Govln y Hortwitz mostraron que le mayorre ele exoquelines -

encontraron en M. tuberculosis y en M. bovis eunque con Clifef9f1ci• en su proelucción, 

presentándose en mayor centielect en 2 cepas ele M. tuberculOISis, en cenlieleeles 

intermedias en M. bovis virulente y proctuoción muy esce- en 5 capes de M. bovls BCG. 

En 1999 Oellinger, reelizó una revisión histórice basecte en la literetura, ••í como 

en los últimos conocimientos genétieos, enllgénieos y rasulleclos obtenidos ele su 

laboratorio en diferentes subc:epas BCG mostrando Cllferencies gen61ices y proteiees. Le 

au-ncia ele la reglón RD1 que incluye el gen ESAT~ y cfp10 que codlficen te protelne 

ele 10 kDa en el mismo operón -tá ausente en too- tes subc:epes BCG por IO que 

indica un evento temprano que sucedió entes de 1924125, te región RD2 eusente en 
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algunas subcepas obtenida• del Instituto P-teur después de 1928 qua afectaron IO• 

genes mpb&4 y cfp21 claslfiean a las subcepas BCG en tempranas y tardias; aunque, la 

producción da la protaina mpb70 tamt>i*l las c1asmc. en productora• alta• y bajas de 

la proteina mpb70. 

Estudio• ~ticos usando una sonda sobre la secuencia de lnaarción 1se110 

mueat,.n que tod- las subcepaa tamprW1- (antas de 1928) tienen dos coplea de -tal 

secuencia mient,.a que las aubcepas tardi- sólO pntaentan una. 

Tabla3. 

Tablm 3 .. Diferencias Bioquímicas y genéticas de subcepas M. bovis BCG. 

r, r ,, "''"~ 1 1, ••·- 1.t.1 1t) ' ' ' "" \... "" "' .t.-. ,. '" l 1, .. -4 

d •P·•- 'r' ·""•-

Gcn/protcina 
clj>IOIESAT 
6 

\11•0~·1-" 

·~· 
,\f ho,.i, BCG 2 

'.\1o~•U 19:!.a 2 

Tokiu l'J:!..~ 2 

G11lrmhuf1lo 1''26 

Danesa 1931 

Tice 1934 

Montreal 1937 

Gla."l(O 1954 

PBllleur 1961 

Ocn/pro ... -tna Ocm/proleina 
mpb64/li>b2 mpb70 

+ + (+) 

+ + (+) 

+ + + (+) 

+ + (+) 

+ (+) 
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mpbSI 

++ + 

++ + 

++ + 

+ 

15 



Estudios bioquimlcos del pmrón de 6cld0 micóllco de dif-nt- subeepas BCG 

muestra que la• subeePea temprana• y tardl•• - difer9nCiaron -tHW le• bes- de su 
eatruetura lipidic. ya que las subcepe• BCG Gotemburgo, M-u y TokiO evidenciaron 

I• pre-ncla de matoximicolatos mientra• que lea aubcepa• BCG o-. Glexo y 

P••teur 

Behr y COI. en 1999, por mediO de una fllogania hiatórtc. reletó el IUQ•. el 

atlo y el nombre de las diferente• aubcap- BCG diatribuldas • dlfer9nt•• pal- y 

observó una relación eatrecha entre estos resun.cto• y las huella• dlletilOscópicaa 

moleculares realizad•• a las mismas subcapas BCG. Las observaciOnes reportadas 

coincidieron con las obtenida• por otros investigadores verificando la micro evolución 

gan•tic. de las subcepas BCG y confirmando que IO• ganes auaen•• en las dif..m

subcepas fueron secundartos al mantenimiento de las mismas an loa diferentes 

laboratorios del mundo. La racienta determinación de la sacuencla genómiea completa 

de M. tubercutOSls H37Rv (Nature 1999) proporcionó un marco de lectura para el an611sis 

genómico de las diferentes subcep•• BCG por IO que los experimentos de hibridizaclón 

comparativa sobre mieroarreglOs de DNA tomando como referencia la cepa M. 

tubeteutosis H37Rv mostraron le ausencia de 11 regiones en las cepas virulenta• de M. 

bovis y cinco regiones ausentes adicionales en algunas de la• aubcep- BCG, - decir 

16 regiones ausent- en total en las diferent- subcep-. Comp-ndo IO• ge~ 

ausentes de todas las vacunas BCG con M. bovis se obaerVó que la ausencia de le 

reglón RD1 probablamente sucedió entre 1908-1921, la ausencia de RD2 se ~ó an 

el Instituto Pasteur entre 1927 y 1931, la ausencia del gen RD14 era específico de le 

BCG P-taur indieando un evento postertor de la BCG P-teur 575 y antes de le - de 
la liofilización de la BCG Pasteur 1173 en 1961. 

La pérdida del gen RD8 en la subcepa BCG Montreal (1937-1948) y del gen 
RD16 en la sut>cepa BCG Uruguay o Brasil (después de 1925) indiean que le evolución 

de las subcepas BCG por la ~Ida de ••tos ganas ocunleron fuera del lnstitutD 

Pasteur. (Figura 3) Behr y col analizaron laa funcione• de 38 ORF• •-•• en 1aa 
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subeep•s BCG y encontniron que ninguno de IOs ORFs presentes en M. bovis pmro 

•uaentes en M. bovis BCG fueron Clllslfic8dos virulentos, IO que rwflejm unm -~ 

progreslv• de 18s subeepas BCG • I•• condicione• de IOs laboratOrto• y comprometieron 

su capacid8d para aobrevivir Clentro Clel hu6spec:I al mismo tiempo que comprometieron 

su capacic:lac:I p•ra -tlmul•r un• respuesta Inmune Clurac:lera. 

M. bovts 

1908 

1921 

'S l 

1931 

1 1 RDI 

• 1 RDZ 

-
Rl 14 

... ~ •• 
•• n 1 196 

Phipps Connaught 
1948 

Pasteur Frappier 
1961 1937 

n 
Denmark Praaue Sweden 

1931 

Tice Glaxo Birkhaug 
1934 19S4 

R t116 

•• 

Moreau 

Ja pan 
1960 

Russia 

Bdu. M. A.. 1999 

Fiaun 3. Genealogía histórica de M. bovis BCG im:orpooando diferencia aenéticas de 

ausencia de genes previos y recientes. 

El mercado lntemacional cuenta con di_.... vacun•• BCG c:1 ... rroll8Clas de ... 

subeepas BCG Glaxo 1077, BCG Tokio 172 y Pasteur 1173P2 D•nesa 1331 y Morwau. 
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L• eficacja protectora de la vacuna BCG evaluada en un meta-a~i•I• de 

vacun11Ci6n en humanos en dltWrwntes ragion- del mundo, mostró que de IO• 10 

estudio• controlados de vacun11Ci6n con BCG en las dltWrwntes raglones - determinó 

un intervalo muy amplio en la protecci6n, region- como el surwste de Est9doe Unidos o 

el sur de la India no presentaron protección mientras que en Inglaterra o Haitl la 

protección fue del 80'16ª (Figura 4) 

Eficacia de vacWtación (%) 

IOO so 90 9S 
1 1 1 

- HAITI - REINO UNIDO ---- USA 

~ USA 

----- PUERTO RICO 

- INDIA - USA - INDIA 

---

Fisura 4. Estudios clinicos controlados de la vacunación con M. bovis BCG. Molecular Medicine 

Today, 1999. 

A pesar de que la vacuna BCG es ampliamente usada en et mundo la inCidenc:ill y 

prevalencia de la tuberculosis aumentó, probablemente por su interacción con la 

pandemia del virus de la Inmunodeficiencia adquirida (VIH), asl; como al aumento en ta 
farmacorresistencia. 

Se estima que más de un billón de person .. están vacunados con BCG, su produceión 

es fácil, económica e inocua y su administr.ción evita I• forma mas gr11ve de 

tuberculosis (meningitis), así como reducción en el riesgo de contraer tubtlrCUlosls 
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pulmon•r en un 50%. T•mbién se h• observato que el refuerzo er.c:tlvo de 18 .....-111 

Inmune contns I• inf9cción llmit• •u• efectos en 18 nsectivecl6n lf 18 lnfecci6n i.tene. -

decir I• protección de le vecunm c1e..,.-s de 10 o 15 .nos - mlnimll o inexi.tene.. 

Actuelment9, 18 vmcun• BCG - 8Plic:e en IO• pel- en de98"VllO • IOs lnfent

duninte el primer 81\o de vide, mlenlnl• que en IOs pel- de88rn>lledom 80IO - U8ll 

cuendo - pr9Sentll un• conversión posltlv• • le prueb8 de lnttlldermo re8CCi6n • 18 
tuberculin• ( PPD). 

Evaluar el imp•cto de 18 vmcun• BCG en su totlllided no h• sido posible por los 

múltiples fectores que 18 ecompeften; entt11 ••tos; 18• dir.rwnei•• genotlpic8• de ced8 

un• de 18s subeep••. diferenei8• en I• efiCllCi• protector8 t11•llzede• en un met11-11116Msl• 

en el mundo, diferwnei•• en I• pt11v•lencie d8 Infecciones con miCObecterte• del medio 

ambiente (P. And8rsen 2002)27
, probable• mmcenismos inmunológico• diferwnt9• en 

pertodo• difentnt- de I• enfermed8d y/o dlferenci.s fisiológlce• o genMiees entt11 le• 

poblllciones en estudio. 

Para evaluar la eficacia de 18 vacun• BCG deber6n uliliz•rse difet11ntes criterios, 

el estudio expertment•I - debe re•liz•r en un modelo •nlm•I que semeje le enfefmeded 

del humano 28
, la vacun• Hleceionad• debe -t•r viv• pero atenu8d• y• que Induce 

m•yor protección c:ontr8 I• infección (M. Ch•mt>ers y D. Young 1998),29 18 vi• d8 

vacunación (subeul6n-)28
•
30

• debe inclueir respu-te inmune de memor111 y le vi• d8 

infección (aént•) debe ser como nonn81mente ocurre en el hOmbre a.:sz I• doai8 de 

vmcunación generar6 una respuestll Th1 lf un número mlnlmo de Unldedes Formedorea 

d8 Colonl•• y el periodo de infección debe permitir su -ludio • !ergo pleZo el ~• 2 • 

4 meses. 28
•
33

•
34 

Para el desarrollo de este proyecto, - decidió e•tudier Mis sutx:epea BCG 

Frappier, Mexican•. MOl9•u. Suece, Phipps, Tiee. 
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HIPÓTESIS 

La vacuna BCG es la úniea medida preventiva de inmunizael6n contra la tubereulosis, su 

eficacia es altamente controverslal en gran parte debida a sut>cepas M. bovis BCG 

utilizadas. La protecci6n que Inducen 1- diferentes vacunas BCG en al mQdalO murino 

expenmental de tuberculosis pulmonar será valiable. 

20 
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OILIETIVO GENERAL 

Compa,.r la capacidad de protección de seiS aubcep- BCG en modelo munno contre 
tuberculOsia pulmonar 

OILIETIVOS PARTICULARES 

1. Estandarizar los cultivos in vitro de M. tubett:ula.is y M. bovis BCG. 

2. Determinar el tiempo de crecimiento de las dlfensntea subce~ BCG. 

3. Determinar la concentración de bacilOs de BCG que induzca una 1"9SPueata 

protectora con el cnteno de Indice de mortalidad . 

4. Determinar el porcentaje de dallo histológico pulmonar y pnsaencla de 

granulomas. 

5. Determinar Unidades Formadon1a de Colonia de M. tubett:utosis. 

6. Determinar el grado de hipersensibilidad nstardada tipo IV (DTH) antes y deapun 

del reto. 

TESIS CON 
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MATERIAL Y METODO. 

cuiuvo e1e M. llO'lñ• meo. 

L•• diferentes autocepaa BCG fueron cultiv8dea en medio Mlddelbrook 7H9 

enriquecido con AOC. Un. eolonim de la aubcepa M. bovls BCG se tom8I con - -'*11 
y .. depoait• en un tubo -t6ril de 3 mi con ear.r.a de crtat81 de 0.5 mm y - ~ 

una gota de agua -térll. Se agita vigoro-mente en et vortex y una vez aepar9daa las 

esferas se agrega 1 mi de agua est6rll, se sedimenta por 15 minutos y se toman 100 ,..i 

del sobrenadante que - deposita en un frasco para cultivo que contiene 180 mi de 

mediO liquido Middelbrook enriquecida con AOC. Se coloea en incubadOr con agitación a 

37"C con 5% de ce, hasta el final de la fa- media IOgaritmiea; sa realizan la• 

diluciones correspondlent .. para obtener 1 a4 UFC/ml, se almacenan en tubos eppenc:torf 

a -70" e hasta su uso. 

Curv• de crecimiento de M. bov/a BCG. 

El cultivo de cada subcepa, se resuspende con una pipeta estéril de 10 mi y -

toma una alicuota de 1 mi y se deposita en una cubeta para eapectrofotómetro y se lee a 

~660nm por duplicado. Una vez que el cultivo alcanza una O.O. entre 1 y 1.2 -

cosecha. Adicionalmente se determinó la viabilidad de loa cultivos utilizando una 

solución de Oiacetato de Fluore8Ceína (OAF) (5 mg/1ml de -tona fria (-20" C)). El 

conteo de bacterias viables se realizó en una c:émara de Neubauer. 

Un ten:er m6todo empleado para determin.r las Unidades Formadoras de 

Colonias fue la siembra de cada subcepa en placas egar Middlebrook, hasta aleanzar 10 
8 ufc/ml, se registró el tiempo en dias y se congeló a -70" e h-ta su uso. 
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Reton- mecnos BALB/c de e • 8 semen•• de eded librea de petógenoe 

especific:oa, proveniente• del bioterto del Instituto Nacion•I de Cienciea M~• y de le 

Nutrieión Selvedor Zubir6n 

Grupos de retonee y 98CI- de lnrnun1K-16n. 

Grupos de 10 n1tones Belblc - inmunizeron vi• subcut6nee en I• bese de le cole, 

con dos dosis independientes (1o' y 1<>8 UFC/ml) diluid•• en 100 µL de PBS de cede 

una de las subcep- de BCG (Fn1ppier, Mexiclln• Moreeu Phipps Suece y Tlce). Se 

trabajaron un total 7 grupos (8 grupos de n1ton- vecunados y un grupo control). El 

estudio se realizó por dupliclldo. Al t•nnino de 2 meses de le inmunizmeión - retaron 

por vía intratraqueal can M. tuberculosis H37Rv a una dosis de 10" UFC/ml diluida en 

solución salina isotónica (SSI). 

Modelo murlno experimental de tuberculOala pulmon•. 

El estudio experimental de tuberculosis pulmoner - reelizó bas~ose en el 

modelo murino de infección pulmonar deserito por el Dr. Hemlilndez·Pando con algun

modificaciones. Brevemente consistió en utilizar ratonas BALB/c de 6 a 8 ~an- de 

edad, se vacunaron, a los dos mesas se infectaron can NI tubeteulosis H37Rv.

anestesiaron intraperitonealmente can pentotal (56 mglkg), - r98lizó una lnciai6n mecti. 

en la tráquea separandO los músculos hasta la exposición de le misma, - inoculó le 

bacteria viable can una jeringa de 1 mi a une dOsis de 10• diluide en 100J&l de SSI 

estéril, se suturó la incisión can secta -~I y se mentuvieron los ratones en posición 

vertical en cajas can micro aisledores hesta su recupereción espontliln-. El secrlficio, -
realizó al día 120 anestesiando al ratón se extrajo la ~,. vía plexo braquial y IOs 

pulmones para estudio histopatotógico y cuenta bacilar 
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Hl....-•lbllld•d de tipo t8rdl8 DTH. 

L• prwpel'8Ción de IOa mntlgenoa utllizlldoa .,.,._ .. PNeb8 de DTH fue M. 

tuben::ulasis H37Rv cultivlldo en mediO liquido ele Proak•~ y Beck moc:llflc8Clo de 

Yoummna Clurmnt• 5 a e aem.nu, poat.nor • la C09ec:h• •• obtuvien:ln mntlgenoa del 

filll'lldo de cultivo pntcipitlldoa con aulf•to de mmoniO 81 45'16. ( peso/Vol) y ctlluidoa en 

PBS. S• seleccionaron 4 r11tonea de caClll grupo inmunizaldo y del grupo control de 

man- aleetor1a, El antlgeno preparaclo se inoculó en el cojinete pl•ntmr en un valumen 

ele 20 µJ y 18 hiperaenaibllic:lmc:I de tipo tarctlo •• re•lizó mlc:liencto el espesor Clel cojinete 

plantar Clel l'lltón antes y 24 h Cleapu6a con Mmtotuyo (micrómetro) de ingeniero. 

S.crttlclO da raton-. 

Los ratones utilizac:los para los estuc:lios histolélgieos fueron •neat .. illdos con 

clorofonno y se sacrificaron por exnnguinllCión vle plexo •xil8r, se colectó la S8"gr9 en 

tubos eppendotf y congelancto el suero después ele centrifugeción. Se hizo un• incisión 

mectill antenor por capas, - extrajeron IOs pulmones -par6ndol0s con une plnz•. n 
seccionó un pulmón para su congelltCión y el otro se peffunc:lló con 1 mi da et•nOI 

absoluto fij6ndolos por 24h. 

Prep11r11cl6n de cortes de .. Jldo. 

DeSPUés ele fijmr los pulmOnes por 24h, M re•lizó un corte P•nlsagit81 a nvn Clel 

hilio y se hidrataron en xilol puro re•lizándOlo en 3 pa-: 3 ballos con parllfina llquic:18 • 

eo• e P81'11 posteriormente h•cer loa bloquea. Loa cort- M leyeron en micrámetros 

cuadrados con el analiz•dor de imágenes ZICl•s ZeiM re•llzmnc:lo las parámetro• de 

lectun1 en neumoní• y granulormls. 
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Anallal• .... cllstlco. 

El an•Hals ele varianza (ANOVA) - ntslizó para comparsr las dif-nclaa 

existentes ele loa porcentajes en dal\o histológico y de crecimiento ele ltAj¡cobacterlum 

tuberculosis. 
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......... , 
El c:u111vO de._ ......... 91.iti: F de ltl bawll9 8CG - l..iim en ......._.de 

ccwidlCIDI-. El awdl111e11eo tU9 en ,_. 1U09ftli11ka lf - d9llNO .. ...__ .. 

..,_._lc:le • eeo nm ~ (1000 -1200nm) .12 dlm9 ....... de lniClmdo el cUUllo. 
u «*'6llcm de awcimi9111D de c:mde ...._.. de BCG ,._ ........ de .aW11D • .. 

dlii lllld9d 6pllcll. 

Lm aibcepm BCG Frmppler abhNo .. mmyor 8b9clltwlc:le lf le ~ ~lc:le la 

"'°"".°'' .. _.....,. BCG Mexlcm• lf le 8ubcepm BCG 'Tlc9. 

Al abt8r'9r IOa culllvoa - det91miil6 en c6nw9 de •• ___. la vlmlilldMI por Oi-tMD 

de F"--lna (DAF) ~ ._._ ... por mi. Aal - - p.-Mion 
............ en ... medldea de DO, ....,.,..,. - s--._ca1 ..... Idea en la c:uwM de 
vliMlilidmd con DAF. 

¡ 

1 
o 2 4 6 8 9 10 11 12 

DI• 
Gndlca l. Curva decrecimimno de._ ditimw_....,_.,. 6'wifsBCG. 
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A•I mi•mo, la obtención de cultivo• de la• •ubeep- de BCG compar.t>le• al tubo 

3 de McFatUnd (10• ufclml) - obtuvo de la Siguiente manera en on:len creciente 

expre.-do en di-. 

CepaBCG Tiempo de 

1119neracl6n 
10-UFC/ml 

Fnippler ••• 
Mexleana 7.4 

Morwau ••• 
Phlpps ••• 
Sueca 7.8 

Tic e a.1 

Tabla 4. Crecimiento de las subcepas M. bovis BCG en Middelbrook sólido comparables al tubo 3 

de McFarland 1 o•. 

,......,_ .. de Hlpe,..n•lbllldad ele tipo .. rdlo (DTH). 

El análisis de la respu-ta a la prueba de hipersensibilidad de tlpo tardlo en 

ratones Balblc infectados dos meses despun de inmunizado• por vla 9Ubculllln- con 

seis diferentes sutx:epas BCG se realizó inyectando en et cojinete plantar del ratón 20¡&1 
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de COllCeilllmdo de~ purtflc8do de M. ~ H37Rv dluido _.. 40ta1 de PBS. 

Se 111 ....... 4 nmr.. de c:8dll grupo de - ....... rnldl9lidD .. cajlri9l9 

plmntlir ..... y 24 h ........ de .. lwyecdOli, ••• .., :ta 1 de ........ Phlppe .. 

r...,...ea a .. PN9bm de DTH fue mayar-_.. IOdD9 I09 gn.- lnmUnlmdo9 carnpmadOe 

can el grupo conlnJI. La mayar-,.... 111• • DTH .. P1•••"6 el GNPO Y8CUnedD can .. 
8'ltlaspa a- can 310.72 pm y_.. an1sn .... ......, ........... eco u w can 

287.02 ............... BCG Fl'llPPiSI' can 298.08 pll'I, .......... BCG Tics con 244.• 
pm y ......... BCG Mal-.. can 228.38 pm. Uns cSlllWICllli •U1llf71c __ _ 

elgillficmli- - P19••ne6 pe19 ea-. .... .....,_ .. coonp••- can el grupo canlrall a 

-~ cl6i1 de la albcsps BCG Pl1lppa qus --6 c:ta'9s par 8blljD cMll grupo ...-al. 

Gr*'-2 

--1 - • - ~ ",(,"; .. -t• 
1 -- 1 o ........... - - - - - -

GrMlcll Z. Dnl- .. modelo-.rillOde ............... .,...__. C- ¡ i6e del ............. 

todas :w--bipa¡ =zimll m lipo ....:io _,_. ... e1 asupo -a 
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LII cmpecwted de aecim191ito de M. tuoen::ulOala H37Rv - comper6 en llOe grupoa 
inmunlz.oa. con ... dll'wr•lles •lbc'lpe9 BCG. L9e .,..._.._ tlDrmmdar9a de calanima 

obt.nld9a de 11ae ~ moetrmron dlrel•IClm• en• a..- to1m1 en1re ... e .. .....,_ 
BCG y el grupo contrul. El grupo ~ por .. aubcep9 BCG ptllppe .,,._,96 v..taa 

laglortlmoa por .. de .. doala de in'9CCi6n ~ .,, orden Cl.a.ntw por .. ~ 

BCG Mexicana, Marwl, Frmppier, Sueca y Tlce. TOIMs ... •lbc'lpe9 pr91¡e llenllo .

diferwlClll ....Siatiee11oenl8 algullieati,... por le pruebe de ANOVA (p<0.05) C011'418 ... 

con el grupo control (Gnltlce 3 y 4). 

G...ac.3. La e-ta ID .. cleunidold99 f"ooa.domclecolan;..- ._ _ ,,............,... ._ 
• ...,.,_ M bovill BCGy el srupo canln>I - difionncia ..-dis.,__IB ... itkaliYa 
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*p<0.05 

G..-- •. e- Mcilar de - ........... - ,,.......... y ...... El .............. y 
M8Kicmla...--disminuciánit ___ ........ t.ci .... _ .......................... . 

A 1ae dos nw de 1 1 l:IW..._ le illllMx:ión ~. llD9 CWllblDe hlllli*lglc M en 

.. grupo con1lal ,..,..._, --~ ..... 55 1' 7a. del .... talml, -

- pullliGifoi • e -· 

y s-IMmiqulel en -.....nei.. - ulleenl6lep:www ... de ....
..,.,...__ Los an...- v.....me con ........... aeoepee p¡.wwwMlm1 dmflo 
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tisular significativ__,.. reducido. El grupo vecunado con la subcllpll Frappier mostró 

un pon::enhlie de *-~en un 11.1-.. con - lnfillrmdo intlmmelOrio ••1 
como la pn15encia de escea- grw>Ulomll• ~: el grupo vllCUNldO con le aubcepll 

BCG Phlppa en el 13.07-.., .. Mexicene 21.17 .... &MC8 24 ... , Ticll 37.9'J6. y le Mor-. 
47%. El mléllala mulllvariado de ANOVA mostró que todos loa ~ ..,..,..,_ con 

BCG ~ dllwencle eatedfatlcenWlte 8iglliflceliv• ~con el QIUPO conlrol 

(Grafica 4 y Tabla 5). 

N 
E 
u 
• o 
N 
1 
A 

('%) 

1DD --70 -llO 
40 
30 
20 
10 
o 

Grafiao 4. o..tenninación del pon::en .. je de naunex1ia .., los diliolen- - de raton
inmWlizados coa las subc:epm de M. bovis BCG. El grupo F,.ppler rnostr6 .._. 
pon:enlllje de neumoni• m- - el grupo Toce fue el q.---...._ ..........,i. 
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., 

C) D) 

...... 5. C-hislol6sicaade pulm6n a b daa- de inf9oci6n ........... la,,.. t 1 :·te A) 
__ ...... ,~ ............ - ................... C)pupo............,_ ........... 
MexicmlayD)pupo.,.........._la...._..._. 
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E) 

F) 

Flgula .. Con-hiAo16jpcoadetl!iido..,.._~c:anM~ID7R.v 

dos,_ dmpuliade,,..,...,.... IE)&lbmpa S.-. .,Submpa Tiamy G) ................. 
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Dl8CU916n. 

El sir--nte trmtMljO -tudi6 la cmpmcided protectoni de 8el• dw.r.nt

subcep.. ele M bovls BCG en modelo murino de tuberculOaiS pu1mon.,. con 
infección lntnltnlquem. De IOs modelO• anim.le• rwpoltedo• en la litermturm para el 

••ludio de I• tuberCUIOSI• - Hl•CCIOtlÓ .. ratón por su f6cil manejo, bajo co•to, 

sir--nci• de nurn.oaoa re8Ctivoa coonen:i.le• disponibles que miden la función 

inmune: la tecnología en deleción dirigida que ha mo•tr9do I•• funciones 

esenciale• de vañas Citoeinas sólo exl•t• en el ,..tón y un f.ctor primordiml as su 

semejanza con la hi•tor1a natu,..I de tubarculo91• pulmon• humana teniendo como 
ventaja que al ,..tón - mas ,.Sistant• y que la formación de grmnulomas rara vez 

llega a la necrosi•. Actem•s g,..n parta d9I conocimiento de la patogenia y 

respu-ta inmune qua preceden a la del humano fueron primordialmente 1'9al1Zadoa 

en ratón. 28 Siendo el modelo de ,..tón con infección intrat,..queal uno de los mn 

adecuados pe,. reproctueir tanto la infección como para la ge¡ 1et aCi6n da la 

respuesta inmune in Situ. 

De los primeros retos del presente trabajo fue determinar al tiempo óptimo 

de crecimiento de las dif-nt•• subcepas M. bov/S BCG en donde - encontró que 
el menor tiempo fue de 5.6 di .. pe,. la subcapa BCG F,..ppiar y el mayor fue de 

7 .4 días para la subcepa BCG Mexicana con una difareneia ant,. ••ta• de 1. 7 días, 

este es el primer reporte relacionedo • la cin•tiea de craeimiento para la• suticepaa 

de M. bovis BCG que crecen en tiempo• diferentes. En la •ubcapa BCG F,..ppiar 

que presentó el menor tiempo da craeimiento ••tmn •u-ntas lea rwglon•• RD1 (9 

orf deletados), R02 (11 orf). RD8 (4 Orf) deacrttas por --'JOS de mieroam9gl0a-. 
La subcepa Mexicana que presantó .i mayor tiempo da cracimiento no fue 

estudiada en ensayos da microarraglo•. aunque - eapermña las mismas rwglane9 

ausentes que ele la subcepa Danesa 1331 ya que deriva de .. ta y a su vez 

originada de la Pasteur 423 con 908 cultivos mas, la aubc9Pll o- pl"98entó do9 

regiones ausentes: RD1 y R02. La subcepa Sueca tlena un'tiempo Similar de 
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crecimiento • I• sutx:epm BCG Mexic.n• y su •socimción con rwglón genómiclt 

•usente - sólo RD1. Al com.,_.,. .. subcep9 BCG Mo,..u cuyo uso "- como 
vmcun• y BCG Phlpps u..S. en estudies cllnieos presentmron el mismo tiempo de 

crecimiento y dif•rwn en tipo de regiOnes pero no en número de deleclOn-. siendo 

par-. la primer-. RD1 y RD18 con un11 coplm de ln-aón 158110(8 Off ) y ~ .. 

.. gund• RD1, RD2 y do• COpim• de 1se110"'. Los h•llugos encontr-.do9 podrl.,, 

sugerir que I• disminución en gen- -1er-.r6 el crecimiento de I•• mlcobmcten.a 

aunque estms observ..:ion- deber6 ser sujeto de -tudiO. 

En base a la experiencia de •lgunos Investigadoras, entre ello• Breteher ""·"" 

que demostró que a menor dosis de M. bovis BCG •• obtiene un• mejOr respuestm 

Th1 confinnada por I• presenci• de IL-2 e IFN- y; y que el uso de dosis •h• 
produce una respuellt• inmune Th2 con p,.._nci. de IL-4 e IL-10, .. uamron I•• 

dosis de vacunación de 10• UFC /mi para el estudio de proteoción y la dosis de10 

" UFC/ml por no haber •ntecedent• de -t- dosis en v-=un.ción con diferwnt•• 

subcepas M bovis BCG en modelo murino. La via de inmuniz.ción sutx:ut6nea en 

la ba.. de la col• fue seleccionllda ba .. de en I• literatura existente de .. 

protección ofrecida por algunas de estas subcepas de M. bovis BCG en modelo 

animal. La dosis empleada par-. et reto (10- UFC/ml) con ~fium 

tuberculosis H37Rv establecida previamente en et modelo de tuberculosis 

pulmonar. [Es Importante setlalar que la m•yorl• de loa r-.ton- inmunlzmdoa con 

dosis atta da 1 oª ufc/ml fallecieron cercm de 72 h posteriOr •I reto y •I re•llZmrse 

los estudios hlstopatológleos de los pulmones mos-.on infiltrado inftmmetorlo 

agudo sugiriendo el lnóculO como et raspon .. ble]. A pe .. r de que existe un sin 

número de estudios evaluando .. protección de .. v-UNI M bovia BCG en 

tuberculOsls pulmonar asl como I• difentncm existente entre cmda UN1 de ... 

subcepas BCG son ausent- de Criterios ya que ... c:ondldon- de ,. .. iz.ción en 

cada uno de estos as diferente; ya sea por I• vi• de v-=unmción y/o reto, tipo de 

subcep• BCG y condieiones propi•• de cadml estudie siendo dificil .. •aocimción 
qua pudiera existir entra cada una de ellas. 
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Evidencia• definitiva• de 18 protección lnmunológiea de la• •ubcepa• BCG 

que induce cedll una de 18• eutx:epae M tJovls BCG •• aún lnexietente bajo 

nu-tra• condieiOnee. El -tudlo ,,,.. pal'9Cido al prwHnte trabajo fUe el realizadO 

por Lagrandene y col. En el que - demoetr6 que 18 capecldad protectora fUe 

variable en 18• elguiente• eubcepas de M bovls BCG: Praga, Japona... Glexo, 

P .. teur y Ru-. elendo 18• d- primera• In~ de conferir protecc:l6n. Sin 

embargo; estos hallazgo• a peear de realiza~ en raton- difieren de forme 

Importante de IO• nu-troe ye que ueen 18 vi• de Infección fue lntraveno .. para 18 

inmunización y 18 cepa ut~ized• en el reto fue M bov/s BCG recomblnente con B

gel8ctoeldeee39. Mientra• que, nuestro trabajo eetudió en modelo murlno a HI• 

diferentes subc:epas BCG que tem~n eon usad .. en lnmunlzaclonee human .. y 

en estudios clínico• en dif-ntea pal•- del mundo con la misma vie de 

vacunación que en el humano y la vie de infección intratraqueel (le mas perecida al 

humano) con la cepa M tuben:ulotlis H37 Rv que - le que infecta con mayor 

frecuencia al humano. 

En relación a los estudios de protección inducido por las subc:epae BCG -

observó diferencia en el estado general de lo• ratones ya que IO• gNpoe 

vacunados con las subcepas Mexieane y Sueca preeentaron mejor eetado general 

basado en la conservación de peso y apetito mae una disminución de do• 

logaritmos en las unidades formadora• de colOnla• en el tejido pulmonar da IO• 

animales comparado al grupo control y que resultaron estadietieamente 

significativas mediante la prueba de ANOVA. 

El grupo vacunado con la eubcepe BCG Tlce presentó daade IO• pr1meroe di .. 

de vacunación un notorio incremento de ataque el -tado g_,... y p6rdlde de 

peso, esta subcepa - la segunde mas usac:le en E•lado• Unidos y desde su origen 

la clasificaron en 6 diferentes grupoe de los cueles ~ mostraron atenuación 

importante en estudios de laboratorto y; finalmente, une. de las cuatro vacu~ 
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restantes fue combinmda con una nuev• capa originarla c:lel Instituto P•steur y•• 18 

qu• - mantiene en la actualidad. Sus antecedentes en protección son variable• 
aunque los últimos no refieren beneficio alguno. 

Un segundo hallaZgO en este estudio fue 18 cm.wnc1a de la respuesta • la 

hipersensibilidad de tipo tardlo (DTH) prea.rtad• por las c:llferent•• subcep- M 

bovis BCG en la que - mostró un• Importante reapu .... Inmune celular p- IO• 
diferentes grupos vacunados comparado con el grupo control con excepcl6n ele 18 

subcepa BCG Phipps. L• subcep• M. bovis BCG que pre~t6 mayor lnc:luraci6n 

fue la Sueca seguida en orden c:tecreciente I• Mexlcane, Frappier, Tice y Moreau. 

Por c:llv- lnv-tigacion- realizllc:I•• de I• re•pu-ta • la prueba 
cutánea (PPD) que -•lú• I• hipersensibilidad tardía a M. tuben:ulosJs huta el 

momento .. c:lesconoce que exista un• asoelaci6n directa c:lel tam•fto ele lnc:luraci6n 

con el estac:lo inmune, lo que si evidenció, es; que existe memoria inmunológica y 

en nuestro estudio I• magnituc:I de 18 respuest• a DTH resultó con c:llferWncia• 

estadísticamente significativas entre los grupos vacunac:loa con I•• c:llf.,.,,tes 

subcepas ele M. bovis BCG y el grupo control, que la excepciÓn fue la sutx:epa M. 

bovis BCG Phipps cuyo DTH fue inferior. La nsspu-ta • DTH no correlacionó con 

I• protección generada por cac:la subcepa BCG ya que no - encontr6 una 

asociación entre OTH y el porcentaje de neumonl• y/o unlc:lac:les formac:loras ele 

colonias. 

De los hallazgos histológicos encontrac:los • los 2 ~• de infección en IO• 

c:listintos grupos ele animales vacunados con las subc9pas de BCG •• observó 
una gran varlaci6n en la protección con cac:la un• ele en-. L• subcepa BCG 

Frappier fue la que presentó nwnor porcentaje de neu1T-1la (11.1,.), tiene como 

anteceden!- históricos en protección c:los estuc:llos en IO• que - usó -• 
subcepa BCG proporcionando el 80,. ele protección en ambos, llam8nc:lo la 

atención la slmilltuc:I c:lel po~ aun cuanc:IO tueron lot- c:llferent•• con 
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muchos pases entre ellas y un periodo de 4 d6cadas entre cada estudio, r. 

subcltpa BCG Phipps que tambi6n presentó un porcentaje bajo ele neumonía -

acompal\ó de pequefto número de unielades fOrmlleloras de COionia y tiene como 

an~ente 83"6 y 40"6 de protección, la subCep8 BCG Mexleana - carectertzó 

por una pequefta variación en el mismo grupo ya que hubo cortes ele pulmón que 

presentaron mayor Clafto hiStológiCO que otros y el porcentaje de neumonía fue del 

21.17"6 I• subcepa BCG Sueca con 24"6 de neumonía; r. subcepa BCG Moreeu 

y la subcepa BCG Tiee presentaron un cuadro neumóniCO mayor. con 37.9 y 47"6, 

respectivamente; con mayor infiltrado intlamatOrio y granulOmas grandes; -

dos subcepss M. bovis BCG mostraron una protecci6n moderada tanto en 

estudios en animales como en humanos concluyendo que la disminución de r. 

eficacia sugiere Clisminuelón de la atenuación de ambas subcep-.2 '·z:z 

AnaliZanelo los ensayos de microarreglos los autores refieren que ninguno de las 

ORFs ausentes de r.s subcepas se ctasifiearon como elementos de virulencia y si 

podrían sugerir tener un papel ele adaptación a los cambios del medio ambiente 

inducido por las condiclo~ de r.boratorlo, que • su -z ha producido 

incapacidad de estimular una respuesta inmune durable. Por otro lacto M. Behr 

refiere que la capacidad de producción de 6cldo metoxlmicóliCO en las subcepas 

M. bovis BCG en estudio mostró ser diferente entre ellas, sugiriendo la posibilidad 

que la pérdida en la capacidad de producir el 6cido metoxlmicóllco se puede 

relacionar directamente con la incapacidad ele estas subeepaa de crecer en 

macrófagos 20
• Pensamos que si estas dos observaciones fueran del todo ciertas 

se hubiera presentado una asociación directa entre las subcepaa BCG que 

presentan mayor número de genes y produeción de 6cido metoxlmicólico con 

protección, pero nuestros resultados no apoyan .. ,_ hipótesis. 

Un segundo parámetro que mostró el grado de protecci6n fue el tamafto y 

número de granulomas en donde la mayor cantidad de granulOmas presentes en 

el grupo vacunado tanto con la subcapa BCG Frappier como r. subcepa Phipps 

~STA TESIS NO SALF 
... :~.f'~ :IL._'.\. .B!B!.~IO~T-;- ;._ 
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fueran pequetloa, mlentnia que el ,..to del grupo de aubcepal• BCG pre990tó 

v.n.clón tanto en número como en tamafto con exoepción del grupo vacunado 

con la aubeepa BCG Tlce que moatró prácticamente aimii. porcentaje de 

gninuiomaa gnincl•• y cnicoa. 

Este moc:lelo tiene la virtud de mimetizar la lnfecclón pulmonar del homt:MW. 

L• dollis qua - determinó pani la vacunación óptima (1~ UFC/ml) - encontró 
en el intervalo de protección demostnido ya qua el número de ~ al t6rmlno 

de la vacunación fue nulo aún sumlilndole el reto. 

Los resultado• obtenidos en este estudio rnostniron la p,.aenci• de 

diferencias entre las distinta• subeepas BCG estudimdes tamtlililn de9Crttas por 

diferentes autores en el modelo murino, resaltando; que no se presentó l'9laci6n 

directa entre las subcepes con p6rdida de gen•• y falta de c.p-=idad de 

producción del ácido metoximicólico. El dallo histológico y las UFC/ mt ,.vetaron 

qua, en las mismas condiciones las diferencia• de protección encontreda• por las 

diferentes subcepas M. bovis BCG son importantes. 

La asociación entre el contenido genómico y la capacidad de inducir 

respuesta inmune no son sinónimas ya que las subc:epes BCG Phipps y Tice 

pertenecientes al mismo grupo mediante ensayos de micro•rr.glo• son muy 

diferentes en la capacidad de inducir inmunidad en modelo animal IO que podrl• 

sugerir que la regulación de la expresión de los component- bact8r1•nos en el 

hospedero participen de forma importante en la capaciaad de Inferir protección. 

Estos hallazgos no• ayudaron a -lecciOn.,. le mejor subcepa que fue M. bovis 

BCG Frappier que proporcionó I• mayor protección y la menor protección fue M 

bovi• BCG Tice cuya protección fue muy baja. 

En esta comparación en etleaei• de vacunación, - debe considenir qua; al 

realizarse estudias controlado• de vacunllCión en humanos I• subcepes M. bovls 
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BCG Frappier proporcionó I• mayor protección y I• menor fue pmra M. bovis BCG 

Tlce. 

Finalment•. ea muy lmport•nte mencion•r que -t• -tudio no f)Nviene 

infección por M. tuberculosis pero si le ~ravedmcl de la enfermedad tuben::ulo ... 
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CONCLUSIONES 

1.- El tiempo de crwcimiento de le• •ubc:ep99 M bovis BCG en el cultivo fue dw.r.nte 

2.- El modelo de tubercul09i• pulmonair murtn• fue útil •I implenterwe le lnmuniZllción 

previa • I• enfenneded. 

3.-La mejor dosis de vecunación fue 104 UFC de M bovis BCG 

4.- La prueba de PPD - presentó en IO• anim•le• vacunados con difer9nei•• 

estadísticamente significativ- comparados con el grupo control. 

5.-EI grado de reactlvidlld al PPD, no correlecionó con protección. 

6.- La protección proporcionada por las -i• subcep- M bovis BCG fue diferente. La 

mayor protección fue obtenida con la subc:ep• M. bovis BCG Phipp•. L• menor 

proteceión fue obtenida con la subcepa M bovis BCG Tice. 

7. -Las subcepas M bovis BCG di•minuyeron de manera Importante I• infección por 1111. 
tuberculosis H37Rv. 
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