
( / 2-8 ( 
UNIVERSIDAD NACIONAL AlITONOMA 

DE MEXICO 

FACULTAD DE MEDICINA 

Estudio de la respuesta Th 1 inducida por las proteínas 

ESAT-6 y 38-kDa de M tuberculosis en la vacuna BCG 

(bacilo Calmette·Guerin) 

T E s 1 s 
QUE PARA OBTENER EL TÍTULO DE 

DOCTOR EN CIENCIAS 

P R E S E N T A: 

MAURICIO CASTAÑÓN ARREOLA 

TUTOR: DRA. YOLANDA LÓPEZ VIDAL 

UNAM~ 
POSGR¡DO . :.· ·~ 

MEXICO, D.F. 2005 



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 





Facultad de Medicina, UNAM 

RECONOCIMIENTOS 

Este trabajo se realizo bajo la luloria de la Dra. Yolanda López Vida) en el 

Programa de lnmunologia Molecular Microbiana de la Facultad de 

Medicina, UNAM. 

El comité tutora) estuvo integrado por: 

Dra. Yolanda López Vidal 

Dra. Clara Inés Espitia Pinzón 

Dr. Alejandro Cravioto 

Facultad de Medici na 

Instituto de Investigaciones 

Biomédicas 

Facultad de Medicina 

El proyecto se realizó con financiamiento del Consejo Nacional de Ciencia y 

Tecnología (CONACYT, proyecto G36923-M y beca c rédito l4412 1), el 

Programa de Apoyo a Estudios de Posgrado (PAEP 202304) y la Dirección 

general de asuntos del per sonal académico (complemento de beca). 

11 



Facultad de Medicina, UNAM 

DEDICATORIA 

A mis padres 

hermanos 

y amigos. 

AGRADECIMIENTOS 

A mis compañeros del Programa de Inmunología Molecular Microbiana. 

Al laboratorio de Patología Experimental del Instituto Nacional de Ciencias 

Médicas y la Nutrición "Salvador Zubirán". 

11 



Doctorado \.'ll Ci..:ncias Bioml!dic.:a:; 

ÍNDICE 

iNDICE DE FIGURAS 

ÍNDIEC DE TABLAS 

ABREVIATURAS 

RESUMEN 

ABSTRACT 

ANTECEDENTES 

Tuberculosis en el mundo 

Epidemiología molecular de la TB 

Marcadores genéticos en la epidemiología 

de la tuberculosis 

Tuberculosis en México 

MycobacLeriwn tuberculosis 

Patogénesis de la Tuberculosis 

El Granuloma 

Vacu na BCG (bacilo Calmette-Guerin) 

Subcepas BCG 

Desarrollo ele nuevas vacuna::; 

Antígenos inmunodominantes en el desarrollo 

De nuevas vacunas 

Proteína de 38-kDa 

Página 

vii 

ix 

X 

xiii 

XIV 

2 

4 

4 

8 

9 

13 

16 

18 

21 

24 

25 

26 

11 1 



Facultad de Medicina, UNAM 

ESAT-6 

JUSTIFICACIÓN 

OBJETIVO 

OBJETIVOS PARTICULARES 

MATERIAL Y MÉTODOS 

Bacterias 

Preparación de Inóculos 

Animales de estudio 

Construcción de M. bovis BCG recombinantes 

Preparación de células electrocompetentes 

Electroporación de células competentes 

Clonación de ESAT-6 de M. tuberculosis H37Rv 

Vacunación de ratones BALB/c 

Modelo de infección 

Hipersensibilidad retardada tipo IV (DTH) 

CFU en pulmón 

Análisis Histopatológico 

Anticuerpos para citometria de flujo 

Tinción con marcadores de superficie CD4+, CD8+ 

Tinción intracelular 

Determinación de IgG 1 e IgG2a 

Análisis estadístico 

RESULTADOS 

EVALUACIÓN DE 10 SUBCEPAS BCG 

Supervivencia de ratones vacunados e infectados 

27 

30 

31 

32 

33 

34 

35 

35 

35 

36 

36 

38 

38 

39 

39 

40 

40 

41 

42 

42 

43 

44 

44 

IV 



Hipersensibilidad retardad tipo IV (DTH) 

Carga baci lar en pulmón 

Histopatologia de pulmón 

VACUNAS RECOMBINANTES 

DISCUSIÓ N 

Construcción de vacunas rccombinantes 

Supervivencia 

Respuesta de h ipersen sibilidad retardada (DTH) 

UFC en pulmón 

Análisis histopatológico 

Subpoblaciones celulares 

Perfil de c i tocinas en células extraídas de pulmón. 

Respuesta Humoral 

CONCLUSIONES 

Primera Etapa 

Segunda etapa 

BIBLIOGRAFIA 

44 

46 

48 

50 

50 

5 1 

53 

55 

58 

60 

62 

65 

67 

77 

78 

80 

V 



racultad de Medicina, UNAM 

INDICE DE FIGURAS 

Figura l. 

Distribución Mundial de la Tuberculos is 

Figura 2. 

Elementos utilizados para la de tipificación molecula r 

de M. tuberculosis 

Figura 3. 

l>istrihuciún Mundial de Al. 111/wrculosis g..:1Mipo lki.iing. 

Figura 4 . 

Incidencia de Tubercu losis en Mcxico 

Figura 5 . 

Mycobacterium tuberculosis 

Figura 6. 

Respuesta inmune y formación de granulomas. 

Figura 7. 

Meta-análisis de la efi cacia protectora de BCG. 

Figura 8. 

Reconstrucción de la genealogía de las diferentes 

subcepas de BCG por microarreglos. 

Figura 9. 

Evaluación de nuevas vacunas contra la tubercu losis. 

3 

6 

7 

8 

9 

17 

20 

23 

25 

VI 



Doctorado en Ciencias Biomédicas 

Figura 10. 

Mecanismo propuesto para la secreción de ESAT-6. 

Figura 11 

Respuesta de hipersensibilidad retardada a los 2 y 4 

meses de infección con M. tuberculosis H37Rv. 

Figura 12 

UFC en pulmón de ratones vacunados con 1 O 

subcepas BCG y retados con M. tuberculosis H37Rv. 

Figura 13 

Neumonía en pulmón de ratones vacunados e 

infectados con M. tuberculosis H37Rv. 

Figura 14 

Cuantificación de ESAT-6 y 38-kDa en las vacunas 

rBCGE6 y rBCG38. 

Figura 15 

Curva de supervivencia en ratones vacunados 

e infectados con M. tuberculosis Beijing. 

Figura 16 

Respuesta de hipersensibilidad retardada tipo IV 

en ratones vacunados e infectados. 

Figura 17 

Porcentaje de tejido pulmonar con neumonía en 

ratones vacunados e infectados. 

29 

45 

47 

49 

51 

52 

54 

59 

VII 



Figura 18 

Linfocitos T C D4· y C DS· dura nte Ja infección 

de ratones vacunados. 

Figura 19 

Producción de c itocinas en pulmón dura nte 

la infección de ra tones vacunados. 

Figura 20 

Titu lación de isotipos lgG 1 e lgG2a en ratones 

vacunados con rBCG38 

Pacultad de Medicina, UNAM 

6 1 

64 

66 

\ 111 



ÍNDICE DE TABLAS 

Tabla 1 

Clasificación de micobacterias según el riesgo de infección 

Tabla 2 

Subcepas BCG 

Tabla 3 

Unidades Formadoras de Colonia en pulmón de ratones 

vacu nados e in fectados con M. tuberculosis H37Rv. 

Tabla 4 

Unidades Formadoras de Colonia en pu lmón de ratones 

vacunados e infectados con M. tuberculosis Beijing. 

12 

34 

56 

57 

IX 



F'acultad de Medicina, UNAM 

ABREVIACIONES 

ADC 

ADN 

Ag5 

ATCC 

ATP 

BCG 

CD4 

CFP-10 

C01 

DAF 

DO 

os 
ESAT-6 

ESM 

FITC 

g 

GC 

h 

H20 

H2SÜ4 

HLA 

IFN-y 

Albú mi na-dexlrosa-catalasa 

Acido desoxirribonucléico 

Antígeno cinco 

Colección de cu ltivos tipo a mericano 

Adenosin trifosfato 

Bacilo Calmette-Guerin 

Designación de Grupo 4 

Proteína filtrada de cultivo de 10 -kDa 

Dióxido de carbono 

Diacetato de fluoresceina 

Densidad óptica 

Desviación estándar 

Anfigeno blanco de secreción temprana de 6-kOa 

Sociedad Europea de Micobacteriologia 

Isotiocianato de fluoresceina 

Gravedad 

Guanina-Citosina 

Horas 

Agua 

Ácido sulfú rico 

Antígeno leucocitario humano 

lnterferón gamma 



lgG 

IL 

iNOS2 

IS 

kDa 

kHz 

kpb 

Log 

MHC 

min 

mi 

MNT 

M0 

MR 

N2 

OADC 

O MS 

ORF 

pb 

PBS 

PGRS 

pH 

PPD 

RD 

lnmunoglobulina G 

lnterleucina 

Sintetasa de oxido nítrico inducible 

Secuencias de inserción 

Kilo daltones 

Kilo hertzios 

Kilo pares de bases 

Logaritmo base 1 O 

Complejo principal de histocompatibilidad 

Minutos 

Mililitros 

Micobacterias no tuberculosas 

Macrófagos alveolares 

Mult i-Resistencia 

Nitrógeno 

Ácido oleico-albúmina-dextrosa-catalasa 

Organización Mundial de la Salud 

Marco de lectura abierto 

Pares de bases 

Solución salina amortiguadora de fosfatos 

Secuencia polimórfíca rica en GC 

Potencia de hidrógeno 

Derivado de proteínas purificado 

Secuencias directa s repelidas 

xi 



RNI 

ROi 

R-PE 

SFB 

SIDA 

TAES 

TB 

TB-MR 

Th 

TNF-a 

u 

UFC 

UICTER 

VIH 

Vtz 

ºC 

µg 

µl 

µm 

Facultad de Medicina, UNAM 

Intermediarios reactivos de n itrógeno 

Intermediarios reactivos de oxigeno 

R-Ficoeri trina 

Suero fetal bovino 

Síndrome d e Inmunodeficiencia Adqu irida 

Tratamiento Acortado Estrictamente Supervisado 

Tubercu losis 

Tuberculosis mult i-resistente 

Respuesta T cooperadora 

Factor de necrosis tumoral alfa 

Unidades 

Unidades formadoras de colonia 

Unión Internacional contra la Tubercu losis y 
Enfermedades Pulmonares 

Virus de la Inmunodeficiencia Humana 

Voltz 

Porcentaje 

Grados Celsius 

Microgramos 

Microli tros 

Micrómetros 

xii 



Resumen 

La efectividad del bacilo Calmette-Guerin (BCG) pa ra reducir la pevalencia 

de la tuberculosis es pobre, lo cual resulta en la urgente necesidad de 

mejorar los progra mas de inmunización con nuevas y más eficientes 

vacunas contra la tuberculosis. En este estudio se comparó la efi cacia 

protectora de diez subcepas BCG en un modelo murino de tuberculosis 

pulmonar progresiva con la finalidad de desarrollar una vacuna 

recombinante que brinde mayor protección contra la infección con M. 

tuberculosis H37Rv y la cepa hiper-virulenta 9591000 de M. tuberculosis 

perteneciente a l genotipo Beijing. En este modelo, en los tiempos 

seleccionados posteriores a la infección se determina ron la respuesta de 

hipersensibilidad re tardada (DTH), las unidades formadoras de colonia 

(U FC), e l daño histopatológico y, en las vacunas nuevas recombinantes la 

respuesta inmune. La vacunación con BCG protege de forma significativa 

contra un reto con M. tuberculosis H37Rv. Sin embargo, cada subcepa 

BCG induce diferente grado de protección en cada una de las variables 

estudiadas, siendo los animales inmunizados con la subcepa Phipps los 

que tuvieron las menores UFC y área neum ónica a los 4 meses de 

infección con M. tuberculosis H37Rv. Las subcepas Phipps y Tice fueron 

usadas para producir las vacunas recombinanles rBCG38 (Tice) y rBCGE6 

(Phipps), que sobre-expresan las proteínas de 38-kDa y ESAT-6. A 

diferencia de los grupos vacunados con la subcepa Phipps, los animales 

inmunizados con rBCGE6 no desarrollaron protección. La vacuna rBCG38 

incrementó significativamente la supervivencia de los animales infectados 

tanto con M. tuberculosis H37Rv como con M. tuberculosis Beijing. Esta 

vacuna indujo respuesta Th 1, evidenciada por la presencia de un gran 

numero de células productoras de IL-2 e IFN-y en los pulmones de los 

ratones vacunados e infectados, asi como por e l incremento en la relación 

IgG2a: lgG l en sus sueros. 
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Abstract 

The effectiveness of Bacillus Calmette-Guerin (BCGI vaccination m 

reducing tuberculosis (TBI prevalence rates is poor, resulting in urgent 

need for improved immunization programs, with new and more effective 

vaccines against TB. The aim of this study was to compare the protective 

efficacy of ten different BCG substrains in mice model of progressive 

pulmonary tuberculosis to develop a recombinant BCG vaccine against TB 

in order to enhance protection agai nst infection by M. tuberculosis H37Rv 

and hyper-virulent M. tuberculosis Beijing genotype. At selected times after 

challenge, the delayed hypersensitivity (DTH) response colony forming 

units (CPUI and histopa thological damage were dete rmined. Por 

recombinant vaccines, immune response was a lso evalua ted . Vaccination 

with BCG significatively protects against challenge with M. tuberculosis 

H37Rv. However every substrain induces different protection according to 

variables measured. Animals immunized with the BCG substrain Phipps 

had the lowest CPU count and the smallest pneumonic area, at 4 months 

after challenge with M. tuberculosis H37Rv. BCG Phipps and BCG Tice 

substrains were used to produce the recombinant vaccines, rBCG38 (Tice) 

and rBCGE6 (Phipps) which overexpress the 38-kDa protein and ESAT-6 

a ntigen in BCG. In mice vaccinated with rBCGE6 none protection was 

observed compared with Phipps substrain. Vaccination with the rBCG38 

increased survival of mice infected with either M. tuberculosis H37Rv or the 

Beijing strain (isolate 950 10001. This vaccinc induced a strong and highly 

significant Th 1 response. shown by the high level of IL-2 and IFN-gamma 

cytokine produce r cells found in the lungs of challenged mice, and an 

increase in the lgG2a:lgG 1 ratio found in the pooled sera of the vaccinated 

mice. 
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Antecedentes 

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infecto-contagiosa crónica que 

afecta a personas de todas las edades, predominando en adultos jóvenes 

(20 a 60 años); es decir, personas económica mente activas que se 

encuentran en la etapa más productiva de su vida. La manifestación 

clínica más común es la tuberculosis pulmonar, sin embargo se puede 

presentar en cualquier otro órgano del cuerpo .N . 

M. tuberculosis es el agente etiológico causante de la tuberculosis humana. 

Sin embargo la enfermedad también puede ser causada por otras especies 

pertenecientes al complejo M. tuberculosis: M. tuberculosis, M. af ricanurn, 

M. cannetii, M. microti y M. bovis. 

A pesar de que en la década de los SO's se pensó que la tuberculosis sería 

erradicada para e l año 2000, actualmente la enfermedad a re-emergido 

como uno de los principales problemas de salud mundial debido a diversos 

factores que han impedido su control y favorecido su diseminación. Entre 

esos factores encontramos el incremento en la esperanza de vida, Ja 

pobreza, e l hacinamien to y la desnutrición. Esta situación se agrava por el 

surgimiento de cepas de Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis) 

fármaco y multi-fármaco resistentes (MR) a los agentes antifímicos, así 

como por la coinfección con el Virus de la Inmunodeficiencia Humana 

(VIH). Por estas razones, en 1993 la Organización Mundial de la Salud 

(OMS) declaró el estado de emergencia global para desarrollar medidas de 

control y de eliminación de la tuberculosis en todo e l mundo .n . i 1o. i 11. 
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Tuberculosis en el mundo 

De acuerdo a las cifras reportadas por la OMS , se estima que un tercio de 

la población mundial (- 1. 700 millones de personas) está infectad a con M. 

tuberculosis, y anualmente mueren un promedio de 3 millones de personas 

en e l mundo, situando a este patógeno como la principal causa de muerte 

por un agente infeccioso (Figura 1). La OMS, estima que se presen tarán 88 

millones de nuevos casos de tuberculosis (TB) para el decenio 2000-2010, 

de los cuales 8 millones serán atribuibles a la coinfección con el HIV. Para 

ese mismo periodo se espera n 30 millones de muer tes, de las cu a les 2 ,9 

millones serán a tribuibles a la coinfección TB-HIV 8 5. 86. 110. 

Sin lugar a dudas, el grupo de mayor riesgo para padecer tuberculos is lo 

con stituyen las personas con el Síndrome de Inmunodeficiencia Adquirida 

(SIDA) , en los que se incremen ta e n 5 •x, el riesgo anual d e desarrolla rla, ya 

sea por reactivación endógena o por re-infección (infección exógena) 89 ·9 1. 

Cada año la OMS reporta medio millón de casos de coinfección VIH / TB a 

nivel mundial. Sin emba rgo, esta tasa sólo está basada en los casos 

notificados a este organismo por los 21 1 paises adscritos a é l, en los 

cuales se usa e l Tratamiento Acortado Estric tamente Supervisado (TAES) 

como medida de control de la tuberculosis 89. 111 . 

Desde 1994, e l Programa Global de la Tuberculos is de la OMS, junto con la 

Unión Internaciona l contra la Tu bercu losis y Enfermedades Pulmonares 

(UICTERI llevan a cabo a nivel mundial la vigila ncia de la resistencia a los 

fármacos antituberculosos. Esta puede ser c lasificada en primaria si se 

presenta en pacie ntes s in tratamiento previo y adquirida s i se presenta en 

sujetos que recibieron tratamiento previo. Pa ra 1997, 35 países de los 

cinco continentes habia n fina lizado su s encuestas. 
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Según las notificaciones realizadas por estos pa ises a la OMS, los 

porcen tajes de MR prima ria variaron entre inexistentes a muy bajas 

(Uruguay, Chile, Cuba¡ hasta 4 %1 o mayores (República Dominicana, 

Argentina) 32. 86.96. En e l mismo grupo de paises, los porcentajes de MR 

adquirida variaron entre 4 •y., >' 22 % (W HO Global Tuberculosis 

Programme, 1997) 110.111 _ 

Epidemiología molecular de la TB 

La infección por el VIH-1 es e l factor más poderoso de progresión de 

infección tuberculosa latente a enfermedad activa 27 . 2a, por lo que no es de 

extrañar que la pa ndemia de SIDA provocara profundos cambios en la 

epidemiología global de la TB. Dada la magnitud del problema, se 

desarrollaron técnicas molecula res para dilucidar las fuentes y 

mecanismos de infección vinculados a la infección con TB y la co-in fección 

TB/VIH-1 -10. 

Estas técnicas moleculares, llamadas genéricamente fingerprinting ("huella 

dactiloscópica"), han permitido documentar la transmisión activa de la TB 

en e l seno de instituciones hos pitalarias o comunidades urbanas, así como 

la acele rada progresión desde la primoinfección a la aparic ión de 

enfermedad clínica o la reinfección exógena de estos pacientes 

3.4.8. 19,40.9 1.100 

Marcadores genéticos en la epidemiología de la tuberculosis 

El complejo M. tuberculosis está integrado por un grupo particula rmente 

homogéneo de organismos, por lo que los ma rcadores fenotípicos como la 

susceptibilidad individual a bacteriófagos, s i bien fueron útiles en cie rtos 
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casos para determina r focos de infección, tienen una capacidad muy 

limitada de discriminación entre cepas ~ 6 . El ha llazgo de elementos 

repetitivos en el AON cuya función e n el cromosoma es aún incierta, ha 

contribuido sustancialmente a identificar la variación entre cepas (Figura 

2) 19,7 1.90. Entre los mas con spicuos de estos elemen tos repetitivos se 

encuentran las lla madas secuencias de inserción (IS) que tienen la 

propiedad de multiplicarse y transponerse variando su ubicación dentro 

del genoma; ejemplo de e llos es la IS6 J 1 O que esta presente únicamente en 

miembros del complejo M. tuberculosis (entre 2 y 20 copias) u. Cuanto 

menor es e l número de copias de IS6 l 1 O. menor también es la ca pacidad 

de discriminación de este marcador genético, debido a que exis ten sitios 

preferenciales para su integración en e l c romosoma 19 . 10 1. 

Ademas de la IS6 l 10, en M. tuberculosis se ha n identificado otros 

e lementos móviles que contribuyen en mayor o menor grado a su 

polimorfismo genético, haciendo de e llos un blanco ideal pa ra estudios 

epidemiológicos. Los fragmentos RO (direct repeatl y PG RS (polymorphic 

GC-rich sequence) son fragmentos cor tos de AON a lta mente variables. El 

polimorfismo generado por estas secuencias cortas es particularmente útil 

para la dife renciación de cepas de M. bovis, la mayoria de las cuales 

poseen una sola copia de IS6 110 en la mis ma ubicación dentro del 

c romosoma ·1fi.'Jt1.'J<1• 

La tipificación molecula r de las cepas de M. tuberculosis basada en los 

fragmentos OR (comúnmente conocida como espoligotipificación) permite 

una clasificación mas clara de los aislamientos clinicos y la descripción de 

familias o clonas de cepas características de a lgunos paises y/ o regiones 

geograficas, identificables por su genotipo. Este es e l caso del genotipo 

Beijing, al que correspon den mas del 90%, de los aislamientos en algunos 

paises asiaticos (Figura 3). Este genotipo es con siderado como de mayor 

virulencia al estar desplazando a otros genotipos y asociarse a brotes de 

5 
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rápida diseminación en países como Estados Unidos y otras regiones del 

mundo. En modelos animales se ha visto que algunos de los aislamientos 

pertenecientes a este genotipo son hipervirulentos por disminuir la tasa de 

sobrevida, debido a la formación de grandes áreas neumónicas 41.88.102. En 

poblaciones con baja prevalencia de TB el polimorfismo es muy alto, en 

cambio, en poblaciones con muy alta prevalencia se observa un menor 

polimorfismo en los aislamientos a consecuencia de la transmisión activa y 

reciente en el seno de la comunidad 33.8s. 

M. tuberculosis 

Figura 2 
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Elementos utilizados para la de tipificación molecular de M. tuberculosis. 
Representación esquemática de la abundancia y posición en la que se pueden 
encontrar las regiones directas repetidas que flanquean a la 1$6110 (FI, las 
regiones polimorficas repetidas (A-0) conocidas como PGRS y la secuencia de 
insercón 1$6110.La genotipificación por el elemento de inserción IS6110 se basa 
en la hibridación de la secuencia de inserción (a-f} después de la digestión del 
cromosoma (las lineas punteadas representan los sitios de corte) . 
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Tuberculosis en México 

La tuberculosis en México es un problema serio de salud tanto de zonas 

rurales como urbanas. Durante los ú ltimos 15 años el número de casos 

reportados es estable (Figura 4) , mientras que la mortalidad presentó un 

descenso constante, aunque no s ignificativo. Dadas estas cifras, la tasa de 

infección (entre 15 y 20 por 100,000 habitantes) por M. tuberculosis es 

semejante a la de paises como España, Alemania, Francia, etc. 32,103,111. 
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Incidencia de tuberculosis en México. En la gráfica se representa el número de 
casos de tuberculosis registrados en México (barras) de 1980 al año 2003 y la 
incidencia correspondiente (linea) . OMS, Informe 2003. 

Sin embargo, México fue hasta el año de 1997 uno de los t rece paises 

considerados por la OMS como de a lto riesgo para la tuberculosis. En un 

estudio realizado en 1993 por la OPS se determinó que existe subregistro 

de casos nuevos, al estimarse que en México se presentaron 

aproximadamente 57 ,600 casos nuevos en ese año. En ese mismo año, la 

Secretaria de Salud reportó que únicamente se notificaron 15,000 casos en 

todo el territorio nacional. Este subregistro indica que únicamente se 
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diagnostica la tercera parte de los casos de tuberculosis, restando dos 

terceras partes de casos s in posibilidad d e recibir tratamiento. 

Mycobacterium tuberculosis 

El género Mycobacterium pertenece a la familia Mycobacteriaceae, ubicada 

dentro del orden de los Actinomycetales 43.t04. Esta clasificación es a 

menudo complicada, ya que suele clasificarse a l género Mycobacterium con 

otros géneros como Corynebacterium y Nocardia. La definición del género 

Mycobacterium se basa en tres criterios: ácido alcohol resistencia, 

estructura de los ácidos micólicos y proporción de guanina-citosina (GC%1 

en el ADN. 24 • 

Clásicamente las micobacterias son descritas como bacilos que se colorean 

débilmente con la tinción de Gram, de forma recta o ligeramente 

encorvada, de 0.2 a 0.6 µm de ancho por 1 a 10 µm de largo, inmóviles, 

aerobios, no esporulados y sin cápsula (Figura 5) 39,43,69. 

Figura 5 
Myoobaelerium tuberculosis. Fotomicrografia 
electrónica de barrido de M. tuberculosis. 
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M. tuberculosis fue la primera especie descrita en 1882 por Robert Koch y 

es la especie tipo del género Mycobacterium Es un bacilo aeróbico 

intracelular obligado, de crecimiento lento (2 a 3 semanasl, con tiene una 

pared celular compleja a base de ácidos micólicos, glicolipidos y 

peptidoglicano que lo protegen de medio ambiente, de los compuestos 

microbicidas del fagosoma y es relativamente impermeable a los 

antibióticos, lo cual contribuye a su resistencia y al estadio de latencia 

dentro de granulomas. La composición lipídica de la pared de las 

micobacterias le confiere su ácido-alcohol-resistencia, puesta de 

manifiesto en la coloración de Ziehl-Neelsen que es e l método de tinción 

usado en mic roscopia para e l diagnóstico directo de las muestras clínicas 

obtenidas de los pacientes 39.43,69. 

Para el género Mycobaeterium Jos porcentajes en GC están comprendidos 

entre 61 y 71 %, salvo en la especie M. leprae cuyo porcentaje en GC es 54-

57 % 24.94. 

En la actualidad se h an identificado más de 90 especies d e micobacterias, 

27 de las cuales han s ido a is ladas en muestras clínicas. Algunos de e llas 

son parásitos estrictos del hombre y de los animales: M. tuberculosis, M. 

africanum, M. bovis, M. ulcerans, M. leprae, M. paratuberculosis, M. microti. 

Otras especies, las más numerosas, frecuentemente denominadas como 

micobacterias no tuberculosas (MNTI, son saprofitas o pa tógenos 

oportunistas del hombre y los animales. 39,43.94.104. 

La clas ificación de las micobac te rias se basa en la velocidad de 

c recimiento, importancia médica y e l riesgo de infección. Las micobacterias 

se dividen en especies de rápido (menos de 7 días) o lento crecimiento (más 

de 7 días) dependiendo de su tiempo de generación que es de 2-5 h y de13-

20 h , respectivamente 69, 104.tos . De acuerdo a su importancia médica, a las 

micobacterias se les ha subdividido en tres categorías: 
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a) Las micobaccer ias responsables de la TB en el hombre y en los 

animales se clasifican dentro del llamado Complejo M. tuberculosis, 

constituido por M. tuberculosis, M. bouis, M. africanum M. canetii y M. 

microti. 

b) Las MNT se clasifican de acuerdo al esquema propuesto por Runyon -12 

basado en el tiempo de crecimiento y la cromogenicidad. Esta primera 

clasificación excluye a las especies del complejo M. tuberculosis y las no 

cultivables. 

c) Según el r iesgo de infección: La Sociedad Europea de Micobacteriologia 

(European Sociely for Mycobacteriology. ESM) clasifica a las 

micobacterias en tres grupos de riesgo (Tabla 11: 

Grupo 1: El riesgo de infección para el individuo y la población es bajo, 

o raramente son responsables de enfermedad en el adulto 

(patógenos raros). 

Grupo 11 : Riesgo moderado para el individuo (patógenos potenciales u 

oportunistas). 

Grupo 111: Riesgo de transmisión por via aérea; la enfermedad después 

de la infección puede ser severa y causar la muer te. Es de 

r iesgo elevado para el individuo pero moderado para la 

poblac ión (pa lógenos estric tos). 

11 
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Tabla 1 
Clasificación de especies de micobacterias segú n el riesgo de infección (ESM, 
1991) 

Grupo 1 Grupo 11 Grupo 111 

M. smegmatis M. awum M. auiwn M. tuberculosis 
M. phlei M. ch itae M. intracellulare M. bouis 
M.fallax M. duualii M. chelonae M. af rica11um 
M. thennoresistibile M. gadium M. fortuitum M. ulcerans 
M. parafortuitum M. giluum M. kansaii M. leprae 
M. gastri M. komossense M. malmoense 
M. triuiale M. lepraemuriwn M. ma11num 
M. sphagni M. neoaun.im M. paratuberculosis 
M. gordonae M. vaccae M. scrof1.1lace1.1111 
M. jlavescens M. agn· M. szulgai 
M. f arcinogenes M. aicf1iense M. xe11opi 
M. senegalense M. austroafricarwm M. asiaticum 
M.terrae M. chubuense M. haemophilum 
M.parcinum M. obuense M. shimodei 
M. diemhoferi M. rhodosiae M. simiae 
M. pulve.ris M. moriokaense 
M. tokaiense M. µorif era e 
M. nonchromogenicum 
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Patogénesis de la Tuberculosis 

La tubercu losis es una enfermedad transmitida de persona a persona por 

una repetida exposición al bacilo M. tuberculosis por vía aérea a través de 

gotas microscópicas de saliva (menores de 5 µm) , expulsadas al toser por 

un individuo enfermo de tuberculosis pulmona r activa comúnmente 

denominado bacilífero. La transmisión por objetos contaminados (fomites) 

es muy rara. 

Se estima que únicamente el 1 O 'X, de las personas infectadas con M. 

tuberculosis desarrolla la enfermedad en a lguna etapa de su vida debido a 

la capacidad del huésped de controlar la infección. Eventualmente la 

infección puede reactivarse al presen tarse trastornos y/ o enfermedades (ej, 

diabetes mellitus, insuficiencia renal, depresión, desnutrición, infección 

por el VIH/ I, etc.I que debilitan el s istema inmunológico e incrementan el 

riesgo de desarrollar la enfermedad. Cuando un pacien te VIH/1 positivo 

con depresión moderada o severa de la inmunidad celular se coinfecta con 

M. tuberculosis o se reactiva una infección previa, evoluciona rá pidamente 

a enfermedad tubercu losa. Si además los bacilos infectantes son MR, la 

muerte ocurre en poco tiempo. Esla infección se puede diseminar a otros 

pacientes inmunodeprimidos y también a contactos inmunocompetentes 

(personal de salud y visitantes). En estos últimos, si bien la infección 

puede mantenerse como tal s in desencadenar enfermedad dura nte años, 

cuando ésta aparezca será un nuevo caso de TB-MR 39.43. 

Cuando las microgotas alcanzan los a lvéolos pulmonares, los bacilos son 

fagocitados por los macrófagos residentes (M0) (macrófagos alveolares) que 

tratan de eliminarlos mediante mecanismos microbicidas, ta les como la 

producción de óxido nítrico 7 [resultado de la estimulación de la s intetasa 

de oxido nítrico inducible (iNOS2J I, intermediarios reactivos de oxigeno 
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(ROi} y nitrógeno (RNI), disminución del pH y activación de hidrolasas al 

fusionarse el endosoma que contiene el bacilo con las vesículas 

lisosomales. Cuando M. tuberculosis es fagocitado, puede evadir su 

degradación por las hidrolasas ácidas del lisosoma impidiendo esta fu sión 

y la acidificación del endosoma. Al mismo tiempo las células dendríticas 

fagocitan bacilos y migran a los nódulos linfáticos regionales, en los cuales 

promueven la expansión clona! de linfocitos antigeno específicos que son 

reclutados al sitio de la infección por las quimiocinas secretadas durante 

la inflamación. Estas células son las responsables de la activación de los 

macrófagos y sus mecanismos microbicidas 26.38. 

La evasión de los mecanismos microbicidas del M0 marca el inicio de la 

infección que continúa con la duplicación de los bacilos dentro del 

macrófago y su posterior diseminación a otros espacios. La respuesta 

inflamatoria local lleva a la formación de una lesión conocida como 

granuloma, constituido por macrófagos que tienen el aspecto de células 

epiteliales por lo que se les denomina epiteloides; éste puede rodearse por 

fibroblastos y formar el centro caseoso. La posterior licuefacción del centro 

caseoso extiende la infección a los bronquios adyacentes entre los que hay 

necrosis y formación de cavidades en las que los bacilos se diseminan 

incluidos en el esputo a otras partes del pulmón y hacia el exterior 36,38.77. 

La tuberculosis se puede desarrollar en gran número de órganos aunque la 

forma más común es la pulmonar; ocasionalmente los bacilos pueden 

diseminarse indirectamente por el canal linfático a los nódulos linfáticos 

regionales y luego por el torrente circu latorio hacia cualquier parte del 

cuerpo o directamente por erosión del tubérculo adyacente a un vaso 

pulmonar, desarrollándose a corto plazo la infección tuberculosa 

progresiva que puede establecerse en huesos, aparato genito-urinario, 

ganglios, meninges, etc. 
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La infección primaria que generalmente cursa de forma asintomática está 

caracterizada por la formación del granuloma, en el cual, los bacilos se 

encuentran en latencia con ciclos replicativos limitados o infrecuentes. Al 

a lterase el equilibrio inmunológico de esta estructura se puede producir la 

reactivación de la infección que conduce al desarrollo del proceso 

inflamatorio, posteriormente de neumonía y la aparición de los signos y 

s íntomas característicos de la tuberculosis 38.39. 

El control de la infección primaria es dependiente del desarrollo de la 

respuesta celular tipo Th 1. En el transcurso de la infección los macrófagos 

presentan los antigenos a los linfocitos C04• por medio del complejo 

principal de histocompatibilidad clase 11 (MHC-11) lo que induce que liberen 

diferentes citocinas , como el IFN -·¡, la IL-2 y el TNF-<x que activa a los 

macrófagos para destruir gradualmente a M. tuberculosis. Tanto los 

linfocitos T CD4\ C08• y la secreción de IFN -y es estimulada por la IL- 12 

producida en los macrófagos. Las células T C08•, además de la producción 

de citocinas, se encargan de lisar a los macrófagos no activados que están 

infectados por M. tuberculosis, mediante la liberación de sus moléculas 

efectoras (granulisina y perforina). La liberación de estas moléculas es 

dependiente de la presentación de los antígenos micobacterianos en las 

moléculas MHC-1 26.36.55.5<>.75. 
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El granuloma. 

La formación del granuloma a lrededor de macrófagos infectados constituye 

la huella tipica de la enfermedad, ya que éstos, en las radiografías, tienen 

el aspecto de tubérculos. Los granu lomas son estructuras bien definidas 

que se caracterizan por la organización definida de las estirpes celulares 

que los constituyen . El granuloma está formado por láminas d e matriz 

extracelular que encierran un microambiente de célu las infectadas (M0l y 

un intenso infiltrado inflamatorio; su función es evitar la diseminación y 

promover la eliminación de los bacilos 26.38. Al centro se localizan las 

células epiteloides que se rodean de M0 que son gradualmente activados 

desde la periferia por los linfocitos CD4• y coa+, siendo predominantes los 

linfocitos CD4• en la fase aguda de la enfermedad y los linfocitos coa• en 

la fase crónica. También se ha documentado la presencia de células B, 

aunque hasta la fecha no hay un acuerdo sobre su posible función 

protectora (Figura 61 ss.56.n . 

Cuando la infección no es controlada, el perfil de citocinas secretadas por 

los linfocitos CD4• y Coa• cambia la respuesta a Th2, caracterizada por la 

producción de IL-4 e IL-10 producidas también por los macrófagos. Esto 

trae como consecuen cia la disminución en la producción de lL-12 e IFN-y 

que inhibe directamente la respuesta de célu las T así como de las células 

presen tadoras de antígenos infectadas. Esta respuesta mixta o ThO 

favorece la progresión de la infección a enfermedad 26 .36.38.52.56. 
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J'igura 6. 
Respuesta inmune y formación de granulomas. La formación del granuloma en el 
sitio de la infección se lleva a cabo por la compleja interacción entre los linfocitos 
CD4+ y CDS• con los macrófagos alveolares (M0), las células epiteloides (E), las 
células gigantes de Langhans resultantes de la fusión de las células epiteloides y, 
que contienen a las mícobacterias en el centro del granuloma. La activación de 
los linfocitos por los macrófagos y las células presentadoras de antígeno en el sitio 
de la infección tiene como resultado la producción de citocinas, quimiocinas y la 
lisis de las células infectadas. Las producción de IFN-y activa a los macrófagos y 
las células presentadoras de antígeno que eliminan a los bacilos intracelulares o 
por medio de la producción de intermediarios reactivos de oxígeno y nitrógeno 
(ROi y RNI respectivamente). Los linfocitos CD4+ adicionalmente producen TNF-a 
y linfotoxina a 3 (LT a3) que es necesaria para formación de la pared ·que delimita 
al granuloma. En el centro de granuloma los linfocitos CDS• eliminan a las 
micobacterias por medio de la secreción de perforina y granulicina. 

17 



Facultad de Medicina, UNAM 

Vacuna BCG (bacilo Calmette-Guerin) 

La vacuna BCG es un liofilizado de bacterias vivas derivada de una cepa 

atenuada de Mycobacteriwn bovis. La BCG es la única vacuna existente en 

el mundo para la prevención de la tuberculosis, la cual se administra a los 

humanos durante el primer año de vida. En México se indica una sola 

dosis, aJ nacimiento por vía intradérmica. Desde que fue desarrollada por 

CaJmette y Guerin entre 1908 y 1921 , la vacuna se ha aplicado a más de 

un billón de personas, es inocua y su adm inistración evita las formas más 

graves de tuberculosis (meníngea y miliar) 72• Actualmente, esta vacuna se 

encuentra inmersa en una gran controversia en torno a su eficacia en la 

prevención de la tuberculosis, ya que estudios clínicos controlados 

reaJizados en diversas áreas geográficas y en distintas poblaciones 

mostraron que su eficacia protectora varía de O% a 80 % (Figura 7) 1s.22.2J. 

Entre las hipótesis más aceptadas para explicar la variación en la eficacia 

protectora de la vacuna se encuentran: i) La susceptibilidad genética del 

hospedero, iil Surgimiento de cepas de M. tuberculosis con mayor 

virulencia, iii) Pérdida progresiva de la inmunogenicidad de la vacuna 

BCG, iv) Prevalencia de infección por M. tuberculosis en la región 

estudiada, v) Exposición a micobacterias no tuberculosas (MNT) y, vi) 

Utilización de vacunas BCG distintas que inducen inmunidad en 

diferentes grados sin embargo, ninguna de estas hipótesis ha s ido 

confi rmada experimentalmente 11 . 12 .13.16. 

La administración de un refuerzo de BCG ha sido poco estudiada; en 

Brasil se lleva a cabo en población abierta y sus resultados no son 

superiores a los de los paises que utilizan dosis única de BCG. En 

Hungría, después de introducir la revacunación con BCG, se observó una 

disminución significativa en la incidencia de tuberculosis pulmonar. Cabe 

mencionar que las vacunas BCG usadas no fueron las mismas. Dada la 

inconsistencia observada en los paises donde se aplica un refuerzo de 
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BCG, la OMS y el Programa Mundial del Control de la Tuberculosis, aun 

no han aceptado esta medida al no existir la evidencia que sustente los 

beneficios de implementar una segunda dosis de BCG en los esquemas de 

vacunación 12 .1 s.J4 . 

Actualmente la vacuna BCG se aplica en los paises subdesarrollados a los 

infantes durante e l primer año de vida mien t ras que en los paises 

desarrollados solo se usa cuando se presenta u n a conversión a la prueba 

del PPD. 

Albert Calmette y Camille Guérin desarrollaron la vacuna BCG entre 1908 

y 1921 mediante cultivos sucesivos in vitro (230 cultivosl de una cepa de 

M. bovis aislada de un caso de mastitis bovina. Durante la primera mitad 

del Siglo XX la vacuna BCG se distribuyó a diferentes paises para su 

utilización y producción en los laboratorios locales, en los cuales se 

utilizaron diferentes métodos para su preparación y conservación. Dura nte 

este tiempo y debido a la carencia de métodos de preservación de 

microorganismos, estas cepas se conservaron por subcultivo. Debido a 

esto, la vacuna BCG presentó cambios genotipicos y fenotípicos que 

llevaron al desarrollo d e variantes de la BCG original, a las que se les 

conoce como subcepas de BCG. Hasta la invención del proceso de 

liofilización y la preservación de la vacuna BCG en el Instituto Pasteur en 

1961 , esta cepa se había subcultivado más de 1,000 veces a l igual que las 

subcepas BCG desarrolladas en e l mundo 11.n.1<>. 

El meta-aná lis is (Figura 71 de los estudios de protección disponible en la 

literatura concluyó que la vacuna BCG reduce de forma significativa el 

riesgo de desarrolla r TB (50% en promedio) , s in embargo, los criter ios 

aplicados en la interpretación de las variables d e confusión, hacen dificil 

de interpretar e l efecto protector de las vacunas utilizadas 1s. Las 

diferencias fenotípicas, genéticas y las observadas en los ensayos clínicos, 
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motivaron en 1956 la realización de la Conferencia Técnica Internacional 

sobre BCG (lntemational BCG Technical Conference) cuyo objetivo fue el 

de establecer los criterios y metodologías estándares de producción de la 

vacuna, adoptándose el sistema de preservación de lotes semilla (seed-lot 

system) 76,79 . 

POBLACIÓN 
TUBERCULOSIS EFICACIA PROTECTORA (%) (CIUDAD, GRUPO ÉTNICO) 
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Figura 7 . 

Meta-análisis de la eficacia protectora de la vacuna BCG. En la figura se observa 
la variación encontrada en la eficacia protectora de la vacuna BCG en los 
diferentes estudios evaluados, que va de O % a 90 %. 
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Su bcepas BCG 

Al considerar que durante el desarrollo de la vacuna BCG, Jos subcultivos 

disminuían progresivamente la virulencia del aislamiento de M. bovis, no 

es de extrañar que la preservación de la vacuna original durante la 

primera mitad del Siglo XX condujera a la diversificación de la vacuna en 

subcepas y, en algunos casos, a la sobre atenuación de algunas de las 

variantes. 

Después de Ja adopción del sistema de lotes semilla, el mercado 

internacional cuenta con al menos 13 vacunas BCG conocidas 

comúnmen te como subcepas de BCG, sin embargo, más del 90 % de las 

dosis aplicadas corresponden a solo 3 de ellas (BCG Glaxo 1077, BCG 

Tokio 172 y Pasteur 1 l 73P2) que están emparentadas con la BCG original 

11 

Estas subcepas varían entre si en características como su composición y 

estructu ra de antígenos l.76, perfil de proteínas secretadas al medio de 

cultivo 62.66, número de copias IS6 110 n, patrón de ácidos micólicos 9 y 

cantidad de exoquelinas 4 2. 

En 1995, la evaluación en un modelo murino de 5 subecepas BCG, puso 

de manifiesto que cada una de la subcepas utili7.adas induce diferente 

grado de protección al infectar los ratones con Ja BCG Pasteur por vía 

pulmonar; sin embargo, los hallazgos están sujetos a interpretación dada 

por los cr iterios utilizados en este modelo animal <>1. 

En 1999, la utilización de microarreglos permitió elucidar algunos de los 

eventos moleculares ocurridos durante la diversificación de la vacuna BCG 

(Figura 8 ). En este estudio, se utilizó como base la secuencia del genoma 
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de M. tuberculosis H37Rv y los registros históricos de la producción de las 

vacuna BCG en el mundo para reconstruir la genealogía de las subcepas 

BCG existentes en la actualidad . En esta genealogía se distinguen 2 

grupos de subcepas caracterizadas por la presencia o ausencia de la región 

RD2 l0.11 .12. Adicionalmente, se identificaron tres deleciones ocurridas 

durante la diversificación de las subcepas Pasteur (RD14l, Moreau (RD16l 

y el ancestro de las subcepas Connaught y Frappier (RD8l desarrolladas 

en Canadá 10. 
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deleciones más (RD2 , RD8 , RD14, RD16) durante la diversificación de Ja vacuna BCG . 
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Desarrollo de nuevas vacunas 

Durante los últimos 20 años se han redoblado los esfuerzos por desarrollar 

una nueva vacuna contra la tuberculosis que sea más eficiente en el 

control de la primoinfección y muestre mayor consistencia en la 

protección. Las alternativas evaluadas incluyen el uso de proteínas de 

secreción de forma individual o combinada, la vacunación con ADN, la 

atenuación de otras cepas de micobacterias más cercanas 

filogenéticamente a M. tuberculosis, vacunas auxotróficas y el desarrollo de 

vacunas recombinantes de BCG que sobreexpresen antígenos 

inmunodominantes de M. tuberculosis (Figura 9) 20,25,57,58,67.73,83. 

Los resultados obtenidos de la evaluación de más de 180 vacunas 

pertenecientes a las categorías arriba mencionadas mostró que, con 

excepción de algunas vacunas recombinantes de BCG, en el mejor de los 

escenarios la protección conferida por estas nuevas vacunas apenas fue 

comparable a la inducida por la vacuna BCG 67. Estos hallazgos colocaron 

en perspectiva la necesidad de evaluar las subecepas de BCG disponibles 

en la actualidad, con la finalidad de seleccionar las mejores para 

recombinar con antígenos inmunodominantes que incrementen su eficacia 

protectora 65 .73,114. 

Las vacunas recombinantes basadas en BCG mostraron inducir una 

respuesta inmune Thl superior a la desarrollada por la BCG, con la 

reducción en las UFC en bazo, hígado y pulmón después del reto con M. 

tuberculosis H37Rv 53.54. 

El uso de BCG como vector para la presentación de antígenos homólogos o 

heterólogos es una herramienta muy útil para dirigir la respuesta inmune 

al fenotipo Th l, ya sea por recombinación homóloga o con el uso de 
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plásmidos clonados con antígenos inmunodominantes previamente 

identificados en animales y muestras clínicas. 

Subunidades, 83 

Figura 9. 

Fusión, 11 

~::::~:::· 5 

DNA,33 

Recombinantes, 20 

Saprófitas, 5 

Evaluación de nuevas vacunas contra la tuberculosis. En la gráfica se observa el 
nümero de vacunas desarrolladas y probadas en el modelo murino de 
tuberculosis pulmonar, aprobado por los Institutos Nacionales de Salud de 
Estados Unidos. 

Antígenos inmunodominantes en el desarrollo de nuevas 

vacunas 

En los últimos 20 años se han caracterizado un sinnúmero de antígenos 

de M. tuberculosis con capacidades inmunogénicas y e l potencial para su 

uso en el desarrollo de vacunas, particularmente encontrados en la 

fracción de proteínas secretadas al medio de cu ltivo 21.31. Las proteínas de 

secreción obtenidas de filtrados de cultivos de M. tuberculosis fueron los 

antígenos más ampliamen te estudiados en la última década6. 14,Sl.70. Entre 

las proteínas más inmunogénicas encontramos de forma abundante al 
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complejo de 30-32 kDa, seguido de proteínas como ESAT-6 6 . Las 

proteínas secretadas por M. tuberculosis pueden ser divididas en: a) las 

activamente secretadas por los bacilos durante los primeros días de 

cultivo; b) las proteínas asociadas a la pared que se desprenden 

gradualmente y, finalmente, c) las proteínas de los estadios tardíos de 

crecimien to liberadas por la lisis bacteriana. 

Entre los antígenos más utilizados por su potencial para el desarrollo de la 

nueva vacuna se encuentran las proteínas ESAT-6 y 38-kDa, ambas 

secretadas al medio de cultivo y reconocidas por inducir respuesta inmune 

Th l en diversos modelos animales, así como por la proliferación y 

producción de IFN-y en células de pacientes con tuberculosis y sus 

contactos sanos 6. t4 .50,6~ . 1 00. 11 J . 

Proteína de 38-kDa 

La proteína de 38-kDa (originalmente llamada AgS en la clasificación de 

Daniels) es uno de los antígenos más abundantes en M. tuberculosis so. 

Esta proteína fue caracterizada estructuralmente en su forma nativa y es 

una de las primeras lipoproteínas glicosiladas descritas en M. tuberculosis 

Jú.49 . 

La proteína de 38-kDa es de los antígenos micobacterianos más 

inmunogénicos. Induce proliferación de células T y produce respuesta d e 

hipersensibilidad de tipo tardío. Dadas sus características antigénicas, 

esta proteína fue estudiada en diversos modelos animales como uno de los 

primeros candidatos a vacuna contra la tuberculosis y , en base a su 

especificidad, como prueba diagnóstica (sensibilidad del 72.6 % y 

especificidad del 94.9 % ), aunque con reactividad cruzada con MNT en las 

que encontramos proteínas homologas 7.so.s2.91 .1 12. Como vacuna de 
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subunidad induce una repuesta celular protectora caracterizada por la 

producción de IFN-y y proliferación celular antígeno especifica 2.7.64.82. 

La proteína de 38-kDa se produce abundantemente en los cultivos de M. 

tuberculosis H37Rv y contiene epitopos inmunodominantes reconocidos 

por linfocitos T y B en pacientes con tuberculosis y convivientes sanoss, 

siendo el péptido 380 (350-369) el que tiene la mayor capacidad 

proliferativa e induce la producción de IFN-y , asociándose con haplotipos 

H-2 en ratones sensibilizados con M. tuberculosis, en tanto que los sujetos 

con tuberculosis pulmonar activa presentan a nergia selectiva hacia este 

péptido, generalmente asociada al HLA-DR3 64.10<>. 107• 2.64 .8 2. En sujetos 

sanos sin his toria previa de vacunación o infección se detectó respuesta 

inmune contra este antígeno debido a las proteínas homólogas 

encontradas en casi todo el género Mycobacteriu.m. En la vacuna BCG ya 

fué descrita la presencia de un par de proteínas funcionales (Ps tS2 y 

PstS3) con homología a PstS 1, que al igual que esta se expresan en menor 

cantidad al compararse con la producida en M. tuberculosis •5.95. 

ESAT-6 

La proteína ESAT-6 (por sus s iglas en inglés "Early Secretory Antigenic 

Target" y su a parente peso molecular de 6 -kDa) es secretada 

tempranamente al medio de cu ltivo y se caracteriza por inducir respuesta 

inmune Th l acompañada de una pronunciada producción de IFN-y que 

supera la respuesta encontrada a otros antígenos inmunodominates 

previamente descritos <>.si .so.93 ESAT-6 está constituida por 95 

aminoácidos que se codifican en un ma rco de lectura abierto (ORF) de 285 

pb. Esta proteína se co-transcribe junto con la proteína de bajo peso lhp 

(CFP- 10) que, a diferencia de ESAT-6, es reconocida principa lmente por 

antisueros de pacientes leprosos y lepromatosos. ESAT-6 carece de una 
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secuencia líder para su exportación y, puede ser encontrada en forma 

trimérica, sm función conocida. Ambas proteínas se detectan en 

concentraciones equiparables y solo se encuentran en cepas del complejo 

M. tuberculosis y en muy pocas cepas ambientales como son M. szulgai, M. 

m.arinum y M. flavescens; se postula que estas pueden ser un factor de 

virulencia 48.49_ Gracias al análisis comparativo de genes y la identificación 

de homologías, se sabe que las proteínas ESAT-6 y CFP-10 son secretadas 

al medio de cultivo por un sistema de secreción dependiente de ATP 

(Figura 10) que está conformado por las proteínas transmebranales 

codificadas el la región ROL Actualmente se sabe que ESAT-6 pertenece a 

una familia de 23 proteínas de bajo peso molecular presuntamente 

reguladas durante la infección 41,14 _ En diversos estudios con mutantes 

nulas de esat-6, se observa una reducción en la virulencia de las cepas 108. 

Por su especificidad e inmunogenicidad, se le ha evaluado en diversos 

modelos animales como un candidato importante para el desarrollo de la 

vacuna contra la tuberculosis. En estos modelos la inmunización con 

ESAT-6 se realizó en forma de subunidades, vacuna de ADN, como 

proteína fusionada al antígeno de 30-kDa o en combinación de algunas de 

ellas, obteniéndose de forma general el desarrollo de una respuesta Th l 

que protegió de forma significativa ante un reto con M. tuberculosis. Sin 

embargo, la protección conferida con estas vacunas no superó la inducida 

por la vacunación con BCG 17,48.109.113_ 

Dado que ESAT-6 sólo se encontró en especies de micobacterias 

patógenas, en los últimos años se exploró su potencial como un reactivo 

diagnóstico de la tuberculosis 35,81. 
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Mecanismo propuesto para la secreción de ESAT-6 . Los genes codificados en la 
reg1on RD l conforman un sistema de secrec1on que forma un canal 
transmembranal por el cuál se secretan las proteínas ESAT-6 y CFP- 10 como un 
heterodímero. 
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Justificación 

La re-emergencia global de la tuberculosis se ha traducido en la evidente 

necesidad de evaluar la eficacia protectora de las subcepas BCG 

contemporáneas y de desarrollar nuevas vacunas más eficientes. La 

experiencia de un sinnúmero de investigaciones ha mostrado que la mejor 

alternativa es la transformación de BCG para la expresión de antígenos 

inmunodominates de M. tuberculosis que favorecen la respuesta celular 

Th l y podrían mejorar la eficacia protectora de la vacuna actual. 
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Objetivo 

• Evaluar la eficacia protectora de lO subcepas de M. bouis BCG en el 

modelo murino de tuberculosis pulmonar progresiva. 

• Construir vacunas recombinantes de BCG con las proteínas ESAT-6 

y 38-kDa para inducir mayor eficacia protectora contra la infección 

con M. tuberculosis. 
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Objetivos particulares 

• Eva lua r la eficacia protectora de 10 subcepas BCG contra la 

infección con M. tuberculosis H37Rv. 

Seleccionar las subcepas de BCG que muestren los valores de 

protección mayor y menor. 

• Clonar los genes que cod ifican para las proteinas ESAT-6 y 38-kDa 

en plásmidos de expresión para micobacterias. 

Tra nsformar las subcepas de BCG seleccionadas con plásmidos 

clonados . 

• Determina r la expresión o sobre-expresión de ESAT-6 y 38k0a en las 

subcepas transformadas. 

• Evaluar la eficacia protectora de las vacunas BCG recombinantes en 

el modelo murino de tuberculosis pulmonar progresiva. 

• Caracterizar la respuesta inmune inducida dura nte la infección con 

M. tuberculosis H37Rv ó M. tuberculosis Beijing en ratones 

in munizados con las subcepas recombinantes. 
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MATERIAL Y MÉTODOS 

Bacterias 

Las subcepas de M. bouis BCG Phipps, Birkhaugh , Swed en , Connaught , 

Moreau, Frappier y Tice fueron donadas por los doctores M. A. Behr 

(Montreal General Hospital , Divis ion of lnfectious Diseases a nd Medica! 

Microbiology- , McGill University, Montreal, Can ada); la subcepa Pasteur 

por el Dr. Raúl Mancilla (Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM) ; 

la subcepa Da nish por el Dr. Mahavir Singh (Lionex diagnostics and 

Therapeutics, GmbH, Braunschwig, Germanyl y la subcepa México por el 

laboratorio de vacunas de la Secretaria de Salud. Las características de 

estas subcepas se presentan en la Tabla 2 . 

Para la infección de los animales se utilizaron las cepas de referencia M. 

tuberculosis H37Rv y el a islamiento M. tuberculosis 9501000, pertenecien te 

a l genotipo Beijing. 

Las bacterias se cu ltivaron hasta la fase med ia logarí tmica en caldo de 

cultivo Middelbrook 7 H9 (Difco, Detroit, Mich .) suplementado con 

albumina-dextrosa-catalasa IADC (BBL, Cockeysville, Md.)I y 0.05 % de 

Tween-80 (Sigma, St. Louis, USA). 

Los cultivos se ma ntuvieron en agitación conslante a 37°C con 5 % d e 

C02. Una vez que se alcanzó la fase logaritmica las bacterias fueron 

cosechadas por cen trifugación a 5000 x g. Para eliminar los componentes 

del medio de cultivo el botón celular se lavó tres veces con solución salina 
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amortiguadora de fosfatos (PBS) y se distribuyó en alícuotas de 1 rol a una 

concentración de 107 bacteria/rol. Los paquetes bacterianos fueron 

almacenados a -70ºC hasta su uso. 

Tabla 2. 
Subcepas BCG 

35734 Pasteur 

35744 
Phípps 

(Phlladelphla) 

35735 
Frappler 

(Mont..al) 

35745 
Conn•ught 

(Toronto) 

35743 
Tíce 

(Chlc•go) 

35733 
Oenmerk 

(Denfsh 1331) 

35731 Blrkheug 

35732 
Sweden 

(Ghotenburg) 

35736 
Moreau 
(Brazll) 

35738 México 

OR1, DR2. OR14 
1 p + A 3"5 (28) 

OR1,0R2 
1 p + A so 

(20) 

OR1, OR2, OR8 p + A so 
(24) 

OR1, DR2, ORS p + A so 
(24) 

OR1, OR2 p + A 390 
(20) 

OR1, DR2 p + A 140 
(20) 

OR1, OR2 
1 p + A so 

(20) 

DR1 
1 A +++ p so 

(9) 

DR1, DR 16 
2 A +++ p so (15) 

OR1, OR2 p ? A so 
(20) 

ORF: Marco de lectura abierto; P: presente; A: ausente; SD: sin determinar. 

Preparación de lnóculos 

Para los ensayos de infección y vacunación las bacterias se descongelaron 

rápidamente a 37ºC. Para obtener una suspensión homogénea de bacilos 

independientes, las bacterias se transfirieron a tubos falcon estériles que 

contenían perlas de vidrio y solución de PBS-Tween 80 al 0 . 1 %. Se 

agitaron en vortex hasta obtener bacilos independientes en suspensión 
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que posteriormente se ajustaron a la concentración de 106 UFC/ml. La 

viabilidad y la cuenta de los bacilos se realizaron por microscopia d e epi­

fluorescencia. Los bacilos se tiñeron con Diacetato de fluoresceina (DAF) [5 

µg/ mll y fueron contados en cámara de Neubauer. Adicionalmente, la 

cuenta de bacilos se confirmó por plaqueo en medio Middelbrook 7 Hl0 

(Difco, Detroit, Mich.) suplementado con ácido oléico-albumina-dextrosa­

catalasa [OADC (BBL, Cockeysville, Md.)j. Las bacterias se sembraron en 

diluciones seriadas 1: 1 O, 1: l 00, l: 1,000 y 1: l 0,000. 

Animales de estudio 

Se utilizaron ratones machos BALB/c de 6 -8 semanas de edad, obtenidos 

del In stituto Nacional de Ciencias Médicas y la Nutrición "Salvador 

Zubirán". Los ratones durante todo el experimento se mantuvieron en 

cajas de aislamiento dentro del biote rio con nivel de bio-seguridad 3. El 

manejo de animales en esta investigación fue aprobado por el Comité de 

Ética para la Experimentación en Animales del Instituto Nacional de 

Ciencias Médicas y la Nutrición "Salvador Zubirán". 

Construcción de M. bouis BCG recombinantes 

Preparación de células electrocompetentes 

Las subcepas de M. bouis BCG Phipps y Tice se seleccionaron como 

vehículos para la expresión de la proteínas ESAT-6 y 38-kDa de M. 

tuberculosis, respectivamente. Las bacterias se cultivaron por 8 días en 

medio de cultívo Middelbrook 7H9 (Difco, Detroit, Mich.) suplemen tado con 

ADC (BBL, Cockeysville, Md.) y 0.05 % de Tween-80 (Sigma, St. Louis, 

USA). Los cultivos se mantuvieron en agitación constante a 37ºC. Las 
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bacterias se cosecharon por centrifugación a 5000 x g. El precipitado se 

resuspendió inicialmente en un volumen igual a l original con solución 

estéril de agua con glicerol {Sigma, USAI a l 10 ºA.1, posteriormen te se redujo 

el volumen original a la mitad del anterior hasta concentrar las bacterias 

50 veces. La suspensión resultante se dividió en a lícuotas de 200 µI que 

fueron congeladas en N2 y a lmacenadas a -70ºC hasta su u so. 

Electroporación de células competentes 

Pa ra electropora r las bacterias competentes de M. bovis BCG Tice y Phipps, 

se aplicaron 2 pulsos de 2.5 Vtz. Tan pronto como se aplicaron los pulsos 

a las muestras se les adicionó 900 ~ti de medio dura nte 16 h. 

Posteriormente se seleccionaron las bacterias clonadas por plaqueo en 

medio suplementado con Kanamicina (Gibco, USAI (30 µg/mll . Las placas 

se incubaron d u rante 20 días y se tomó una colonia pa ra determinar la 

presencia del plásmido y el gen clonado mediante hibridación. 

Clonación de ESAT-6 de M. tuberculosis H37Rv 

Para la cons trucción de las clonas se seleccionó el plásmido PMV26 l 

desarrollado en el Wright Fleming lnstitute (Figura 141. Este plásmido 

presenta un s itio d e clonación múltiple (SCMl, un origen de replicación 

pa ra M. tuberculosis y otro para Escherichia coli. Pa ra la clonación de esat-6 

se diseñaron los iniciadores ES 1 y ES2 a partir de la secuencia de esat-6 

reportada en el genoma de M. tuberculosis H37Rv 24 .93, los cuales están 

íla nqueados por secuencias específicas para las endonucleasas de 

restricción EcoRI y Hindlll, respectivamente. 
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Para identificar las colonias tra nsformadas con el plásmido clonado, se 

extrajo el DNA d e las colonias por el método de fenol:cloroformo:alcohol 

isoamilico , seguido de precipitación con etanol y finalmente con el método 

de GeneClean (GeneClean kit llI, Bio 101 , lnc. Joshua Way Vista, CA,USA) 

siguiendo las recomendaciones del productor. 

Pa ra cuantificar la expresión de las proteínas recombinantes ESAT-6 y 38-

kDa en las subcepas clonadas de BCG se utilizó la prueba de ELISA de 

competencia. Pa ra esto, las cepas rBCGE6 y rBCG38 se crecieron en 

agitación constante durante 12 días en medio Middlebrook 7H9 

suplementado con 10 'Yo de ADC. Al término de la incubación, los bacilos 

se cosecharon por centrifugación y se ajustaron en H20 a una 00=0.4 a 

590 nm. Los extractos se prepararon por sonicación (VibraCell, Sonics, 

USAJ, aplicando 15 pulsos de 1 min a 24 kHz a 4ºC, intercalados con l 

min de reposo en hielo. 

Las microplacas de 96 pozos (MaxiSor t, NUNC) se sensibilizaron toda la 

noche a 4ºC con 5 ~tg/ ml de cada una de las proteínas recombinantes de 

forma independiente. Por razones de bioseguridad en el ensayo no se 

incluyó el extracto d e M. tuberculosis H37Rv. Los sitios de unión 

inespecifica se bloquearon con una solución a l 1% albúmina sérica bovina 

(BSAl libre de gamma globulinas (Gibco, BRLl en PBS con 0.05% de 

Tween20. En la placa se adicionaron por duplicado 50, 30 ó 20 ~tg del 

extracto proteico de las bacterias recombinan tes y las bacterias homólogas 

y fueron incubadas a 37ºC en competencia con los a nticuerpos MTB12 y 

MTBE6 (Dil. 1:1 251 durante lh con agitación constante. Posteriormente, 

las microplacas fueron lavadas 5 veces con PBS-Tween-20 a l O.OS %. 

Finalmente, las placas fueron incubadas con el anticue rpo a n ti­

gammaglobulinas murinas tota les conj ugado a fosfatasa alcalina (Dako 

Corporation, Carpinteria, California) (Dil. 1: 10001 y los complejos inmunes 

fueron revelada adicionando diaminobencidina como su strato. Las 
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microplacas fueron leídas a 492 nm en el lector STL-RainBow (STL 

Labinstruments, Austria) y los resultados de DO fueron expresados como 

el reciproco de los pozos sin antigenos en competencia. Para la 

determinación de la concentración de ambos antigenos en los extractos de 

las bacterias, se realizó en paralelo la curva de inhibición usando las 

proteinas recombinantes (rESAT-6 y r38-kDa). 

Vacunación de ratones BALB/c 

Una alícuota de cada una de las subcepas de M. bouis BCG se descongeló 

rápidamente a 37°C, fue diluida en PBS-Tween80 0.05 % y se ajustó a lQS 

UFC/ ml como se describió previamente. De forma a leatoria, se formaron 

grupos de 10 ratones que fueron inmunizados por vía subcutánea en la 

base de la cola. A cada animal se le administró una dosis única de 104 

UFC de cada una de las subcepas de BCG ó las vacunas recombinantes, 

según correspondiera. 

Modelo de infección 

Pa ra evaluar la eficacia protectora de las subcepas de BCG y las vacunas 

recombina ntes desarrolladas se utilizó el modelo previamente descrito por 

Hem ández-Pa ndo et al s2 . A las ocho semanas post-inmun ización, los 

a nimales control (no inmun izados) se a nestesiaron intraperitonealmente 

con Pentotal (56 mg/kg) para realizar una incisión media que permitió 

exponer la traquea. Posteriormente cada ratón fue inoculado 

intratraquealmente con 2.5 x 1 os CFU de M. tuberculosis H37Rv o M. 

tuberculosis Beijing y la incisión fue suturada. Después de la intervención, 

los animales se mantuvieron en posición vertical hasta su recuperación. 

Ocho ratones de cada grupo fueron sacrificados en los dias 1, 3, 7, 14, 21 , 
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28, 60 y 120 posteriores a la inoculación. Durante el sacrificio cada ratón 

fue anestesiado en cámara de eter después de lo cual se colectó la sangre 

para obtención de suero y se extrajeron los pu lmones, uno de los cuales 

fue congelado para la posterior determinación de las UFC; el otro fue 

perfundido con etanol absoluto para la preparación de cotes histológicos. 

Hipersensibilidad retardada tipo IV (DTH) 

Para la determinación de la DTH en cada uno de los tiempos de sacrificio, 

de cada uno de los grupos de animales infectados se seleccionaron 4 

ratones a los que se les inyectó en el cojinete plantar 20 itg de antígenos 

solubles (proteínas filtradas de cu ltivos de 6 semanas de M. tuberculosis 

H37Rv cultivadas en medio Proskauer-Beck modificado por Youmans). La 

induración fue medida con un vernier de ingeniero (Matotuyo) a las 24 h. 

CFU en pulmón 

La eliminación o crecimiento de M. tuberculosis H37Rv o M. tuberculosis 

Beijing en los pulmones de los ratones inmunizados y sin inmunizar se 

determinó en los días 1, 3, 7, 14, 21, 28, 60 y 120 post infección. Los 

pulmones fueron descongelados a 37ºC y depositados en tubos con 3 mi 

de PBS-Tween-80 al 0.05 % para ser homogeneizados mecánicamente con 

un Polytron (Brinkma nn instruments, Rexleid, Can). Los bacilos fueron 

cuantificados por plaqueo de diluciones seriadas (1: 101 de cada uno de los 

homogeneizados en medio Middlebrook 7H 1 O suplementado con 10 % de 

OADC. Las placas fueron incubadas durante 21 días a 37ºC realizando 

conteo de colonias a los 10 y 21 días auxiliado de un microscopio 

esteroscópico (Carl Zeiss, Germany). La cuenta de UFC se expresó en los 
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resultados como e l promedio de 4 pulmones. Cada uno de los ensayos se 

realizó por duplicado. 

Análisis Histopatológico 

Para la realizac ión de cortes histológicos, los pulmones insu flados con 

alcohol absoluto se fija ron en e l mismo por un mínimo de 24 h a 

tempera tura ambiente. Posteriormente se cortaron parasagitalmente a 

través de hilio y e l tej ido se p1-eparó de forma rutinaria para su inclusión 

en parafina. De cada uno de los bloques se hicie ron cortes de 5 ~1m que 

fueron teñidos con hema toxilina-eosina. Las determinaciones 

morfométricas de área total y á rea neumónica se realizaron con un 

microscopio Leica DM LS (Leica Microsystem, Wetzlar, GmbA, Germany) 

con el sistema d e análisis digital Q-win (Leica microsystem lmaging 

Solutions LtD, Cambridge, UK) 

Anticuerpos para citometría de flujo 

Para determinar e l porcentaje de linfocitos CD4+, C D8+ y la producción de 

citocinas Th l (IFN-y, IL-2) y Th2 (IL-4 e IL- 10) en e l infiltrado infla matorio 

de la neumonía se utilizaron los a nticuerpos de rata a nti-ratón (Becton & 

Dickinson, Biosc ience, New Jersey, USA): CD8a (Ly-2) conjugado con 

isotiocianto de fluoresceína (FITC) clona 56-6.7, C04 (L3T4) conjugado con 

R-Phycoerythrin ficoeritrina (R-PE) clona RM4-5, CD69-FITC clona H l-F3. 

Pa ra la tinción de citocínas intracelulares se utilizaron: IFN-gamma-FITC 

clona XMG l.2, IL-4 R-PE clona BVD4-1Dl 1, IL-2- R-PE e IL-10 conjugado 

con a locianina Allophycocyanin (APC) clona JES5- 16E3. 
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Las poblaciones celulares se analizaron en el citómetro de ílujo Epics Altra 

(Coulter, CA, USA) usando el programa Expo 2.0. Los porcentajes de 

células positivas se determinaron seleccionando la región de linfocitos 

(excluyendo detritos celulares, macrófagos y demás células monociticas) 

después de la adquisición de 10,000 particulas. 

Tinción con marcadores de superficie CD4•, CD8"'" 

Los linfocitos del infil trado neumónico se purificaron de los pulmones de 

los ratones con 16 sema nas de infección con M. tuberculosis H37Rv y a las 

8 semanas de infección en aquellos grupos inoculados con M. tuberculosis 

Beijing. En 2 animales de cada grupo se insuílaron Jos pulmones con 

medio RPMl-1640 suplementado con 10 % suero fetal bovino (SFB) 

inactivado por calor, con teniendo Berfeldina A (5 µg/mll. colagenasa tipo 

lV f0.5 U/mlj (Sigma Aldrich, St. Louis, USA) y 0.025 % de DNAsa l. 

Posteriormente, los pulmones fueron extraídos, fragmentados en pedazos 

menores a 3 mm y se mantuvieron en agitación durante l h a 37ºC en 

tubos con el medio arriba mencionado. Los tejidos se tamizaron a t ravés de 

una malla de nylon estéril y la suspensión celular resultante se pur ificó 

con un gradiente de densidad Ficoll-Hypaqu e (Histoprep, S igma, St Louis, 

USA) siguiendo las recomendaciones del fabricante. Las células 

mononucleares obtenidas se lavaron con medio RPMI-1640 suplementado 

con 10 % de SFB inactivado por calor y se ajustaron a 1 x 107 células/mi. 

Las células se incubaron con los anticuerpos anti CD4• y CD8• (Becton & 

Dickinson Bioscience, New Jersey, USA) por 30 min, s iguiendo las 

recomendaciones del fabricante. Finalmente, las célu las se fijaron por 16h 

en una solución de para-formaldehicto al 4 •x, antes de ser analizadas por 

citometria de ílujo con el programa Expo Altra v.2 (Beckman Coulter 

System, California, USA). 
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Tinción intracelular 

Una alícuota de 1 millón de células purificadas para la tinción de 

marcadores de superficie se trabajo de forma similar a la previamente 

descrita. Las células se incubaron por 16h en medio RPMl- 16 40 SF8 

inactivado con calor conteniendo 3 µg/ml de berfeldina A (Sigma Aldrich , 

St. Louis, USA), posteriormente, se trataron con la solución 

Citolix/Citoperm (8D 8ioscience, NJ. , USA) para lijar y permeabilizar las 

células, seguido de un lavado con la solución Citoperm (8D 8ioscience, 

NJ., USAI. Finalmente, las células fueron incubadas con los anticuerpos 

l L-2 R-PE, IL-4 R-PE, IL-10 APC e IFN-¡-FITC durante 30 min a 4ºC, al 

tér mino se eliminaron los anticuerpos no unidos y se lijaron las células 

con P8 S / para-formaldehido al 4 •x,, en el cual se incubaron por 16 h 

an tes de su an álisis por citometria de flujo. 

Determinación de IgG 1 e lgG2a 

Para determinar de forma indirecta si la vacuna r8CG38 induce una 

respuesta celular Th 1, se evaluó el titulo de lgG 1 e IgG2a. De cada grupo 

de ratones se seleccionó aleatoriamente el suero de 4 de ellos para formar 

una poza que fue analizada para determinar los títulos contra extractos 

solubles de M. tuberculosis H37Rv y la proteína r38-kDa por ELlSA. Los 

títulos de IgG 1 e lgG2a de los grupos seleccionados se realizarnn en placas 

de 96 pozos previamen te sen sibilizadas con 2 ~1g/ ml de extracto soluble de 

M. tuberculosis H37Rv ó lµg/ml de la proteín a r38-kDa !donada por el Dr. 

Mahavir Singh (Lionex diagnostics and Therapeu t ics, GmbH, 8raunschwig, 

Germanyll· Para determinar los títulos de los sueros, estos se evaluaron en 

diluciones (1:51, y se revelaron con anti lgG 1 ó lgG2a vs ratón (ZYMED, 

Laboratories, San Francisco, California, USAI conjugados a fosfatasa 

alcalina (Dil. 1:1000), al término de 20 min, la reacción fue detenida con 
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H1S04 lN y las microplacas de ELISA se leyeron a 492 nm en el lector SLT­

Rainbows (SLT Lab instruments, Austria). 

Análisis estadístico 

La significancía estadística de las diferencias encontradas en las variables 

DTH, UFC's y porcentaje de tejido con neumonía de los grupos vacunados 

con las subcepas de BCG, se determinó por análisis de varianza (one-way 

ANOVA). Las diferenc ias entre cepas se evaluaron con la prueba de chi 

cuadrada. El análisis Post Hoc de las diferencias entre los grupos se 

determinó mediante el valor de p para comparaciones múltiples. Los 

valores de p mayores o iguales 0.05 fueron con siderados estadísticamente 

significativos. La asociación entre las variables se determinó por el 

coeficiente de correlación R de Pearson's. Los valores de R menores de 5 % 

fueron considerados como significativos. 
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RESULTADOS 

EVALUACIÓN DE 10 SUBCEPAS BCG 

Supervivencia de ratones vacunados e infectados 

Los gnipos vacunados con las 10 subcepas BCG evaluadas, no 

presentaron mortalidad de animales después de la infección con M. 

tuberculosis ni durante los cuatro meses de infección que duró el 

experimento. Esto probablemente debido a la dosis de infección utilizada y 

a la cepa de ratón (BALB / c) que de forma natural presenta resistencia a la 

infección con micobacterias. 

Hipersensibilidad retardad tipo IV (DTH) 

En la figura 11 se muestran la respuesta de hipersensibilidad retardad 

(DTH) a los 2 y a los 4 meses posteriores a la infección con M. tuberculosis 

H37Rv. Únicamente los ratones vacunados con las subcepas Sweden, 

Pasteur, Danish y Connaught mostraron consistencia al presentar 

induración significativamente mayor (p<0.05) a la del gnipo control en 

ambos tiempos de sacrificio. A los dos meses de infección, los ratones que 

desarrollaron la mayor respuesta de hipersensibilidad fueron aquellos 

vacunados con las subcepas México y Tice (p<0.05), mientras que a los 4 

meses fueron los animales vacunados con las subcepas Frappier (p=0.026) 

y Phipps (p=0.01). En los demás grupos no se encontraron diferencias 

significativas al ser comparados con el grupo control. 
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Carga bacilar en pulmón 

Después de realizar los homogeneizados de pulmón, las diluciones 

seriadas (1:10) se sembraron en placas de medio Middlebrook 7Hl0, 

suplementado con 10% de OADC. Las UFC se contaron a los 10 y 21 días 

de incubación para confirmar las lecturas. En todos los grupos vacunados 

se observó una reducción significativa (p<0.001) en las cuentas de UFC, 

tanto a los 2 como a los 4 meses de infección con M. tuberculosis H37Rv 

comparados con el grupo control (sin inmunizar). A los cuatro meses de 

infección las subcepas Phipps, Pasteur, Connaught, Frappier, México y 

Sweden mantuvieron UFC menores a 5 x 10s UFC por pulmón (Figura 12). 

Únicamente en los grupos vacunados con las subcepas Phipps, Pasteur, 

Connaught y Birkhaug, las UFC se mantuvieron bajas en ambos tiempos 

de sacrificio. Con excepción del grupo vacunado con la subcepa Pasteur, 

en todos los grupos vacunados se encontró una asociación entre las UFC y 

el porcentaje de área pulmonar con neumonía (R=0.52; p=0 .013), siendo el 

grupo vacunado con la subcepa Phipps el que mostró menores cuentas de 

UFC, así como el menor porcentaje de tejido con neumonía. 
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Histopatología de pulmón 

En los pulmones de los ratones vacunados se midió en cortes 

transversales el porcentaje de tejido afectado por neumonía. En todos los 

casos la neumonía se caracterizó por la presencia de macrófagos y 

linfocitos intersticiales, distribuidos generalmente alrededor de las áreas 

peri-vascula r y peri-bronquial. A los cuatro meses de infección en todos los 

grupos se observó neumonía dispersa en grandes extensiones de tejido, 

encontrándose diferencias en la vacuolización de los macrófagos y la 

presencia de regiones con abundantes linfocitos entre los grupos 

estudiados. En los ratones vacunados con las subcepas Phipps, Sweden, 

Moreau y México se encontró el menor porcentaje de tejido neumónico a 

los 2 y 4 meses de infección (Figura 13), mientras que en los grupos 

vacunados con las subcepas Danish, Tice, Pasteur y Frappier el porcentaje 

de neumonia a los cuatro meses de infección se incremento 

s ignificativamente con respecto a los 2 meses de infección . 
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VACUNAS RECOMBINANTES 

Construcción de vacunas recombinantes 

Para la clonación de estat-6 y pst SI se utilizaron las subcepas BCG Phipps 

y Tice respectivamente. Después de la electroporación de los bacilos con el 

plásmido PMV261-38-kDa y PMV26 l-E6, las colonias que se desarrollaron 

en el medio con kanamicina (30 µg/ml) mostraron una morfología 

indistinguible a la de las cepas s in transformar. A las subcepas 

transformadas se les denominó vacuna rBCG38 (Subcepa Tice 

transformada con PMV26 I-38-kDa) y vacuna rBCGE6 (subcepa Phipps 

transformada con PMV261-E6). En los plásmidos extraídos de las colonia 

seleccionadas se confirmó la presencia del gen clonado mediante la 

restricción del plásmido y la posterior detección de una banda de 

aproximadamente 5.9 kpb y 5.2 kpb, respectivamente (Imágenes no 

mostradas). Finalmente la expresión de las proteínas en las subcepas BCG 

transformadas se determinó por el método de ELISA de competencia en 

extractos celulares de cada una de ellas, encontrando tres veces más 

expresión de 38-kDa en la vacuna rBCG38 en comparación a Ja subcepa 

homologa sin transformar (Figura 14). La expresión de ESAT-6 sólo se 

observó en la vacuna rBCGE6 y fue 2 veces la expresión de la proteína de 

38-kDa en la subcepas sin trasnsfectar. 
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Figura 14. 
Cuantificación de ESAT-6 y 38-kDa en las vacunas rBCGE6 y rBCG38. En 
los extractos celulares de las vacunas rBCG38 y rBCGE6 se cuantificó la 
producción de los antígenos 38-kDa y ESAT-6 por ELISA de competencia. 
Las barras representan la media de dos determinaciones + DS. * p <O.OS 

Supervivencia 

En todos los grupos de animales vacunados con rBCGE6, rBCG38 y sus 

homólogas e infectados con la cepa de referencia M. tuberculosis H37Rv 

sólo se observó pérdida de peso, principalmente en el grupo inmunizado 

con la subcepa Tice y en el grupo control, sin presentarse mortalidad a 

causa del reto. Simultaneamente, grupos de ratones vacunados con las 

mismas subcepas fueron infectados con el aislamiento clínico de M. 

tuberculosis Beijing, que previamente mostró ser hiper-virulento en el 

modelo de tuberculosis pulmonar progresiva por su alta tasa de 

mortalidad 63. En estos grupos los animales control y los inmunizados con 
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rBCGE6 murieron entre los 28 y 60 días de infección, por la incapacidad 

de la vacuna de proteger contra M. tuberculosis Beijing. En contraste, el 

50% de los animales inmunizados con r8CG38 sobrevivieron hasta los 120 

de post-infección (p<0.05), tiempo en el que se sacrificaron el resto de los 

animales (Figura 15). 
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Curva se supervivencia en ratones vacunados e infectados con M. tuberculosis 
Beijing. Los animales fueron inmunizados con las vacunas recombinantes y 
después de la infección con M. tuberculosis Beijing se les dio seguimiento durante 
cuatro meses. La vacunación con rBCG38 incrementó de forma significativa la 
supervivencia de los animales. 
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Respuesta de hipersensibilidad retardada (DTH) 

Durante cada uno de los tiempos de sacrificio, se evaluó la respuesta de 

hipersensibilidad de los ratones inmunizados con las vacunas 

recombinantes y sus homólogas. En los grupos vacunados con las 

subcepas Tice y Phipps, hasta el día 28 la DTH fue mayor a la observada 

en el grupo control. En el grupo inmunizado con rBCGE6 se observó una 

respuesta de hipersensibilidad pequeña y constante durante todo el 

experimento, con excepción de la determinación a las 24 h post-infección 

en la que fue el doble de la encontrada en el grupo vacunado con BCG 

Phipps. El grupo vacunado con rBCG38 tuvo un máximo de induración a 

los 7 días de infección mien tras que en el grupo inmunizado con rBCGE6 

fue hasta el día 28. En el grupo control se observó un incremento gradual 

en la respuesta de hipersensibilidad, el cuál alcanzó su máximo a los 60 

días post-infección para disminuir a los 120 días a niveles equipa rables a 

los observados en los otros grupos (Figura 16A). Cu a ndo los animales 

fueron retados con la cepa M. tuberculosis Beijing el grupo de animales 

inmunizados con rBCG38 la induración fue semejante a la observada en el 

grupo con trol, con el máximo al día 14 (Figura 168) que sólo fue superado 

por la determinada a los 2 l días post-infección en el grupo inmunizado 

con rBCGE6. 
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UFC en pulmón 

En los grupos vacunados con BCG Phipps, BCG Tice, rBCG38 y rBCGE6 

después de 21 días de infección se encontró una reducción de 10 veces 

(p<0.05) en la infección con M. tuberculosis H37Rv. En los grupos 

inmunizados con rBCGE6 no se encontraron diferencias significativas en 

las UFC al comparase con el grupo vacunado con BCG Phipps (Tabla 3). La 

reducción en las UFC encontrada a los 60 días de infección en el grupo 

vacunado con rBCGE6 tampoco resultó significativa. Cuando comparamos 

las diferencias en UFC entre estos, se observaron 0.5 log más UFC en los 

animales vacunados con BCG Tice al dia 28 que en los vacunados con 

rBCG38 (Tabla 3). esta diferencia se mantuvo hasta el día 120 (0.4 log 

menos UFC que en el grupo vacunado con BCG Tice). Sin embargo, a los 

60 días de infección la diferencia entre ambos grupos no fue significativa. 

En los animales infectados con M. tuberculosis Beijing, el grupo control 

tuvo un crecimiento exponencial de las micobacterias entre los días 7 y 28, 

provocando la muerte de los animales (Tabla 4) . En el grupo vacunado con 

rBCGE6, hasta el día 28 de infección se observó un número de UFC 

similar al encontrado en el grupo vacunado con rBCG38. Entre los días 28 

y 60 se encontró un crecimiento exponencial de las UFC (O. 7 log) y una 

gran mortalidad. En el grupo vacunado con rBCG38 las UFC son 

s ignificativamente menores a los 21 dias (p<0.05) al compararlos con el 

grupo control y a los 60 dias, cuando se Je compara con el grupo vacunado 

con r8CGE6. 
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Tabla 3. 
Unidades Formadoras de Colonia en pulmón en ratones vacunados e infectados con M. 
tuberculosis H37Rv. 

Día Control 

1 
3 

14 
21 

28 

60 
120 

Media+/- OS 

5.35 1.94 

4.12 0.99 

5.40 3.88 

110.90 30.26 

136.20 20.05 

110.00 52.69 

98.40 59.07 

BCG Tice 
Media+/- OS 

rBCG38 
Media+/- OS 

Phipps 
Media+/- OS 

· UFC x 104 de M. tubereulosis 837Rv 
1.74 1.50 0.97 0.22 5.86 3.67 

1.99 1.41 1.97 0.50 5.50 2.52 

5.20 1.55 1.17 0.77 0.00 0.00 

6.50 2.81 5.37 3.23 6.30 0.42 

3.85 1.76 14.00 6.58 8.87 1.75 

6.83 2.76 7.55 3.13 5.46 1.82 

12.25 6.17 4.83 2.22 10.53 6.13 

rBCGE6 
Media+/- OS 

0.73 0.11 

0.44 0.10 

1.53 0.38 

9.45 7.00 

2.97 1.57 

8.34 2.83 

8.00 4.51 

Cada valor representa la media de 4 determinaciones por grupo + /- OS. Los valore 
subrayados muestran los valores que fueron significativamente menores a los del grupo 
control ( * p <0.05) . 
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Tabla 4. 
Unidades Formadoras de Colonia en pulmón en ratones vacunados e 
infectados con M tuberculosis Beijing. 

0.67 0.44 

3.33 1.00 1.92 0.64 2.54 0.48 2.12 
44.75 16.38 1.66 1.18 2.58 1.09 1.75 

415.55 184.93 507.08 145.29 289.08 202.71 530.92 
1956.67 1015.89 677.50 228.68 557.75 270.97 693.83 
1783.31 1629.47 601.11 194.98 237.22 77.46 564.33 
1500.00 721.25 1890.00 975.81 932.00 132.18 2140.00 

1485.00 1036.19 

0.44 

0.57 

79.72 

95.20 

149.60 

615.79 

Cada valor representa la media de 4 determinaciones por grupo + /- OS. Los 
valore subrayados muestran los valores que fueron significativamente 
menores a los del grupo control ( * p <0.05). 
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Análisis histopatológico 

De forma general en todos Jos gru pos infectados con M. tuberculosis H37Rv 

se detectó Ja presencia de neumonia desde el día 28 y se incrementó 

progresivamente hasta los 120 días en que fueron sacrificados los 

animales (Figura 17A). En el grupo control (sin vacunar) se observó el 18.5 

% de neumonía a los 120 días de infección y en los animales vacunados 

con BCG y rBCG38 de 7.9 % y 13.7 % respectivamente. En los grupos 

inmunizados con las vacunas recombinantes a los 4 meses de infección 

con M. tuberculosis H37Rv se encontró un porcentaje mayor de neumonía 

al observado en las cepas homólogas s in transformar, siendo 0.7 veces 

mayor en rBCG38 y 3.7 veces mayor en rBCGE6. 

En los animales infectados con M. tuberculosis Beijing, en el grupo control 

se observó el 54% de tejido con neumonía para el día 28, en contraste el 

grupo inmunizado con rBCG38 solo fue el 3.8 % del tejido con neumonía 

(p<0.05). Pa ra el día 60 de infección en los ratones inmunizados con 

rBCGE6 y rBCG38, el porcentaje de neumonía fue del 55.3 % y 33. 7 % 

respectivamente. Finalmente, el grupo vacunado con rBCG38, único que 

sobrevivió has ta el d ía 120 de infección, mostró el 52.3 % de tejido con 

neumonía (Figura 178). Esta se caracterizó por la presencia de 

abundantes macrófagos, células gigantes multinucleadas y linfocitos. En el 

grupo vacunado con rBCG38, al dia 28 también se encontró mayor 

número de granulomas pequeños, comparado con el grupo con trol, en el 

que estaban rodeados por extensas áreas neumónicas. 
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&'3 rBCGE6 

60 

Días de Infección 

120 

Porcentaje de tej ido pulmonar con neumonía en ratones vacunados e 
infectados. La gráfica ilustra el porcentaje de tejido pulmonar afectado por 
neumonia durante la infección con M. tuberculosis H37Rv (A y B) y M. 
tuberculosis Beijing (CJ en los grupos vacunados con rBCGE6 (A y C) y rBCG38 
(By C). 
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Subpoblaciones celulares 

En la Figura la se ilustran los porcentajes de linfocitos C04• y coa• 

detectados a los cuatro meses de infección con M. tuberculosis H37Rv y a 

los dos meses de infección con M. tuberculosis Beijing en los grupos 

estudiados. 

En todos los grupos se encontró un porcentaje mayor de linfocitos C04• 

que de c o a·, el cual varió entre 58.5 % y 69.a %. La subpoblación de 

linfocitos coa• se encontró en el intervalo de 11 . 7 % a 26. 7 % . En el grupo 

inmunizado con rBCG3a se observó el mayor porcentaje de linfocitos T 

coa• (26. 7 %1 al día 120 de infección con M. tuberculosis. Sin embargo, al 

infecta r con M. tuberculosis Beijing, en el grupo inmunizado con rBCG3a a 

los 60 días de infección el porcentaje de linfocitos T c o a • fue 5 veces 

menor a l encontrado en los otros grupos . 

En general, cada uno de los grupos inmunizados mostró un porcentaje de 

linfocitos CD4• /CD8• distinto. Cuando se infectó con M. tuberculosis 

H37Rv, en el grupo vacunado con la subcepa Tice se encontró la menor 

relación de linfocitos T CD4• ¡co a• (5: q, mientras que en el grupo 

inmunizado con rBCG3a fue de 2.5: 1. En el caso de la infección con M. 

tuberculosis Beijing, con excepción del grupo inmunizado con rBCG3a en 

el que se encontró una relación de 15: 1, en los demás grupos se observó la 

participación de linfocitos T C08• al encontrar se relación de 2: l y 3.5 en 

los grupos control y el inmunizado con BCG, respectivamente (Figura 

188) . 
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Figura 18. 
Linfocitos T CD4 y CDS durante la infección de ratones vacunados. Dos meses 
después de la inmunización, los a nimales se infectaron con M. tuberculosis 
H37Rv (panel A) o M. tuberculosis Beijing (panel 8). Las barras representan el 
porcentaje de linfocitos CD4+ (barras negras) y CD8+ (barras blancas) de 
pulmón de 4 ratones a los 4 meses (A) y a los 2 meses (81 de infección. 
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Perfil de citocinas en células extraídas de pulmón. 

Las citocinas producidas por las células mononucleares determina ron el 

tipo de respuesta inmune contra la infección con M. tuberculosis. Se 

determinó el tipo de respuesta que se indujo durante la infección con M. 

tuberculosis H37Rv y M. tuberculosis Beijing en los grupos inmunizados 

con las vacunas rBCG38 y rBCGE6, en base a la producción de citocinas 

IL-2, IFN-y e IL-4 e IL-10 a los cuatro meses de infección con M. 

tuberculosis H37Rv y a los dos meses en los grupos infectados con M. 

tuberculosis Beijing. 

En los grupos de animales infectados con M. tuberculosis H37Rv 

principalmente se indujo una respuesta Th l. Con excepción del grupo 

inmunizado con BCG Tice, tanto en el grupo control como en los 

inmunizados con rBCG38 y rBCGE6 se encontró más del 60% de la s 

células positivas para IL-2 (Figura l 9A). En estos grupos no se observaron 

diferencias en la producción de IFN-y, detectando el 48 % de células 

positivas en el grupo inmunizado con BCG Phipps hasta el 52 % en el 

grupo control. En el grupo inmunizado con BCG Tice se observó una 

respuesta inmune mixta Th 1 / Th2 caracterizada por el 25 <Yo de células 

productoras de IL-2 y el 22 % de células productoras de IFN -y, así como un 

incremento significativo en el porcentaje de células productoras de IL-4 

(29.8 %) y de casi dos veces el porcentaje de IL-10 encontrado en los otros 

grupos. 

En el grupo inmunizado con rBCG38 y retado con M. tuberculosis Beijing 

(Figura 198), se encontró el 60.9 % de células productoras de IFN-y 

seguido por el 40.9% para el grupo inmunizado con BCG, 35 % para el 

vacunado con rBCGE6 y el 16.9 % para el grupo control. La IL-2 también 

se encon tró de forma importante en el 40.1 % de las células de pulmón del 
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grupo inmunizado con rBCG38 y sólo el 16.2 % en el vacunado con BCG 

Ti ce. 

El grupo inmunizado con rBCG38 se encontró la respuesta Th 1 

caracterizada por la producción de lFN-y en el 60 % de las células del 

infiltrado pulmonar, siendo tres veces más que las encontradas en el grupo 

control y el doble de las encontradas en el grupo inmunizado con BCG Tice 

(27.5 o/oj. En la producción de IL-4 no se observaron diferencias 

significativas entre los grupos inmunizados con las vacunas estudiadas y 

el control (Figura 1981, al igual que en el caso de la IL-10 en donde el 

grupo control presentó 6.2 %. 
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• IL-2 a IFN-y ~ IL-4 a IL-10 A 

Phipps rBCGE6 Tic e rBCG38 

• IL-2 ll'il IFN-y í.a IL-4 ~ IL- 10 B 

BCG rBCG38 rBCGE6 

Vacuna 

Producción de citocinas en pulmón durante la infección de ratones vacunados. A 
los cuatro y dos meses de infección con M. tuberculosis H37Rv (panel A) y M. 
tuberculosis Beijing {panel B).En las células mononucleares del infiltrado 
inflamatorio de pulmón se determinó el porcentaje de células productoras de 
interleucinas Thl (IL-2 e IFN-y) y Th2 (IL-4 e IL- 10). Las barras representan el 
porcentaje de interleucinas en 4 ratones de cada grupo. 
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Respuesta Humoral 

Dada el incremento en eficacia protectora de la vacuna rBCG38, en este 

grupo y en el grupo control, se caracterizó la respuesta protectora inducida 

por la inmunización con rBCG38, mediante la determinación de los títulos 

de IgG 1 e IgG2a contra extractos celulares de M. tuberculosis H37Rv ó la 

proteína recombinante de 38-kDa. Para esta determinación se 

seleccionaron de forma aleatoria el suero de 4 ratones por grupo; con éstos 

se conformó una poza por grupo que fue evaluada por ELlSA. 

En los grupos vacunados el patrón de anticuerpos lgG l que reconocieron 

el extracto soluble de M. tuberculosis fue uniforme, sin diferencias a los 

120 días de infección con M. tuberculosis H37Rv, y a los 60 días de 

infección con M. tuberculosis Beijing (Figura 20) . 

En cu an to a los títulos de lgG2a contra el extracto soluble y la proteína 

r38-kDa, por el contrario, se encontra ron diferencias importantes para el 

grupo vacunado con rBCG38 con el máximo de producción a los 28 días 

(Figura 230). Esta producción se acompañó de la reducción substancia l en 

el titulo de lgG 1 contra 38-kDa entre los dias 7 y 60 de infección con M. 

tuberculosis Beijing. Este mismo grupo, al dia 28 mostró el titulo de lgG2a 

de 1:79, el cual correlaciona con el establecimiento de una respuesta Th 1 

protectora, reflejada en las UFC y en la respuesta de hipersensibilidad 

retardada a los antígenos de la micobacteria. 
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Figura 20. 
Titulación de los isotipos lgG 1 e lgG2a en los ratones vacunados con 
rBCG38. En los animales del grupo control (A y B) y los inmunizados 
con rBCG38 (C y D), se determinó el titulo de anticuerpos IgG 1 (A y C) 
vs el extracto celular de M . tuberculosis H37Rv y la proteína r38-kDa (B 
y D) a los 3 (__.,_), 7 (-e-), 21 (.....__), 28(-e- ) y 60(-) días 
después del reto con M. tuberculosis Beijing. En comparación con el 
grupo control, los animales inmunizado con rBCG38 se incrementó el 
titulo de lgG2a (E) y disminuyó el titulo de IgG 1 (F) vs r38-k0a a los 28 
días de infección. 
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Discusión 

A pesar de que la tuberculosis es curable, su erradicación se dificulta 

debido a la carencia de una vacuna eficiente, al surgimiento de cepas más 

virulentas y cepas fármaco-resitentes y multifármaco-resistentes que 

dificultan el tratamiento adecuado en los pacientes. Estas dificultades 

manifiestan la necesidad de desarrollar una nueva vacuna contra la 

tuberculosis, capaz no sólo de prevenir la progresión de la enfermedad, 

sino también de eliminar la infección. La variación observada en la 

protección conferida por BCG (O % a 80 %) coloca a la vacuna BCG en una 

controversia que actualmente mantiene en duda su eficacia para el control 

de la tuberculosis. Aunque en la actualidad sólo existen subcepas 

derivadas de las utilizadas en estos estudios y son las que se usan en más 

de 180 paises como parte de los programas de inmunización, la OMS 

recomienda su implementación en aquellas regiones en las que la 

tuberculosis es endémica 110.111. 

Las vacunas BCG a las que actualmente se conocen como subcepas BCG 

se les designa con el nombre genérico BCG acompañado del sitio de origen 

(ej BCG Pasteur), laboratorio (ej. BCG Glaxo) o investigador que las 

preservó (ej. BCG Frappier) seguido, en algunos casos, del número de 

cultivo que se preservó como cepa tipo (ej. BCG Danish 1331 ). Bajo esta 

nomenclatura actualmente se reconocen 15 subcepas en los sistemas de 

colección de cepas internacionales. 

A pesar de que desde inicios de los años SO's se realizaron evaluaciones de 

la eficacia protectora de algunas de las subcepas BCG disponibles para su 

uso en humanos, resulta dificil concluir s i su eficacia protectora fue 

estable desde el desarrollo de la cepa original en 1921 , o si disminuyó 
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paulatinamente durante su diversificación y propagación. Con los datos 

experimentales disponibles y las evaluaciones llevadas a cabo en diversos 

modelos animales resulta imposible determinar si una subcepa BCG es 

mejor que otra, debido a la carencia de criterios de evaluación 

estandarizados y la variación en las rutas de inmunización y/ ó infección 

67,68,92, La utilización de 2 cepas de referencia (M. tuberculosis H37Rv y M. 

tuberculosis Erdman) para infectar, así como las variaciones en las dosis 

utilizadas para inmunizar y retar impidieron comparar los estudios de 

evaluación de las subcepas y hacen mas dificil establecer conclusiones 

sobre si las diferencias en protección observadas en las subcepas fueron 

determinadas por las características fenotípicas de la subcepa utilizada, 

por las condiciones metodológicas o por el modelo en el que fueron 

evaluadas 30,59,60,77,7s. Aún cuando cualquiera de estas variables estuviese 

implicada en las diferencias de protección, no se pueden explicar las 

diferencias observadas en los ensayos clínicos dada la inexistencia de las 

vacunas utilizadas e esos estudios. 

Dadas las características arriba mencionadas, resulta imperante el uso de 

modelos animales que empleen vias y dosis estándar de inmunización y 

reto, con la finalidad de homologar criterios que permitan la comparación 

de las vacunas y la elección de una de ellas ("la mejor") para 

eventualmente sustituir a la vacuna BCG en uso, o utilizarla como 

vehículo para la recombinación de antígenos inmunodominantes. Algunos 

estudios demostraron que la administración de dosis bajas de M. bovis 

BCG por vía subcutanea induce una respuesta Th 1, caracterizada por la 

producción de IL-12 e IFN-y, mientras que dosis altas de inmunización 

indujeron preferentemente el desarrollo de una respuesta Th2, 

caracterizada por la producción de IL-4 e IL-1 O. 

Con nuestro estudio de evaluación de la eficacia protectora de 10 subcepas 

de M. bovis BCG "contemporáneas" disponibles en la colección de cepas 

tipo americana (ATCC) en un modelo murino de tuberculosis pulmonar 
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progresiva que mimetizó la vía de infección natural en los humanos y, 

tomando como criterios de evaluación 1) la supervivencia de los animales, 

2) las UFC en pulmón, 3) el porcentaje de tejido pulmonar con neumonía y 

4) la respuesta de hipersensibilidad en los días de sacrificio. 

Se determinó que el inóculo de vacunación fuera de una dosis única de 104 

UFC. Utilizando esta dosis, en los grupos vacunados la DTH fue 

significativamente mayor a la observada en el grupo control, sin embargo, 

no se encontró correlación entre la magnitud de la DTH y ninguna de las 

otras variables estudiadas. Estos resultados confirmaron hallazgos previos 

en los que se encontró que la respuesta de hipersensibilidad no fue un 

indicador del desarrollo de una respuesta inmune protectora 38.1s. 

En los animales vacunados con las 10 subcepas BCG se encontró una 

gran variación en el porcentaje de tejido neumónico. La subcepa Frappier 

fue una de las vacunas con las cuales se observó un número bajo de de 

UFC, el cual fue similar tanto a los 2 como a los 4 meses de infección, sin 

embargo, a los 4 meses se observa neumonía en más del 30% del tejido 

pulmonar. En el caso de la subcepa Phipps, ésta presentó el segundo 

menor porcentaje de tejido con neumonía, y un número reducido de UFC 

en pulmón a los 2 y a los 4 meses de infección, sugiriendo la inducción de 

una respuesta Thl caracterizado por la producción de lL-2 e IFN-y. En 

contraste, las subcepas Pasteur, Danish, Frappier y Tice presentaron los 

mayores porcentajes de neumonía (desde 33 % hasta 42 %) a los cuatro 

meses de infección con M. tuberculosis H37Rv, reflejando la pérdida de 

control de la infección y el establecimiento de la fase crónica de la 

enfermedad. Estas cuatro subcepas mostraron protección moderada en los 

ensayos clínicos y en algunos casos ninguna, como sucedió con la subcepa 

Tice en el estudio de Chingleput, India 12. 

Las variaciones observadas en el modelo animal, quizá son efecto de la 

·sobreatenuación de las vacunas BCG durante su conservación en los 
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laboratorios de producción durante la primera mitad del Siglo XX. Sin 

embargo, esta atenuación no guarda relación con la genealogía de las 

subcepas BCG construida con apoyo de micro arreglos de los marcos de 

lectura de M. tuberculosis H37Rv 10.11. 

Los ensayos clínicos en humanos únicamente permitien la comparación de 

5 subcepas BCG, de las cuales únicamente la subcepa Frappier mostró 

consistencia con la protección observada en los estudios de Saskatchewan 

y Vanadivine (80 %) is. Las subcepas Danish, Tice y Pasteur, mostraron 

una menor capacidad de conferir protección. En el caso de la subcepa 

Phipps, la protección observada en los estudios clínicos disminuyó de 83% 

en el primer estudio a 40 % en el segundo, sugiriendo una sobre 

atenuación de esta subcepa. Sin embargo, las subcepas BCG utilizadas en 

estos estudios no pudieron ser conservadas íntegramente y actualmente 

solo existen subcepas derivadas de ellas. 

Los modelos animales participan preponderantemente en el desarrollo de 

cualquier vacuna, por lo que en nuestro estudio, se optimizó el modelo 

animal definiendo las rutas y dosis de inmunización e infección, el número 

de inmunizaciones a aplicar, el intervalo entre las mismas, el tiempo 

adecuado para infectar a los animales después de la última inmunización, 

así como la cepa de referencia de M. tuberculosis con la cual se infectó. 

Una vez alcanzada la primera meta, paralelamente se realizaron estudios 

de patogenicidad en este modelo con el aislamiento 950 1000 

perteneciente al genotipo Beijing previamente caracterizado 63. 

En este estudio se demostró que al evaluar 10 diferentes subcepas BCG 

producidas bajo las mismas condiciones y utilizando los mismos criterios 

de evaluación, cada una de ellas protegió a los animales en diferente 

grado, siendo las diferencias observadas en el porcentaje de tejido con 

neumonía un indicador indirecto del establecimiento de respuesta inmune 

distinta. Con el presente estudio, determinamos que la subcepa Phipps 
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mostró el mayor grado de protección, sugiriendo su uso como vehículo 

para la elaboración de vacunas recombinanates. 

Estos hallazgos sustentan la hipótesis de que la vacuna BCG 

originalmente desarrollada por Calmette y Guerin en 1921 al sufrir un 

proceso de diversificación y, en algunos casos como la subcepa Tice, una 

sobre-atenuación durante su propagación en los diferentes laboratorios a 

los que fue entregada para su producción local. La ineficacia de algunas 

subcepas para proteger contra la tuberculosis puede ser parcialmente 

explicada por otros factores como la sensibilización con micobacterias no 

tuberculosas que pudiera bloquear, enmascarar o alterar la respuesta 

inmune desarrollada por vacunación con BCG 13,16. 

A partir de la declaración de emergencia global contra la tuberculosis, la 

utilización de subcepas BCG para sobre-expresar antígenos 

inmunodominates de M. tuberculosis capaces de conferir inmunidad 

protectora al ser administrados individualmente, es hasta ahora la única 

estrategia que demostró conferir protección superior a la inducida con la 

vacuna BCG 53,54. 

En nuestra experiencia la recombinación de BCG Phipps con la proteína 

ESAT-6, resultó en el incremento al doble del porcentaje de tejido con 

neumonía desde los 60 días de infección, comparado con BCG Phipps, 

cuando se infectó con M. tuberculosis Beijing. En el grupo vacunado con 

rBCGE6 se encontró que el índice de mortalidad fue semejante al 

observado en el grupo control y el vacunado con BCG Tice, con una 

respuesta Thl/Th2. 

Este estudio demostró el incremento en la eficacia protectora de BCG, 

cuando fue utilizada como vehículo para la expresión del antígeno 38-kDa 

de M. tuberculosis. En este caso, la sobre-expresión de la proteína de 38-

kDa (transportador de fosfatos con homología a la superfamilia de los ABC 
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transportadores) indujo una respuesta inmune capaz de controlar la 

infección con M. tuberculosis y con aislamientos clínicos de mayor 

virulencia (ej, M. tuberculosis Beijing), prolongando de forma significativa la 

supervivencia de los animales. La sobre-expresión de esta proteína (Figura 

4) favoreció la respuesta inmune Thl , caracterizada por la producción de 

IFN-y e IL-2 (Figura 19), acompañado de títulos elevados de IgG2a contra 

la proteína de 38-kDa y la disminución del titulo de IgG 1 contra este y 

otros antígenos solubles de M. tuberculosis (Figura 20C y D), resultantes de 

un perfil de citocinas Th l. 

En este estudio se observó una respuesta temprana de hipersensibilidad 

en los animales vacunados con rBCG38 independientemente de la cepa 

utilizada en la infección. Esta respuesta, observada desde los 7 días de 

infección con M. tuberculosis Beijing y a los 14 días cuando se infectó con 

M. tuberculosis H37Rv, reflejó la inducción de respuesta celular T más 

temprana. Sin embargo, la respuesta de hipersensibilidad no correlacionó 

con el control de la infección y el desarrollo de la patología para los 2 y 4 

meses. Esta controversia es ampliamente estudiada por un gran número 

de investigadores y ahora se acepta que la relación entre hipersensibilidad 

y respuesta inmune celular son eventos que comparten vías de 

señalización, pero con mecanismos independientes 14 • 

En el grupo inmunizado con rBCG38, se encontró el doble de linfocitos T 

CDS+ de los detectados en la cepa homóloga (Figura 18). En este grupo 

también se observó un perfil de citocinas Thl indicado por la presencia de 

2.5 veces más células productoras de IFN-y, así como el cambio de 

respuesta, de Th 1 /Th2 en los animales vacunados con BCG, a la Th 1 en 

los animales inmunizados con esta vacuna recombinante (Figura 19). 

Los eventos inmunológicos responsables de la protección contra la 

tuberculosis en los sujetos con infección latente, quedan aún sin 

resolverse, sin embargo el desarrollo de la respuesta inmune Th 1 es 
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indispensable en el control de la tuberculosis. Esta respuesta, 

caracterizada por la producción de IL-2, IL-12 e IFN-y (principalmente) 

determina el isotipo IgG2a en los anticuerpos producidos contra el agente 

infeccioso en los ratones vacunados con rBCG38. Aunque la función de los 

anticuerpos en el control de la infección por M. tuberculosis es incierta, 

estos pueden participar en la contención de los microorganismos mediante 

la opsonización de la micobacteria y su posterior destrucción por los 

macrófagos activados o por fijación del complemento. En este estudio, en 

el grupo vacunado con rBCG38 se observó un cambio de isotipo a IgG2a 

desde los primeros días de infección con M. tuberculosis Beijing, con el 

titulo máximo a los 28 días de infección. 

El incremento en la protección observado con la vacuna recombinante 

rBCG38 requiere estudios complementarios, ya que la simple sobre­

expresión de la proteína de 38-kDa no explica el incremento en 

protección. En estos casos resulta imprescindible conocer el efecto que 

tienen la producción de este antígeno sobre la expresión de otras proteínas 

y su modulación, ya que estas interaccionan con el sistema inmune y por 

lo tanto están relacionadas a la protección. 

De igual forma, en este estudio se manifestó la necesidad de continuar 

estudiando estas nuevas vacunas contra la tuberculosis en modelos 

susceptibles y resistentes, en los que se usen aislamientos de los genotipos 

de M. tuberculosis más prevalentes en los brotes epidémicos. En nuestro 

caso al evaluar la capacidad de las vacunas recombinantes para controlar 

la infección con M. tuberculosis Beijing, actualmente considerado el 

genotipos contemporáneos más prevalente en Asia y uno de los más 

virulentos 4 1, se observó cómo la respuesta inmune desarrollada por la 

vacunación fue capaz de controlar la progresión de la infección de forma 

distinta para la infección con M. tuberculosis H37Rv. 

De las características más importantes de la vacuna rBCG38 es el posible 
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sostenimiento de la respuesta inmune a la proteína de 38-kDa por 

sensibilización continua con MNT en las regiones donde la tuberculosis 

tiene mayor prevalencia. En Malawi esto se demostró al evaluar la 

respuesta de linfocitos T contra la proteína de 38-kDa en sujetos con y sin 

historia de vacunación prevía, encontrándose una respuesta proliferativa 

en ambos grupos caracterizada por la proliferación de linfocitos T antígeno 

específicos y la producción de IFN-y, lo que sugiere la inducción de una 

respuesta Thl por sensibilización con antígenos compartidos con BCG 13. 

Concluimos que la vacuna rBCG38 indujo mayor protección por la 

inducción de respuesta Th 1 desde Jos primeros días de infección, sin 

embargo será necesario realizar estudios de seguimiento de Ja respuesta 

inmunológica post infección con M. tuberculosis para confirmar si esta se 

mantiene durante la progresión de la enfermedad. Estos hallazgos deberán 

confirmarse en modelos animales más susceptibles para saber si esta 

nueva vacuna es segura y eficiente contra la infección con M. tuberculosis 

antes de proyectar su uso en estudios de fase uno con voluntarios sanos. 

Adicionalmente, en este trabajo quedó manifiesto que Ja selección de 

antígenos inmunodominates para su sobre-expresión por alguna de las 

subcepas BCG es fundamental para inducir una respuesta inmune capaz 

de contener Ja infección y prevenir Ja enfermedad. 

El desarrollo y diseminación de cepas de M. tuberculosis con mayor 

virulencia, pertenecientes a un grupo homogeneo de aislamientos 

designado como genotipo Beijing, en este y otro estudio se demostró la 

incapacidad de Ja vacuna BCG de conferir protección contra esta cepa 63. 

En estudios mas recientes realizados en nuestro grupo se encontró que la 

subcepa Phipps también confiere mayor protección al compararse con la 

subcepa Tice contra la infección con M. tuberculosis Beijing. Esta 

protección fue significativamente mayor a la observada en el grupo control, 

pero menor a Ja encontrada en los animales inmunizados con rBCG38; sin 
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embargo, estos resultados preliminares requieren de mayores estudios. 

La necesidad de evaluar las nuevas vacunas en modelos animales 

utilizando diversos aislamientos clínicos como infección, incrementará la 

certeza de obtener vacunas capaces de proteger contra gran diversidad de 

genotipos de M. tuberculosis que infectan al humano y definen la 

epidemiología actual de la enfermedad, o bien, construir vacunas ad hoc 

para cada región, cuyo dinamismo obligará una estrecha vigilancia pre y 

post vacunación para con tar con vacunas que se apeguen a los cambios 

epidemiológicos de cada región. El surgimiento de cepas con mayor 

virulencia en regiones como la provincia de Beijing, China, donde la 

cobertura de vacunación es mayor al 99 % y el tratamiento tiene una 

eficiencia mayor al 80 %, representa una adaptación de M. tuberculosis 

para evadir la respuesta inmune desarrollada por vacunación. Esta 

hipótesis sustenta la ocurrencia de casos de tuberculosis con mayor 

severidad en sujetos con historia de vacunación previa con BCG e 

incrementa la necesidad de desarrollar nuevas vacunas capaces de 

proteger contra estas cepas. 
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Conclusiones 

Primera Etapa 

Las subcepas de BCG inducen diferentes grados de protección en el 

modelo murino de tuberculosis pulmonar progresiva de acuerdo a los 

criterios de supervivencia, UFC, porcentaje de tejido pulmonar con 

neumonia y DTH. 

La vacunación con BCG protege de forma significativa contra un reto con 

M. tuberculosis H37Rv. 

La protección conferida por las subcepas BCG evaluadas puede ser 

reconocida como de baja en las subcepas Tice, y Pasteur ó alta en las 

subcepas Phipps y Connaught, encontrando a las demás subcepas dentro 

de este intervalo. 

La subcepa BCG Phipps presentó el menor porcentaje de neumonía, el 

cual se correlacionó con un reducido número de UFC en pulmón. 

Las diferencias de protección observadas en el presente estudio no reflejan 

la genealogía de las subcepas BCG descrita por micro-arreglos. 
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Segunda etapa 

Las subcepas BCG pueden ser utilizadas eficientemente como vehiculos 

para la expresión de antigenos homólogos, previamente caracterizados 

como inmunodominantes en M. tuberculosis. 

La producción de ESAT-6 en M. bovis BCG no incrementa la eficacia 

protectora de la vacuna, mostrando una mortalidad semejante a la 

encontrada en el grupo control y una respuesta mixta Th 1 /Th2. 

La inmunización con rBCG38: 

• Incremen ta de forma significativa la supervivencia de los ratones 

infectados con M. tuberculosis Beijing. 

• Reduce de forma significativa la carga bacilar en los pulmones de los 

ratones infectados. 

• Induce el con t rol de la infección eficientemente observándose el 

desarrollo de neumonia significativamente menor al encontrado en el 

gru po control. 

• Induce una respuesta Th l , caracterizada por la producción de IL-2 e 

IFN-y en un gran porcentaje de las células obtenidas del infiltrado 

inflamatorio. 

El perfil de citocinas Th l promueve la producción de lgG2a y la 

disminución progresiva del titu lo d e IgG 1 contra antígenos de M. 

tuberculosis H37Rv. 
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La respuesta inmune montada contra la infección con M. tuberculosis 

cambia dependiendo de la virulencia de la cepa utilizada. En los grupos 

retados con M. tuberculosis H37Rv se observó una respuesta celular con 

mayor participación de linfocitos CD8+, mientras que en el grupo retado 

con M. tuberculosis Beijing casi no participó esta subpoblación de linfocitos 

T. 
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Swnmary Settlng: The effectiveness of Badllus Calmette-Guerin (BCG) vaccinatíon 
in reducillll tuberwlosis (Tll) prevalence rates fs poor, resultlng in urgent need for 
illl>f'OYed fmmurrization programs, wíth new and more effectiYe vaccines against TB. 

Objectlve: To develop a recombinant rice BCG vaccine against TB that 
overexpresses the 38-kOa anti!IE!fl of Mycobacterium tuberculosis in order to protect 
against infection by M. tuberculosls H37Rv and hyper·virulent M. tuberculosis 
Beijing genotype. 

Desi1'!: M. tuberculosis 38·k0a proteín was clooed into a mycobacterial slluttle 
plasmld, which was used to overexpress the 38kDa protein in BCG Tice to produce the 
reaimbinant vaccine, rBCG38 T1Ce (rBCG38). 

Results: Canpared with BCG Tice, which conferred lfttle protection agafnst the 
Beijing strain ot M. tuberculosis, vaccination wfth the rBCG38 increased survival of 
mice infected wfth either M. tuberculosis H37Rv or a Beijin¡¡ strain of M. tuberculosis, 
isolate 9501000. 

Vaccination wíth eíther BCG Tice or rBCG38 resulted in enhanced prntectíon 
a¡ainst mycobacter1al ¡¡rowth in lung tissue by redudng the number of colony· 
forming 1.11its (CFU). The vaccine induced a strong and highly signiflcant Th1 response , 
shown by the higtl level of IL·2 and IFN·1 cytokfne producer cells found in the lungs of 
c.hallenged mice, andan increase ín the lgG2a: lgG 1 ratío found in the pooled sera of the 
vacdnated mice. 

•correspondin9 author. Tel./fax: •52 55561608M. 
E·moil oddr=: Mdallllservldor.unam.mx (Y. López-Vidal). 

1472·9792/ S. see front matter o 2004 Pimllshed by Elsevier Ltd. 
do1:10.1016/j. tl.tle.2004.10.004 
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Concluslons: Thls study showed that rBCG38 vacd ne induced a strong Th1 response, 
demonstrated by the high lellels af IL-2 and IFN-7 prodlcer cells and lgG2a . Protection 
was mediated for as long as 6 and '4 months after challenge with M. tti>erculosis H37Rv 
and Beijing genotypes, respectively. 
Q 2004 Published by Elsevier Ltd. 

lnt roduction 

Tuberculosis (TB) was the first disease to be 
declared a global emergency by the World Health 
Organization (WHO). lt is an infectious disease in 
humans caused by members of the TB-complex, 
namely Mycobacterlum tuberculosis, M. ofriconum, 
M. conettl, M. bovís and M. mlcroti. Human TB 
contlnues to be a major worldwide health problem, 
and is the leading killer of youths and adults in 
developin11 countries, causin11 about 3 mlllion 
deaths each year.1 The HIV epidemic and multi­
drug-resistant strafns of M. tuberculosis (MORTB) 
have contributed to the resur11ence of TB. The risk 
of developin11 TB has increased for HIV-positive 
patlents, and T8 enhances the pro11resslon of HIV 
infection to full-blown AIDS. 2'"" 

M. bovis Bacillus Calmette-Guerin (BCG) is the 
only live bacteria! vaccine In use that has shown no 
major side-effects. Thís vaccine has been 11iven to 
more t han 2 bíllion people worldwíde, and has been 
shown to offer ton11-lastin11 immunity. 5•6 

In severa! clinical BCG vaccination trials in 
humans from different reglons of the wortd, 
protectlon varied widely, ran11ing from 0-80%. In 
parts of the world where the disease Is most 
widespread, BCG vacdnation Is lneffectlve agafnst 
adult pulmonary TB and, therefore, the search for 
novel, more effective vaccines is a high priority.6

•
7 

The 38-kDa proteln In M. tuberculosis Is a 
11lycoproteln actively secreted by the bacteria. 
Thls proteln has been identified as an important 
antl!!en, and was the first to be proposed as a 
candidate for new vaccine development. 8 This 
anti!!en contains specific T- and B-cell epitopes 
recognized in mice and people wfth TB. Vordermeir 
et al. 9 described t he most ímportant Th1 epitope, 
identlfied as peptide 38G and correspondíng 
to resldues 356-369. In people wfth TB, this 
peptide did not induce a proliferative T-cell 
response. 10-12 

lmmunization with this anti!!en induces a trig· 
!!ered cellular immune response, which may be 
important for vaccine protection against TB. In past 
studíes, a more well·defined cytokine profile, with 
higher production of IFN-7 by mononuctear cells, 
was demonstrated in household contacts compared 
with the respon.se of patients with TB.8•13-15 

This anti!!en is also widety expressed by atypical 
mycobacteria. In non-vaccinated people from 
Malawi (an endemic !!eO!!raphlc region for TB), 
who tested negative to purified protein deriative, 
response to this antígen increased, inducing IFN-;· 
secretion in proUfertaíve assays. 16 lnterestingly, in 
ali BCG substrains, a 10-fold decrease in the 
expression of the 38 kDa anti!!en was seen by 
immunoblotting assay. 8 

Recently, Horwltz et al. 11
• 18 reported an en· 

hanced protectlve response in highly suspectable 
11uinea pigs with pulrnonary TB challenged with 
virulent M. tuberculosis after vaccination with 
recombinant Ttce BCG that secreted the 30-Kda 
anti!!en of M. tuberculosis . Survíval rates among 
these animals increased, and CFU decreased in 
their lungs and spleen. However, the ínvestigators 
gave no coosideration to the type of immune 
response induced by this vaccine. 

In the current study, the protective efficacy of a 
BCG Tice recombinant vaccfne with the immuno· 
dominant 38-kDa antigen of M. tuberculosis, 
designed as rBCG38, was evatuated in terms of 
survíval rates, delayed-type hypersensit ivity re· 
sponse, bacterial-load reduction in the lungs, 
percenta!!e of lung area affected by pneumonia, 
level of lgG1 and lgG2a antibody·isotype-specific 
response to purified antigen or M. tuberculosis 
H37Rv cell lysates, T-cell subpopulatioo in the 
lungs, and cytokine profile. A well-characterized 
mouse model of pulrnonary T8 was challenged with 
M. tuberculosis H37Rv as the reference strain, and 
by a highly virulent isolate belonging to the Beijing 
genotype. 

Materials and methods 

Bacteria! strains 

M. bovis BCG Tlce strain was kindly provided by Dr. 
Marce! A. Behr from Montreal General Hospital , 
Division of lnfectious Diseases and Medica! Micro­
biology, Me Gill University, Montreal , Canada. Two 
strains were used for infection assays: M. tubercu­
losis H37Rv reference strain and M. tuberculosis 
Beijing genotype isolate 95, 1000. The bacteria was 
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grown to early mi<Hog pilase in Middelbrook 7H9 
medlum (Dlfco, Detrolt, Mlch.) supplemented w1th 
albumln·dextrose·catalase (BBL, Cockeysvflle, Md.) 
and 0.05% Tween 80 (Sigma, St. Louis, USA). 
Cultures were lncubated at 37 ºC wlth 5% C02, and 
contfnuously shaken. Mk ro·organlsms were har· 
vested by centrffugatfon at 5000 x g, washed three 
times In phosphate buffer satine (PBS) and stored at 
- 70 'C In tubes contalnlng 107 bacterfa/ml- 1 untll 
use. For vacclnatfon and challenge, stralns were 
thawed at 37"C and diluted in phosphate PBS to a 
final concentratlon of 1a6CFU/ml. Fluorescence 
mkroscopy (5µg/ml of fluorescent diacetate staln) 
was used to investigate bacteria! counts and 
viabillty In a Neubauer chamber. The CFU were 
determlned by serial dílut.lon platlng, w1th each 
suspension of each strain being diluted in Mlddleb· 
rook 7H10 agar plates supplemented wlth 2 oxo· 
acld dehydrogenase complex. 

Antmals used for t he study 

Speclfic pathogen·free BALB/c mate mlce were 
obtalned from the Natlonal lnstitute of Medkal 
and Nutrftlonal Sciences, Mexko Clty, Mexko. The 
mke were 6-8 weeks old at the time of vacdna· 
t lon. They were malntained under barrier condl· 
tfons In a leve! 111 biohazard laboratory. The 
protocol was approved by the Ethkal Commlttee 
for Experfmentatlon in Animals of the Natlonal 
lnstftute of Medica! Sciences and Nutrftlon In 
Mexlco. 

Constructlon of recombinant Badllus 
Calmette-Guerln 

The M. tuberculosis 38·k0a gene sequence was 
cloned In a PMV261 shuttle plasmid, such that the 
38 kDa proteln was expressed under the control of 
an hsp60 promoter. The recombinant plasmld was 
t ransformed lnto M. bovis BCG TKe by electropora· 
tfon, and recombinant cells (r8CG38) were selected 
on Mlddlebrook agar plates containing 30µg/ml of 
kanamycln. After 21 days growth at 37 "C, lndivi· 
dual colonles were plcked and grown In Mlddleb· 
rook 7H9 medlum, supplemented wlth ADC and 
containlng 30µg/ml of kanamycln. Recomblnant 
r8CG38 colonies were coofirmed by lsolatlon and 
characterizatlon of plasmid DNA from the recombi· 
nant cells. 

Determtnatton of 38 kDa protein expression 

A competitlon enzyme·linked immunosorbent assay 
(ELISA) was carrled out to determine the amount of 
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38·kDa antigen expressed by BCG Tice and r8CG38. 
BCG TICe and Tlce r8CG38 were grown In Mld· 
dlebrook 7H9 medium, supplemented wlth 10% 
of albumln·dextrose·catalase for 14 days. The 
bacteria! cells were harvested by centrifugation 
at 5000 x g for 15 min, and adjusted to an optical 
density 0.4 at 590 nm. Then, bacteria were 
sonicated at 24kHz for lmln/15 times at 4 'C 
[VibraCell, Sonks, USA), and the bacteria! cell 
lysates were tested by competitive ELISA using 
MTB12 MAb against recomblnant 38 kDa protein. 
Briefly, microplates were coated with 5 µg of 
recombinant 38·kDa antigen (for safety considera· 
tlons M. tuberculosis strains not were included in 
this study), and kept ovemight at 4 C. Non·specific 
binding sites were blocked by 1% albumin 
free of gamma globulins (Gibco, BRL) diluted 
in PBS containing 0 .05% Tween 20. Then, 30, 50, 
20 µg of protein of each bacteria! lysate were 
incubated In competftfon wlth MTB12 MAb at 1: 125 
dilutfon, for 1 h at 37 'C w1th contfnuous shaking. 
Then, 5x microplates were washed with PBS· 
Tween· 20 at 0.05%. Horse·radish peroxidase or 
alkaline phosphate conjugated goat anti·mouse 
lgG1 or lgG2a (Dako Corporatlon, Carpinterla, 
California) antibody were used at 1:1000 
dilution, a.nd color was developed using diamino· 
benzidine as the substrate . The microplates 
were read at 492 nm on STL·RainBow (STL 
Labinstruments, Austria) reader, and optical den· 
sity was expressed as reciproca! values to non· 
lnhibition wells. At the same time, an inhibition 
curve using r38·kDa protefn was carried out to 
determine the concentratfon of this antigen in the 
bacteria! lysed. 

Vaccination of mice 

A frozen sample of Tice BCG or rBCG38 strains were 
thawed and diluted in 0.05% Tween 80 in PBS to 
give1o" of CFU per dose, which was used to 
vaccinate groups of 10 BALB/c mice subcuta· 
neously. 

Experimental mouse model of pulmonary 
tuberculosis 

Mice infection 

A pulmonary TB mouse model was used as pre· 
viously described, but wlth some modifications. 19

•
2º 

Briefly, BALB/c mice aged 6-8 weeks were 
vaccinated with 1o" CFU BCG or rBCG38. Two 
months later, usfng an lntraperitoneal anesthetic 
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wlth pentotal (56 ms/kg), a mid·incision was made 
to separate the muscles until the trachea was 
exposed. lntratracheal challenge was carried out 
uslng 2.5 x 105 CFU of M. tuberculosis H37Rv or M. 
tuberculosis lsolate 950 1000. The incislon was then 
sutured uslng sterile silk. The mice were kept In a 
vertical positlon in isolation boxes untll their 
recovery. Groups of mlce (n = 10) were sacrlflced 
on day 1, 3, 7, 14, 21 , 28, 60 and 120 after 
challenge. The mlce were anesthetlzed wlth ether 
and then sacriflced. Blood was collected and serum 
obtained by centrifugation and stored frozen at 
- 70 'C untll use. After extraction, one of the lungs 
was frozen for subsequent determination of bac· 
terfal load, whereas the other wa.s infused with 
absolute ethanol and subsequently used for histo· 
togkal preparatfons as described below. 

Delayed-type hypersensitivity 

Oelayed·type hypersensitívity (DTH) responses 
of lmmunlzed BALB/c mice were tested at 
selected times after challenge as descrlbed pre· 
viousty.1 1 Brlefly, antigens consisting of soluble 
culture filtrate proteins from M. tuberculosis 
H37Rv were cultfvated In the Proskauer-Beck- You· 
mans medium aver 5-6 weeks. Four mlce from each 
vacdnated and control group were randomly 
selected and lnjected wlth 20 µI (20 µg) of myco­
bacterlal antfgen into one footpad. The DTH 
reaction was measured according to the thlckness 
of the plantar bearlng of the mouse before antfgen 
lnjectlon, and 24 h afterwards using a Matotuyo 
mkrometer. 

Bactffial loads in t~ luna 

Bacteria! multlpllcatioo of M. tuberculosis H37Rv 
or M. tuberculosis isolate 9501000 In non-vaccl· 
nated mke and In mice vaccinated with BCG Tlce 
or rBCG38 was determined on day 1, 3, 7, 14, 21, 
28, 60, 120 after challenge. Lungs were horno· 
genlzed wlth Polytron (Brinkmann lnstruments, 
Rexleid, Can) In 3 mi of isotonic salt solutlon 
containlng 0.05% Tween 80 (Sigma, St. Louis, 
USA) untfl the tfssues were disrupted. CFU were 
counted by plating 10µ1 of 10-fold serial 
dflutions of the homogenates onto Mlddlebrook 
7H10 nutrient agar. To distingulsh bacteria! 
clumps from single cells, colonies were lncubated 
at 37 'C and coonted under dis.section microscope 
(Cart Zelss, Germany) after 10 days and 3 weeks. 
The data were representative of two experfments, 
and were expressed as the mean value of CFU 
counted. 
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Histological analysis of luna pathology 

Mice used f<K histologkal analysls were randomly 
selected. The lungs were separated, and one of 
them was lnfused with absolute ethanot for a 
mínimum of 24 h, embedded In parafin wax, and 
then sectioned for light microscopy as described 
previously.11 Sectlons were stained wlth hematox· 
ylin and eosin, and examined under a Leica DM LS 
mlcroscope (Leica Microsystem, WeUlar, GmbA, 
Germany) uslng Lelca Q-wln system software (leka 
mlcrosystem lmaglng solutfons LtD, Cambridge, 
UK). A reading was made for each lung to establish 
the presence and distrlbutfon of pneurnonia and 
granulomas as descrlbed prevfously.11 

Antibodies and flow-cytometry analysis 

To assess the T-cell sub·population ratio In the lungs 
of mfce vaccfnated and challenged with M. tuber­
culosis H37Rv and M. tuberculosis isolate 950, 1000, 
lymphocytes were obtained from the lungs and 
stained wlth surface marker rat anti -mouse mono· 
clonal antibodles from Pharmingene (BD 
Bioscience): C08a (Ly 2) ftU<Kescein isothiocyanate 
conjugated (FITC) done 56·6.7, CD'4 (L3T'4) R· 
phycoerythrin (R·PE) clone RIM-5. The I FN-~· FITC 
clone, XMGL2, IL-4 R-PE clone, 8VD'4·1D11 , and IL-
2-R-PE clone, IL-10 allophycocyanin clone JESS· 
16E3, were used for intracellular cytokine staining. 

After surface or lntracellular labellng, cells and 
cytoklne-producfng cells were discrlminated ac· 
cording to the speciflcfty of the excitation and 
emission wavelengths of ftuorophores used. Data 
were acquired on a ftow cytometer FACS Epics 
Altra, and analyzed using Expo 2.0 software 
(Coulter, CA, USA). A lymphocyte gate was set to 
exclude debris, monocytes and macrophages. To 
determine lymphocyte percentage, 10,000 counts 
were measured for each lung In dupllcate. 

Cell-surface markers 

Lung cells were obtained from mice at 2 months 
after challenge with the M. tuberculosis isolate 
9501000 or 4 months after challenge in the case of 
the M. tuberculosis H37Rv strain. Lymphocyte 
purification was carried out after obtaining single· 
cell suspension. Lungs of lnfected mke were 
infused with RPMJ-16'40 culture media, and supple· 
mented with 10% heat inactivated fetal calf serum, 
containlng brefeldln A at 5 µg/ml, collagenase type 
IV 0.5 U/mi (Sigma Aldrlch, St. Louis, USA), and 
0.025% DNAse l. Then, tung tfssue was cut into 
small pieces ( < 3 mm) and placed on the above 
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mentioned solution for 1 h at 37 'C with vígorous 
shaking. The resulting solution was separated on a 
Ficoll-Hypaque (Histoprep, Sigma, St louis, USA) 
gradient, washed twice with PBS and adjusted to 
1 x 107 cell/ml diluted in PBS. Mononuclear cells 
were stained for cell-surface markers using mono­
clonal antibodies against CDS (Becton & Dickinson, 
New Jersey, USA) and CD4 (Becton & Dickinson, 
New Jersey, USA) in PBS for 30 min at 4 ºC according 
to manufacturer recommendations, and fixed with 
4% para·formaldehyde for 16 h, before belng 
analyzed by fluorescence-activated cell sorter 
using Expo Altra v.2 software (Beckman Coulter 
System, California, USA). Cells were gated on the 
lymphocyte population by size and forward side 
scatter. To determine the percentage of lympho· 
cytes present, a total of 10,000 duplicate counts 
were measured for each sample. 

lntracellular staining 

Slngle·cell lung suspensions were prepared as 
described above. Cells were washed twice and 
díluted In RPMI 1640 media, supplemented with 10% 
heat· inactivated fetal calf serum, 1% antibiotic and 
anti-mycotk solution (Sigma Aldrlch, St. louis, 
USA) containing 3 µg/ml of Berfeldin A (Sigma 
Aldrich, St. Louis, USA), incubated for 16 h and 
then treated with citofix/citoperm (BD Bioscience, 
NJ, USA) solution to fix and permeablllze lympho· 
cytes, after whlch they were washed with cytoperm 
and wash solution. Finally, the cell suspension was 
incubated with monoclonal antlbodles against IL·2 
R·PE, IL·4 R·PE, IL·10 APC and IFN· l' FlTC at 4 •c for 
30min. After intracellular staining, the cells were 
washed twice in PBS, and fixed with PBS containlng 
4% para-formaldehyde. Preserved cells v.<ere stored 
in the dark at 4•c for 16 h before analysis. 

lgG1 and lgG2a enzyme-linked 
immunosorbent assay 

Pooled sera from four mice per group were tested 
by lndirect EUSA to determine lgG1 or lgG2a titers 
against M. tuberculosis cell extract and 38-kDa 
recombinant protein. lgG1 and lgG2a antibody 
titers from BCG or r8CG38 vaccinated mice, and 
mice challenged with M. tuberculosis H37Rv or 
Beijing genotype, were measured in 96 well 
microplates coated with 2 µg of M. tuberculosis 
H37Rv cell extract or 1 µg of recombinant 38-kDa 
protein (kindly provlded by Dr. Mahavir Slngh, from 
Uonex diagnostics and Therapeutics, GmbH, 
Braunschwig, Germany) per well. Reactions were 
carried out using pooled sera ata five-fold dílution 
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in PBS and then, those that developed goat anti­
mouse lgG1 or lgG2a (lYMED, Laboratories, San 
Francisco, California, USA) were conjugated with 
alkaline phosphate and horse·radish peroxidase, 
respectlvely, ata dilution of 1:1000. After 20min, 
the microplates were read at 492 nm for lgG 1 and 
450 mm for lgG2a in an SLT·Rainbows reader (SLT 
Lab instruments, Austria). 

Statistical analysis 

The SPSS 11.0 software program (lead technolo­
gles, Ltd, UK) was used to carry out statistical 
analysis. The one-way analysis of variance (ANOVA) 
was used to compare the existing differences in the 
percentage of histological damage with the growth 
of M. tuberculosis. For punctual significance at 
days of sacrifice, Chi-square was used. 

Results 

Vaccine construction 

A shuttle plasmid expressing the 38 kDa gene from 
M. tuberculosis H37Rv under the control of the 
mycobacterial hsp60 promoter was used to over· 
express the 38kDa protein in M. bovis BCG Tice. 
After electrophoration of BCG Tice with the 
recombinant shuttle plasmid PMV261·38·kDa, 
transformant colonles showed a normal morphol· 
ogy. Plasmid extraction gave an approximate 
product size of 5900bp. To confirm 38-kDa expres· 
slon in the recomblnant strain, cell extracts were 
obtained from BCG Tice and r8CG38. The 38 kOa 
protein was determined in cell extracts using ELISA, 
which showed that the r8CG38 vaccine expressed 
three times more 38-kDa protein compared with 
the homotogous non-transfected strain. 

Survival of mice after challenge 

Ali of the mice challenged with 2.5 x 105 CFU M. 
tuberculosis H37Rv survíved throughout the 4· 
month study period. Mice that were not vaccinated 
and challenged with M. tuberculosis isolate 
950, 1000 (Beijing genotype) died between days 28 
and 60. Similarly, ali mice in the group vaccinated 
with BCG Tice and challenged with M. tuberculosis 
isolate 950, 1000 were also dead 60 days after 
challenge. In contrast, r8CG38 vaccinated mice 
survíved up to day 120 after infection, a result that 
was statistically significant (p < 0.05). The mice 
were not monitored past day 120. 
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Oelayed-type hypersensitivity response in 
mice infected with M. tuberculosis 

OTH responses were determined In BCG and rBCG38 
vacclnated groups and compared with non-vaccl­
nated mice. The strongest DTH responses were 
observed in the groups of vacclnated mice. More· 
over, the DTH response was first observed in rBCG38 
vacclnated mlce on day 14 for M. tuberculosis 
H37Rv infectlon and on day 7 for the mlce 
challenged with the Beijing genotype. In BCG 
vacclnated mice, the DTH response was observed 
on day 21 for Beljing genotype-infected mice. 
lnterestingly, by day 120, no difference in DTH 
response was observed between the BCG vaccl· 
nated mlce and non-vaccinated groups infected 
wfth M. tuberculosis H37Rv. 

Colony-forming units in lungs of infected 
mice 

After 21 days, BCG and rBCG38 vaccinated mice 
showed a 1 log reduction of M. tuberculosis H37Rv 
and 950, 1000 compared with unvaccinated con· 
trols, with a statistical significance of p<0.05. For 
M. tuberculosis, H37Rv infected mice, vaccinated 
wfth elther BCG or r8CG38, CRJ decreased after 
day 21 (Fig. 1 ). When comparing the number of CRJ 
between the different vaccinated mice, the BCG 
Tice vacclnated group showed double the number 
of CRJ at day 120 compared wfth that of the 
r8CG38 vaccinated mlce. Comparison between 
bacteria! loads In BCG and rBCG38 vaccinated mlce 
showed 0.5 log more CRJ in the rBCG38 vaccinated 
group at day 28; at day 60 no difference was 
observed between the two groups and, by day 120, 
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the BCG Tice vaccinated group had a 0.4 higher log 
of CRJ than the r8CG38 group. When studying the 
results of mice challenged wfth M. tuberculosis 
isolate 950, 1000, na"ive mice showed an exponen· 
tial growth of mycobacteria between days 7 and 28, 
with the highest mortality due to increased CFU 
seen by day 60 (Fig. 1). 

Four weeks after challenge with M. tuberculosis 
isolate 950, 1000, mice vaccinated with either BCG 
or rBCG38 showed a statistically significant reduc· 
tion in CRJ compared wlth non-immunized mice 
(p< 0.05). After 28 days, mice vaccinated with 
r8CG38 reduced their CRJ by 9.32 x 107 compared 
with a reduct.ion of CRJ in Tice BCG vaccinated 
mice of 18.9 x 107

• By day 60, the difference in CFU 
between the vaccinated mice groups was not 
statistically significant. Groups vaccinated with 
r8CG38 survived 2 months longer than non-vacci­
nated mice or mice vaccinated with BCG Tice, 
producing a statistically significant difference 
(p < 0.05). 

Histological findings 

The presence of consolidated pneumonia was 
observed in ali mice from day 28. However, 
comparisons using Af40VA multivariate analysis 
resulted in statistically significant differences 
(Fig. 2). 

Histopathologically, vaccinated mice showed a 
decrease in CRJ. Those mice challenged wfth M. 
tuberculosis H37Rv dld not show any significant 
differences in pneumonic tissue between days 28 
and 60, with the area being below 5%. The 
difference in pneumonic area was not observed 
until day 120, when 7.85% of pneumonia was 
observed in BCG-vaccinated mlce compared with 
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Filure 1 Colony·forming units in lung homoienates during the course of infection wíth M. tuberculosis H37Rv (A) and 
M. tuberculosis 9501000 (Beijing genotype) (8) strains. 
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13.67% in rSCG38 vacdnated mice, and 18.57% In 
non-vacdnated mice. 

In mice challenged with M. tuberculosis Beijing 
genotype, evidence of pneumonia consolidation 
and cellular aggregates with intense lymphocyte 
infiltrate was more intense than in mice infected 
with the H37Rv strain. In non-vaccinated mice, 
pneumonia was seen in 54% of lung tissue after day 
28. In contrast, the rBCG38-vacdnated group 
showed a pneumonic area of only 3.76% at this 
time point. At day 60, mice in the non-vaccinated 
group had ali died, whereas mice in the rBCG38· 
vaccinated group showed a pneumonic area of 
33.7% and BCG vaccinated mice an area of 57.3%. 
Finally, the rBCG38 vaccinated mice stayed alive 
until day 120, at which point they were sacrificed. 
At this time, the lungs of these animals showed 
52.26% of pneumonia characterized by the pre­
sence of macrophages, multinuclear giant cells and 
lymphocytes. Also, the presence of granulomas 
was more frequent in this group compared with 
the non-vaccinated group (data not showed). In 

BCG-vacclnated mke, granulomas were seen sur­
rounded by extensive pneumonic areas. 

Cellular responses 

Mononuclear cells isolated from lungs of challenged 
mice were characterized by monoclonal antibodies 
against surface markers labeled with specific 
fluorochrornes and analyzed by flow cytornetry. 
Fig. 3 shows the distribution of lymphocyte subsets 
at 4 months after M. tuberculosis H37Rv infection, 
and 2 months after challenge with M. tuberculosis 
isolate 950, 1000. 

The percentage of cytotoxic response rnediated 
by CDS+ T cells determined In mice challenged with 
M. tuberculosis Beijing, and vaccinated with 
r38BCG, was 26.7% on day 60. Far non-vaccinated 
mice challenged with M. tuberculosis H37Rv, 
the response was 28% on day 120. In mice 
vaccinated with rBCG38 and then challenged with 
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M. tuberculosis lsotate 950, 1000, the cytotoxic 
response mediated by CDS+ T cells was 2.2%. 

lntracellular cytoklne profile 

In the natural setting, cytokine production by 
mononuclear cells is a characteristic indicator of 
the type of lmmune response that is developed to 
control disease after M. tuberculosis infection. In 
order to assess the immunological responses to 
disease by BCG and r8CG38 vaccination, the 
percentage of IL-2 and IFN-7-producing cells far 
Th1 response and IL-4 and IL· 10·producing cells as 
indicators of Th 2 response were measured at 4 
months after H37Rv infection, and at 2 months 
after Beljing genotype infectíon. The times were 
selected accordlng to survival rates obtained in 
each case. 

Mke vaccfnated wlth r8CG38 showed a 52.4% 
lncrease in IFN·y producer cells, cornpared with a 
27.5% lncrease In the BCG-vaccinated group. For Th 
2 cytokine·producfng cells, 29.8% of IL·4 producing 
cells were observed in the BCG-vaccfnated group 
challenged with M. tuberculosis H37Rv. A total of 
66.4% and 65.1% of cells stained posittve for IFN·'Y in 
the rBCG38 vaccinated and unvaccinated mice 
challenged wlth M. tuberculosis H37Rv, respec· 
tively, and 52% of each group were positive far IL·2· 
produclng cells (Fig. 4(A) and (B). However, only 
25% IL-2 and 22% IFN·y·producing cells were 
observed in the mke vaccinated with BCG Tice. 
Moreover, the BCG Tice vaccinated mice showed a 
four-fold lncrease in the number of IL·4·producing 
cells cornpared with those for rBCG38 mice and a 
5.9·fald increase aver that observed In the non­
vacdnated mice. 

Cytokine profiles from mice challenged wlth M. 
tuberculosis Beijing genotype showed an in· 
crease In IL-2-produclng cells of 40.1% and 16.2% 
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compared with the BCG Tice and non-vaccinated 
groups, respectívely. The highest level of IFN·;·· 
producing cells (60.9%) was seen In r8CG38 vacci· 
nated mice, followed by 40. 9% in BCG38 vaccinated 
animals and 16.9% in the control group. Ali the mice 
challenged with M. tuberculosis isolate 950, 1000 
displayed a mixed Th 1 /Th 2 cytokine profile. In the 
r8CG38 vaccinated group, the number of infiltrate 
T·cells was one·half of those obtained in the 
control and BCG vaccinated groups. This wa.s 
characterized by the presence of IL-2 and IFN·;·· 
producer cells, giving rise to the highest Th1 
environment. 

Humoral response 

Pooled serum from groups of mice challenged with 
either M. tuberculosis H37Rv or with M. tubercu­
losis lsotate 950, 1000 were tested for lgG2a and 
lgG1 -specific responses to the 38 kDa protein. In 
general, vaccinated mice showed a similar ELISA 
titre for lgG1 anttbodies against M. tuberculosis 
H37Rv cell lysates at day 120 for M. tuberculosis 
H37Rv infected mice and at day 60 In mice lnfected 
with M. tuberculosis Beijlng genotype. In contrast, 
the results obtained in response to purified 38 kDa 
antigen were not unifarm among the vaccinated 
groups. The ELISA titre for lgG2a antfbodies against 
r38-k0a displayed higher production at day 28 (Fig. 
5(0)). The response to mycobacterial antigens were 
marked by a substantial decrease in lgG1 ELISA 
titres between days 7 and 60, whereas the non­
vaccinated group elicited an ELISA titre for lgG1 of 
only 1/ 10,000 (Fig. 5(8)). This same group showed 
ELISA titre levels for lgG2a of 1 /79 by day 28, which 
correlated with the responses and control of 
mycobacterial growth observed in the DTH and 
CFU loads, respectively. 
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Fflure 4 Cytoklne proflle in the monocyte lnflltrate 1n lungs of unvacclnated m1ce or mice vacctnated w1th either BCG 
T1ce or rBCG38 and challentle with (A) M. tuberculosis H37Rv and (B) M. tuberculosis strain 9501000 (Beijing genotype). 
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Ftture 5 Comparison of lgG1 and lgG2a titer against M. tuberculosis H37Rv cell extracts and 38·k0a recombinant 
protefn by RISA in mlce challenged wlth M. tuberculosis Beijine genotype. lgG1 titen agalnst M. tuberculosis H37Rv 
cell extract in (A) unvacdnated and (B) rt>cg vacc1nated mice. Panels (C) and (0) show lgG2a titen a¡ainst r38k0a 
protein in mice vacdnated with BCG and rBCG, r~vely. 

Discussion 

The global re-emergence of TB, and the increased 
incidence of disease caused by multidrug resistant 
stralns, have resulted in a renewed need for TB 
vaccine development. The results of this study 
provide evidence of a recombinant BCG vaccine 
that overexpresses the 38-kDa proteln of M. 
tuberculosis (a phosphate transporter belonglng 
to the super family of ABC transporters), can confer 
increased survival to challenge from a highly 
virulent Beljing strain of M. tuberculosis compared 
with that conferred by BCG Tice. This protection 
was associated with induction of a Th 1 cytokine 
proflle, as immune responses induced by rBCG38 
vaccinatlon were characterized by IFN-y production 
and increased lgG2a antibody response against the 
38-kDa protein. These data support the use of the 
BCG vaccine as a vehicle to overproduce immuno­
genic antigens of M. tuberculosis. 

After the introduction of M. bovis BCG for 
immunization programmes against TB, the first 
randomized cllnical tria! provlded protective effi­
cacy data worldwide but, in sorne cases, contra­
dictory results gave an efficacy range between O 

and 80%. 5•
6 After the WHO's declaration of TB as 

the first wortd emergency caused by a remerging 
infectious disease in 1993, severa! laboratories 
have focused their efforts in developing a new 
vacclne against TB with improved protective 
efficacy. 

A number of BCG sub-strains have been used as 
vehicles to express lmmunodominant antigens or 
cytokines, and have given protective efficacies 
greater or equal to BCG alone. The 38-kDa protein 
has been proposed as a promising candidate for 
new vaccine development oras a part of a sub·unit 
vaccine. Severa! studies have shown 38-kDa to be 
an immunodominant antigen recognized by memory 
T cells of TB patfents and household contacts, 
inducing the release of IFN-, .. 8•

14
•15 The 38-kDa 

antigen is present in ali BCG vaccfne sub-strains, 
and homologous proteins have been found in 
atypical mycobacteria. However, the expression of 
the 38 kDa antigen in BCG vaccines is severa! times 
lower than in M. tuberculosis. 8· 16 Recently, Horwitz 
et al. 17

• 18 constructed a new recombinant Tice BCG 
that expresses five times more 30-kOa antigen. This 
strain was found to induce enhanced protective 
efficacy against infection by the Erdman strain of 
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M. tuberculosis In mouse and guinea·pig models of 
pulmonary tuberrulosis. 

The use of animal models that mimic TB disease 
Is fundamental to evaluating the actlvlty of a 
particular vaccine. The use of different animal 
models to measure the potency of old and new 
vacclnes a11alnst TB revealed discrepancfes In the 
efflcacy of vacclnes In terms of measurlng potency 
and lnterpret1n11 immune response.22 To optlmlze 
the animal models used to assess vaccfne efllcacy 
a11alnst TB, the models need to standardlzed 
vaccinatlon route, vacdnation dose, time and 
number of lmmunizations, the interval between 
the last immunizatlon and infection, the route of 
challenge, the challenge dose and the straln used 
for challenge.13•24 Recently, Lopez et al. 25 demon­
strated that representative i.solates of the geno· 
types of M. tuberculosis observed around the world 
produce dlfferent survival rates in mouse models of 
pulmonary TB, reflecting the particular character· 
lstlcs of each straln to infect and grow In mlce. 
Oormans et al. 21 have also reported similar ob­
servatlons. Thls research hlghlights the need to test 
the protectlve efficacy of newty devetoped vac­
clnes llialnst lnfectlon by M. tuberculosis reference 
stralns and extant human lsolates In animal modeU. 

As reported by Lopez et al., 1S BCG vacclnatlon 
was lncapable of protecting mice a11alnst lnfectlon 
by the M. tuberculosis Beijing genotype. Thls study 
showed that mlce vacdnated wfth r8CG38 lncrease 
thelr survlval time by 100% after lnfectlon wlth a 
Beljlng genotype of M. tuberculosis (lsolate 
950,1000). 

The lmproved protective activlty of the recom· 
blnant straln of BCG expressfng lncreased levels of 
the 38 kDa antlgen was expressed In terms of lts 
capacfty to confer lnc.reased survival and reslstance 
to bacteria! multlpllcation in the lungs. For rBCG38 
vacdnated mlce, bacteria! growth was controlled 
from day 21 after infectlon wfth the M. tuberculosis 
H37Rv or Beljlng genotype stralns tested. In the 
group challenged wfth the H37Rv strain, t he 
bacteria! loads reduced after day 60, whereas a 
gradual lncrease in CFU counts was observed after 
day 28 for the mice infected with the Beijlng 
genotype of M. tuberculosis. The short·term 
reductlon In bacteria! counts, survfval and patho· 
loglcal data are the clearest lndications of protec· 
tlon lnduced by this vaccine. 

As overexpresslon of the 38 kDa antlgen In BCG 
Tlce resulted In lncreased protection, the lmmune 
responses induced by this vaccine were analyzed 
and compared wlth the responses lnduced by BCG 
rice vaccinatlon, in an attempt to ldentify im· 
munologlcal changes induced by overexpresslng 
thls antlgen. Sllght differences were detected In 
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the CD4 and CDS T cell lymphocyte sub-populations. 
For the rBCG38 vaccinated mice, a one·fold 
increase in CDS+ cells was observed compared with 
BCG Tice vaccinated mlce 4 months after challenge 
wfth M. tuberculosis H37Rv. The most important 
changes were seen In the cytoklne proflle of these 
cells, changlng from mlxed Th 1 /Th 2 response wfth 
similar levels of IL·2, IL-4 and IFN·y cytokine­
producing cells representatlve of a Th O balance In 
BCG Tlce·vacdnated mlce to a characteristic Th 1 
cytokine profile In mice vacclnated with r8CG38. 
This change in response was characterized by a 2. 5· 
fold lncrease In the number of IFN· ;··producing 
cells. 

The capacity of rBCG38 to protect mice a11ainst 
challenge wfth M. tuberculosis Beijing genotype 
strain is possibly the result of enhanced activation 
of macrophages by an lncreased lymphocyte popu· 
latlon expressing IFN·;-. However, this hypothesis 
needs to be tested in further studies of natural 
killer cell activity, macrophage in·vitro activation, 
and proliferative responses spedfic to the 38 kDa 
protein. The reductlon In the number of IL·2· 
producing cells observed In rBCG38 vaccinated 
mice has been previously observed as a character· 
istic profile in a well·devetoped Th 1 response, in 
whkh ll·2 and IFN·;• productlon are regulated in an 
inverse way (personal communlcatlon). 

In mice, one characteristlc effect of the devel· 
opment of the cytoklne envlronment during im· 
mune response agalnst any microorganism is the 
swftchin11 between lgG1 and lgG2a antibody iso· 
types. l!IG1 is ldentlfied In a Th 2 response, 
characterized by lncreased expression of certain 
cytoklnes such as IL·4, IL·5, IL·6, ll ·10 and IL15. 
The productlon of lgG2a antlbodles Is part of a Th 1 
response enriched by IL·2, IL-12, IFN·;· and the 
cytokines that drive cell·mediated immune re · 
sponse. However, the role of antibodies in imrnune 
protection against TB remains uncertain. 2" Anti· 
bodies may play a fundamental role in mycobacter· 
ial contention and elimination by increasing 
opsonization of the or11anlsm. In this study, vacci· 
natlon wfth r8CG38 lnduced significant changes in 
the antibody isotype switch to lgG2a ELISA titers at 
day 28 after lnfectlon wlth the strain of M. 
tuberculosis wlth the Beljfng 11enotype along wlth 
a corresponding sequentfal decrease In the litre of 
lgG1. 

This study has shown the lmportance of testing 
new vaccines designed to replace the existing BCG 
vaccine in animal models by challenging with 
extant human lsolates of M. tuberculosis. The most 
prevalent and representative M. tuberrulosis strain 
In the epidemiological surver, of TB is the Beijing 
genotype used in thls study. 7 This strain has been 
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shown to be more virulent than the M. tuberculosis 
H37Rv reference straln, although the mechanism by 
which this strain becomes more virulent is still 
unknown.25 

Flnally, we suggest that the expression of 38·k0a 
in the rBCG38 vaccine induced lncreased immuno· 
genic responses to this antigen through lnduction of 
the Th 1 cytokfne profile. However, the data need 
to be supported further by using animal models 
with differing susceptibility profiles to M. tubercu· 
losls, such as the guinea pig. lf safety studies of 
rBCG38 show that there is no increased virulence 
assocfated with overexpressing the 38 kDa antigen 
in BCG Tice, this vaccine could be used in clinical 
trials In human populations. In a recent study, Black 
et al. 16 showed that sensitization with atypical 
mycobacteria in Malawi, a highly burdened region 
of TB, produced a strong response to recombinant 
38·kDa protein in the non·vaccinated population. 
Therefore, it is possible that there would be no 
deleterious effects on vaccination with rBCG38 
caused by pre-sensltfzation to environmental my· 
cobacteria in the high endemic regions of the 
world, as these atypical mycobacteria would serve 
to boost T·cell response to 38·kDa antigens in these 
individuals. 
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Summary 
Mycobocterium bowis BCG vaccine slgnfficandy reduces the nsk of tuberculosis by 50% and continues 
to be used to prevent tuberculosis around the wortd. However. lt has been shown to be ineffective 
in sorne geognphical regions. The existence of different BCG strains was descnbed more than 60 
years ago. these vary in theír anligenic content but the geneóc mutalions in BCG strains llave yet 
been shown to affect their protecóon. After the declaration of tuberculosis as a global emergency 
in 1993. current research attempts to develop a novel more-effective vacclne. Using new 
technologies, recornbinanc, auxotroph. DNA, subunít and phylogeneócaNy closely related 
mycobactena. naturaly or genetically attenuated. llave been used u vaccines in animal models. but 
their protective eff'ia.cy. is less than that offered by the current BCG vacdne. T oday lt is mandatory 
dw: a maíOr effort be rnade to undentand how different BCG vacc:ine straíns influence immune 
response and why in sorne ases vaccines llave failed. so we can rationally develop the next 
generation of tubef-culosis vacánes to reduce the prevalence frorn 10% e.o less than 2 % for 
developed countries. 

lnt roduct io n 
Tuberculosis (TB) was the first disease 10 be declared a glo­
bal eme.rgency by the World Health Organization 
(WHO). lt is an infec1ious disea.se caused by 3 closely 
related Mya>bacrerium strains (M. wberculosis. M. africanum 
a11d M. bovis), which are commonly known as the'J'B.com· 
plex. Human tuberculosis continues 10 be a major world­
wide health problem and is the leading killer of youths 
and aduhs in developing countries, being responsible for 
approximately 3 million deaths each year. The HIV epi· 
demic and 1he appearance of multidrug-resistant strains 
of M. tuberculosis {MDRTB) have contribu1ed 10 the resur­
gence ofTB. The risk of developing TB has increased and 
for HIV positive patients, T8 enhances the progression of 
HIV infection to AIDS [ l j. 

The most well known form of disease prev!'ntion is llCG 
vaccination, for which a variable efficacy rate from 0% 10 
80% has been reponed (2,3,Sj . In regions of tht world 
where the disease is most widespread, RCC vaccination is 
ineffec1ive and therefore. 1he search for novel, more effcc­
tive vaccines is paramount. There arta number of possibl<> 
explanations for the discrepancies in BCC protector <>ffi· 
cacy: (i) geneiic host susceptibility [Sj, (ii) a widr range of 
virulence among M. 111berc11losi.s strains. (iii) progressiv(' 
loss of BCC capacity 10 stimulate a durable immunc 
response (iv) prevalenct of othtr mycobactt>rial infrctio ns 
in tht study population, (v) variations in pro1rc1io11 
against different fonns of tubercu losis, and (vi) the kv<>I 
of exposure to environmental mycobacteria IG,21, how­
ever, none of these have strong clinical and r('S('arch sup· 
pon (3(. 
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8CG deYelopmenc 
Albert Calmeue and Camille Guerin developed BCG 
between 1908 and 1921 by successfully passing an iso­
lated strain of M. bovis in vitro. In the first half of the 20th 
úntury, BCG vaccines were prepared and preseived by 
different manufacturing laboratories. This resuhed in gen­
otypic and phenotypic differences in the daughter strains 
with variations in tuberculin conversion and the fre­
quency of adverse reactions. During this time, BCG 
showed a progressive decrease in virulence, the most 
importan! during the first 15 passes 17,81. Over the next 
40 years, until the freeze-dried process of the Pasteur 
strain in 1961 and after more than 1.000 passes, it was 
clear that the standardization and stability of vaccine 
strains needed 10 be enforced. This led 10 the adoption of 
1he seed-lot system by the lntemational BCG Technical 
Conference in 1956 l8f. Furthermore, Colditz, e1 al 131 
independently quantified the detrimenial or protective 
benefit of the vaccine in several prospective iríais from 
case control s1udies and concluded that BCG significantly 
reduced the risk of active TB development by an average 
of 50%. The different criteria applied to interpret the con­
foundíng varíables in the human trials make it difficult 10 
idenúfy the impact ofBCC vacdnes on protective efficacy 
l4f. 

In 1999, Behr el al (91 elucidate some of the molecular 
evenu that occur during BCG auenuation. Under labora­
tory conditions used Cor bacteria! passes, and using micro­
array technology and genome sequence of M. tuberculosis 
H37Rv as a framework, they inferred the genealogy of 
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BCG strains in an evolutionary approach, which was sup­
ported by BCG historical records [ 1 o¡. Thest' studics only 
led to the understanding of the genes missing from M . 
bovis leaving deeper research to be carried 0111 10 explore 
the association between 1he 61 ORF genes dele1ed from 
BCG during evolution and virulence anenuation, and 
may be more imponantly, research into the loss in prorec­
tive efficacy over the last eight decades 1111. What remains 
unknown is the irrefutable role that 1he smallest dele­
tions, duplications and polymorphisrns in the nuclco1id<" 
sequence play 10 induce protective effkacy. as well as th<' 
production oí antigens in the overall anmua1ion of f\CC 
19.121. 

Polymorplilsm In 8CG doufhter stralns 
Following adoption of the secd-101 systcm. sl·vrral l\CG 
sub-strains oí the original vaccinc strain are now in circu­
lation. lt is known that these sub-mains vary in crnain 
characteristics (Table 1 ), such as their amigcnic structurt-. 
secreted protein profiles 113-151, 1$6110 copy numbcr 
l 11 l. mycolic acid pauem l 161. and the charaneristics ancl 
quantity of exoquelins [17 j. Allerations in 1he mycolic 
acid subdass directly affect 1101 only cell wall fluidiiy and 
permeability 10 hydrophobic agents, bu1 also thl' ability of 
strains 10 grow within macrophages. In addition, strains 
with an altered cord factor have altered virulence IJ 6, 18 l. 

Today. the most commonly used BCG sub-strains are thc 
Pasteur, lapanese and the Glaxo (Figure 1) but othrr 
daughter strains are/or were in use (Morcau, Montreal, 
Russian, Prague, Danish, Birkhaugh, Australian) [ 121. 

Tllltle 1: Uotln1 of ..... - anti..., dlffe,.....es pre-.lff In MI""--..,,. l>owts llCG dau¡ht.,. stralm. Th<o dau wu Uken from 
..-..:h and hdtorical NpOrú. G""etic - ph~plc diflennces of M. ....... BCG dau¡hter strains. 

STltAIN SYNONIHOUS OELETIONS HN"4 HN70 Hed>oxymycoll EXOCHELIN'S 
(ORF'a) e acid"s 111/ml 

PASTEUR ORI . OIU, ORl4 p LOW N HS 
(28) 

PHtPPS PHll.AOW'HIA OP.I . OR2 (20) p LOW N NO 

AW'PIEll MONTREAL ORI . OR2. OP.8 (24) p LOW N NO 

CONNAUGHT TORONTO OR 1, OR2. OP.8 (24) p LOW N NO 
TICE CHICAGO ORI. ORl (20) p LOW N 390 

OENMARK OANISH 1331 ORI. ORl (20) p LOW N 140 
GLAXO ORl.OIU (20) p LOW N 7S 

Pl\AGUE 011.1. OR2 (20) p LOW N NO 

8111.KHAUG OP. I. ORl (20) p LOW N NO 
SWEOEN GHOTHENBURG ORI (') N HIGH p NO 

JAPAN TOKYO ORI (9) N HIGH p ISO 

MOREAU 81\AZJL ORl.OR 16 (1S) N HIGH p NO 

RUSSIA MOSCOW ORI (9) N HIGH p NO 

MEXICO ORI, OR2 (20) p LOW N NO 

Oll: Oele<ed Rep>ns, ORF: Open Re>ding Frame, P : Protein or >nti&"n •><P'ession. N: Noll protein or antigen •><P'•ssion. NO: Non 
daennlnue. 
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Flaure 1 
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Documented evolutlon of die four M. bcwis BCG strains currendy kcensed to produce for use in humans by the World Health 
Orpnintlon. The arrows lndicate die chronolosic evolutlon of japanese and Oanish strains from the original BCG Pasteur 
1921 and Glaxo strain from Danish 1331. Boxes lndicate occurrence of deledons of the 1enome durin¡ derlvatíon of BCG. The 
year of derivatlon are indícated by Q. The number in die arrows is the in vítro passa¡es documented to have occurred during 
the evolution of BCG Pasteur and daughter straíns since 1921 to the freeze dried of BCG in 6-0th. 

Recently, Lagranderie et al (201 evaluated the c:apacily of 
five BCC sub-sttains to trigger and maintain the immune 
response in mice and found statistic:ally signific:am differ­
ences in their protective dlicacy. However, the data are 
subject to the panicular experimental conditions used in 
their mice modd. ln ttality, vaccine candidates are tested 
in severa) models and under differe.nt evaluation criteria. 
Jt is dear that 1he s1ra1egies Cor the development and eval­
uation of the new vaccine candidates need to be standard· 
iud under shared criteria in order to understand their 
ability to induce proteaion (21 I in animal models that 
mimic the key MpectS of na1urally occurring human 
tuberculosis (221. Currently, work is being carried out to 
understand the differences in the major BCC vaccines 
being used in human trials. In these studies, BCC vacdnes 
are being s1udied in a wdl<haraaerized mouse mode.I of 
pulmonary tuberculosis, which tries 10 mimíc natural 
human infection as much M possible (23f. Under these 
conditions l O different daughter s1raíns shown 10 induce 
a wide range of protection against M. tuberculosis intratra· 
cheal infection displaying differences in terms of colony 

forming units (CRJ's) reduction, delayed iype hype,rsensi­
tivity response and proponion lung surfaet! affected by 
pneumonia going to be difficult correlate the protective 
response offered by the current disposable vaccines with 
the protective d'ficacy determined in previous human 
dinical trials (Figure 2 shown ttpresemative lu11g section 
of mice unvaccinated or vaccina1ed with 1hese daughier 
strains) lunpublished datal . 

The availability of the complete geno me sequence of 1wo 
M. tuberculosis strains and the panial sequence of the BCC 
Pasteur sub-strain, may lead 10 the undemanding of 1he 
principal source of antigenic variations, which would be 
significant for vaccine design and for inducing pro1ec1ive 
immunity in tuberculosis (24-261 . As sttn in RCC sub­
strains, variation in co lony morphology among isolates of 
M . cuberculosis from patients is extremely common and 
multiple phenoiypes are often apparent ('Ven from a 
microbial culture from a single sputum sample. However, 
attempts to correlate such differences with pathogenic 
potential canno1 be sustained. 
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Asure 2 
Representatíve cross-sectíons from lungs of BALB/c mice vacclnated and infected with virulent M)'COboctetium tuberculosis 
H37Rv. A. Typical lung sectíon from health non infected mice, no pneumonic or infiltrate were detected. B. Lung from mice 
non vaccinated and c:halenge with M. tuberollosis. C. Lung from mice vacánated with heat inactivated Mycobocterium WJCcoe a 
closely related Mycobacterial stnins. D. l.ung from mice vaccinated with BCG Phipps strain. Significant reductíon in the tíssue 
damage was seen only in the míce vaccinated with BCG, the use of saprophytíc bac:Hti as vaccine no induce ímmune response 
c:apable ID control infectíon and pneumonic developmenL Vaccines were evaluated under a mice model of pulmonary tubercu­
losis (unpoblished data) (H:E stain SO><). 

lmmunolotfcol consldeNdon• fw new t uberculosls vocclne ..,_,.,,,,,..nt 
The devdopment of a new vaccine with improved protec­
tive immunity against M. tuberculosis depends on the effi­
cient recruitment of antigen-specific T-cells principally 
CD4+ in the lungs, as well as on the cytokines that are 
rdeased panicularly lFN-y, which is imponant Cor induc­
ing the macrophage killing activation mechanism (271. 

Cdl-mediated immunity plays the principal role in con­
taining infection, and the routes of vaccine administration 

and immunization influences immune response develop­
ment. In infants, BCG vaccination generally induces a Th 1 
cytokine response and stimulates cytotoxic T-lymphocytc 
activiry in neonates 1281. An altemative route of BCC 
administ.ration, which does not induce the side effects 
associated with subcutaneous immunization, is vía rectal 
delivery. This method induces a similar immune response 
and protection in several animal models (29,301 without 
altering the recruitment pattems of activated T-cells (31 l. 
lntranasal immunization induces higher protection by 
rapid induction of IFN-y and T-cell response in the lung 
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tissue but there are sorne who have serious misgivings in 
using live baciUi. However, nasal administ.ration of 
recombinant BCG as a means to deliver immune domi­
nant antigens to the mucosa shows sorne promise for 
therapeutic use in HIV infection (32,331. 

M. tuberculosis has a complex multiplicity of antigens with 
a diverse chemical and immune reactive nature as has 
been demonstrated in lipids, polysaccharides, and pro­
teins. Sorne of these induce the granuloma formation, 
maaophage activation, and adjuvant activity while others 
are immunosuppressive and enhance host toxicity 
( 27,34 l. lt should be remembered that the T-cell mediated 
immune response can result in protective immunity but it 
may also lead to pathological immurtity that is detrimen­
tal to the host. The understanding of specific antigens 
expressed during early infection, disease, latency or reacti­
vation and their immunological characterization are key 
for the development of new vaccines. 

Looking back in the history of tuberculosis research, dur­
ing the second half of 20th Century, various rypes of vac­
cines have been developed against mycobacterial 
infection to control bacilli replication and dissemination 
in order to stop tuberculosis transmission and future erad­
ication. This vacáne development has been induded the 
use of secreted proteins and surface exposed proteins, 
nudeic acid vaccination, rational attenuation of Mycobac­
terium sp strains, and recombinant BCG vaccines, ali of 
which are currently being tested in a wide variety of ani­
mal models befare future use in human dinical trials 
(25,35-371. 

Now a day M. bovis BCC vaccine is the only live bacteria! 
vaccine in use, which shows no major side effects. This is 
the most used vaccine and has been administered to more 
than two billon people worldwide and has showed long­
lasting immunity. 

llntil now, medical staffs and health care workers 
accepted that BCG strains have been able to induce pro­
tection in the first year of life as well in ali animal models 
that have been used; something that other vaccine candi­
dates have still failed to achieve. Recent data of protective 
efficacy coming from more than 180 vaccine candidates 
put in perspective the evaluation of existing BCC vaccines 
in a way to identify potential candidate for a rationally 
designed recombinant BCG vaccine or an auxotroph vac­
cine by comparing protective efficacy ( 2 JI. These new 
designed recombinant vaccines have been shown to 
induce Thl and long-lasting protective response with a 
smaller number and size of granulomas and a reduced 
load of colony forming units. 

h11p:/lwww.ann-<:linmlcrob.com/contenV3/1/10 

The development of new acellular vaccines composed of 
one or more antigens may offer a faster route for crea1ing 
an altemative to BCG vaccines. Howeve.r, this approach 
needs a diswting research 10 identify and defining those 
potential proteins recognized by human T-cells which are 
capable of inducing cell-medíated and long-lasting 
immunity. On last ten years attention has mainly bcen 
focused on the group of proteins secreted by the bacteria 
in culture media during the active replication of M. tuber­
culosis in early groW1h phase. These have been recognízed 
in the early stages of tuberculosis infection in severa! ani­
mal models and may be the reason that viable mycobac­
teria are needed for effeaive vaccination against M . 
tuberculosis infection (25,351. 

Various approaches are currently being analyud using 
sub-unit vaccines based on culture filtrate proteins of M. 
tuberculosis, which when are admirtistrated with an adju­
vant have been shown to induce protective immunity in 
micc, guinea pigs and non-human primate models (401. 
Antigen isolation has depended on the use of monoclonal 
antibodies (39 I or by direct chromatography of cuhure fil. 
trates. Such isolation procedures are characterized by bio­
chemical and immunological techniques, with the 
corresponding genes being sequenced and cloned for fur­
ther use as a vaccine. Severa! antigens have been cloned 
and purified as recombinant proteins, due to 1he large­
dose:s required for immunization. The choice of an ami­
gen or severa! antigens to formula te optima! immunolog­
kal cocktails for vaccine use needs to be tested through in 
vitTo and in vi~ studies. In in vitro human studies, ESAT-6. 
CFP-10, Ml'f64, MP870 and fusion proteins ofthe ESAT-
6 and antigen 858 have been tested to show their ability 
to induce protective T-cell response. The most used 
criteria for tuberculosis vaccine designs are antigen-spe­
cific proliferation and IFN-y secretion assays (35,40-421. 
ESAT-6 was a promises in this area because is an immunc 
dominant anligens most frequently recognized by 111 
patients, which contains a great number ofT-cell epitopes. 
In animal models, ESAT-6 has been recognized in the first 
phase of infection and has been demonstrated to be a 
strong T-cell immunogen inducing prime memory immu­
nity, which persisted in individuals who had recovered 
from disease (25,43). The 30/32-kDa complex is among 
the most important secretor proteins of M. 111berc:11losis and 
has been shown to be protective in the guinea pig model 
of pulmonary tuberculosis. Their abundant production 
either extracellulary in broth culture or intracdlulary in 
human monocytes, suggests a vital role in thc physiology 
of the bacterium. 

The recent elucidation of complete genome sequence of 
two M. tuberculosis strains and acceleratcd development of 
gene1ic tools for the study of M. ruberculosis has enabled 
the development of DNA vaccination, which has been 
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u~sted in severa! animal models (44,451. Over the la.st few 
years, genetic immunization has become the most popu­
lar suategy in vaccine developmem and may be a success­
ful altemative Cor the delivery of M. tuberculo5is antigens 
that drive the cellular immune response. The DNA vac­
cines that expressed the 858, MPT64 and ESAT-6 antigens 
has been demonstrated that they reduced the leve! of pul­
monary infeaion following M. tuberculo$is challenge, by 
the spedfic CD4+ and CD8+ T-cell response (44,46,47j. lt 
wa.s also shown that combined vacdnation with three 
antigens wa.s more effeaive than vaccination with a singe 
vector. The use of cytokines to increa.se vaccine protection 
enhanced the specificity of the immune response triggered 
against these antigens, thereby potentially maintaining 
theTii 1 response (46j . These results concur with previous 
studies conceming sub-unit vaccines that have shown 
them to be only equal at best to BCG vaccines. In these 
way, immunízation using a DNA vaccine of the 32-kDa 
protein stimulated protective immunity against BCG and 
M. tuberculosis infect.ion (47,48). Pla.smid vectors express­
ing the 38-kDa glycoprotein induce a comparable leve! of 
protection with other DNA vaccines and develop a strong 
antigens-specific Thl response in human and murine 
lymphocytes, characterized by IFN-y secretion (451. How­
~. genetic vaccination with the 19-kDa lipoprotein 
resuhed in a non-protective antibody response (49 l. Even 
though 38 kDA and 19 kDa are imponant antigens that 
induce a Thl type immune response, they do not protect 
mice from M . IUNml/osis infection. Similarly, no protec­
lion was observed when immunization used chaperon­
like proteins. in contra.si with early works in which the 
heat-shock proteins like HSP60 and HSP70 resuhed in a 
protective effect. Similar results to those using 38 kDa and 
19 kOa have bttn obtained by immunizing with MPB83 
DNA vaccines (50,511. 

The major advance in DNA immunization is the notion 
that intramuscular vaccination is beuer Cor inducing a 
protective Th 1 type imn;iune response against tuberculo­
sis wíthout sensitizing the animal to tuberculin testing. An 
altemative to DNA immunízation is the use of recom­
binant vaccine viruses that cxpress immune dominant 
antigens (521. 

Although DNA vaccines are an atuactive altemative Cor 
the dcvelopment of a new vaccíne, they do not surpass the 
protection conferred by BCG vaccination (53( and nttd 
funher safety cvaluation prior to testing in human 
populations. 

The stable expression of foreign DNA in BCG on a pla.s­
mid vector established aba.sis Cor the construction of poly­
valent recombinan! BCG vaccine but the antibiotic 
resistane1~ marke.rs are not appropriate Cor the selection or 
maintenance of recombinant plasmid containing anti-

http:/lwww.ann-dinmicrob.com/cootenl/3/1/10 

gens. An ahemative would be to dcvelop auxotroph 
mutants that would maintain s1ability, as they offer a 
genetic function required Cor the survival of the mycobac­
teria in their host. For this purpose defining mycobacterial 
promoter sequences is critica! Cor expressing high levels of 
selected amigens responsible Cor cell-mediated immunity. 

Recombinant BCG vaccines will have the excellen1 adju­
vam activity of BCG and thus, significant levels of T-cell 
reaaivity but it is uncenain whether they will be capable 
of generating high levels of cytotoxic T-cell response. The 
use of BCG as a live vaccine vector ( 60 J for 1he presenta· 
tion of heterologous and homologous amigens can be a 
powerful method Cor driving the immune response to the 
Thl phenotype or for replacement of BCG targe1 genes by 
homologous recombination (551. 

Auxotroph and avirulem mutants of M. cuberculosis and M. 
'1ovis (56-59 ( have been developed showing wide variabil­
ity in their avirulent charaaergiving equivalem pro1ec1ion 
between them and comparable 10 tha1 of BCG, which 
have also proved safe in individuals wi1h immunodefi­
ciency disease. 

Pon,.pttomlc opproach 
With the complete genomic sequence and database com­
parisons, it is now possible to attribu1e 1entative functions 
to roughly 40% of the 3924 protein coding genes Cor the 
genome of M . tuberculosis (24( . In addi1ion. this informa­
tion reveals new members of family proteins and poten­
tial varialion between M. tuberculosis, M. bovis and M. bovis 
BCG (601. Until recently, there have been two principal 
ways to leam more about the role of new antigens in the 
immune pathology of tuberculosis. Ali primary resuhs 
come from sorne biochemical or immune proliferativc 
assays induced by individual proteins with funher charac-
1erization under spedfic conditions in animal models. 
Studies usíng such tools have resulted in the idemification 
of immune dominant antigens, which are strongly recog­
nízed in humans and with the potential for developing of 
a novel TB vaccine. An applied approach aUowed the 
idemificalion of deleted genes and the devclopment of 
antigens that can dislinguish between M . tuberculosis 
infection and BCG vaccination (61( . This offers 1he pros­
pect of staning vaccine design using the genetic infonna­
tion by reverse vaccinology (26J. 

Comparative ana.lysis of the comple1e genome sequence 
of M. tuberculosis, M. bovis, BCG st.rains and M. leprae and 
other mycobacte.rial species may allow the identification 
and development of subunil vaccines with an exceptional 
specifidty, bowever the high similarity of these strains 
limít this potenlial window of amigens. 
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The recent development of recombinant BCC vacdnes 
tha1 secrete cytokines or specific antigens is one of the 
most secure routes in the development of improved vac­
cines against tuberculosis (36,62 ). However, as seen in the 
sub-unit vaccine approach. adverse results from antigens 
which are capable of enhancing pro1ection efficacy of the 
currem BCG vaccine could be found. Using recombinant 
BCG that secretes, IFN-y or 11.,2, which have been shown 
10 reduce disease in a pre-infection vaccine model, as well 
as 1NF-alpha which is indispensable for the formation of 
tuberculous granulomas, leading to an increase in lung 
pathology without reducing bacillary loads l48,63J. 

Other recombinant live vacdnes that produce pore-fonn­
ing cytolysin (64J, lntelferon alpha 28 (62) demonstrate 
enhanced immune genedty but not ímproved protection. 
Recemly, Horwitz (65) reponed enhanced protective 
response to challenges with virulent M. tuberculosis follow­
ing vaccination with recombinant BCG that secreted 30-

. Kda antígen of M. 1ul1erculosis. 

The use of closely relared species of Mycobacterium may be 
the second most interesting route to follow for vacdne 
improvement. Mycobacrerium microri is a naturally attenu­
ated strain with a narrow host range. In mice and rabbit 
models, vaccination with this strain resuhed in significant 
reduction in the M. ruberculosis load and histopathology 
lesions [ 66 J. Another approach is the use of differenr host 
vectors that expressshared antigens (64,671 such as Salmo­
ntlla lhyphimurium that secretes ESAT-6, which is used as a 
vaccine and reduces the load of mycobaaeria throughout 
the course of infection. M . vaccae is a saprophytic baállus 
which, as other members of the Mycobacrerium genera, 
share the major antigens and this was used recently as 
altemative immunotherapy in addition to chemotherapy 
in MDRTB cases J68). 

Finally, little is known about the effea ofvaccine boosters 
using sorne antigens and how this strategy may be able to 
drive the response to maintain a prorogued Thl-type 
memoryT-cell responseJ. 

The use of atypical mycobaaeria as hosts for the produc­
tion of M. 1uberculosis antigens needs to be desígned with 
the same precautions as for BCG. Post et al (69J, demon­
strated the inefficacy of recombinant strains of M. vaccae 
and M. smegmatis that expressed the 19-kDa lipoprotein, 
and the abrogation of the proteaion conferred by host 
s1rains alone (49J. On the other hand, the deletion of 
these genes in M. bovis has a significan! effea on the abil­
ity of BCG to protect against M. tuberculosis challenge (70J. 

The rational mutation of virulence genes or putative viru­
lence faaors is being evaluated for their biological func­
tion (71 ). In order to develop better vaccines, severa! 
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mutants have been produced by transposon mutagenesis 
or illegitimate recombination. The current s1rategy is 10 
use antibiotics 10 select mutant strains that beuer express 
antigens than induce protection. However, the use of ami­
biotics in this way and the possibility 10 reven their 
virulence or recombination evems between these and thr 
wild type strains means that this altemative is a long way 
from human trials l37J. The exciting aspect of this early 
research is the specificity of the response elicited by each 
one of these s1rains, which plays a key role in pro1ection 
(591 through homologous or analogous challenge with 
the virulent strain. 

Discussion 
BCG is an attenuated derivative of virulen1 bacilli gener­
ated by 230 serial passes of the parent strain 1hrough lab­
oratory media. lt is believed that attenuation is caused by 
chromosomal rearrangements such as small duplicaiions 
or inversions. Such variations would have been difficull 10 
detect by the genetic and molecular approaches tha1 cur­
rently exist. 

The mechanism by which BCG induces pro1ective immu­
nity has not been established. The mutation tha1 alTects 
BCC provides potential answers as to why there have been 
differences in protective efficacy during various human 
tri al s. 

The development of new vaccines requires a clear under­
standing of the nature ofboth innate and acquired immu­
nity in the lung and the role that these two sets of 
mechanisms play in the protective immune response 
against M . ruberculosis, as well as the construction of deliv­
ery vectors with the ability to elicit an optima! protective 
response that controls the pathogen. Despite the rapid 
developmem of molecular biology techniques, DNA vac­
cines have not proved to be better than live auenuated 
vaccines, such as BCG, for inducing protective immunity 
against tuberculosis. M. tuberculosis has evolved many 
interre.lated processes that favour the particular ecological 
niche, which the organism occupies; the resistance of the 
bacilli to chemical injury, dehydration and cenain amibi ­
otics is directly related to the low permeability of its 
unique cell wall envelope, which also is a rich sourc<' of 
immunogenic amigens. 

Sorne unresolved issues regardi ng BCG efficacy are 1he 
duration of protective immunity, the efficacy of 1he llCG 
daughter strains, the phenotypic differences among RCG 
vaccines, and their overall pro1ec1ion. In bovine studies, it 
has been demonstrated that BCG protection would be 
enhanced with repetitíve immunization at shon intervals 
(72J. Also, the prevalence of RCG infection is unknown 
because many laboratories cannot quickly differentiate 
between BCG and other members of the M. tuberculosis 
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complex. The development of a low-cost vaccine that 
immunizes efficiently with only one dose would be 
imponant for some developed countries, which do not 
offer a free national immuni5ation programme for BCG, 
especially considering that most {69.5%) oftheTB cases 
in 1990 occurred among racial and ethnic minorities. 

An improved BCG vaccine would help in fulfilling a 
number of established criteria: (i) the World Health 
Organization recommends that BCG should be adminis­
trated at bi.rth; (ii) one dose should be suffiáent to confer 
long lasting immunity; (iii) it is the most effeaive known 
adjuvant in animals and man; (iv) the production cost is 
low (NS0.55 per dose) (v) BCG is ofTered as an integral 
compound of the World Health Organization Expanded 
Program on lmmunization (EPI). 

11 is necessary to identify the efficacy, 5aÍety and biochem­
ical dífferences between the BCG sub-strains in use today. 
Understanding these characteristics involves much more 
than simply testing for growth in the spleen or lung of ani­
mal models used for this purpose. In addition, care must 
be taken when considering the ve.ry anificially high-dose 
intravenous infection models of the disease, which 
ínvolves significant dissemination and in which it is 
impossible to evaluate faaors that influence their effi­
ciency, nature of the granulomatous response or cessa­
tion. BCG is the only TB vaccine currently licensed and 
administered to children. The development and eventual 
acceptance of a new TB vaccine is severa! years away with 
5afery, protection and long-terrn efficacy still needing to 
be proved. The use of recombinan! BCG vaccines that over 
produce secreted antigens may be of panicular signifi­
cance in the induct.ion of a protective immune response 
but in the 5ame way, they may produce increased tissue 
damage as they may enhance delayed·type hypersensitiv­
ity reaction following infeaion. Other mycobacterial 
genes still need to be defined in t.errns of their capaciry to 
polariu Thl rype immune response and protea against 
tuberculosis. A careful integration of the biochemistry and 
pathogenesis of M. IJlberculosis, in parallel with a complete 
study of the immune response and resistance to infeaion 
compiled during the last Century, may hold the key to the 
development of a really effective vacáne against 
tuberculosis. 

Concluslons 
The development of a new attenuated vaccine that is more 
effective than BCG depends not only on the identification 
of genes and products that contribute to pathogenesis in 
order to drive the attenuating mutations, but also a precise 
definition of the antigenic machinery used by the 
immune system to develop a protective response. Another 
issue requiring consideration is the potential that a new 
vacdne has for clearing the infection because many cases 
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of dinically active tuberculosis arise from reactivation of 
an infeaion acquired years before and reflea 1he re-emer­
gence of the aaively growing organísm from an appar­
ently non-replicaúve state. In addition, thcre is no 
evidence that current T8 vaccine protection lasts for mor(' 
than IS years in any population l!S,73J. Thc numbcr of 
patients developing tuberculosis through reactivation ver­
sus re-infeaion is a topic currently being investigated in 
developing countries. 

Finally, we can conclude that developing of new vaccines 
would be directed in two ways, in one hand we need a vac­
cine that induce protective immuníty in lnfants and con­
trol and dearance the infeaion, and in the other hand a 
vaccine to treat the high proponion oflatent infeaed peo­
ple. These approaches in the optima) scenery can be 
present in a new based BCG vaccine that could be admin­
istrated at any time of life. as single dose infancy in high 
incidence counlries and at the time of exposition in the 
developed countries when the rates of infected people are 
lesser than 10/ 100 000 people. Until development of this 
vaccine (s) the reduction of latent infeaion, and propor­
lion of infected subjects ( 10%) whose develop tuberculo­
sis In meanwhile, the actual incidence rate will no 
deoeased promptly. 

Before field introduction of any new vaccine, several 
researches should be focused to suppon the enhanced 
efficacy of NEW vaccines against tuberculosis, mainly in 
their capabiliry to dearance initial tuberculosis infection 
named granuloma. dueto many of the inefficacy of con­
temporary BCG vaccine to control tuberculosis infeaion 
where innate and acquired immune response play an 
imponant role in the develop of a vaccine success. 
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