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Aspectos relevantes del uso de Mycobacterium "‘habana’ como
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La eficacia protectora de la actual vacuna (BCG) contra la tuberculosis, para contrarrestar las formas pulmonares
de esta enfermedad y su reactivacion, resulta variable o poco eficiente, lo cual impone la bisqueda urgente de
nuevas alternativas profilacticas contra esta enfermedad. Basados en las ventajas inmunogénicas que ofrece el
uso de vacunas vivas, se han encaminado diferentes estrategias de este tipo empleando mutantes auxotréficos
de Mycobacterium tuberculosis, BCG recombinante o micobacterias no tuberculosas. Existen evidencias
experimentales acerca de la proteccion conferida tras la vacunacién con cepas vivas, inactivadas o fracciones
proteicas de Mycobacterium’habana’ TMC-5135 contra la infeccién por Mycobacterium tuberculosis. Esta
respuesta protectora parece ir aparejada de escasos signos de virulencia en los modelos animales ensayados, lo
cual coloca a M. ‘habana’ dentro de los posibles candidatos vacunales contra la tuberculosis al ajustarse a la
condicién que impone una vacuna clasica de reproducir la infeccién y los eventos inmunes que le suceden lo mas
fielmente posible a como ocurren de manera natural, sin causar extensos danos en el receptor.
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Introduccion puede resultar variable o totalmente ineficiente (6).
Consecuentemente esta problematica impone nuevos retos
a la busqueda urgente de alternativas profilacticas eficaces
contra esta enfermedad, con el objetivo de reducir su
incidencia en las areas endémicas (7).

A cinco décadas de la implantacién de los programas de
control contra la tuberculosis (TB), empleando drogas
potencialmente eficaces, ha sido imposible reducir la
prevalencia internacional de la enfermedad por
Mycobacterium tuberculosis. Factores como la pobreza, la
superpoblacién, las guerras y la destruccién de las
infraestructuras nacionales han contribuido a la diseminacion
de esta enfermedad, la cual cobra 50.000 vidas semanales y
aproximadamente un tercio de la poblacién mundial esta
infectada asintomaticamente con esta bacteria (1-3).

A pesar del rechazo inicial mostrado hacia el desarrollo de
vacunas vivas contra la TB, estas constituyen los mas
potentes estimuladores de una inmunidad protectora. Esta
afirmacioén se basa en la ventaja que supone la expresion de
un gran numero de antigenos micobacterianos y la
consecuente habilidad para estimular una mejor combinacion

. . . ., de subpoblaciones de células T (8, 9).
En la actualidad, el rapido incremento de la circulacion de

cepas multidrogorresistentes (MDR) y extremadamente
resistentes (XDR) hace que este fendmeno se torne mas
peligroso y potencialmente incurable (4).

En la actualidad se han explorado diversas alternativas
empleando micobacterias vivas e inactivadas o sus
principales antigenos, como potenciales candidatos
vacunales. Las vacunas vivas incluyen micobacterias menos
virulentas, atenuadas de forma natural o mutantes
auxotroficos de M. tuberculosis. Por otra parte, algunas
micobacterias no tuberculosas como M. vaccaey M. microtti
se han sugerido como candidatos vacunales, sin embargo
los experimentos en animales demuestran variabilidad en su
eficacia protectora (7).

La vacuna viva atenuada Bacillus Calmette-Guérin (BCG) se
desarrollé hace mas de 80 afos y en la actualidad es la Gnica
disponible contra la TB (4). Su uso sistematico evita la pérdida
de miles de vidas cada ano; sin embargo, sus beneficios se
han visto restringidos a la prevencién de las formas graves
de TB de la infancia, incluyendo la miliar, meningea y
extrapulmonar (5).

Mycobacterium “habana’ fue aislado por primera vez por
Valdivia y cols. en 1971, a partir de esputos provenientes de
pacientes con enfermedad pulmonar indistinguible de una
TB (10, 11). Debido a su gran similitud bioquimica y serologica
con M. simiae (serotipo l) el Grupo Internacional de Taxonomia

El bajo costo y amplio historial de seguridad constituyen
ventajas irrefutables de esta vacuna, aunque,
desafortunadamente, en adultos la eficacia protectora de la
BCG contra las formas pulmonares de TB y la reactivacion
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de Micobacterias lo ubicé como integrante de esta especie
(12, 13). No obstante, existen diferencias antigénicas e
inmunogénicas que permanecen en la literatura sin
explicacién y se ha mantenido la denominaciéon M. “habana’
para aquellas cepas aisladas originalmente en Cuba (14).

Existen evidencias de que la vacunacién experimental con
M. “habana’” TMC-5135 confiere proteccidon contra la
infeccion por M. tuberculosis, Mycobacterium leprae,
Mycobacterium ulceransy Leishmania donovani (15-19). En
el presente trabajo se exponen los aspectos mas significativos
relacionados con la virulencia, inmunogenicidad y poder
protector de M. "habana  contra la tuberculosis.

Potencial inmunogénico de M. ‘habana en la
infeccion tuberculosa experimental

Los candidatos vacunales clasicos necesitan simular la
infeccion natural lo mas cercanamente posible, sin causar la
enfermedad, y a la vez reproducir los pasos y procesos que
se suceden en el establecimiento de la inmunidad natural.
Estudios epidemioldgicos y experimentales indican que la
infeccion previa con TB confiere proteccion relativa contra
una enfermedad por reinfeccion (20). Esto sugiere que las
vacunas vivas atenuadas que no causen enfermedad pueden
generar proteccion, por lo que estan siendo ampliamente
probadas en la inducciéon de una memoria duradera contra
los patdgenos intracelulares (20).

A menos de una década del reporte inicial de M. "habana’,
un grupo de investigadores de la India estudié el potencial
inmunogénico de la cepa TMC-5135 en comparacion con el
inducido tras la vacunacién subcutanea con 19 cepas de
diferentes especies de micobacterias, empleando modelos
experimentales murinos (21). Curiosamente, Gupta y cols.
demuestran la habilidad de M. ’habana” de proteger a los
ratones vacunados, luego del reto con M. tuberculosis H37Rv,
y detectan valores de sobrevida superiores en un 20% a los
mostrados tras la vacunacién con BCG, en las mismas
condiciones experimentales (21).

Contrario a la similitud serolégica demostrada por Meissner
y Schroeder entre M. "habana "y M. simiae serotipo | (12), los
experimentos de inmunogenicidad evidencian que esta ultima
no confiere protecciéon experimental frente a la infeccion
tuberculosa (21), por lo que probablemente M. “habana’
presenta caracteristicas antigénicas distintivas que expliquen
estos comportamientos.

En este sentido, Mederos y cols. reportaron diferencias en la
composicion de las fracciones de glicopeptidolipidos (14, 22)
y acidos micélicos (23), entre ambas especies
micobacterianas, las que pudieran estar involucradas con
sus diferencias inmunogénicas.

Esta hipétesis se sustenta en la evidencia de que cepas de
M. tuberculosis con mutaciones a nivel de los acidos micélicos
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difieren de las cepas salvajes en sus propiedades patogénicas
e inmunogénicas (24, 25). Recientemente, Mederos y cols.
mostraron la existencia de diferencias estructurales en el
“factor cuerda’ entre cepas de M. ‘habana’y M. simiae. Sin
embargo, estas no parecen ser relevantes en lainduccién de
la producciéon de TNF-o en lineas celulares de macréfagos
(26).

La unica medida valida de la habilidad de una vacuna de
inducir proteccion es el reto de animales vacunados y
controles con el agente etiolégico de la enfermedad, para la
cual se esta vacunando, y medir el resultado final de esta
infeccion. En los ensayos con vacunas antituberculosas la
eficacia protectora incluye una sobrevida prolongada,
reduccién en la apariencia clinica de la enfermedad y en el
dano histolégico, tanto a nivel macroscépico como
microscoépico, disminucién de la carga bacilar y restriccion
anatomica del bacilo al sitio de entrada en los animales
vacunados (27).

El efecto protector de la vacunacién con cepas vivas de
M. ‘habana” se ha evaluado empleando multiples vias de
inoculacion y diferentes modelos experimentales. Rajy cols.
demostraron la capacidad restrictiva de la vacunacién
intravenosa con la cepa TMC-5135 en la multiplicacién de M.
tuberculosis, tanto en animales inmunocompetentes como
inmunodeprimidos, donde obtienen valores cien veces
menores de carga bacilar en los ratones inmunizados, en
comparacion con el grupo control no vacunado.

Este hallazgo se traduce en un dano pulmonar limitado a
una pequefa proporcion del parénquima, con ausencia de
areas necroticas y un incremento de linfocitos con relacién a
lo observado en ratones no vacunados. Cuando estos
resultados se expresan en términos de mortalidad, la
vacunacién con M. ‘habana * evidencia claramente el aumento
en la sobrevida, hasta un 50%, indicando proteccion frente a
la infeccién experimental con M. tuberculosis (28).

A pesar de la respuesta protectora encontrada en estos
experimentos la interpretacion de sus resultados se ve
limitada por la utilizacién de la via endovenosa durante el
reto con M. tuberculosis H37Rv. Esta via difiere de la empleada
de manera natural por esta micobacteria, para provocar la
infecciéon en un hospedero susceptible. La inoculacién
endovenosa pudiera contribuir a la rapida distribucién del
agente a través de los diferentes componentes del sistema
mononuclear fagocitico, contribuyendo a la eliminacién de
una gran cantidad de los bacilos con los que se pone en
contacto.

En este sentido, el grupo de trabajo del Laboratorio Nacional
de Referencia e Investigaciones en Tuberculosis y
Micobacterias del IPK, llevé a cabo estudios de proteccién
empleando la vacunacién subcutanea con diferentes cepas
vivas de M. ‘habana’en ratones Balb/c. En esta investigaciéon
el reto se llevo a cabo empleando M. tuberculosis H37Rv y
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una cepa de M. tuberculosis perteneciente al genotipo
Beijing, la cual se ha reconocido como hipervirulenta en el
modelo experimental empleado (29). El reto se realizé
empleando la via intratraqueal, lo cual supone ventajas en
cuanto a lareproduccién de un modelo lo mas cercano posible
ala via de infeccién natural empleada por esta micobacteria.

Los hallazgos més impresionantes se obtuvieron tras el reto
con la cepa del genotipo Beijing, que demostré que la
vacunacién con M. ‘habana’ no previene de la infeccion
tuberculosa, sin embargo protege contra la progresion y
diseminacion de la enfermedad, resultando significativamente
mayor que la proteccion conferida por la vacunacion con BCG
(30), datos no reportados con anterioridad en la literatura.
Analizando estos resultados, parece evidente que la
respuesta inmunoldgica inducida a través de la vacunacion
con cepas vivas de M. ‘habana’ es protectora frente a la
infeccién tuberculosa, al menos en modelos animales.

Las evidencias experimentales sugieren una fuerte
correlacion entre la multiplicacion micobacteriana en el
hospedero y la reactividad de células T contra los antigenos
secretados (3). Estos ultimos se podrian comportar como
estimuladores tempranos de la respuesta inmune protectora
contra los patégenos. Esta hipotesis se basa en el hecho de
que la vacunacién con bacilos vivos induce altos niveles de
resistencia antituberculosa en experimentos con animales,
en comparacion con las vacunas de células inactivadas o de
sus componentes, incluso cuando estos son presentados en
adyuvantes apropiados (3).

Aunque los correlatos de proteccién en tuberculosis ain
esperan por una definicion, existe un consenso general con
respecto a que la infeccion micobacteriana se caracteriza
por el reclutamiento de células T CD4+ productoras de
citoquinas tipo I, en particular IFN-y (31, 32). Valdés y cols.
tras inocular cepas vivas de M. ‘habana’, empleando un
modelo de tuberculosis pulmonar progresiva en ratones
Balb/c, demostraron la capacidad de las mismas de inducir la
expresion de altos niveles de factores protectores, entre los
que se encuentran el IFN-y, TNF-o e iNOS y una baja
expresion de IL-.4 (30). Estos hallazgos, unidos a la formacion
temprana de granulomas en respuesta a la infeccién por M.
tuberculosis H37Rv sugieren que la vacunaciéon con
M. ‘habana’ es inductora de una fuerte respuesta inmune
celular (30, 33).

Por otro lado, existen multiples reportes que tratan de
dilucidar el papel inmunogénico de algunos de sus principales
antigenos en virtud de explicar el grado de proteccion
conferida por esta vacunacién (34-36). Jyothi y cols.
reportaron la capacidad de M. "habana ’ de liberar proteinas
extracelulares inductoras de una fuerte proliferacion de
células T y un incremento en la produccién de citoquinas
pertenecientes al perfil Th-1. Consecuentemente, estas
ejercen un efecto regulador positivo en la actividad de las
enzimas lisosomales (B-glucuronidasa y fosfatasa acida), asi
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como en la produccion de NO y H,O,, siendo estos los posibles

mecanismos de accion de este tipo de vacunacion (34).

Las proteinas de choque térmico (HSP) se han considerado
ampliamente como candidatos vacunales en virtud de su
fuerte capacidad inmunogénicay su distribucion cosmopolita.

El antigeno HSP65 se encuentra bien caracterizado en las
micobacterias, reconociéndose en el mismo la presencia de
epitopes para células Ty B. Singhy cols. demostraron el alto
grado de similitud existente para este antigeno, entre
M. tuberculosis, M. leprae y M. "habana’ (35).

Singh y cols. estudiaron la eficacia protectora del antigeno
HSP65 de M. habana en la TB experimental. Los ratones
vacunados con este antigeno, luego del reto con
M. tuberculosis, muestran menores conteos de bacilos acido-
alcohol resistentes en el tejido pulmonar y esplénico, asi como
una media de sobrevida entre 7 y 8 veces mayor, en
comparacién con el grupo control no vacunado (35).

Por su parte, Chaturvedi y cols. realizaron el aislamiento y
localizacién subcelular de los antigenos que tributan de
manera significativa a la eficacia protectora de M. ‘habana’,
donde se encontrd que una gran parte de ellos se localizan
en la fraccién perteneciente a la membrana celular,
preferencialmente en el compartimento periférico.

Este fenédmeno pudiera ser el resultado de un aumento en la
inmunidad total del organismo que controla la infeccién, ya
sea, desde sus primeros momentos o a través de la
destruccién del patégeno, seguido por una rapida eliminacion
de los bacilos muertos. Un hallazgo interesante de este
estudio consistié en que se demostré una enorme similitud
entre los perfiles de separacién de las proteinas estudiadas
de M. habana’y M. tuberculosis, lo cual evidencia
nuevamente la relacion antigénica entre ambas micobacterias
(36).

Interesantemente, el reconocimiento de proteinas secretadas
por M. habana’ por suero de pacientes con tuberculosis
pulmonar activa, a través de la técnica de Western blot, revela
la presencia de algunos antigenos inmunorreactivos,
particularmente el Ag85. Este constituye uno de los antigenos
de secrecién temprana mas importantes en M. tuberculosis,
del cual se ha demostrado su alta capacidad inmunogénicay
protectora (37-39).

Este hallazgo se corrobora por Valdés y cols., tras la
observacién de una elevada produccién de IFN-y, luego de la
estimulacién con Ag85 de suspensiones celulares de ganglios
linfaticos, bazo y pulmones provenientes de animales
vacunados con cepas vivas de M. ‘habana’.

Adicionalmente, en este estudio se demostré que la
estimulacion de estas suspensiones con antigenos
provenientes del filtrado de cultivo de M. tuberculosis H37Rv
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induce altos niveles de esta citoquina, lo que refuerza la
hipotesis de la relacion antigénica entre M. "habana’ y
M. tuberculosis (30).

Seguridad de la vacunacién experimental con
M. "habana’

La seguridad es una de las mas grandes preocupaciones y el
mayor reto en el desarrollo de vacunas vivas en virtud de
proveer de suficiente garantia para su posterior aplicacién
en humanos. Tradicionalmente, los estudios de sobrevida
emplean la evaluacién del candidato en diferentes modelos
experimentales que van desde cultivos de células animales,
susceptibles o resistentes a la enfermedad, hasta el uso de
animales inmunodeficientes. Entre los métodos que permiten
establecer la seguridad de los candidatos vacunales se
encuentran el conteo de la poblacién bacteriana en pulmones
y bazo, la sobrevida de los animales tras la infecciéon con
dosis letales de las cepas empleadas, asi como la evaluacion
histopatoldgica de los principales érganos dianas (20).

Experimentalmente se ha observado un amplio espectro de
virulencia al inocular ratones por via intravenosa con diferentes
especies de micobacterias. Collins y cols. demostraron que
al infectar ratones con M. “habana’, la carga bacilar pulmonar
disminuye lentamente con el tiempo, contrariamente a la
persistencia observada cuando se emplea M. simiae. Por otra
parte, la infeccion con M. "habana " muestra signos menores
de diseminacién hacia otros érganos (principalmente a higado
o bazo), con respecto a la infeccion con BCG (40).

Con el objetivo de evaluar la seguridad de la vacunacion
intravenosa con M. "habana’, Raj y cols. comprobaron la
diseminacién de las micobacterias hacia los principales
oérganos de los ratones vacunados. Los experimentos
demuestran una sobrevida total con reduccién paulatina de
la carga bacilar, por lo que se logra una esterilizacion casi
completa de todos los tejidos, evidenciado a partir de la tincion
especifica para estos bacilos, asi como el recobrado de solo
pocas unidades formadoras de colonias (28).

Recientemente, Valdés y cols. confirmaron la atenuacién
natural de cepas de M. habana’. Estas permitieron una
sobrevida total, luego de cuatro meses de infeccién, al ser
inoculadas intratraquealmente en ratones Balb/c; asi como
una carga bacilar y danos histologicos significativamente
menores a los encontrados tras la infeccion experimental
con M. tuberculosis H37Rv. La confirmacion de la atenuacion
mostrada en estos experimentos se realizé comparando la
sobrevida de ratones inmunodeficientes tras la infeccion con
diferentes cepas de M. ‘habana . Los resultados no muestran
diferencias significativas con los resultados obtenidos tras la
infeccion con BCG, lo cual apoya la hipétesis referente a que
M. "habana ’ es una micobacteria atenuada de forma natural,
cuya administracién resulta segura en modelos
experimentales (30).
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Conclusiones

Luego del consenso del Grupo de Expertos en Vacunas contra
la Tuberculosis, en 2005, existe un optimismo renovado
alrededor del desarrollo y uso de vacunas vivas atenuadas,
como candidatos confiables a pasar a estudios clinicos
Fase | en los préximos anos. La viabilidad, persistenciay alta
inmunogenicidad son atributos requeridos para la generacion
de una vacuna exitosa contra la TB, basada en el uso de
bacilos vivos, en virtud de conferir un nivel de proteccién
adecuado (20, 41). Los resultados demostrados a lo largo de
los anos de experimentaciéon con M. "“habana’ como
candidato vacunal contra la TB, amerita la realizacién de
nuevas investigaciones, considerando la promisoria
posibilidad de emplear esta micobacteria como receptora de
genes micobacterianos que codifiquen para proteinas
altamente inmunogénicas, produciendo una cepa
recombinante como nuevo candidato vacunal contra la TB.
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Relevant aspects of the use of Mycobacterium "habana’ as Tuberculosis vaccinal
candidate

Abstract

The protective efficacy of current Tuberculosis vaccine (BCG) against pulmonary tuberculosis and reactivation is
variable and inefficient. This is the reason of the urgent search of new prophylactic alternatives for disease control.
Different strategies using Mycobacteriun tuberculosis auxotrophic mutants, recombinant BCG or non-tuberculous
micobacteria are carried out taking advantage of the use of live vaccines. Experimental evidences demonstrate
protection conferred by the vaccination with live, inactivated or protein fraction of Mycobacterium ‘habana” TMC-
5135. Protection seems to be related to few virulence signs in animal models. Experimental results place
M. "habana’ among vaccine candidates against tuberculosis meeting the condition of a "classic” vaccine to
mimic natural infection as close as possible inducing strong immune protective response without causing extensive
disease.
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