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DESCRIPCION

Vacunas de BCG recombinante contra agentes patégenos intracelulares y métodos de uso de las mismas.
Campo de la invencion

La presente invencién se relaciona con agentes inmunoterapetticos y vacunas contra organismos patogénos intra-
celulares como bacterias, protozoos, virus y hongos en general. Especificamente, frente a anteriores vacunas y agentes
inmunoterapetticos sobre la base de subunidades patogénicas, agentes patdgenos muertos y agentes patdgenos natu-
rales atenuados, la presente invencién emplea agentes patégenos recombinantes atenuados, o especies estrechamente
relacionadas, que expresan y secretan determinantes inmunogénicos de un agente patdgeno seleccionado estimulan-
do una respuesta inmune efectiva en hospederos mamiferos. Las vacunas inmunoestimulantes e inmunoterapeuticas
de la presente invencidn son obtenidas de agentes patdgenos intracelulares recombinantes atenuados, o de especies
estrechamente relacionadas, que expresan determinantes inmunogénicos in situ.

Antecedentes de la invencion

Durante mucho tiempo ha sido reconocido que los microorganismos parasitarios poseen la habilidad de contagiar
a animales causando asf la enfermedad y a menudo la muerte del huésped. Los agentes patogénicos han sido una causa
principal de muerte durante toda la historia y contindan infligiendo un sufrimiento inmenso. Aunque en los ultimos
cien afios se han observado importantes avances en la prevencion y el tratamiento de muchas enfermedades infecciosas,
las interacciones huésped-pardsito complicadas todavia limitan la eficacia universal de las medidas terapéuticas. Los
dificultades de contrarrestar los sofisticados mecanismos invasores desplegados por muchos organismos patégenos se
evidencian por el resurgimiento de varias enfermedades como la tuberculosis asi como por la aparicién de numerosas
cadenas de bacterias y virus resistentes a los farmacos.

Entre esos agentes patogénicos de mayor preocupacién epidemioldgica, las bacterias intracelulares prueban ser
particularmente intratables ante las medidas terapéuticas o profildcticas. Las bacterias intracelulares, incluyendo el
género Mycobacterium 'y el género Legionella, terminan su ciclo de vida completo o una parte del mismo dentro de
las células del organismo huésped infectado méds que extracelularmente. Las bacterias intracelulares son responsables
de millones de muertes cada afio en el mundo e incalculables sufrimientos. La tuberculosis es la principal causa de
muerte en el mundo por parte de un tnico agente de enfermedad, con 10 millones de casos nuevos y 2,9 millones
de muertes cada aflo. Ademds, las bacterias intracelulares son responsables de millones de casos de lepra. Las otras
enfermedades debilitantes transmitidas por agentes intracelulares incluyen leishmaniasis cutdnea o visceral, tripano-
somiasis americana (la enfermedad de Chagas), listeriosis, toxoplasmosis, histoplasmosis, trachoma, psittacosis, Q-
fiebre, y legionelosis. En este momento, relativamente poco puede hacerse para prevenir las infecciones debilitantes
en individuos susceptibles expuestos a muchos de estos organismos. Debido a esta incapacidad de proteger efectiva-
mente a la poblacion de tales agentes patogenos intracelulares y a la morbilidad y mortalidad resultante en humanos y
animales causada por estos agentes, la tuberculosis es actualmente una de las enfermedades mds importantes a las que
se enfrenta la humanidad.

Expertos en el tema apreciardn que en la siguiente explicacién ejemplar de M. tuberculosis se ilustran las ensefian-
zas de la presente invencion y de ninguna manera se quiere limitar el alcance de la presente invencidn al tratamiento
de M. tuberculosis. De forma similar, las ensefianzas aqui no estan limitadas de alguna manera al tratamiento de las in-
fecciones tuberculosas. Por el contrario, esta invencién puede emplearse para proporcionar vacunas seguras y eficaces
ventajosamente y agentes inmunoterapetticos contra cualquier agente patogénico usando agentes patégenos recombi-
nantes atenuados, u organismos no virulentos, que expresen, y de igual importancia liberen las proteinas principales
inmunoldgicamente de los organismos patogénos.

En la actualidad se considera que aproximadamente un tercio de la poblacién del mundo estd infectada de M.
tuberculosis, resultando en millones de casos de tuberculosis pulmonar anualmente. Mas especificamente, la tuber-
culosis pulmonar humana, principalmente causada por M. tuberculosis, es una causa principal de muerte en paises
en vias de desarrollo. Capaz de sobrevivir dentro de macréfagos y monocitos, la M. tuberculosis puede causar infec-
cion intracelular crénica. La M. tuberculosis es relativamente exitosa en eludir las defensas normales del organismo
huésped ocultdndose asi dentro de las células primariamente responsables de la deteccion de elementos extrafios y la
subsiguiente activacion del sistema inmune. Ademds, muchos de los agentes quimioterapetticos de la linea de frente
usados para tratar la tuberculosis tienen actividad relativamente baja contra organismos intracelulares comparados con
formas extracelulares. Estas mismas caracteristicas patogénicas han prevenido el desarrollo de agentes inmunotera-
petticos completamente eficaces o vacunas contra las infecciones tuberculosas hasta ahora.

Aunque esta enfermedad es un problema de salud particularmente agudo en los paises en vias de desarrollo de

América Latina, Africa, y Asia, también se estd haciendo cada vez mds habitual en el primer mundo. En los Estados
Unidos, poblaciones especificas, en especial individuos inmunodeficientes pobres de dreas urbanas e inmigrantes de
areas de alta incidencia de la enfermedad han incrementado el riesgo. En gran parte debido a la epidemia del SIDA, en
los dltimos afios el indice de tuberculosis ha aumentado en paises desarrollados, a menudo en forma M. tuberculosis
resistente a multi-farmacos.
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Recientemente, la resistencia de tuberculosis a uno o mas farmacos fue reportada sobre 36 de los 50 estados de
EE.UU. En la ciudad de Nueva York, un tercio de todos los casos evaluados es resistente a uno o méas de los principales
farmacos. Aunque la tuberculosis no resistente puede ser curada con un curso largo de antibidticos, las perspectivas
respecto a la cepa resistente a firmacos son poco prometedoras. Los pacientes infectados con cepas resistentes a dos o
mas de los principales antibiéticos tienen un indice de mortalidad de alrededor del 50%. En consecuencia, se necesitan
con urgencia vacunas seguras y eficaces contra estas variedades de M. tuberculosis.

Las infecciones iniciales de M. fuberculosis casi siempre ocurren a través de la inhalacién de particulas aerosoli-
zadas ya que los agentes patdgenos pueden permanecer viables por semanas o meses en un medio o esputo himedo
o seco. Aunque el sitio primario de la infeccién son los pulmones, el organismo también puede causar infecciéon de
casi cualquier 6rgano cercano, incluyendo, pero sin limitarse a, los huesos, el bazo, el rifidn, los meninges y la piel.
Dependiendo de la virulencia de la cepa particular y la resistencia del huésped, la infeccién y el dafio correspondiente
para el tejido podria ser menor o extensiva. En los casos de seres humanos, la infeccién inicial es controlada en la
mayoria de los individuos expuestos a las cepas virulentas de la bacteria. El desarrollo de la inmunidad adquirida que
sigue al desafio inicial reduce la proliferacidn bacterial permitiendo asi que lesiones se curen y dejando al sujeto en
gran parte asintomatico.

Cuando la M. tuberculosis no es controlada por el sujeto infectado esto resulta a menudo en una degradacion exten-
siva del tejido pulmonar. En personas individuales susceptibles las lesiones son formadas en el pulmén generalmente
cuando los bacilos de tubérculo se reproducen dentro de macréfagos alveolar o pulmonares. Cuando los organismos
multiplican, podrian extenderse a través del sistema linfatico derivar a nédulos linféticos y a través del flujo de san-
gre a los vértices de pulmoén, a médula de hueso, a rifion y meninges circundando el cerebro. Principalmente como
el resultado de la respuestas de hipersensibilidad mediada por células, las caracteristicas de las lesiones granuloma-
tosas o tubérculos son producidas en la proporcién a la gravedad de la infeccion. Estas lesiones constan de células
de epitelio bordeadas por monocitos, linfocitos y fibroblastos. En la mayoria de los ejemplos una lesién o tubérculo
se convierte en necrdtica al final y pasan por caseacion (la conversion de tejidos afectados en una sustancia caseosa
blanda).

Aunque la M. tuberculosis es un agente patégeno importante, las otras clases del género Mycobacterium también
causan enfermedades en animales, incluyendo el hombre, y estdn evidentemente dentro del alcance de la presente
invencién. Por ejemplo, M. bovis puede infectar y es responsable de infecciones tuberculosas en animales domésticos
como ganado vacuno, cerdos, ovejas, caballos, perros y gatos. Ademds, M. bovis puede infectar a seres humanos por
la via del tracto intestinal, tipicamente por la ingestién de leche cruda. La infeccién intestinal localizada se extiende
al final al tracto respiratorio y es seguida en breve por los sintomas cldsicos de la tuberculosis. Otro vector patogénico
importante del género Mycobacterium es el M. leprae, que causa millones de casos de la antigua enfermedad de la
leprosis. Las otras especies de este género que causan la enfermedad en animales y hombres incluyen M. Kansasii,
M. avium intracelullare, M. fortuitum, M. marinum, M. chelonei, y M. scrofulaceum. Las especies micobacteriales
patogénicas presentan frecuentemente un alto grado de homologia en su respectivo ADN y en las correspondientes
secuencias de proteinas y algunas especies, como M. tuberculosis y M. bovis, estin muy relacionadas.

Por razones précticas y obvias, el trabajo inicial en seres humanos para determinar la eficacia de composiciones
experimentales con respecto a tales aflicciones es impracticable. Por tanto, en el desarrollo temprano de cualquier far-
maco o vacuna es el procedimiento usual emplear modelos de animal apropiados por razones de seguridad y costo. El
éxito de implementar modelos de animal de laboratorio se basa en el conocimiento de que los epitopes inmunogénicos
estdn frecuentemente activos en diferentes especies del huésped. Por lo tanto, un factor determinante de inmunogé-
nicos en una especie, por ejemplo un roedor o cobaya, serd inmunorreactivo en especies diferente en general como
en seres humanos. Solamente después de que los modelos de animal apropiados sean desarrollados suficientemente
los ensayos clinicos serdn llevados en seres humanos para demostrar la inocuidad y la eficacia de una vacuna en el
hombre.

Con respecto a las infecciones pulmonares y alveolares por M. tuberculosis, el modelo dla cobaya se asemeja
en gran medida a la patologia humana de la enfermedad. Por lo tanto, es bien comprendido por los expertos que
es apropiado extrapolar el modelo de cobaya de esta enfermedad a seres humanos y a otros mamiferos. Como los
seres humanos, las cobayas son propensas a la infeccion tuberculosa con bajas dosis de agente patégeno humano
aerosolizado. A diferencia de los seres humanos donde la infeccién inicial es generalmente controlada, las cobayas
contraen la enfermedad diseminada sobre la exposicion para el agente patdgeno aerosolizado, facilitando el andlisis
siguiente constantemente. Ademds tanto las cobayas como los seres humanos en los que la visualizacién cutdneas de
las reacciones de hipersensibilidad de tipo retrasada se caracterizaron por el desarrollo de una célula mononuclear
densa sin duracién o de 4rea rigida en la piel en el sitio de prueba. Finalmente, las lesiones tuberculosas caracteristicas
de seres humanos y cobayas presentan morfologia similar incluyendo la presencia de células Langhans gigantes.
Como las cobayas son mds propensas a la infeccién inicial y a la evolucién de la enfermedad que los seres humanos,
cualquier proteccion conferida en experimentos que usan este modelo de animal provee una sefial poderosa de que la
misma inmunidad protectora puede ser generada en el hombre u otros mamiferos menos susceptibles. Por lo tanto,
para los propdsitos de la explicacioén solamente y no para los propdsitos de la limitacidn, la presente invencion serd
demostrada principalmente en el contexto ejemplar de cobayas como el huésped mamifero. Los expertos apreciaran
que la presente invencién pueda ser practicada con otros hospederos mamiferos incluyendo seres humanos y animales
domesticados.
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Cualquier animal o ser humano infectado con un organismo patogénico y, en particular, un organismo intracelular,
presentan un desaffo dificil al sistema inmunoldgico del huésped. Mientras muchos agentes infecciosos pueden ser
controlados por la respuesta humoral y la produccién correspondiente de anticuerpos protectores efectivamente, estos
mecanismos son principalmente eficaces solamente contra esos agentes patégenos ubicados en el fluido extracelular
del cuerpo. En particular, los anticuerpos opsonizantes se unen agentes extrafios extracelulares siendo propensos a
fagocitosis y la subsecuente muerte intracelular esto alin no es el caso para otros agentes patdgenos. Por ejemplo
los estudios previos han indicado que la respuesta inmune humoral no parece tener un papel protector importante
contra las infecciones por bacterias intracelulares como M. fuberculosis. Sin embargo, la presente invenciéon puede
generar una respuesta humoral beneficiosa al agente patégeno blanco y, como tal, su eficacia no estd limitada a ningtin
componente especifico de la respuesta inmune estimulada.

Mais especificamente defensas mediatas de anticuerpo aparentemente no previenen la infeccién inicial de agentes
patdgenos intracelulares y son ineficaces en cuanto las bacterias estdn apartadas dentro de las células del huésped.
Como proteinas solubles en agua, los anticuerpos pueden penetrar el fluido extracelular y la sangre, pero tener pro-
blemas al emigrar al otro lado de las membranas de lipido de las células. Mas lejos, la produccién de anticuerpos
opsonizantes en contra de las estructuras de superficie bacteriales puede ayudar agentes patdgenos intracelulares en
realidad a entrar en la célula del huésped. Por lo tanto, cualquier medida profilactica efectiva en contra de agentes in-
tracelulares, como Mycobacterium, debe incluir un componente de respuesta inmune mediado por una célula agresiva
que resulta en la proliferacion rdpida de antigeno linfocitos especificos que activan los fagocitos comprometidos o los
citotoxicamente eliminados. Sin embargo, como se discutird en detalle més adelante, producir una respuesta inmune
mediada por célula no iguala la induccién de la inmunidad protectora. Aunque la inmunidad mediada por célula podria
ser un requisito esencial a la inmunidad protectora, la produccién de vacunas de conformidad con las ensefianzas de
la presente invencién requiere estudios de desafio basados en animales.

Esta respuesta inmune mediada por célula involucra dos pasos en general. El paso inicial, indicando que la célula
estd infectada, es logrado por moléculas especiales (moléculas de gran histocompatibilidad o moléculas MHC) que
entregan fragmentos del agente patégeno a la superficie de la célula. Estas moléculas MHC se unen a fragmentos
pequefios de proteinas bacteriales que han sido degradadas dentro de la célula infectada y las presentes en la superficie
de la célula. Su presentacién estimula células T estimula del sistema inmune del huésped a eliminar la célula del
huésped infectada o induce a la célula del huésped a erradicar cualquier bacteria que reside dentro de ella.

El intentar erradicar la tuberculosis usando vacunacién se inicia en 1921 después de que Calmette y Guérin ate-
nuaron con éxito una cepa virulenta de M. bovis con el uso de la técnica de paso en serie. La vacuna viva resultante
se desarroll6 en el Instituto Pasteur en Lille, Francia es conocida como el Bacille Calmette y Guérin, o vacuna de la
BCG. Casi ochenta afios después esta vacuna permanece como la tnica terapia profilactica para la tuberculosis pre-
sentemente en uso. A decir verdad, todas las vacunas de BCG disponibles hoy se derivan de la cepa original de M.
bovis desarrollada por Calmette y Guérin en el Instituto Pasteur.

La Organizacién Mundial de la Salud considera la vacuna de BCG un factor esencial para reducir la tuberculosis
mundialmente, especialmente en naciones desarrolladas. En teoria, la vacuna de BCG confiere la inmunidad mediada
por célula contra un mycobacterium atenuado que estd inmunolégicamente relacionado con la M. tuberculosis. La
respuesta inmune como resultado debe prevenir la tuberculosis primariamente. Por lo tanto, si la tuberculosis primaria
se previene, las infecciones latentes no pueden existir y la reactivacion de la enfermedad se evita.

Sin embargo los ensayos clinicos controlados han revelado las diferencias relevantes en la eficacia de la vacuna. Las
proporciones de la eficacia han variado entre 0-80%. Los ensayos de vacuna dirigidos en escolares ingleses informaron
sobre una proteccién de vacunacién de 10 afios con una proporcion superior(es) a 78%. Sin embargo, en un ensayo
similar en el sur de la India, la BCG dej6 de proteger contra la tuberculosis primaria en los primeros 5 afios después
de la inoculacién. Un andlisis objetivo reciente de la eficacia de BCG en la prevencion de la tuberculosis calcul6 que
esa eficacia profilactica en conjunto era aproximadamente 50% (Colditz, G.A. T.F. Brewer, C.S. Berkey, M.E. Wilson,
E. Burdick, H.V. Fineberg, y F. Mosteller. 1994. JAMA 271: 698-702).

Esta disparidad extraordinaria en proporciones de eficacia reportadas permanece como un problema irritante para
inspectores de sanidades y profesionales que deben determinar cudndo y cémo usar la vacuna de BCG. Numerosos
factores han sido implicados que puede explicar estas disparidades de eficacia observadas incluyendo las diferencias en
las técnica de fabricacion, rutas de inoculacién y caracteristicas de las poblaciones y ambientes en los que las vacunas
han sido usadas. El trabajo reciente indica que el contacto incidental con micobacteria ambiental podria resultar en una
“Vacuna natural” que impide al receptor de vacuna de montar una respuesta efectiva para proteinas de BCG naturales.

Para minimizar la variacién de inmunogenicidad de BCG, las vacunas producidas mantienen en el estado liofilizado
(hielo seco) como acciones de la cepa de vacuna original. Cada produccién derivada de la cepa es colocada por turno
Ilamada después por el sitio de fabricacion, la compania o la cepa bacteriana, por ejemplo: BCG-Londres, BCG-
Copenhague, BCG-Connaught, o BCG - Tice (comercializada mundialmente por Organon, Inc.). En un esfuerzo
de normalizar las técnicas de fabricacién en los Estados Unidos, la Direccién de Alimentacién y Farmacos federal
(FDAF), el Centro para la Educacién Bioldgica y la Investigacién (CBER) regulan la fabricacién de la vacuna. La
rama CBER de la FDAF ha especificado que cada cepa de BCG liofilizada usada para la vacunacién debe ser capaz de
inducir una reaccién de prueba de piel del tuberculino especificada en cobayas y seres humanos. Desafortunadamente
la sensibilidad del tuberculino producida no ha sido demostrada tener correlacién con la inmunidad protectora.
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Las vacunas de BCG en curso son suministradas como cultivos liofilizados que son rehidratados con diluente estéril
inmediatamente antes de la administracién. La vacuna de BCG es dada en el parto, en la infancia, o en la infancia
temprana en paises que practican la vacunacién de BCG, incluyendo paises en vias de desarrollo y desarrollados.
Visitas de adultos a regiones endémicas que pueden haber sido expuesto a dosis altas de micobacteria contagioso
podrian recibir BCG como un profilactico siempre que la prueba de piel no sea reactiva. Las reacciones adversas para
la vacuna son poco frecuentes y estdn en general limitadas a ulceraciones en la piel y a linfadenitis cerca del sitio de
inyeccion. Sin embargo, a pesar de estas reacciones adversas poco frecuentes, la vacuna de BCG tiene una historia sin
paralelo de la inocuidad con més de tres mil millones de dosis de haber sido administrado mundialmente desde 1930.

Han pasado 80 afios desde que la BCG fue desarrollada y ain encontramos carencias de alternativas de vacuna
aceptables. Recientemente, los inventores presentes han hecho un progreso considerable en el aislamiento, la carac-
terizacion y expresion recombinante de proteinas extracelulares segregadas por agentes patégenos intracelulares. Por
ejemplo, la patente US 5,108,745, concedida en Abril 28, 1992 y varias solicitudes de patentes de Estados Unidos pen-
dientes proveen vacunas y métodos de producir la inmunidad protectora contra L. pneumofila y M. tuberculosis tanto
como otros agentes patdgenos intracelulares. Estas vacunas anteriores de forma general estdn basadas en productos
extracelulares originalmente obtenidos de compuestos de proteindceas liberadas extracelularmente por las bacterias
patogénicas en el caldo de cultivo in vitro y liberadas extracelularmente por bacterias dentro de células del huésped
infectadas in vivo. Como se indica ahi, estas vacunas estdn basadas selectivamente en la identificacién de productos
extracelulares o sus andlogos que estimulan una respuesta inmune fuerte contra el agente patégeno en un huésped
mamifero.

Las vacunas preparadas de productos extracelulares seleccionados de M. fuberculosis estan siendo optimizadas
actualmente para emplearse como terapias profilacticas humanas. Los cécteles de proteina y preparaciones de pro-
tefna individuales que usan ambos recombinantes asi como las proteinas expresadas naturalmente estidn en estudio.
Un objetivo de estos estudios en curso es maximizar la respuesta inmune de base a través de la presentacién de un
inmunégeno (proteina) 6ptimo. Hasta la fecha, mas de 100 preparaciones diferentes han sido realizadas, incluyendo
38 combinaciones de proteinas diferentes, 26 adyuvantes diferentes, 10 concentraciones de proteina diferentes y siete
regimenes de dosis diferente. Las proteinas de candidato a vacuna también han sido acopladas a proteinas de no M.
tuberculosis incluyendo albimina de suero bovina, proteina segregada principal de Legionella sp., y toxoide tetanico.
Esta lista no estd considerada dentro de los métodos que los inventores presentes han usado para presentar proteinas
extracelulares de agentes patdgenos intracelulares de huésped animales; mds bien ilustra la complejidad enorme y la
inherente variabilidad relacionada con la optimizacién de vacunas. Sin embargo, a pesar de estas y otras actividades, la
no combinacién de proteinas extracelulares, adyuvantes, proteinas portadoras, concentraciones o frecuencias de dosis
resultaron en la induccién a una respuesta inmune protectora en cobayas que era comparable o superior a la BCG.

Recientemente se concentrado una atencién importante en el uso de cepas de BCG transformadas para producir
vacunas que expresen antigenos de célula asociados. Por ejemplo, C.K.Stover, et al.. ha reportado una vacuna de
la enfermedad de Lyme que usa una BCG recombinante (rBCG) que expresa la membrana de lipoproteina asociada
OspA Borrelia burgdorferi. De forma semejante, el mismo autor produjo una vacuna de rBCG expresando a una
proteina de superficie de neumococo (PsPA) del estreptococo pneumoniae. (Stover, C.K., G.P. Bansal, S. Langerman, y
M.S.Hanson. 1994. Inmunidad protectora extraida por vacunas de rBCG. En: Brown F. (ed): vectores de Recombinante
Vectors in Vaccine Development Dev Biol Stand. Dasel, Karger, Vol. 82, 163-170). WO88/06626 describe vacunas
micobacterianaes recombinante que vehiculos capaces de expresar ADN ajeno portador de un vector conector, usando
M. smegmatis como micobacteria.

El nimero de patente de los Estados Unidos (USPN) 5,504,005 (“patente 005.”) y la USPN 5,854,055 (“patente
055.”) ambas concedidas a B.R Bloom et al, revelan vectores de rBCG tedricos expresando una extensién amplia de
célula asociadas a proteinas de fusién de numerosas especies de microorganismos. Los vectores tedricos descritos en
estas patentes tampoco estdn dirigidos a células asociadas a proteinas de fusidn, lo contrario a antigenos de proteinas
no fusionados extracelulares, y el rBCG estd expresando proteinas de fusién hipotéticamente de las especies vaga-
mente relacionadas. Ademads la célula recombinante de proteina de fusién asociada expresada en estos modelos esta
codificada sobre ADN integrado en el genoma del huésped y bajo el control de promotores de conmocion de calor.
Por consiguiente, los antigenos expresados son de fusion de proteinas por menos de la que las proteinas y la expresion
estan limitadas a niveles aproximadamente iguales, o menores que, las proteinas naturales del vector.

Es mas, ni la patente 005 ni la *055 revelan la prueba de seguridad del modelo animal, el desarrollo de respuesta
inmune o la inmunidad protectora de un sistema animal que emula la enfermedad humana de cerca. Ademads, solamente
vectores de rBCG tedricos que expresan proteinas de fusion de M. tuberculosis son revelados en la *005 y la *055,
y ninguna de las vacunas presentes estan permitidas. Esos modelos revelados de vacuna para M. tuberculosis estan
dirigidos a proteinas de fusién de conmocién de calor asociadas a células, no a proteinas de de no fusion extracelulares.

El nimero de patente de los Estados Unidos 5,830,475 (“patente *475”") también descubre vacunas microbacteriana
tedricas usadas para expresar proteinas de fusion. La codificacién de ADN para estas proteinas de fusioén reside en
plasmidos extracromosomales bajo el control de proteina de conmocién de calor micobacterianaes y promotores de
proteina de tension. Las vacunas reveladas son con la intencién de extraer las respuestas inmunes en animales no en
humanos para el propédsito de producir anticuerpos a eso y no mostraron la prevencién de enfermedades de agente
patégeno intracelulares en mamiferos. Ademads, la patente *475 no revela el agente vacunante recombinante que usa
promotores especificos de proteina para expresar proteinas de no fusion extracelulares.
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Los inventores presentes proponen, sin limitacién, que las principales proteinas de no fusién extracelulares de
agentes patdgenos intracelulares podrian ser importantes moléculas inmunoprotectoras. Primero, proteinas extracelu-
lares de no fusidn, en virtud de su liberacién por el agente patdgeno en el entorno intracelular de la célula del huésped,
estdn disponible para el procesamiento y presentacion al sistema inmunolégico como fragmentos restringidos a las
moléculas de MHC sobre la superficie de célula del huésped. Estos complejos de péptido-MHC sirven para alertar
el sistema inmunoldgico sobre la presencia dentro de la célula del huésped de un invasor escondido, permitiendo al
sistema inmune de montar un ataque antimicrobiano apropiado en contra del invasor. Segundo, la inmunizacién efec-
tiva con proteinas extracelulares es capaz de producir una poblacién de células inmunes que reconozcan los mismos
complejos de péptido-MHC en el futuro cuando los complejos son exhibidos sobre células del huésped invadidas por
el agente patdgeno intracelular relevante. Las células inmunes pueden por lo tanto, apuntar a las células del huésped
infectadas y activarlas con citoquinas, permitiendo asi que restrinjan el crecimiento del agente patégeno intracelular,
o destruir ellos, negando asi al agente patégeno el entorno intracelular en el que prospera. En tercer lugar, entre las
proteinas extracelulares, las mds importantes, por ejemplo, las que se producen mds en abundancia, figurardn mas pro-
minentemente como moléculas inmunoprotectoras desde que podrian suministrar de forma general la visualizacién
mads abundante de complejos de péptido-MHC al sistema inmunoldgico.

Por lo tanto, permanece una necesidad de vacunas de agente patégeno intracelulares recombinantes que expresen
las principales proteinas de no fusion extracelulares de agentes patégenos intracelulares que estdn estrechamente rela-
cionadas con el agente vacunante. Ademds, hay una necesidad de vacunas de agente patdgeno intracelular recombinan-
te que sean capaces de expresar completamente proteinas de no fusion extracelulares recombinantes en virtud de ADN
extracromosomal que tenga promotores de gen de no choque térmico o promotores de gen de proteinas de no estrés.

Especificamente, existe una necesidad urgente de producir vacunas de agente patégeno intracelulares que provean
una proteccion de receptores de las enfermedades superior a la proteccién proporcionada a receptores de vacuna de
la BCG. Ademads, hay una necesidad urgente de suministrar tanto en paises desarrollados como en vias de desarrollo
con un costo eficiente, tratamientos inmunoterapéutico y profilactico para la tuberculosis y otros agentes patégenos
intracelulares.

Otro objetivo de la presente invencion es suministrar vacunas para prevenir las enfermedades de agentes patdge-
nos intracelulares usando el Bacille Calmette-Guerin (BCG) que ha sido transformado para expresar la Micobacteria
tuberculosis 30 km mds importante de proteina extracelular.

Es otro objetivo de la presente invencién suministrar vacunas para el tratamiento y la prevencién de enfermedades
de micobacterias usando (BCG) recombinante que exprese la llamada proteina extracelular.

Otro objetivo de la presente invencidn es suministrar vacunas para el tratamiento y la prevencion de la tuberculosis
que use cepas recombinantes de BCG que expresen y secreten una o mds proteinas extracelulares principales de la
tuberculosis de Mycobacterium tuberculosis.

Resumen de la invencion

La presente invencién logra los objetivos arriba descritos y otros suministrando una nueva clase de vacunas e inmu-
noterapéuticos y métodos para tratar y prevenir las enfermedades de agentes patdgenos intracelulares en mamiferos.
Histéricamente las vacunas de agentes patégenos intracelulares e inmunoterapéuticos han estado preparadas del agente
patdgeno intracelular mismo o especies relativas cercanas. Estos antiguos modelos de vacuna estaban compuestos del
microorganismo entero o fragmentos del mismo. Por ejemplo, la primera y tnica vacuna disponible en la actualidad
para la Mycobacterium tuberculosis es una vacuna de un fragmento vivo atenuado elaborada con un agente patégeno
intracelulares relacionado de M. bovis. Recientemente, los inventores presentes han descubierto que los productos
extracelulares especificos de agentes patdégenos intracelulares que son secretados en un medio de cultivo pueden ser
usados para respuestas inmunes protectoras ilicitas en mamiferos como subunidades individuales, o en combinaciones
de subunidades. Sin embargo, estas subunidades de vacunas no han demostrado ser superiores a la vacuna atenuada
original derivado de M. bovis.

La presente invencidn detalla vacunas e inmunoterapéuticos como se define en las reivindicaciones.

Las proteinas extracelulares principales expresadas por BCG recombinante incluyen, pero no se limitan a, los
12 kDa, 14 kDa, 16 kDa, 23 kDa, 23.5 kDa, 30 kDa, 32A kDa, 32B kDa de, 45 kDa, 58 kDa, 71 kDa, 80 kDa,
y 110 kDa de Mycobacterium sp. y los andlogos respectivos, homélogos y las subunidades del mismo incluyendo
proteinas recombinantes de no fusion, las proteinas de fusién y los derivados del mismo. Es evidente para los expertos
que los pesos moleculares usados para identificar las proteinas principales extracelulares de Micobacteria y otros
agentes patogenos intracelulares son solamente un intento de aproximacién. Expertos en la tecnologia recombinante
y biologia molecular se dardn cuenta de que es posible co-expresar (co-traducir) estas proteinas con aminodcidos
adicionales, polipéptidos y proteinas, como también es posible expresar estas proteinas de formas truncadas. Las
proteinas modificadas estdn consideradas todavia dentro del alcance de la presente invencidn en términos nativos
proteinas de no fusién, proteinas de fusion, proteinas hibridas o proteinas quiméricas. Para los prop6sitos de la presente
invencidn, las proteinas de fusion definidas incluyen, pero no se limitan a, los productos de dos 6 mds secuencias que
codifican a genes diferentes que han sido clonados juntos y que, después de la traduccién, forman una secuencia de
polipéptido simple.
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La revelacion presente también describe agentes vacunales de patdgeno intracelular atenuado recombinante que
expresan proteinas de fusion completa de al menos otro agente patdgeno intracelular. Esto se logra por el uso dcidos
nucleicos extra-cromosémicos que expresan al menos un gen inmunogénico del antigeno recombinante y se pone
este(os) gen(es) bajo el control de promotores de gen de no choque térmico o promotores de gen de proteinas de
no estrés, con preferencia de secuencia de promotores especificos de proteina. Por consiguiente, las vacunas son
suministradas teniendo no fusién, antigenos inmunogénicos recombinante expresados en grandes cantidades posibles
cuando los genes que codifican para antigenos inmunogénicos recombinante estin establemente integrados en el ADN
genémico del agente vacunal. Por consiguiente, vacunas de agente patégeno intracelulares, tiene sorprendentemente
superior precision y potencia que subunidades existentes o vacunas de agente patdégenos intracelular atenuadas que
son suministradas.

Ademais la revelacion presente describe los métodos de tratar y prevenir las enfermedades en mamiferos causadas
por agentes patégenos intracelulares con el uso de las vacunas de la presente invencidn. Una lista parcial de los muchos
agentes patégenos intracelulares que pueden ser usados como agentes vacunales atenuados y la fuente de los antigenos
inmunogénicos recombinante incluye, pero no se limita a, Mycobacterium bovis, M. tuberculosis, M.leprae, M. kan-
sasii, M. avium, Mycobacterium sp., Legionella pneumofila, L longbeachae, L.bozemanii, Legionella sp., Rickettsia
rickettsii, Rickettsia tyfi, Rickettsia sp., Ehrlichia chaffeensis, Ehrlichia fagocytofila geno group, Ehrlichia sp., Coxie-
lla burnetii, Leishmania sp,Toxpolasma gondii, Trypanosoma cruzi, Chlamydia pneumoniae, Chlamydia sp, Listeria
monocytogenes, Listeria sp, y Histoplasma sp. La BCG recombinante que expresa el 30 kDa de la proteina extracelu-
lar principal de M. tuberculosis de acuerdo a la invencién puede ser administrada a mamiferos usando inoculaciones
intradérmicas. Sin embargo, se comprende que las vacunas de la presente invencién pueden ser administradas usan-
do cualquier enfoque que resulta en una respuesta inmune apropiada que incluye pero no se limita a, subcutineos,
intramuscular, intranasal, intraperitoneal, oral, o inhalacién. Siguiendo un periodo post inoculacién apropiado, los ma-
miferos fueron desafiados con una infeccion de M. tuberculosis aerorosol. Los mamiferos que recibieron la vacuna
de la presente invencién quedaron notablemente libres de la enfermedad comparados con mamiferos que recibieron
solamente BCG, solamente la proteina extracelular principal, o cualquier combinacién de estas.

Otros objetivos, caracteristicas y ventajas de la presente invencion se evidenciardn para los expertos a partir de
considerar la siguiente descripcién detallada de las realizaciones ejemplares preferidas de las mismas tomadas con-
juntamente con las figuras que serdn descritas brevemente primero.

Descripcion breve de los dibujos

La Fig. 1 representa geles de cepa azul de Coomasie identificados como la y 1b los cuales ilustran la secrecion de
Mycobacterium tuberculosis recombinante 30 kDa por cepas transformadas de BCG desde filtrados de cultivo.

La Fig. 2 representa graficamente los resultados de dos experimentos identificados como 2a y 2b disefiados para
comparar resultados de pruebas de cobayas inoculadas con la vacuna de BCG recombinante que expresa la proteina
extracelular 30 kDa de M.Tuberculosis, con BCG sola, con la proteina 30 kDa recombinante sola, o con una vacuna
falsa.

La Fig. 3 representa graficamente el cambio de peso en cobayas identificado como 3a y 3b seguida por un desafio
de inmunizacién posterior con la M. tuberculosis.

La Fig. 4a representa graficamente unidades formadoras de colonia (CFU) de M.. tuberculosis contagiosa recupe-
radas de pulmones de cobayas siguiendo el desafio de inmunizacién posterior con M. tuberculosis.

La Fig. 4b representa graficamente unidades formadoras de colonia (CFU) de M. tuberculosis contagiosa recupe-
radas del bazo de cobayas siguiendo el desafio de inmunizacién posterior con M. tuberculosis.

La Fig. 5 representa graficamente la reaccion de prueba de piel de cobayas para vacuna falsa, BCG sola y BCG
administrada con recombinante 30 kDa M. tuberculosis.

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion esta dirigida en general a vacunas y a inmunoterapetticos para el tratamiento y prevencion de
infecciones en seres humanos y animales causadas por agentes patégenos intracelulares. Especificamente, la presente
invencion estd dirigida a optimizar la presentacion de antigeno de agente patdgeno intracelular para permitir al receptor
de vacuna inmunoterapetitico generar la respuesta inmune maxima a proteinas terapéuticas y profilacticas importantes.
Los inventores presentes, tras afos de investigacion y experimentacion, han descubierto sorprendentemente que la
terapia préspera y profilaxis de infecciones de agente patdgeno intracelular usando proteinas extracelulares derivadas
del agente patdgeno intracelular es una funcidén de la presentacion de proteina al huésped.

La presentacion de antigeno abarca un grupo de variables que determinan cOmo un receptor se procesa y respon-

de a un antigeno. Estas variables pueden incluir, pero no se limitan a, adyuvantes, concentraciéon del componente de
vacuna, moléculas portadoras, haptenos, frecuencia de dosis y ruta de administracién. Los inventores presentes han
demostrado que antigenos idénticos compuestos de manera diferente resultardn en variaciones de respuesta estadisti-
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camente significativas en huéspedes genéticamente similares. Por ejemplo, dos preparados de vacuna de la proteina
extracelular 30 kDa de M. tuberculosis se prepararon empleando la misma proteina y concentraciones de adyuvante.
A un grupo de cobayas se les administré una vacuna que contenia solamente la proteina 30 kDa y adyuvante; a un
segundo grupo de cobayas se le administré la misma vacuna que al primer grupo con la excepcion de que IL-12 se
afiadié a la segunda vacuna. Cuando las medias de las respuestas inmunes de ambos grupos se compararon, las cobayas
que recibieron la vacuna mas IL-12 demostraron una respuesta inmune superior estadisticamente significativa.

La presente invencién describe la unién de dos tecnologias, una conocida durante més de ochenta afios, la otra un
producto de los afios 90. Juntas, representan un enfoque completamente nuevo y asombrosamente efectivo en cuanto
a la presentacion de proteinas extracelulares de patégenos intracelulares a receptores y la induccién a respuestas
inmunes protectoras excepcionalmente resistentes a estos agentes. Los inventores presentes han intentado mas de 100
métodos de presentacion de antigeno diferentes que emplean proteinas extracelulares de Mycobacterium tuberculosis
como agente patdgeno intracelular ejemplar. Sin embargo, a pesar de los muchos éxitos conseguidos por los inventores
presentes, nada habfa producido una respuesta inmune superior a la observada con el empleo de la vacuna de BCG
sola.

En pocas palabras, y unicamente como ejemplo general, la presente invencion incluye vacunas de agentes pa-
tégenos intracelulares con el empleo de agentes patdgenos intracelulares recombinantes atenuados, o no virulentos,
(“agente vacunal”) que expresan y segregan antigenos inmunogénicos recombinantes de la misma especie, otra espe-
cie, o ambos (“inmundgeno(s)””) como se describe en las reivindicaciones, el agente vacunal y el(los) inmunégeno(s)
son denominados colectivamente “vacunas” en la presente invencion. Las vacunas son administradas empleando una o
mads rutas, que incluyen pero no se limitan a, subcutdnea, intraperitoneal, intramuscular, intranasal, intradérmica, oral,
o inhalacién. El agente vacunal de la presente invencion sobrevive dentro del receptor que expresa y segrega el(los)
inmundgeno(s) in situ (estado).

Sin pretension de estar obligados a mantener esta teoria, los inventores presentes han propuesto que los antigenos
inmunogénicos de agentes patdégenos oportunistas tales como Legionella sp. tienen respuestas inmunes protectoras
ilicitas con mayor facilidad que los antigenos inmunogénicos similares de agentes patdgenos de animales mds tradi-
cionales como Mycobacterium sp. Presiones selectivas podrian permitir a estos agentes patégenos como Mycobacte-
rium sp., que co-evolucionaron con sus huéspedes naturales, mecanismos de evasién inmunes de los que carecen los
agentes patgenos incidentales u oportunistas. Por consiguiente, deben desarrollarse agentes vacunales e inmundge-
nos significativamente mds fuertes para extraer respuestas inmunes protectoras contra Mycobacteria patogénica que
los que se requieren para extraer la inmunidad protectora contra agentes patégenos para los que los seres humanos no
son un huésped principal.

Los inventores presentes han demostrado previamente que las proteinas extracelulares de agentes patégenos intra-
celulares oportunistas como Legionella sp. permiten proteccién inmune importante a animales cuando se administran
en forma purificada o en cécteles usando el adyuvante de Freund completo o incompleto. (ver USPN 5,108,745).

Sin embargo, los intentos de obtener respuestas inmunoprotectoras similares empleando proteinas extracelulares
de M..OercuLosi4 bajo condiciones similares no han sido tan exitosas. Por consiguiente, los inventores presentes
han propuesto que la sobre expresién de proteinas extracelulares de no fusién podria ser un aspecto importante de
presentacion de antigeno y el desarrollo de respuestas inmune protectoras. Sin embargo, es comprendido que mientras
la sobre expresién de proteinas extracelulares de no fusién podria ser un factor importante en la extraccién de la
inmunidad protectora, no se cree que sean los tnicos factores inmunoestimulados proporcionados por las vacunas de
la presente invencion.

La presente invencién es perfectamente apropiada para preparar vacunas inmunoprotectoras altamente eficaces
contra una variedad de agentes patégenos intracelulares que incluyen, pero no se limitan a, la sobre expresion de
cepas de BCG de las principales proteinas extracelulares de no fusién de M. tuberculosis, M. bovis o M. leprae. Cada
vacuna de la presente descripcion puede expresar al menos un inmundgeno de varios pesos moleculares especificos
para un agente patdgeno intracelular en particular. Por ejemplo, los inventores presentes han identificado previamente
inmunégenos de M. Tuberculosis que pueden incluir, pero no se limitan a, proteinas extracelulares principales 12 kDa,
14 kDa, 16 kDa, 23 kDa, 23,5 kD,, 30 kDa, 32A. KDa, 32B kDa, 45 kDa, 58 kDa, 71 kDa, 80 kDa, 110 kDa y los
analogos respectivos, los homélogos y las subunidades que incluyen proteinas de no fusién recombinante, proteinas
de fusion y sus derivados. (Ver solicitudes de patentes de Estados Unidos pendientes con nimeros de serie 08/156,358
(6,752,993) y 09/157,689 (6,599,510).

Es evidente para los expertos que los pesos moleculares empleados para identificar las proteinas extracelulares
principales de Mycobacteria y otros agentes patogenos intracelulares pretenden solamente ser aproximaciones. Los
expertos en tecnologia recombinante y biologia molecular se dardn cuenta de que es posible co-expresar (co-traducir)
estas proteinas con aminodcidos adicionales, polipéptidos y proteinas, asi como también es posible expresar estas
proteinas en formas truncadas. Las proteinas modificadas resultantes se considera que estdn dentro del alcance de la
revelacion presente ya sean llamadas nativas, proteinas de no fusion, proteinas de fusidn, proteinas hibridas o proteinas
quiméricas. Para los propdsitos de la revelacion presente, las proteinas de fusién incluyen, pero no se limitan a, los
productos de dos o mas secuencias de codificacion de genes diferentes que han sido clonados juntos y que, después de
la traduccidn, forman una secuencia de polipéptido simple.
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La expresion de antigeno, incluyendo proteinas extracelulares, se eleva en general cuando genes codificados para
proteinas recombinantes de no fusién estdn ubicados, y bajo el control de, uno o més pldsmidos (ADN extracromoso-
mal) en vez de estar integrados en el genoma del huésped. Ademads, la expresion de la proteina guiada por la secuencia
del promotor especifico para una proteina en particular permite la expresiéon mejorada y el plegado de la proteina mejo-
rada que pliega y el procesamiento del antigeno de la proteina de no fusién. Por lo tanto, la presente invencién provee
proteinas extracelulares recombinantes de no fusién codificadas sobre ADN extracromosomal que son controladas por
promotores de gen de no choque térmico o promotores de gen de proteinas de no estrés, preferentemente secuencias
de promotor de proteinas especificas.

La presente invencidn proporciona agentes vacunales de patégenos intracelulares atenuados recombinantes 1lama-
dos BCG como se define en las reivindicaciones. Sin embargo, se ha demostrado tras 80 afios de estudios que las
proteinas extracelulares end6genas de BCG solas no proporcionan protecciéon completa en todos receptores. Ademas,
como serd explicado mds en detalle debajo, los inventores presentes han demostrado también que co-inyectando sim-
plemente proteinas extracelulares de M. fuberculosis junto con BCG tradicional no resulta en vacunas superiores a
BCG sola.

La vacuna de la presente invencién incluye un agente vacunal de BCG recombinante que expresa solamente un in-
mundgeno, a saber la proteina extracelular principal de 30kDa de M. tuberculosis. En otra realizacion de la revelacién
presente la BCG recombinante puede expresar dos 0 mas inmundgenos, por ejemplo las proteinas extracelulares prin-
cipales 23,5 kDa y las 30 kDa. Esta tltima realizacién podria ser particularmente efectiva como vacuna para prevenir
enfermedades en mamiferos. Los inventores presentes han propuesto la teoria no limitante de que la sobre expresion si-
multdnea de las proteinas extracelulares principales 23,5 kDa y 30 kDa de M. tuberculosis por una BCG recombinante
puede actuar sinérgicamente para agudizar la respuesta inmunoprotectora mamifera contra agentes patogenos intra-
celulares de la presente revelacion. Esta teoria estd parcialmente basada en la observacién de tipo salvaje y la BCG
recombinante son mutantes de supresién de M. bovis que no expresan naturalmente su propia proteina extracelular
principal 23,5 kDa.

Por concisién, y debido a la descripcién enormemente compleja que eso conllevaria, pero no con la intencién de
limitacidn, la presente invencion serd descrita usando una BCG recombinante como agente de vacunacion y proteinas
de no fusién extracelulares de M. tuberculosis, a saber, la proteina de no fusién extracelular principal 30 kDa, como
realizacion ejemplar de la presente invencién. Se comprende que cualquier antigeno inmunogénico recombinante pue-
de ser expresado por cualquier agente patégeno intracelular atenuado recombinante, y que las vacunas de la presente
invencién no estdn limitadas a la BCG como agente vacunal ni a las proteinas extracelulares principales de no fusién
de M. tuberculosis como inmundgenos.

Para determinar los efectos de variacién de las cepas del agente vacunal, se usaron dos cepas de BCG diferentes
para preparar varias realizaciones de la presente invenciéon: BCG Tice y BCG Connaught. M bovis BCG Tice de tipo
salvaje se adquiri6 de Organon y M. bovis BCG Connaught de tipo salvaje fue obtenida de los Laboratorios Connaught,
Toronto, Canada. Las cepas fueron mantenidas en un medio 7H9 a pH 6,7 (Difco) a 37°C en una atmdsfera 5% CO,-
95% aire en cultivo inm6vil. Los cultivos se sonificaron una o dos veces semanalmente durante 5 minutos en un bafio
de agua sonificada para reducir amontonamiento bacteriano.

La TICE BCG recombinante (rBCG30 Tice) que expresa la proteina de no fusién extracelular principal de M.
tuberculosis se prepar6 de la siguiente manera. El plasmido pMTB30, un constructor recombinante de la micobacteria
de E. Coli conectado al plasmido PSMT3 se preparé como fue previamente descrito por los inventores presentes en
Harth, G., B.-Y. Lee y M.A. Horwitz. 1997. Expresion de heter6logos de alto nivel y secrecidon en micobacteria no
patogénica rapidamente en crecimiento de cuatro proteinas extracelulares de Mycobacterium tuberculosis consideradas
a ser candidato vacunal lider y objetivos del fairmaco. Infect. Immun. 65: 2321-2328.

Brevemente, el plasmido pMTB30 fue creado para expresar la proteina de no fusidn extracelular principal de M.
tuberculosis 30 kDa de Erdman desde su propio promotor (o cualquier promotor de gen de proteina de no tension
y de no conmocién de calor) por insercidon de un fragmento de restriccion de ADN gendémico grande que contiene
el gen de proteina de no fusién 30 kDa mas extensivo que las secuencias de ADN flanqueado dentro del sitio de
multiclonacién del pldsmido con el uso de métodos conocidos por expertos en la tecnologia de ADN recombinante.
El plasmido fue introducido primero en DH5« de E. Coli para obtener grandes cantidades del plasmido recombinante.
La cepa de E. Coli recombinante que es incapaz de expresar la proteina de no fusion, 30 kDa de M. tuberculosis crecié
en presencia de 250 ug/ml de higromicina y la secuencia de ADN insertado en el pldsmido fue determinada en su
totalidad. El plasmido fue introducido en M. smegmatis por electroporacién usando 6,25 kv/centimetros, 25 uF, y 1000
m{ como condiciones para producir un gran nimero de transformantes positivos. Los inventores presentes verifican
la presencia del pldsmido recombinante por el crecimiento en presencia de 50 pug/ml de higromicina y la expresion
constitutiva y la exportacién de proteina de no fusién 30 kDa recombinante por electroforesis de gel de poliacrilamida
e immuoblotting con inmunoglobulina de proteina de conejo de no fusién anti-30 kDa altamente especifica usando
métodos conocidos por los expertos en la tecnologia de ADN recombinante. Adicionalmente, los inventores verificaron
la expresion correcta y el procesamiento de proteina de no fusién 30 kDa de M. tuberculosis recombinante, que era
indistinguible de su homélogo nativo por el ordenamiento secuenciado de aminodcido N-terminal.

El pldsmido pSMT3 de recombinante pMTB30 fue posteriormente introducido en M. bovis BCG Tice usando
6,25Kv/cm, 25 uF, y 200 mQ como condiciones de electroporacién 6ptimas. Los transformantes se incubaron en
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un medio 7H9 complementado con 2% glucosa por 4 h en 37°C de agitacién ambiental y puesto posteriormente
en agar 7H11 con 20 ug/ml de higromicina. La concentracién de higromicina era gradualmente incrementada a 50
pg/ml cuando los transformantes fueron sub-cultivdos a un nuevo medio de crecimiento. Los cultivos de BCG Tice
recombinante se mantuvieron en las mismas condiciones que el tipo salvaje excepto que el medio 7H9 contenia 50
pg/ml de higromicina.

La expresion y la exportacién de proteina de no fusién 30 kDa de M. tuberculosis fueron verificadas por gel
de electroforesis de poliacrilamida e inmunoblotting con inmunoglobulina de proteina de no fusién anti 30kDa de
conejo. Tipicamente, 1 de cada 10 transformantes expresé y exportd cantidades de proteina de no fusiéon 30 kDa
recombinante significativamente mayores que los otros transformantes; 2 de estos transformantes fueron escogidos y
una gran cantidad de estos transformantes se prepard y congel6 en un medio 7H9 que contenia glicerina al 10%. Estos
transformantes fueron usados para estudios de eficacia de vacuna en cobayas. La figura 1a muestra la expresion de
proteina de no fusién extracelular principal 30 kDa de M. tuberculosis por BCG Tice recombinante sobre geles SDS-
PAGE e inmunoblots. La cepa recombinante expresé mucho mas de la proteina de no fusién extracelular principal 30
kDa de M. tuberculosis que ambas de tipo salvaje sobre geles de cepas azules de Coomassie e inmunoblots.

Después una cepa Connaught BCG de M. bovis recombinante (rBCG30 Conn.) que expresa la proteina de no fusién
extracelular principal 30 kDa de M. tuberculosis fue preparada de forma semejante a la descrita arriba para el BCG
Tice recombinante (rBCG30Tice) usando el plasmido pMTB30 mencionado anteriormente. Este fue mantenido en un
medio que contiene higromicina a una concentracion de 50 pg/ml bajo las mismas condiciones que las descritas para la
cepa BCG Tice recombinante. La Fig 1b muestra la expresion de la proteina de no fusién extracelular principal 30 kDa
de M. tuberculosis por BCG Connaught recombinante sobre geles SDS-PAGE e inmunoblots. La cepa recombinante
expres6 mucho mas de la proteina de no fusién extracelular principal 30 kDa de M. tuberculosis que ambas de tipo
salvaje sobre geles de cepas de azul de Coomassie e inmunoblots.

La estabilidad del plasmido de las cepas recombinantes de BCG fue tasada bioquimicamente. Este andlisis bioqui-
mico demostré que en presencia de higromicina, las caldos de cultivo de las cepas de BCG recombinante mantienen
un nivel regular de expresién de proteina de no fusién durante un periodo de crecimiento 3 meses. En la ausencia
de higromicina, los mismos cultivos muestran solamente un decrecimiento leve de la expresién de la proteina de no
fusion (sobre la base de una célula), demostrando que el pldsmido recombinante se mantiene estable y solamente muy
gradualmente pierde en crecimiento bacteriana sin la presion selectiva (Fig. 1a y Fig. 1b, linea 3).

Se comprende que usando el método descrito arriba junto con los métodos conocidos por expertos en la tecnologia
de ADN recombinante, las cepas de BCG recombinante expresan proteina de no fusion extracelular principal 30 kDa de
M. tuberculosis La cepa recombinante expresé mucho mds de la proteina de no fusién extracelular principal 32(A) kDa
de M. tuberculosis, la proteina de no fusién extracelular principal 16 kDa, proteina de no fusion extracelular principal
23.5 kDa y otras proteinas de no fusion extracelulares principales de M. tuberculosis pueden ser preparadas. Ademas
metodologias similares pueden ser usadas para preparar cepas de BCG recombinante que expresen las proteinas de
no fusién extracelulares principales de M. leprae que incluyen pero no se limitan a los homolégos de proteinas de
no fusién extracelulares principal de M. leprae, las proteinas de no fusién extracelulares principales de 30 kDa de
M. tuberculosis, leprae (a.k.a. antigeno 85B), homdlogos de las proteinas de no fusién extracelulares principales 32
(A) de M. leprae, las proteinas de no fusién extracelulares principales 32 (A) de M. tuberculosis, (a.k.a. antigeno
85A), y otras proteinas de no fusioén extracelulares principales de M. lepra. Adicionalmente metodologias similares
también pueden ser usadas para preparar BCG de M. bovis recombinante que expresan homoélogos de las proteinas de
no fusién extracelulares principales 30 kDa de M. bovis, proteinas de no fusioén extracelulares principales de 30 kDa
de M. tuberculosis (a.k.a. antigeno 85B), homdlogos de las proteinas de no fusién extracelulares principal 32(A) kDa
de M. bovis, proteinas extracelulares principales 32(A) kDa de M. tuberculosis, (a.k.a. antigeno 85A), y otras proteinas
extracelulares principales de M. bovis.

Siguiendo la produccion de vacuna con éxito, las vacunas de la presente invencién son probadas para su eficacia
y seguridad con el uso de un modelo animal. Los estudios utilizaron a cobayas porque el modelo de cobaya es espe-
cialmente relevante a la tuberculosis humana clinicamente, inmunolégicamente, y patolégicamente. En contraste con
el ratén y la rata, pero de la misma manera que el ser humano, la cobaya a) es susceptible a dosis bajas de aeroso-
lizados de M. tuberculosis; b) presenta DTH cutdnea fuerte a la tuberculina; y c¢) revela células gigantes Langhans y
caseacion en lesiones pulmonares. Sin embargo, mientras que solamente aproximadamente el 10% de seres humanos
inmune competentes que estdn infectados con M. tuberculosis contraen la enfermedad activa durante su vida (en la
mitad temprana después de la exposicioén y la mitad de después de un periodo de la latencia), las cobayas infectadas
desarrollan la enfermedad activa temprana siempre. Mientras que las cobayas difieren de los humanos en este respecto,
la regularidad con que desarrollan la enfermedad activa después de la infeccién con M. tuberculosis es una ventaja en
los juicios de la eficacia de vacuna.

Los inéculos de inmunizacién hechos de acuerdo con las ensefanzas de la presente invencidn estaban preparados
a partir de alicuotas del tipo de salvaje de crecimiento logaritmico o cultivos de BCG recombinante (“Bacteria”).
Cada alicuota de bacterias fue precipitada por centrifugacion en 3,500 x g durante 15 minutos y luego lavado con
buffer salino fosfato 1x (1 x PBS, 50 mM de fosfato de sodio a pH 7, 150 mM de cloruro de sodio). Los inéculos de
inmunizacidn eran entonces resuspendidos a una concentracion final de 1 x 10* unidades formadoras de colonia por
mL en 1 x PBS y contenidas 1,000 bacterias viables por 100 ul.
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Agentes patdgenos especificos libres 250-300 de cepas Harley de machos de reproduccién a cobayas de Charles
River-Laboratories, en grupos de 9, se inmunizaron intradérmicamente con uno de los siguientes: 1) BCG Connaught
[10° unidades Formadoras de Colonia (CFU) una vez solamente (Tiempo O semanas); 2) rBCG30 Connaught (10°
CPU) una vez solamente (tiempo 0 semanas); 3) purificado de proteina de no fusién extracelular principal 30 kDa
recombinante de M tuberculosis (r30), 100 ug en 100 uLL de Formulacién Adyuvante Syntex (SAF), tres veces tres
semanas separadamente (tiempo 0, 3, y 6 semanas); SAF que consta de Pluronic L121, squalane, y Tween 80, y en la
primera inmunizacién, dipéptido de muramil de alanil; y 4) SAF solamente (100 wl) (inmunizado falso), tres veces por
tres semanas separadamente (tiempo 0, 3, y 6 semanas). Un grupo adicional de 3 animales fue inmunizado falsor con
SAF solamente (100 ul) y usado como un control de prueba de piel. Estos y otros de tres a seis animales inmunizados
falsos sirvieron como control no infectado en los experimentos de desafio.

Nueve semanas después de la inica inmunizacién (BCG y grupos de rBCG30) o la primera inmunizacién (grupo de
r30 y grupo de prueba de piel de falsa inmunizacidn), las cobayas fueron afeitados sobre la parte posterior e inyectados
intradérmicamente con 10 ug de proteina de no fusion extracelular principal 30 kDa recombinante de M. tuberculosis
(r30) purificada en 100 uL. de buffer fosfato salino. Después de 24 horas, el didmetro de eritema e induracién fue
medido. (Un grupo distinto de animales inmunizados falsos usados en los estudios de desafio fue usado para la prueba
de piel. Animales inmunizados falsos usados en estudios de desafio no fueron evaluados para eliminar la posibilidad
de que la prueba de piel misma podria influir en el resultado).

Nueve semanas después de la primera o tinica inmunizacién e inmediatamente después de las pruebas de piel,
los animales fueron desafiados con un aerorosol generado de una suspensién 10 ml de calula simple que contiene
1 x 10° unidades formadoras de colonia(CFU) de M. tuberculosis. La cepa Erdman de Mycobacterium tuberculosis
(ATCC 35801) se paso a través de outbread de cobayas para mantener la virulencia, cultivada en agar 7H11, sujeta a
sonificacién apacible para obtener una suspension de célula simple, y congelada a -70°C para el uso en experimentos
de desafio de animal. La dosis de aerorosol liberé ~40 bacilos vivos a los pulmones de cada animal. La ruta aero-
transportada de la infeccion fue usada porque ésta era la ruta natural de la infeccidn para la tuberculosis pulmonar.
Una dosis grande fue usada para producir la enfermedad clinica medible en el 100% de los animales de control en
un marco de tiempo relativamente corto (10 semanas). Después, las cobayas fueron alojadas por separado en parrillas
de acero inoxidable que contenian dentro un cercado de seguridad biohazard de flujo laminar y permitian el acceso
libre para comida y agua. Los animales fueron observados para la enfermedad y pesados semanalmente durante 10
semanas y luego eutanizados. El pulmén derecho y el bazo de cada animal fueron retirados y cultivados para CFU de
M. tuberculosis.

En cada uno de los dos experimentos, los animales placebo inmunizados por o de BCG tipo salvaje presentaron
poco o nada de eritema y la prueba sobre de la duracion al evaluar la proteina de no fusion principal extracelular 30 kDa
recombinante de M. tuberculosis (r30). En contraste los animales inmunizados con (r30) o BCG rBCG30 presentaron
marcadamente eritema e induracidon que era significativamente més alto que en los animales placebos inmunizados 6
los inmunizados con BCG tipo salvaje (tabla 1 y Fig. 2).

En cada uno de los dos experimentos los controles no infectados ganaron peso normalmente después del reto
con los animales inmunizados con rBCG30 o los de BCG tipo salvaje (Fig. 3). Efectivamente no hubo diferencias
significativas en el aumento de peso entre estos tres grupos. Por contraste, animales inmunizados falsos y en menor
grado animales inmunizados con 30, expusieron disminucién en el aumento de peso a través del curso del experimento
(Tabla 2 e Fig. 3). Por lo tanto, después del desafio con M. tuberculosis, tanto BCG como rBCG30 protegieron a los
animales totalmente de la pérdida de peso, una sefial fisica muy importante de la tuberculosis en seres humanos, y un
distintivo de la tuberculosis en el modelo de cobaya de esta enfermedad contagiosa crénica.

En cada uno de los dos experimentos, al final del periodo de observacién de 10 semanas, las cobayas fueron eu-
tanizados y el pulmén derecho y el bazo de cada animal fueron retirados asépticamente y ensayado para CFU de M.
tuberculosis. Los animales inmunizados con placebo tenfan la carga bacteriana mds alta en los pulmones y el bazo
(Tabla 3 y Fig. 4a y Fig. 4b). Los animales inmunizados con r30 tenfan menos organismos en los pulmones y el bazo
que los animales placebo inmunizado. Los animales inmunizados con BCG tenfan menos organismos que los inmuni-
zados con r30; y excepcionalmente, los animales inmunizados por rBCG30 tenian menos organismos que los animales
inmunizados por BCG. Pruebas estadisticas que emplean el andlisis factorial de dos métodos de varianza para com-
parar las medias demostraron que la media de los cuatro grupos de “tratamiento” (falso, r30, BCG, y rBCG30) en el
experimento 1 no era significativamente diferente de las medias de los cuatro grupos de tratamiento en el experimento
2 y por lo tanto apropiado para combinar los datos en los dos experimentos. Los datos combinados se muestran en la
Tabla 4 y la Fig. 3. De gran interés e importancia, los animales inmunizados con rBCG30 tenian 0,5 log organismos
menos en pulmones y casi 1 log de organismos menos en el bazo que los animales inmunizados por BCG. Sobre
el andlisis estadistico, empleando métodos de andlisis de varianza para comparar medias y el criterio de diferencia
significativa (LSD) Tukey - Fisher) para ensayar significativas estadistica. La media de cada uno de los cuatro grupos
en los pulmones y bazos en ambos era significativamente diferente de la media de cada uno de los otros (Tabla 4). Las
diferencias entre animales inmunizados con rBCG30 y BCG r en los pulmones fue significativa p=0.02 y en los bazos
p=0,001. Poniendo en paralelo las diferencias en CFU en los pulmones, sobre la inspeccion grosera, los pulmones de
animales inmunizados por rBCG30 tenian menos destruccién de pulmén que animales inmunizados por BCG (20 =
4% contra 35 + 5% media + SE).
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Por lo tanto, la administracién de BCG recombinante que expresa la proteina de no fusién extracelular principal
30 kDa de M. tuberculosis indujo la proteccién de alto nivel contra el desafio de aerorosol con M. tuberculosis en el
modelo de tuberculosis pulmonar en cobayas altamente susceptible. En contraste a lo descrito en los ejemplos abajo,
la administracién de la misma proteina de no fusién extracelular micobacteriana (proteina de no fusién extracelular
principal 30 kDa de M. tuberculosis en adyuvante en combinacién con BCG no producen proteccién de alto nivel
contra el desafio de aerorosol M. tuberculosis; ni la administracién de M. smegmatis recombinante que expresa la
proteina de no fusion extracelular principal 30 kDa de M. tuberculosis; ni la administracién de proteina de no fusién
extracelular principal 30 kDa de M. tuberculosis en microesferas que son del mismo tamafio aproximado como BCG y
liberan las proteinas de la misma manera que BCG despacio durante 60-90 dias; ni la administracién del encapsulado
de proteina de no fusién extracelular principal 30 kDa de M. tuberculosis en liposomas.

Un aspecto muy sorprendente de esta invencion es que la cepa de rBCG30 produjo la proteccién superior a la wild
type BCG expresa y segrega homodlogos altamente endégenos de proteina extracelular principal (Vea Fig. 1). El gen
que codifica la proteina 30 kDa de cepa BCG Connaught no ha sido secuenciado. Sin embargo, la secuencia de la
proteina 30 kDa de dos otros cepas de BCG, deducido de la secuencia del gen clonado de otras dos cepas, es diferente
de la proteina de M. tuberculosis por solamente un aminodcido (BCG Parfas 173 P2) o por 5 aminodcidos incluyendo
dos aminodcidos adicionales (BCG Tokio). (Vea paginas 3041-3042 of Harth, G., B.-Y. Lee, J. Wang, D.L. Clemens, y
M.A. Horwitz. 1996. Las perspicacias nuevas respecto a la genética, bioquimica, e inmunocitoquimica de la proteina
extracelular principal 30 kilodalton de Mycobacterium tuberculosis.Infect. Immun. 64: 3038-3047. Por lo tanto, la
protecciéon mejorada de la cepa recombinante es diferente debido a la pequefia diferencia de aminodcido entre la
proteina endégena y la recombinante. Muy probablemente, es debido a la expresién mejorada del proteina de no fusién
recombinante comparado con las proteinas enddgenas. Si es asi, entonces la expresion abundante obtenida usando un
nimero de copia alto de pldsmido era probablemente un factor importante en la eficacia de la vacuna recombinante.

TABLA 1
Hipersensibilidad tipo retrasada cutanea de la proteina extracelular principal 30 kDa de M. tuberculosis
Eritema (Diametro medio +SE)(mm) Induracién (Diametro medio +SE) (mm)
Experimento 1
Falso inmunizado 0,0+0,0 1,0+0,0
r30 150+£1,2 4.2 +0,3
BCG 0,8+0,8 1,7+£1,2
rBCG30 19,8 +2,2 31%0.2
Experimento 2
Falso inmunizado 0,0+0,0 1,0£0,0
r30 15,3109 5207
BCG 3015 1,0+ 0,0
rBCG30 16,5+0,9 27+04
TABLA 2
Ganancia de Peso neto después de desafio con aerosol con Cepa Erdman de M. tuberculosis virulenta
Semana 0 Semana 10 Semana 0-10 Ganancia de
(Peso medio +SE) (g) (Peso medio +SE) (g) peso medio (g) (media +SE)
Experimento 1
Falso inmunizado 763,11+ 17,1 805.4 £ 27.8 42.3+28.2
r30 79381216 906.3 1446 1126+ 320
BCG 763,8 +28,7 956.31454 192.5+23.7
rBCG30 76781176 947.7 +31.3 179.9 £25.1
Experimento 2
Falso inmunizado 839,1 £ 21,7 8576+324 18.5+ 30.9
r30 801,9+36,3 8886 1 39.7 86.7 £28.3
BCG 796,6 + 29,8 963.6 +19.8 167.0+23.3
rBCG30 7857 +17,7 958.7 £27.7 173.0+£249
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TABLA 3

Unidades Formadoras de colonia (CFU) de M. tuberculosis en Experimentos 1 y 2 combinados de Pulmén y
Bazo de animales desafiados por aerosol con la Cepa Erdman

n CFU Pulmon Log 1o (MediatSE) | CFU Bazo Log 10 (MediatSE)
Faiso inmunizado 18 6,47 £ 0,17 6,27 £0,19
r30 18 6,02+0,14 573+0,14
BCG 17 5,00+£0,13 4,57 £ 017
rBCG30 18 4531014 365025
TABLA 4

Resumen del Anélisis Estadistico (ANOVA) CFU en los experimentos 1 y 2 combinados de Pulmén y Bazo

Pulmén

Falso vs r30 p=0.03

r30 vs BCG p=0.0001

BCG vs rBCG30 p=0.02

Bazo

Falso vs r30 p=0.05

r30 vs BCG p=0.0001

BCG vs rBCG30 p=0.001
TABLA S

Unidades Formadoras de colonia (CFU) de M. tuberculosis en pulmén y Bazo de animales desafiados por
aerosol con la Cepa Erdman de M.tuberculosis : Animales inmunizados con BCG o con BCG mas proteina
30 kDa M.tuberculosis recombinante en adyuvante o falso inmunizado

n CFU Pulmén Log 10 (MediatSE) CFU Bazo Log 10 (MediatSE)
Falso inmunizado 17 6,40+0,18 5,65+0,20
BCG 8 4,70+ 0,13 2,91+0,35
BCG+ r30 9 5,300,223 3,34 £0,37
TABLA 6

Unidades Formadoras de colonia (CFU) de M. tuberculosis en pulmén y Bazo de animales desafiados por
aerosol con la Cepa Erdman de M.tuberculosis : Animales inmunizados con M.smegmatis recombinante viva
que expresa la proteina extracelular principal 30 kDa de M.tuberculosis recombinante ("M smegmatis30)

n CFU Pulmén Log 10 (MediatSE) | CFU Bazo Log 10 (MediatSE)
Falso inmunizado 9 6,63 £ 0,27 6,34 £ 0,29
BCG 8 4611014 4,31£0,27
M smegmatis control 9 5,92 +0,31 5,29+ 0,34
rM. smegmatis 30 9 548 + 0,26 5,55 +0,28
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TABLA 7

Unidades Formadoras de colonia (CFU) de M. tuberculosis en pulmén y Bazo de animales desafiados por
aerosol con la Cepa Erdman de M.tuberculosis : Animales inmunizados con microsferas que son del mismo
tamaiio aproximado como BCG y BCG de liberacién lenta de la proteina extracelular principal 30 kDa de de
M.tuberculosis (r30) animales inmunizados con liposomas que contiene la proteina extracelular principal 30 kDa
de M .tuberculosis (r30)

n CFU Pulmoén Log 10 (MediatSE) CFU Bazo Log 10 (MediaxSE)
Falso inmunizado 9 6,63 10,27 6,34 0,29
BCG 8 4611014 4,31+0,27
rBCG30 9 5,92 + 0,31 5,29+0,34
Control Microsferas 9 5,48 + 0,26 5,55+ 0,28
Microsferas con r30 (10 mg x1) 6 6,10+ 0,32 5931041
Microsferas con r30 (3,3 mg x3) 9 6,42 +0,17 6,04 £0,28
Control Liposomas 9 6,24+ 0,23 6,41 10,21
Liposomas con r30 9 577+0,18 563+0,16

Los siguientes ejemplos sirven para ilustrar el aspecto nuevo de la presente invencién. Cada ejemplo ilustra unos
medios de repartir los inmunégenos de la presente invencién usando técnicas relacionadas, pero diferente de la va-
cuna de la presente invencion. Especificamente, el ejemplo 1 demuestra que cuando los inmundgenos de la presente
invencion estdn administrados con, pero no expresados in vivo por BCG, la inmunidad protectora de alto nivel no es
conseguida.

El ejemplo 2 demuestra que la expresion in vivo de los inmundgenos del invencién usando Mycobacterium sp. se
relaciona para BCG, pero no es capaz de replicarse en hospederos mamiferos, deja de producir niveles importantes
de proteccion contra el desafio con M. tuberculosis. Los ejemplos que 3 y 4 demuestran que la liberacién lenta de
los inmunégenos de la presente invencidon por microportadores de vacunas sintéticos también deja de producir niveles
importantes de proteccion contra el desafio con la M. tuberculosis.

Por lo tanto, los ejemplos siguientes sirven para resaltar el extraordinario y sorprendente avance que las vacunas
de agente patégeno intracelulares de la presente invencion representan al campo de la inmunologia en enfermedades
infecciosas.

Ejemplos
Ejemplo 1

Inmunizacion de cobayas con BCG mads proteina principal 30 kDa extracelular recombinante (r30) que no produce
proteccion de alto nivel contra el desafio con M. tuberculosis

Nosotros inmunizamos a cobayas previamente con BCG mas r30 en un adyuvante fuerte (SAF, Syntex Adyuvan-
te Formulation). La proteina r30 (100 ug por la inmunizacién) fue administrado intradérmicamente tres veces. Esta
produjo una respuesta de hipersensibilidad cutdnea (C-DTH) de tipo retrasado a r30 (Fig. 5). Efectivamente, la res-
puesta C-DTH era comparable a la producida por BCG recombinante que expresa r30. Sin embargo, la inmunizacién
con ambos BCG y r30 no produjo a gran nivel proteccidn contra el desafio de M. tuberculosis (Tabla 5). Animales
inmunizados tanto con BCG como r30 no tuvieron niveles mas bajos de CFU en los pulmones y el bazo que animales
inmunizados solos. Este resultado estd en contraste directo con el resultado descrito arriba en el que animales inmu-
nizados con BCG recombinante que expresa r30 expusieron niveles de proteccion altos cuando se desafiaron con M.
tuberculosis.

Ejemplo 2

Inmunizacion de cobayas con M. smegmatis recombinante vivo que expresa la proteina extracelular principal 30 kDa
(r30) en una forma indistinguible desde la forma nativa que no produce la proteccion de alto nivel contra el desafio
con M. Tuberculosis

En uno de los mismos experimentos en los que inmunizamos a animales con BCG, con los que inmunizamos a
cobayas con M. smegmatis recombinante vivo que expresa la proteina extracelular principal 30 kDa (r30) en forma
indistinguible desde la forma nativa. La expresion y la secrecion de la proteina extracelular principal 30 kDa de M.
tuberculosis fue igual o superior a la de la cepa de BCG recombinante que expresa y segrega la proteina extracelular
principal 30 kDa de M. fuberculosis. Ademés, la dosis de M. smegmatis recombinante, 10° bacteria, fue muy alta, un
millén veces la dosis de BCG recombinante (10° bacterias), para compensar la pobre multiplicacién de M. smegmatis
en el animal hospedero. Para compensar incluso més lejos, M. smegmatis recombinante fue administrada tres veces
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intradérmicamente, mientras que la BCG recombinante fue administrado solamente una vez intradérmicamente. La
inmunizacién con M. smegmatis recombinante que expresa la proteina r30 produjo una hipersensibilidad cutdnea de
tipo retrasado fuerte(C-DTH) a la respuesta para r30. Efectivamente, la respuesta C-DTH era comparable o mds grande
que la que se produjo por la BCG que expresa r30. Sin embargo, el M. smegmatis recombinante vivo que expresa
proteina extracelular principal 30 kDa de M. tuberculosis no produjo la proteccién de alto nivel contra el desafio
M. tuberculosis (Tabla 6). Animales inmunizados con la M. smegmatis recombinante vivo que expresa la proteina
extracelular principal 30 kDa de M. tuberculosis no tuvieron niveles mds bajos de CFU en pulmones y bazos que los
animales inmunizados con BCG solo. Este resultado estd en contrate directo con los resultados descritos arriba en los
que animales inmunizados con BCG recombinante que expresa r30 mostraron niveles altos de proteccidon cundo se
desafiaron con M. tuberculosis.

Ejemplo 3

Inmunizacion de cobayas con microsferas que son del mismo tamaiio aproximado como BCG y BCG de liberacion
lenta de la proteina extracelular principal 30 kDa de M. tuberculosis (r30) de 60-90 dias que no producen altos niveles
de proteccion contra el desafio de M. tuberculosis

En uno de los mismos experimentos en el cual inmunizamos a animales con rBCG30 y BCG, inmunizamos co-
bayas con microsferas que son del mismo tamafio aproximado como BCG y BCG de liberacién lenta de la proteina
extracelular principal 30 kDa de M. tuberculosis (r30) de 60-90 dias. Un grupo de animales fue inmunizado una vez
con microsferas que contiene 10 mg de r30. Otro grupo de animales fue inmunizado con microesferas que contenian
3.3 mg de r30. Esta cantidad fue calculada para exceder grandemente la cantidad de proteina de r30 expresada por la
cepa de BCG recombinante. La inmunizacién con cualquier régimen de microesfera produjo una respuesta de hiper-
sensibilidad cutdnea de tipo retrasado fuerte (C-DTH) para r30. Efectivamente, la respuesta de C-DTH era comparable
a la producida por BCG recombinante que expresa r30. Sin embargo, la inmunizacién con los microsferas que son del
mismo tamafio aproximado como BCG y BCG de liberacion lenta de la proteina extracelular principal 30 kDa de
M. tuberculosis no produjo la proteccién de alto nivel contra el desafio de M. tuberculosis (Tabla 7). Los animales
inmunizados con los microesfera no tenian niveles mas bajos de CFU en los pulmones y bazos que los animales inmu-
nizados con BCG a solas. Este resultado esta en contraste directo con el resultado descrito de arriba en el que animales
inmunizados con BCG recombinante que expresa r30 mostraron proteccién de alto nivel cuando se desafiaron con M.
tuberculosis.

Ejemplo 4

La inmunizacion de cobayas con liposomas que contienen la proteina extracelular principal 30 kDa de M. tuberculosis
no produce la proteccion de alto nivel contra el desafio con M. tuberculosis

En el mismo experimento como en el ejemplo 3, inmunizamos a cobayas con liposomas que contienen la proteina
extracelular principal 30 kDa de M. tuberculosis. Los animales fueron inmunizados tres veces con liposomas que con-
tienen 50 ug de r30. Esto produjo una respuesta de hipersensibilidad cutdnea de tipo retrasado moderadamente fuerte
(C-DTH) para r30. La respuesta C-DTH era mds grande que la producida por BCG y liposomas de control pero menos
que la producida por BCG recombinante que expresa r30. Sin embargo, la inmunizacién con liposomas que contiene
la proteina extracelular principal 30 kDa de M. tuberculosis no produjo la proteccién de alto nivel contra el desafio
con M. tuberculosis (Tabla 7). Animales inmunizados con liposomas que contiene la proteina extracelular principal
30 kDa de M. tuberculosis no tuvieron niveles mds bajo de CFU en pulmones y bazo que animales inmunizados con
BCQG a solas. Este resultado estd en contraste directo al resultado descrito de arriba en que los animales inmunizados
con BCG recombinante que expresa r30 mostraban proteccion de alto nivel cuando se desafiaban con M. tuberculosis.

Las vacunas de la presente invencion representan un enfoque completamente nuevo para el tratamiento terapéutico
y profildctico de agentes patdgenos intracelulares. A través de una serie de experimentos bien disefiados y el andlisis
atento, los inventores presentes han demostrado totalmente que la inmunidad protectora es solamente conseguida
cuando un agente patégeno seleccionado 6 especies relacionadas cercanas, se transforma para expresar proteinas
extracelulares recombinantes del mismo o diferente agente patdgeno intracelular de conformidad con las ensefianzas
de la presente invencion.

La presente invencién también puede ser usada para proveer beneficios profilacticos y terapéuticos contra agentes
patégenos intracelulares multiples simultdneamente. Por ejemplo de la misma manera que un agente vacunal intrace-
lular atenuado recombinante como M. bovis puede ser disefiado para expresar inmundgenos inmunoprotectores contra
M. tuberculosis y Legionella sp. simultineamente. Por consiguiente, la gran eficiencia en la liberacién de vacunas po-
dia estar consumada. Los ejemplos no limitantes de BCG recombinante que expresa la proteina extracelular principal
30 kDa de M. tuberculosis no solamente sirve permitiendo completamente la realizacién de la presente invencidn, sino
representa un avance importante a la medicina, y a la humanidad como un todo.

Por lo tanto, es evidente que aunque una realizacion preferida de la invencidn ha sido mostrada y descrita, varias
modificaciones y cambios pueden ser hechos sin salirse del alcance de la invencion.
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REIVINDICACIONES
1. Una composicién inmunogénica que consta de:

una bacteria recombinante Bacille Calmette-Guerin (BCG) que tiene una secuencia de dcido nucleico extra-
cromosomal que porta el gen que codifica para la proteina extracelular principal 30 kDa de Micobacteria
tuberculosis, en donde dicha proteina principal extracelular de 30 kDa de M. tuberculosis es expresada y donde
dicha secuencia de 4cido nucleico extracromosomal estd bajo el control de promotores de gen de no choque
térmico o promotores de gen de proteinas de no tension.

2. La composicién inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes en la que dicha
protefna principal extracelular es una proteina de no fusién.

3. Una composicién inmunogénica como se describe en cualquiera de las reivindicaciones de la 1 a la 2 para su
uso como medicamento, en la que el medicamento es una vacuna.

4. El uso de una composicién inmunogénica como la descrita en cualquiera de las reivindicaciones de la 1 a la 2
para la fabricacion de un medicamento para la induccién de una respuesta inmune en un animal.
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