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PROLOGO

La tuberculosis es una enfermedad que afecta a humanos y animales con diferentes
especies de micobacterias implicadas. La tuberculosis humana es causada por
Mycobacterium tuberculosis o bacilo de Koch, mientras que, en los bovinos, el agente
causal es Mycobacterium bovis. Ambos bacilos pertenecen a un grupo taxondmico
llamado complejo Mycobacterium tuberculosis, el cual también incluye las especies
Mycobacterium  africanum, Mpycobacterium orygis, ~Mycobacterium microti,
Mycobacterium canetti, Mpycobacterium caprae, Mycobacterium pinnipedii,
Mycobacterium suricattae 'y Mpycobacterium mungi. Mycobacterium bovis y
Mpycobacterium tuberculosis son altamente similares en la secuencia del genoma (99%)
y causan enfermedades cursando con una fisiopatologia muy parecida. En humanos, la
tuberculosis se trata con un conjunto de antibiéticos bien establecido y una extensa
parte de la poblacién mundial se previene mediante vacunacién con la cepa M. bovis
BCG. Esta vacuna no se aplica en bovinos para prevenir la Tuberculosis Bovina (TBB).

Este capitulo trata sobre los antecedentes y el estado del arte de la investigacion en

vacunas contra la TBB, centrado en el empleo de vacunas vivas atenuadas.

Angel A. Cataldi

Miembro de la Comisidn Cientifica de Micobacterias
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VACUNAS CONTRA LA TUBERCULOSIS BOVINA

No existen actualmente vacunas para el control de la tuberculosis bovina (TBB), pese a
que esta enfermedad ademds de afectar a animales de interés pecuario, es una
importante zoonosis. A su vez, la Unica vacuna en uso para el control de la tuberculosis
humana es la cepa denominada Bacilo de Calmette y Guerin (BCG), obtenida en
Francia en 1921 a partir de un aislamiento de M. bovis. Desde entonces ha sido
empleada en gran parte de la poblacion humana para evitar las formas mas
exacerbadas de la tuberculosis que son la diseminada y la meningea. Si bien confiere
inmunidad para evitar estas formas, no se observé proteccidon contra la forma mas
comun de la enfermedad que es la pulmonar. A pesar que esta cepa ha sido probada
experimentalmente en bovinos, uno de los impedimentos para el empleo de M. bovis
BCG en el ganado bovino es que la vacunacién puede causar interferencia con el
método de diagndstico avalado por la OIE para el comercio internacional de bovinos en
pie que es la intradermorreaccién (IDR). Ademads, la Unidn Europea y otros paises
poseen legislacion que prohibe el uso de la cepa BCG en animales [2]. Aun asi, la cepa
M. bovis BCG ha sido empleada para vacunar fauna silvestre en Gran Bretafia desde el
2010 hasta el 2015 y como vacuna experimental para zarigiieyas en Nueva Zelanda
[3]. Si bien la cepa M. bovis BCG se considera inocua, en humanos se observa que en
pacientes pediatricos causa complicaciones con una incidencia que oscila entre
1:10.000 a 1:1.000.000 de las vacunas aplicadas [4]. Estas complicaciones
generalmente son concomitantes con inmunodeficiencias primarias y por esto en
Argentina existe una disposicién normativa que contraindica la aplicacién de la cepa
M. bovis BCG en personas inmunodeprimidas®. También en los pacientes que reciben
el tratamiento oncoldgico con M. bovis BCG contra el cancer de vejiga urinaria no
muscular invasivo se observa tuberculosis diseminada en baja frecuencia [5].

Ademas de la cepa M. bovis BCG existen candidatos vacunales recombinantes que se
encuentran en etapa de experimentacion. Algunos de ellos como la vacuna MVAS85A se
evaluaron en nifios, pero estas pruebas han sido causa de controversias en la
comunidad académica dado que los estudios realizados en este grupo etario se
habrian aprobado ignorando resultados desalentadores obtenidos a partir de los
estudios en macacos [6].

! https://www.gov.uk/government/publications/2010-to-2015-government-policy-bovine-tuberculosis-

bovine-tb/2010-to-2015-government-policy-bovine-tuberculosis-bovine-tb

? Ministerio de Salud de la Republica Argentina. 2001. Resolucion 814/2001. Normas Técnicas para el
Control de la Tuberculosis. Programa Nacional de Garantia de Calidad de la Atencion Médica.
http://servicios.infoleg.gob.ar/infoleginternet/anexos/65000-69999/68432/norma.htm. Fecha de
consulta: 6 de agosto de 2021.
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INTERFERENCIA DE LA VACUNACION CON EL DIAGNOSTICO DE TBB

Como se menciond anteriormente, una de las desventajas de la vacunacion con la cepa
M. bovis BCG es la interferencia con los métodos de diagndstico. La inmunizacién con
M. bovis BCG sensibiliza a los bovinos frente a los reactivos de uso comun en las
principales pruebas diagndsticas como son la intradermorreaccién (IDR) y técnica in
vitro de liberacion de IFNy frente a la estimulacién especifica. Cabe destacar que la
sensibilizacidn a la IDR en animales vacunados con M. bovis BCG disminuye, pasando
de un 80% a un 8% en el periodo entre los seis y nueve meses posteriores a la
vacunacion [7].

Una alternativa es desarrollar pruebas diagndsticas que permitan diferenciar animales
vacunados de infectados, denominadas pruebas DIVA, por su sigla derivada del inglés
Differentiating Infected from Vaccinated Animals. El principio de las mismas es
reemplazar la tuberculina bovina por antigenos recombinantes especificos que se
encuentran en las cepas salvajes de M. bovis y que estan ausentes en las cepas
vacunales. De esta manera, los animales sanos vacunados con la cepa M. bovis BCG no
responderian a los antigenos presentes en las cepas salvajes que serian los aplicados
para realizar el diagndstico [8].

Entre la IDR y el test de liberacién de IFNy, la metodologia mas simple para ser
adaptada a una prueba DIVA es la determinacidn de IFNy, por la practicidad en el uso
de distintos antigenos al momento de la estimulacién de la muestra de sangre [9].

La secuenciacién completa del genoma de M. bovis BCG [10] y de M. bovis [11]
posibilitd la identificacion de antigenos para ser utilizados en las pruebas DIVA.
Principalmente por la posibilidad de seleccionar aquellos ausentes en la cepa M. bovis
BCG con respecto a las cepas M. bovis salvajes.

Dos antigenos importantes que se encuentran ausentes en el genoma de M. bovis BCG
son ESAT-6 y CFP-10, estas proteinas son codificadas por la regién del genoma
denominada RD1 [12]. Debido a que la misma regidon RD1 se encuentra presente en M.
tuberculosis, las pruebas diagndsticas para humanos empleando cocteles de estos
antigenos purificados han sido de utilidad para diferenciar a los individuos vacunados
con la cepa M. bovis BCG de los pacientes tuberculosos [13,14].

Si bien la prueba de IFNy estimulando a la sangre entera con los antigenos ESAT-6 y
CFP-10 ha sido de utilidad para diferenciar bovinos vacunados de infectados [15,16], el
inconveniente que se ha observado es que la sensibilidad no supera a la alcanzada con
la prueba de la tuberculina PPD Bovina. A causa de esta limitacién es que las
investigaciones para mejorar las pruebas DIVA estdn orientadas hacia la busqueda de
antigenos complementarios para la estimulacién sin resignar la capacidad
discriminatoria de la prueba.

A partir del mismo procedimiento, mediante el andlisis de la secuencia gendmica, se
probaron otros antigenos pertenecientes a regiones también ausentes en M. bovis
BCG como las denominadas RD2 y RD14. Ninguna de las pruebas realizadas pudo
mejorar la sensibilidad del coctel ESAT-6/CFP-10. Por lo tanto, se recurrio a otras areas
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de investigacién como la transcriptomica (analisis del conjunto de transcriptos
expresados por M. bovis BCG y M. bovis) para lograr igualar la efectividad de la
tuberculina PPD Bovina en todos sus aspectos. Se realizaron ensayos para analizar la
expresion de genes de M. tuberculosis y M. bovis que fueran altamente
representativos y de expresion estable bajo diferentes condiciones de cultivo. En estos
ensayos se pudo identificar a una proteina denominada Rv3615¢c, la cual a pesar de
estar presente en el genoma de M. bovis BCG no puede ser secretada debido a que
depende del sistema de secrecidon ESX-1 codificado dentro de la region RD1 [17]. Al no
ser secretada Rv3615c, pierde la antigenicidad. El empleo de Rv3615c recombinante,
en estudios preliminares permitid detectar mediante la prueba diagndstica al 37% de
animales infectados con M. bovis sin dar resultados positivos para bovinos vacunados
con M. bovis BCG [18]. La utilizacién del coctel ESAT-6/CFP-10 junto a Rv3615c
permitid mejorar la sensibilidad de la prueba diagndstica con respecto al empleo de
ESAT-6/CFP-10 tanto en el diagndstico de tuberculosis en humanos como en bovinos
[17,18,19].

La modificacién de la prueba diagndstica de liberacién de IFNy para diferenciar la
sensibilizacién inespecifica que puede aplicarse con fines DIVA permitié abrir el camino
hacia el desarrollo de antigenos especificos para inocular en la IDR. En comparacién
con el ELISA para deteccidn de la liberacidon de IFNy, la técnica de la IDR resulta mas
eficiente en la relacién costo-beneficio y es la mas difundida y aceptada en el
diagndstico de la TBB. Al igual que lo descripto para el IFNy, el uso en la IDR de los
antigenos ESAT-6/CFP-10 junto a Rv3615c demostrd diferenciar bovinos infectados de
vacunados con M. bovis BCG [20]. En un estudio preliminar el agregado de la proteina
Rv3020c a esta ultima combinacidon permitié mejorar la sensibilidad de la IDR [21].
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CEPA M. bovis BCG

A lo largo de los afos de investigacion la cepa M. bovis BCG fue empleada como
vacuna para bovinos por distintas vias y a diferentes dosis [22]. Principalmente via
subcutdnea a dosis bajas (1x10%-1x10°) y via oral a dosis mayores (1x10® UFC) [23].
Ademas, otra de las variaciones introducidas fue el empleo de diferentes cepas, entre
ellas M. bovis BCG Danish y M. bovis BCG Pasteur, y la edad de los animales a vacunar
[24,25]. Los resultados obtenidos indicaron que se alcanzé un grado de proteccién
mayor en bovinos menores de un mes de vida en comparaciéon con animales mayores a
seis meses de edad [26,27].

Sin embargo, a pesar de todos los avances realizados en el uso de la cepa M. bovis BCG
en el ganado bovino, la misma no forma parte actualmente de los programas
sanitarios para el control y erradicacion de la TBB en ningun pais.

De los recientes ensayos con la cepa M. bovis BCG se destacan tres por haberse
realizado en condiciones de transmision natural. En los siguientes parrafos
detallaremos los principales resultados obtenidos en los mismos.

En México, Lopez-Valencia y colaboradores realizaron un ensayo a campo para evaluar
la eficacia de proteccién de M. bovis BCG. En el mismo emplearon una dosis vacunal
tnica de 10° bacterias. En total se utilizaron 140 terneros de una o dos semanas de
edad. La mitad fueron vacunados con M. bovis BCG y la otra mitad con placebo. Luego
de vacunados, los terneros permanecieron en contacto con bovinos positivos a la IDR
hasta los 12 meses de edad. El nivel de proteccidn se evalud considerando dos pruebas
gue miden la inmunidad mediada por células. Una de ellas la liberacién de IFNy,
empleando tuberculina PPD Bovina como estimulo o los antigenos recombinantes
ESAT-6/CFP-10, y la otra la IDR. De esta manera, la eficacia de proteccién fue del 59,4%
(1C95%: 47.64-71.16) y los terneros no vacunados presentaron un riesgo de contagio
2,4 veces mayor que los vacunados [28].

En Etiopia, Ameni y colaboradores [29] evaluaron la capacidad protectiva de M. bovis
BCG. Se vacunaron 13 terneros neonatos y otros 14 se dejaron como grupo control.
Luego estos animales se expusieron a bovinos positivos a la IDR durante un periodo de
diez a veintitrés meses. Las pruebas empleadas fueron la liberacién de IFNy, pruebas
comparativas de IDR, examen post mortem y cultivo bacterioldgico. La patologia y la
cantidad de aislamientos de M. bovis fueron mayores en los bovinos del grupo control.
En general, la proteccién conferida por la vacunacién calculando los distintos
parametros se estimo entre 56 y 68%. En este ensayo también se evalud la capacidad
de identificar animales vacunados protegidos y no protegidos mediante el empleo del
ensayo de liberacién de IFNy usando los antigenos recombinantes ESAT-6/CFP-10,
concluyendo que estos antigenos permiten diferenciar animales vacunados y no
protegidos de aquellos que resultaron protegidos.

En Nueva Zelanda, Nuggent y colaboradores [30] realizaron un ensayo de vacunacion
en el cual se empled una dosis baja de M. bovis BCG (3x10° UFC) en comparacion a los
otros ensayos, y ademas, los animales vacunados estuvieron expuestos a los animales
positivos a la IDR durante un periodo de tiempo mas prolongado, el cual fue de 3,7
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afos. Este estudio de varios afios de duracidn involucré a mas de 800 animales de 1a 2
anos de edad, divididos en tres cohortes, los cuales fueron aleatoriamente
seleccionados para recibir la vacuna o para integrar el grupo de los animales control no
vacunados. Este ensayo de vacuna constituyd una prueba piloto que se efectud en las
condiciones de cria extensiva existentes en ese pais. Al finalizar el ensayo se realizé el
examen patoldgico de los animales incluyendo analisis de los ganglios para corroborar
presencia de M. bovis aun en ausencia de lesiones tuberculosas. La prevalencia general
de TBB fue menor al 4% anual e identificada por las lesiones macroscépicas
detectadas. Hubo dos casos de presencia de lesiones entre 520 bovinos vacunados en
comparacion con ocho de los 297 bovinos no vacunados. La vacunacion con M. bovis
BCG en baja dosis no afectd significativamente las tasas de respuesta del ganado a las
pruebas diagndsticas ante mortem, IDR vy liberaciéon de IFNy, realizadas a un tiempo
mayor a los 7 meses luego de la vacunacion.

VACUNAS RECOMBINANTES CONTRA LA TBB

Las opciones para nuevos candidatos a vacunas se han incrementado con el correr de
los afios, la capacidad de generar nuevas mutantes atenuadas de cepas de M. bovis
mediante manipulacién genética, asi como el empleo de vacunas a sub-unidad con
proteinas recombinantes, vacunas a ADN y basadas en vectores virales, abrié un
campo nuevo de investigacidn en el area de la vacunacidn contra la tuberculosis. En
general, las vacunas a subunidad no lograron inducir una respuesta inmune eficiente y
por lo tanto las mismas requieren del avance en el uso de nuevos adyuvantes para
mejorar su capacidad protectiva. Las vacunas a subunidades suelen ser ademas las mas
costosas. Gran Bretafia, Nueva Zelanda y en menor medida Estados Unidos, Argentina,
Espafna y Meéxico conforman los paises en los cuales se han evaluado vacunas
recombinantes. En la Tabla 1 se resumen algunos de los ejemplos evaluados en estos
paises.
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Tabla 1. Estrategias y candidatos vacunales en experimentacion.

Tipo de vacuna

Composicion

Dosis/aplicacién

Resultado

Referencia

Viva atenuada Simple deletada ARD1 Una dosis Desafio en establos | Waters et al. (2009) Vaccine
P2 27,1201-1209.(12).
Proteccidn
equivalente a BCG
a 4 meses post
desafio
Viva atenuada Doble deletada Una dosis Desafio en establos | Waters et al. (2007) Vaccine
ARD1ApanCD P2 25, 7832-7840.(13).
Sin proteccidn
Viva atenuada Auxotrofa AleuD Una dosis Desafio en establos | Khare et al. (2007) Vaccine
P2 25,1743-1755.(14).
Proteccidn (BCG no
incluida)
Vacuna atenuada Simple/Doble deletada Una dosis Desafio en establos | Blanco et al. (2013)
Amce2/Amce2AphoP P2 (Amce2) Tuberculosis;93:363-72.
Proteccidon mayora | (15).
BCG Garcia et al.(2015)
Amce2AphoP no tuberculosis;95:186-9.(16).
evaluada en
bovinos
Vacuna atenuada BCG sobreexpresando Una dosis Desafio en establos | Rizzi et al PLoS One.
Ag85B P2 2012;7:€51396.(17).
Proteccién mayor a
BCG
Vacuna atenuada BCG sobreexpresando Una dosis Desafio en establos [Horwitz et al. Vaccine 24

Ag85B

P2
Proteccidn mayor a
BCG

(2006) 1593-1600.(18).

Vacuna a ADN

ESAT-6:CFP10 DNA

Administrada junto a
BCG

Desafio en establos
P2

Proteccidn mayor a
BCG

Maue et al. (2007)Vaccine
25, 4735-4746.(19).

Vacuna a ADN

Constructos con Hsp 65,
Hsp 70, Apa

Como refuerzo de
BCG

Desafio en establos
P2

Skinner et al.(2005) Infect
Immun. 73(7):4441-4.

Protecciéon mayora | (20).
BCG
Vacuna a ADN Constructos con MPB70 | 3 dosis (2 primeras Desafio en corrales | Wedlock

o MPB8&3

ADN vy la 32 proteina)

contenidos
Proteccidon menor a
BCG

et al. (2003) Tuberculosis
83(6):339-49.(21).

Basadas en vectores
virales

MVAS5A o (Ad85A)

Como refuerzo de
BCG

Desafio en establos
P2

Proteccién mayor a
BCG

Vordermeier et al. (2009)
Infect Immun.
2009;77(8):3364-73.(22).
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CANDIDATOS VACUNALES EXPERIMENTALES EN BOVINOS EN
ARGENTINA'Y BRASIL

La construccion de cepas mutantes de M. bovis ha permitido identificar varios genes
involucrados en la patogenia de la bacteria. En nuestro grupo de investigacién,
siguiendo el enfoque de la gendmica funcional, se realizaron varias mutantes de M.
bovis mediante delecidon puntual de genes de interés. La evaluacién de las cepas
mutantes en distintos modelos animales como el ratén y cobayo, posibilitéd analizar la
virulencia de las mismas comparando con la cepa parental.

M. bovis BCG obtenida en 1921 tiene mas de 100 mutaciones en comparaciéon con M.
bovis. La capacidad de generar un candidato vacunal que posea una o mas deleciones
seleccionadas segun su impacto en la virulencia del patégeno y que preserve proteinas
altamente inmunogénicas ausentes en M. bovis BCG, como ESAT-6 y CFP-10, resulta
una estrategia prometedora.

En 1993 se describié un fragmento de ADN presente en M. tuberculosis responsable de
la codificacidon de proteinas involucradas en el ingreso a la célula del hospedador. Estos
genes se denominaron mce (por sus siglas en inglés mammalian cell entry) [31] y se
encuentran codificados en cuatro operones. La virulencia de las cepas mutantes en los
genes mce en los modelos de infeccidn de ratén parecen diferir, pero en la mayoria de
los estudios la pérdida de uno o mas de los operones mce generalmente resulta en
atenuacién.

El grupo dirigido por la Dra. Fabiana Bigi obtuvo una cepa de M. bovis deletada en los
genes mce2A y mce2B (denominada M. bovis Amce2), la cual fue evaluada como
vacuna en el ganado bovino en un ensayo en condiciones experimentales. El ensayo se
llevé a cabo en boxes de bioseguridad realizando el desafio con una cepa patdgena de
M. bovis. Se emplearon grupos de cinco a seis terneros de tres meses y medio de edad.
Uno de estos grupos fue vacunado con la cepa M. bovis Amce2, otro con la cepa M.
bovis BCG y el ultimo permanecidé como el control sin vacunar. Durante cien dias los
animales fueron evaluados mediante el ensayo de liberacidn de IFNy, citometria de
flujo, cuantificacién de citoquinas e IDR. La necropsia detallada de los animales revelé
gue el grupo vacunado con la cepa M. bovis Amce2 presentd menor grado de patologia
en conjunto con una puntuacion histopatolégica significativamente mas baja para las
lesiones en los pulmones y los ganglios linfaticos pulmonares que para los otros grupos
[32]. A diferencia de los ensayos en bovinos mencionados anteriormente, la presente
prueba fue realizada con desafio experimental y en tiempos controlados. Una préxima
evaluacién en condiciones de campo y con un nimero mayor de animales permitira
evaluar en mayor profundidad este nuevo candidato.

En conjunto con el candidato vacunal denominado M. bovis Amce2, se evalud otro
candidato desarrollado por el laboratorio del Dr. Dellagostin en Brasil. EIl mismo se
trata de una cepa de M. bovis BCG Pasteur modificada genéticamente que
sobreexpresa el antigeno Ag85B [33]. En la evaluacion de este candidato a vacuna se
emplearon los mismos controles y determinaciones usadas para la cepa M. bovis
Amce2. La vacunacion con el segundo candidato permitid mejorar los niveles de
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proteccion observados para M. bovis BCG [34]. En conclusidn, al igual que se observé
con el candidato vacunal experimental desarrollado en Argentina, esta primera prueba
resultd promisoria y se requiere un estudio a campo mas extensivo para evaluar su
potencial.
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Los tres niumeros que componen la Serie Monografica Micobacterias de Interés
Veterinario terminaron de revisarse en diciembre de 2021.
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