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Estas paginas responden a la generosa invitacién del Excmo.
Sr. Rector de la Universidad de Zaragoza, Dr. Felipe Pétriz, para
que corriera a nuestro cargo la alocucion, que, con motivo de la
festividad de nuestro Patrén San Braulio, tiene lugar este 24 de
Marzo de 2006 en el Paraninfo de nuestra Universidad.

Pretenden presentar nuestra modesta aportacion escolar y
cientifica, que dedicamos a los padrinos de este Acto, los
Catedraticos de Microbiologia de la Facultad de Medicina Dra.
Dna. Maria del Carmen Rubio Calvo y Dr. D. Rafael Gémez-
Lus, fundador de la Escuela de Investigacién en Microbiologia
de nuestra Universidad, a los investigadores de grupos naciona-
les e internacionales, con los que tanto hemos compartido, y
—con un carifio especial— a cada uno de los miembros de
nuestro grupo de investigacion, verdaderos protagonistas del
presente trabajo.

Los MICROBIOS Y LAS ENFERMEDADES

Desde el inicio de su existencia, el ser humano se encuentra
en contacto con gran nimero de microorganismos. De los cien-
tos de miles de especies microorganismos que existen, sélo unos
pocos causan enfermedades en hombres y animales. Las enferme-
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dades producidas por estos pocos microbios, desde que el hombre
comienza a vivir en comunidad, han causado grandes y graves
epidemias de enfermedades infecciosas como la viruela, el cdlera
y la peste, que hacen que —de forma cotidiana— asociemos mi-
crobios con enfermedad.

Hoy, gracias al descubrimiento y al uso sistematico de vacu-
nas y antibidticos, es posible el control de muchas de estas morti-
feras epidemias. El descubrimiento, a finales del siglo xvi, por
Jenner de la vacuna contra una de estas enfermedades, la viruela,
y la amplia distribucién y administracion de su vacuna en expe-
diciones filantrépicas, como la de Balmis-Salvany, hicieron posi-
ble que, en 1979, —por primera vez en la historia de la humani-
dad— la Organizacién Mundial de la Salud declarara erradicada
del planeta a una enfermedad infecciosa, la viruela. Actualmente,
las vacunas son el método de intervencién en Salud Publica que
presenta una mejor relacién coste-beneficio, y con las que es po-
sible la erradicacién de enfermedades infecciosas.

En los inicios del siglo xx1, las tres enfermedades infecciosas que
causan mayor nimero de muertes en el mundo son las llamadas en-
fermedades de la pobreza, que incluyen la tuberculosis, el SIDA y la
malaria (denominadas por los anglosajones «The Big Three»).

APUNTES HISTORICOS SOBRE LA TUBERCULOSIS

Respecto a la enfermedad que ocupa nuestra atencion, la tu-
berculosis, es tan antigua como la humanidad. Esta enfermedad se
ha descrito en momias egipcias, con mas de 3.000 anos de anti-
giiedad, asi como en momias precolombinas. La tuberculosis
caus6 una gran mortalidad en las ciudades europeas durante los
siglos XvIIl y XIX, siendo en el siglo XI1x la principal causa de mor-
talidad de la juventud europea.
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La tuberculosis en el siglo XXI era la primera causa de mortalidad de la ju-
ventud europea. El nimero de muertes causadas por tuberculosis disminuye
enormemente en las grandes ciudades de los paises industrializados de mediados del
siglo xviiL, a mediados del siglo XX debido a las medidas de higiene, a las campanas de
prevencion y a la introduccién de un tratamiento efectivo antituberculoso. (Amm Rev
Tuberc Pulm Dis 1958).

Tras el descubrimiento por Koch del bacilo causante de la tu-
berculosis y su descripcién el 24 de marzo de 1882, las medidas de
higiene y prevencién se fundamentaron en la deteccién de casos y
en el aislamiento de los enfermos que eran tratados en los sanatorios
antituberculosos. La ducha organizada contra la tuberculosis» unida a
la mejora de las condiciones de vida permitié disminuir drasticamen-
te el nimero de muertos en los paises industrializados.

En los afios veinte, Calmette y Guérin, tras cultivos sucesivos
del bacilo de la tuberculosis en el laboratorio, logran que pierda
su virulencia y desarrollan la vacuna denominada BCG (Bacilo de
Calmette et Guérin). Esta vacuna ha mostrado su eficacia contra
las formas mas graves de tuberculosis como son las localizaciones
meningea y diseminada. En la segunda mitad del siglo XX se des-
cubrieron firmacos eficaces contra esta enfermedad.
Administrados de forma conjunta y durante prolongados perio-
dos de tiempo, constituyen un arsenal terapéutico eficaz para el
tratamiento de la tuberculosis.

|
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Campaiias de la lucha contra la tu-
berculosis. Sello de correos en el
que se ilustra la gran repercusién so-
cial de las campafias de «lucha con-
tra la Tuberculosis» en los afios cin-
cuenta en Espafa.
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SITUACION ACTUAL DE LA TUBERCULOSIS EN EL MUNDO

El conocimiento de la historia natural de la enfermedad, la
mejora de los métodos diagnostico y la existencia de un trata-
miento eficaz llevaron a considerar en los paises industrializados
que la enfermedad se encontraba bajo control. En 1993, la
Organizaciéon Mundial de la Salud declar6 la tuberculosis como
emergencia global estimando que, anualmente, el nimero de nue-
vos casos superaria los 10 millones y causaria 2 millones de muer-
tos. El mismo organismo estima que, en la presente década, se
produciran 90 millones de nuevos casos y se alcanzaran los 30 mi-
llones de muertos.

CASOS DE TUBERCULOSIS ESTIMADOS POR LA ORGANIZACION
MUNDIAL DE LA SALUD EN EL ANO 2000
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-2 millones de muertes por afio causadas por la tuberculosis
-8 4 millenes de nuevos casos / afio
112 poblacién mundial de infectados por el bacilo ds |a tuberculosis
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La tuberculosis en el mundo. En 1993, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)
declaré la situacién de emergencia contra la tuberculosis, estimando en 2 millones
el ndmero de muertos al afio causados por el bacilo de la tuberculosis. Al inicio del
siglo xx1 la tuberculosis junto a sida y malaria son las efermedades infecciosas mds
mortiferas en el planeta.



En los afios noventa, salt6 la alarma en los paises industria-
lizados. El niimero de casos experimentd un aumento regis-
trandose un nimero de enfermos superior al esperado y se de-
tectaron formas epidémicas de tuberculosis resistentes a los
farmacos convencionales en hospitales de estos paises; la tuber-
culosis se convertia de nuevo en una enfermedad incurable.
Desde los anos sesenta, en que se iniciaron los primeros trata-
mientos, se han descrito cepas resistentes a los distintos antitu-
berculosos. Sirva de ejemplo que, en abril de 1991, el 33 % de
las cepas aisladas en Nueva York eran resistentes al menos a un
antibidtico. La mala cumplimentacién del tratamiento estd con-
siderado el principal factor asociado con la aparicién de resis-
tencias. Actualmente los paises en vias de desarrollo, especial-
mente Africa Subsahariana, amplias zonas de Asia y algunas
naciones latinoamericanas, son los que presentan un mayor nu-
mero de casos de tuberculosis. Un informe reciente de la
Organizacién Mundial de la Salud sefala que se estd produ-
ciendo un aumento de casos de tuberculosis resistentes a los
fairmacos ocasionando serios problemas de Salud Publica y
aflade que, en algunos paises de la antigua Unidén Soviética, se
han detectado epidemias de tuberculosis resistente, consideran-
dose el control de estas epidemias una prioridad (OMS 2004).
Esta fragilidad nos hace recordar que para las enfermedades in-
fecciosas no existen las fronteras y que todos continuamos sien-
do vulnerables la tuberculosis.

LA ESTRATEGIA DEL BACILO DE LA TUBERCULOSIS

Comparado con otras bacterias, el bacilo de la tuberculosis se
multiplica muy lentamente (24 horas). Crece dentro de las células
que infecta, en la tuberculosis humana su Ginico hébitat es el ser hu-
mano, transmitiéndose entre personas por via respiratoria. Tras ser

ANTI-TUBERCULOSIS

DRUG RESISTANCE
IN THE WORLD

Hoy la tuberculosis resistente a
los farmacos vuelve a ser una en-
fermedad incurable. La Organi-
zacién Mundial de la Salud estudia
las regiones donde se afslan cepas
de tuberculosis resistentes a los far-
macos, destacando entre ellos la
antigua Unién Soviética.
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infectadas por el bacilo, entre un 5 y un 10 por ciento de las per-
sonas infectadas desarrollan la enfermedad, siendo multifactorial la
susceptibilidad a la enfermedad. Entre las multiples causas que se
asocian con desarrollar una tuberculosis se encuentran factores ge-
néticos, pero también factores ambientales que pueden disminuir
las defensas del individuo, como una mala alimentacién asociada a
la pobreza o enfermedades que afectan al sistema inmunoldgico,
como el SIDA.

Estudios moleculares recientes muestran que la estrategia de
crecimiento lento del bacilo de la tuberculosis es muy eficaz y que
su adaptacién al ser humano es relativamente reciente, en compa-
racién con otros microbios, existiendo una gran similitud entre
todos los aislamientos del bacilo de la tuberculosis, que serian des-
cendientes de un antecesor coman®l. La hipétesis es que el baci-
lo infectd a los primeros humanos, aproximadamente hace 15.000
0 20.000 anos, cuando el ser humano comienza a vivir en socie-
dad en comunidades agricolas y ganaderas!.

LA ESTRATEGIA DEL INVESTIGADOR:
PRIMERO ESTUDIAR PARA LUEGO PODER DESACTIVAR AL BACILO

Estudiando al bacilo

Epidemiologia Molecular de la Tuberculosis:
Siguiendo el rastro del bacilo de la tuberculosis

Los estudios moleculares permiten diferenciar una cepa del
bacilo de la tuberculosis que ha producido enfermedad en un
determinado paciente. El descubrimiento de la secuencia de in-
sercion denominada IS6110, secuencia especifica y repetida de
forma variable entre las distintas cepas del bacilo, permite la di-
ferenciacion de cepas y seguir el rastro del bacilo de la tubercu-



losis. IS6110 esta presente en ntimero variable de copias y éstas
se localizan en las diferentes cepas en distintas posiciones del
cromosoma de forma polimorfica. El estudio de esta secuencia,
en cada cepa, permite obtener un patrén similar a un cédigo de
barras.

Nuestros primeros trabajos se dirigieron al estudio de la es-
tabilidad de este polimorfismo. Se estudiaron las cepas aisladas de
pacientes tuberculosos y cepas aisladas de los mismos pacientes
afios més tardel’l. Confirmar que el patréon permanecia estable,
nos permitié considerar su potencial utilidad en la deteccién de
futuras epidemias. Posteriormente, nuestros esfuerzos se dirigie-
ron a conocer el mecanismo bioldgico de ese polimorfismo, des-
cubriendo que era debido al salto o transposicion de esta secuen-
cia 1S6110%). Comprobada la utilidad del método, por su
estabilidad en el tiempo y su universalidad entre cepas, al deberse
a un mecanismo de transposicion o salto comun a otras bacterias,
el método de diferenciacion de cepas de bacilos de la tuberculo-
sis comenzo a ser empleado por diferentes laboratorios de todo el
mundo, pero, al utilizarse diferentes sitios de corte del genoma de
bacilo y marcando ese polimorfismo de forma diferente, no per-
mitia la comparacién entre laboratorios. En una reunién celebra-
da en los CDC (Centers for Disease Control) de Atlanta, se plan-
ted la necesidad de estandarizar el método de diferenciacion de
las cepas por RFLP (Polimorfismo de los Fragmentos de
Restriccion), con la secuencia de insercidon IS6110, para su uso
universal en la medicina humana. En este consenso participb ac-
tivamente nuestra Universidad junto con, entre otros,los CDC de
Atlanta, el Instituto Pasteur de Paris, el RVIM de HolandaP?.
Actualmente, éste es el método universalmente utilizado para la
diferenciacién del bacilo de la tuberculosis y es utilizado sistema-
ticamente para estudios epidemioldgicos. El método publicado en
el articulo de Van Embden ef al de 1993 continta siendo el pa-
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El bacilo de la tuberculosis puede
diferenciarse permitiendo seguir
su rastro: similar a un cédigo de
barras. El bacilo de la tuberculosis
se divide cada 24 horas y para ver
las colonias en el laboratorio se
tarda casi un mes. Hasta hace 10
afios era imposible distinguir los
bacilos aislados de los distintos en-
fermos. Hoy, gracias a las técnicas
de Biologia Molecular, podemos
diferenciar los bacilos aislados de
cada individuo, obteniendo una
identificacion similar al cédigo de
barras que nos permitird seguir la
transmision del bacilo.
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Estudios de epidemiologia molecu-
lar. El bacilo de la tuberculosis de
cada enfermo se estudia genética-
mente y se compara con el de los
otros enfermos.

trén universal de la epidemiologia molecular de la tuberculosis y
es el mas citado en todos los articulos publicados por la comuni-
dad cientifica aragonesa, en los que participa nuestra Universidad.
Después de mas de 12 afios de uso en estudios de epidemiologia
molecular del bacilo de la tuberculosis por RFLP-IS6110, sigue
siendo el patréon oro y decenas de miles de cepas en todo el
mundo han sido estudiadas de forma estandarizada, permitiendo
la comparacién de bases de datos, lo que facilita el estudio del
comportamiento del bacilo. Los resultados de estas técnicas se
pueden analizar mediante programas informaticos de analisis de
imagenes y son almacenados en bases de datos. Cada patrén o co-
digo de barras de las nuevas cepas se compara con las ya existen-
tes en la base de datos vy, si coinciden, se estudia la relacién entre
los pacientes. Nuestra Universidad sigue participando en el estu-
dio comparativo internacional de diferentes métodos de tipado,
colaborando en la busqueda de nuevos métodos que permitan
acortar tiempos o mejorar la técnical®®!, comparindolos con los
métodos utilizados en la actualidad®!.

Estas técnicas moleculares nos permiten identificar una
transmisién de tuberculosis (un individuo sano es contagiado por
un individuo enfermo), o una reactivacién (una cepa que infectd
previamente se encontraba en fase silente en un individuo), segin
los patrones genéticos de las cepas aisladas de los individuos, sean
idénticos o no.

Estudios de Epidemiologia Molecular en nuestra Comunidad
Autdénoma

Los estudios efectuados entre los afios 1993 y 1995, fueron
pioneros en nuestro paisi*’l. Permitieron establecer las similitudes
y diferencias de la transmision de la tuberculosis con estudios in-
ternacionales y posteriormente nacionales?>#°l. Para estos estu-
dios fue fundamental la colaboracién de los Servicios de



Microbiologia de los dos grandes hospitales de la provincia de
Zaragoza: el Hospital Clinico Universitario Lozano Blesa y el
Hospital Miguel Servet, asi como la de los otros hospitales de
nuestra Comunidad Autdénoma, hoy pertenecientes al SALUD.
Desde el ano 2004, en colaboracién y coordinacién con la
Consejeria de Sanidad del Gobierno de Aragdn, se realiza la ca-
racterizacién molecular sistematica de las cepas aisladas en nues-
tra Comunidad Auténoma. Este trabajo permite detectar y estu-
diar la presencia de los brotes activos, y posibilita a los
microbidlogos descartar contaminaciones de laboratorio y dife-
renciar dentro del complejo Mycobacterium tuberculosis las subes-
pecies que afectan a humanos: M. tuberculosis, M. bovis y M. africa-
num. Estas investigaciones también permiten a los
epidemidlogos realizar estudios poblacionales e identificar gru-
pos y factores de riesgo, que a su vez permiten a los sistemas de
vigilancia epidemiolégica de nuestra Comunidad Auténoma el
seguimiento de casos y la deteccion de brotes para un mejor
control de la enfermedad”. Desde el punto de vista de la in-
vestigacidn basica, estos estudios nos permiten reconocer cepas
que puedan tener aumentada su virulencia, posibilitando el es-
tudio de los mecanismos de patogenicidad del bacilo de la tu-
berculosis.

También las hemos aplicado las técnicas de epidemiologia mo-
lecular a los bacilos de la tuberculosis aislados en animales, en cola-
boracidén con la Facultad de Veterinaria, para su utilizacién en me-
dicina veterinaria. Se estudiaron aislamientos de bovidos y cabras®,
siendo posible detectar en algin caso la transmisién de determina-

das cepas a humanos/?*l.

Estudios de Epidemiologia Molecular a nivel nacional e internacional

Nuestra Universidad participa de forma muy activa en estu-
dios de epidemiologia de la tuberculosis con otras comunidades
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auténomas. En Gran CanariaP’l) estos estudios han descrito la
posibilidad de reinfeccidén con nuevas cepas del bacilo, en pa-
cientes con una tuberculosis previal’l, y que la introduccién en el
afio 1993 en la isla de Gran Canaria de una cepa de un determi-
nado patrén genético, denominada «Beijing», produjera ese ano
el mayor brote de tuberculosis en la isla. Estudios de afios poste-
riores demostraron que esta cepa causé un 30 % de los casos de
tuberculosis de toda la isla®l, indicando, por un lado, la enorme
virulencia de esta cepa vy, por otro, que el control de ese brote es-
pecifico reduciria de forma considerable la incidencia de la tu-
berculosis en la Isla.

Nuestra Universidad también participa en estudios con
otras comunidades autonomas como, entre otras, Galicia, Na-
varral’?l, la Comunidad de Madrid® y la Comunidad Valen-

cianal'¥l,

También colabora con grupos de veterinaria nacionales, es-
tudiando la epidemiologia de la tuberculosis en animales de gana-
derfa y salvajes!'”l. Igualmente, con grupos de veterinaria latinoa-
mericanos, para el estudio epidemiologico de tuberculosis en
explotaciones ganaderas argentinasi®® y en animales salvajes,

como los lobos marinos de las costas argentinas®*l.

Estudio de los mecanismos de adaptacion del bacilo a los farmacos
antituberculosos: Estudio de los mecanismos de resistencia

Como hemos indicado anteriormente, la utilizacidon de anti-
bidticos constituye una de las formas mas eficaces de luchar con-
tra las infecciones bacterianas. El estudio de los mecanismos por
los que una bacteria se vuelve resistente a los antibidticos ayuda a
prevenir este fendmeno, que representa un grave problema sani-
tario. Hasta el presente, todas las resistencias descritas en cepas del



bacilo de la tuberculosis estudiadas a nivel genético corresponden
a modificaciones en el sitio diana de accién de farmaco. Sin em-
bargo, se han encontrado bacilos resistentes en los que las protei-
nas diana no estan alteradas, por lo que la resistencia estd produ-
cida por otro mecanismo diferente. Nos interesamos en el estudio
de los mecanismos por los cuales el bacilo de la tuberculosis au-
menta la capacidad de hacerse mas resistente, como es el aumen-

to de tasas de mutacién!*?.

Siguiendo la linea de investigacién clasica en nuestra
Universidad, iniciada por el profesor Gémez-Lus en el estudio
de los mecanismos de resistencia en bacterias, la hemos enfoca-
do al estudio de los mecanismos de resistencia aplicado a las mi-
cobacterias. Inicialmente, estudiamos las enzimas modificantes a
antibiéticos!*34 y actualmente estamos investigando la contribu-
cién de las bombas de eflujo en el fendmeno de la resistencia a
antibidticos en el bacilo de la tuberculosis, en colaboracién con
otros laboratorios europeos!'>*!. El bacilo tiene més de 40
bombas de eflujo de distintas familias y estamos estudiando seis
nuevas bombas de eflujo de la familia Major Facilitator

Superfamily!**-+1.

Epidemiologia molecular de la tuberculosis multirresistente

De los farmacos disponibles actualmente para el tratamiento
de la tuberculosis, dos de ellos, la isoniacida y la rifampicina, son
de enorme importancia. A la bacteria que adquiere resistencia, al
menos a estos dos farmacos, la denominamos tuberculosis multi-
rresistente. Por la dificultad de su tratamiento, se convierten en las
formas mas graves de tuberculosis. Su estudio y control estd con-
siderado de enorme importancia, desde el punto de vista sanita-

rio, epidemioldgico y de salud publica.
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Red Espaiiola de Vigilancia de la Tuberculosis Multirresistente

de TB MR
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La Universidad de Zaragoza coor-
dina el estudio de tuberculosis
multiresistente a nivel nacional.
Las formas mas graves de tubercu-
losis son las resistentes a los fArma-
cos antituberculosos. En el Labora-
torio de Genética de Micobacterias
de la Facultad de Medicina de la
Universidad de Zaragoza, en cola

Tras las epidemias de tuberculosis multirresistentes de los
anos noventa de Nueva York, estudiamos, en colaboracién con
hospitales de Malaga y Madrid, la primera epidemia de tubercu-
losis multirresistente ocurrida en Espafial*®l, con una alta tasa de
reinfeccion!*, que, posteriormente, afectd a gran ntimero de co-
munidades auténomas, incluida la aragonesa. Una cepa, resistente
a la mayor parte de los firmacos conocidos contra la enfermedad,
se diseminé entre enfermos con SIDA provocando una elevadisi-
ma mortalidad. Después de este suceso, con la idea de detectar
posibles epidemias de tuberculosis multirresistentes, y en colabo-
racién con la mayoria de los servicios de Microbiologia de los
hospitales del pais, nuestra Universidad se plante6 el estudio siste-
matico de las cepas multirresistentes de tuberculosis y se estable-
16 una red de vigilancia de la tuberculosis multirresistente espa-
fiola, pionera a nivel mundial*’!.

Estudio de Ia tuberculosis multirresistente a nivel nacional

Desde enero de 1998, se realiza de forma sistematica el estu-
dio genético de cepas del bacilo de la tuberculosis, multirresisten-
tes a los fairmacos, en coordinacién con el Instituto de Salud
Carlos III de Madrid, donde se informan los casos idénticos que
aparecen entre diferentes comunidades auténomas. Este sistema
de alerta de brotes de tuberculosis multirresistente posibilita la ac-
tuacidn en caso de epidemias.

La red de vigilancia espanola de la tuberculosis multirresis-
tente, se denomina Grupo Espanol de Trabajo sobre TB-MR.. Esta
formada por los laboratorios de micobacterias del Sistema
Nacional de Salud, y coordinada por el grupo de Genética de
Micobacterias de la Facultad de Medicina de la Universidad de
Zaragoza (http://genmico.unizar.es/).



Estudio de Ia tuberculosis multirresistente a nivel internacional

Se ha creado una base de datos de las cepas de tuberculosis
multirresistentes, localizada en Holanda, que contiene las cepas de
tuberculosis multirresistentes de 32 laboratorios internacionales,
participantes en una Accién Concertada de la Unidén Europea,
donde comparamos la base de datos que coordinamos desde la
Universidad de Zaragoza. Esta red permite cotejar y estudiar los
distintos patrones genéticos que se aislan en cada pais participan-
te. El intercambio de datos hace posible detectar brotes entre di-

ferentes paises 71,

Tradicionalmente, en modelos animales se ha estudiado que
los bacilos que se hacen resistentes a los firmacos son menos vi-
rulentos, perdiendo su capacidad de infectar tanto al ratén como
al cobayo. Estos estudios han sido corroborados por nuestros tra-
bajos de epidemiologia molecular, en los que encontramos que las
cepas sensibles a los farmacos, en general, se transmiten mas que
las cepas multirresistentes!*”#). Sin embargo... jdeterminadas cepas
multirresistentes se transmiten de forma epidémica!

Desarrollo de herramientas genéticas para estudiar el bacilo
de la tuberculosis

En los anos setenta se desarrolla la genética y biologia mole-
cular, utilizando distintas bacterias y virus como modelos. Las téc-
nicas moleculares aplicadas al bacilo de la tuberculosis se desarro-
llaron con mas de 20 anos de retraso. Las razones de esta demora
son diversas. El bacilo es dificil de manipular, debe manipularse en
laboratorios de seguridad bioldgica por tratarse de un patdgeno
que se transmite por via respiratoria y ademas presenta un creci-
miento lento. Experimentos que, en otras bacterias no patégenas
se realizan en dias, con el bacilo de la tuberculosis se retrasan
meses y afios. A todo esto, se sumd el optimismo de los anos se-
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El bacilo de la tuberculosis un
bacilo que se transmite por via
respiratoria. El bacilo de la tuber-
culosis es una bacteria patégena
que se debe trabajar en laboratorios
de seguridad biolégica.
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El bacilo de la tuberculosis
pertenece a las «micobacterias».
Forma que presentan las bacterias
de la familia de las «micobacterias»
creciendo en un medio de cultivo.

tenta, en que se pensaba que era posible la erradicacién de la tu-
berculosis, menospreciando al enemigo, creyendo que no seria
necesario estudiar y conocer el bacilo para luchar contra él.

Para manipular directamente el bacilo de la tuberculosis, ha
sido necesario desarrollar Gtiles genéticos en microorganismos em-
parentados, que nos sirven de modelo. Para la puesta a punto de
estos nuevos utiles genéticos se eligen las especies no patogenas.

El bacilo de la tuberculosis pertenece al género de las «mi-
cobacterias». La investigacion genética del género se inicia por dos
grupos, a finales de los afios ochenta: uno, en Estados Unidos y
otro en Europa. El grupo americano esta dirigido por el profesor
Jacobs de la Facultad de Medicina del «Albert Einstein Institut»
de Nueva York, y el grupo europeo por la profesora Gicquel del
Instituto Pasteur de Paris.

Por esta época, distintos miembros del Departamento de
Microbiologia de la Facultad de Medicina de nuestra Universidad
se forman en el Instituto Pasteur. En este periodo, se aisla el trans-
pos6én Tn610, que fue modificado genéticamente, introduciendo
un marcador de resistencia a kanamicina, denominindose al

nuevo transposén Tn6113)

. Con éste se demostrd, por primera
vez, la transposicién en micobacterias. También participamos en
el desarrollo de las técnicas de manipulacién genética por intro-
duccién de DNA por electro transformacién!®! y desarrollamos
vectores que permiten insertar genes de forma estable en las mi-

cobacterias®?.

Participamos en la construccién de una serie de vectores que
replican de forma condicional, como los plasmidos termosensibles
para la replicacidn, para poder seleccionar gran nimero de suce-
sos de transposicion. La replicacion del plasmido, da tiempo a que
la transposicién ocurra en el interior de la célula, a una tempera-
tura permisiva, y al aumentar la temperatura del cultivo se inhibe



la replicacién del plasmido, pudiendo seleccionar estos sucesos de
transposicion. Estos plasmidos mutantes termosensibles para la re-
plicaciéon en micobacterias fueron obtenidos por mutagénesis
quimica in vitro con hidroxilamina. Los mutantes se obtuvieron a
partir de plasmidos. Un plasmido derivado de pAL5000 seleccio-
nando mutantes kanamicina resistentes a 30°C y sensibles a 39°C
y termosensiblesP?’!% puede ser utilizado para el reemplazamien-
to génico, por recombinacién homologa en el bacilo de la tuber-
culosis?®l.

En 1992, en la Facultad de Medicina de la Universidad de
Zaragoza se crea el Grupo de Investigacidén en Genética de las
micobacterias. El Grupo se plantea contribuir al desarrollo de
las herramientas necesarias para poder manipular el bacilo de la
tuberculosis y buscar nuevos elementos genéticos moviles,
«transposones», como utiles de mutagénesis en micobacterias,
que faciliten el estudio de los mecanismos de patogenicidad del
bacilo de la tuberculosis. Se aislan otros transposones?13 y se
desarrolla un sistema de mutagénesis por transposiciéon de alta

eficacial?>1740],

Desde nuestro Grupo también contribuimos a la identifica-
cién y construccidn de plasmidos en micobacterias que pueden
ser utiles para la manipulacion del bacilo de la tuberculosis. Se
aislan nuevos plasmidos de cepas clinicas!'). Se realizan construc-
ciones de plasmidos para simplificar la manipulacién en el labo-
ratoriol®l.

Hoy, el conocimiento generado por decenas de equipos de
investigacién en tuberculosis como el nuestro, que desde los anos
noventa se incorporaron al estudio molecular del bacilo, es enor-
me, destacando la posibilidad de estudios gendmicos, a partir del
afio 1998, en que el equipo del profesor Cole publica la primera
secuencia del genoma completo de un bacilo de la tuberculosis.
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El suefio
de una nueva vacuna
contra la tuberculosis
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BCG la actual vacuna contra
la tuberculosis. Sello de co-
rreos a favor de la campafia de
vacunacién contra la tubercu-
losis en Francia.

El importante esfuerzo, invertido en capital humano y recursos en
investigacion contra la tuberculosis, hace que hoy dispongamos de
las herramientas necesarias para poder manipular los bacilos y po-
damos plantearnos metas tan ambiciosas como desactivar el baci-
lo de la tuberculosis.

EL SUENO DE UNA NUEVA VACUNA CONTRA LA TUBERCULOSIS

La experiencia de vacuna viva BCG

Como comentamos anteriormente, la vacuna actual contra la
tuberculosis, BCG, es una vacuna viva atenuada, que confiere pro-
teccién para los casos graves de tuberculosis. Su uso es recomen-
dado por la Organizaciéon Mundial de la Salud en paises con alta
incidencia de tuberculosis, siendo actualmente BCG la vacuna
mas utilizada en todo el mundo. En los casos de tuberculosis res-
piratoria, el grado de proteccion que confiere es muy variable, en-
contrandose entre el 70 % en estudios realizados en Inglaterra y
la falta de proteccidon en estudios realizados en la India y en per-
sonas en las que la tuberculosis se presenta asociada a SIDA.
Desarrollar vacunas mas eficaces que la actual BCG contra las for-
mas respiratorias y erradicar la tuberculosis es una prioridad.

La vacuna BCG se obtuvo cultivando sucesivamente mis de
200 veces en el laboratorio, con las técnicas rudimentarias micro-
biologicas de la época, un bacilo tuberculoso aislado de vacas,
hasta que disminuy¢ su patogenicidad para los humanos. Los es-
tudios genéticos actuales de la vacuna BCG sefalan que mas de
100 genes se han perdido en la cepa vacunal en diferentes regio-
nes del genoma, sugiriendo que esta extrema atenuacidn sea causa
de la pérdida de su eficacia. A esto debemos anadir que distintos
laboratorios de todo el mundo han subcultivado esta cepa, lo que
ha provocado la aparicion de diferencias genéticas e inmunologi-
cas entre las distintas variantes de BCG.



Los avances en investigaciéon en el campo de las vacunas, de
la inmunologia y el desarrollo de la genética de micobacterias,
que comentamos anteriormente, hacen posible que nos plantee-
mos la investigacioén y desarrollo de nuevas vacunas contra la tu-
berculosis.

Mejorar la eficacia de la actual vacuna BCG

Dos son las estrategias fundamentales en la investigacion de
nuevas vacunas contra la tuberculosis. Por un lado, mejorar la in-
munidad conferida por la actual BCG y por otro, la construccion
de nuevas vacunas mas eficaces y capaces de reemplazar la actual
vacuna BCGPYl,

El Proyecto Europeo «Tuberculosis Vaccine Development»
delV Programa Marco de la Union Europea, ha desarrollado y es-
tudiado mas de 100 candidatos a vacuna, basados en proteinas del
bacilo (vacunas subunidades) y mas de una veintena de vacunas
vivas. Actualmente, se estan ensayando diversos candidatos en di-
ferentes modelos animales para determinar su grado de atenua-
ci6n, de inmunidad y de proteccion, que permita garantizar su

eficacia contra la tuberculosis en humanos.

Es la primera vez, en mas de 80 anos, que nuevos candida-
tos a vacuna contra la tuberculosis han pasado a Fase I, en en-
sayos clinicos en humanos, en estudios de inmunidad y ausen-
cia de toxicidad. Los primeros estudios se han publicado a
finales de 2004 por la Universidad de Oxford. Estos primeros
ensayos tratan de aumentar la inmunidad de BCG, en indivi-
duos previamente vacunados, utilizando virus recombinantes
derivados del virus de la vacuna y que contienen el antigeno de

tuberculosis (Ag85) con la idea de mejorar la proteccién de

BCG.
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Desarrollo de vacunas vivas capaces de reemplazar a BCG

El desarrollo de una nueva vacuna con mayor grado de
proteccion, que pueda sustituir la actual BCG, es un reto para la
comunidad cientifica que permitiria el plantearse erradicar la
tuberculosis a medio plazo y reemplazar la actual BCGP.
Nuevos candidatos vacuna, que hagan posible erradicar la tuber-
culosis en areas endémicas, han de conferir una proteccién su-
perior a la de BCG, en las formas de tuberculosis respiratoria en
adultos, teniendo en cuenta la poblacion coinfectada con VIH y
que puedan ser producidas a gran escala y bajo coste. Para este
objetivo, las vacunas vivas se plantean como buenos candidatos
potenciales.

El pasado afio, la primera vacuna viva contra tuberculosis que
ha pasado a Fase I se basa en la actual vacuna BCG, a la que por
ingenieria genética se le ha introducido una proteina recombi-
nante (Ag85), desarrollada por un grupo americano de la
Universidad de UCLA.

DESARMAR AL BACILO DE LA TUBERCULOSIS. ELECCION DE LA ESTRATEGIA

La estrategia elegida por el Grupo de Trabajo de la
Universidad de Zaragoza, en colaboracién con el Instituto
Pasteur, para la construccién de una nueva vacuna contra la tu-
berculosis, ha sido —a partir del conocimiento del bacilo y del
desarrollo de las herramientas genéticas para su manipulacién-—
partir de una cepa de tuberculosis, construir una nueva vacuna
eliminando genes de forma racional. Una estrategia similar, pero
utilizando distintos genes, es la elegida por el otro grupo pionero
en genética de micobacterias el «Albert Einstein Institut» de
Nueva York.



Empezar desde el principio de una forma racional con la tecnologia
y conocimiento actuales ;Qué genes elegir?

Nos planteamos construir una nueva vacuna viva, a partir de
un bacilo aislado de un paciente y que inactivemos sus genes de
virulencia de forma racional. Esta estrategia es mas laboriosa, im-
plica partir de cero y demostrar, en una primera etapa, la atenua-
ci6n del candidato a vacuna construido vy, en segundo lugar, una
inmunidad superior a BCG, con el ambicioso objetivo de reem-
plazar a la actual BCG.

Nuestra hipotesis de partida tuvo su origen en nuestros estu-
dios sobre epidemiologia molecular de cepas multirresistentes, si
s6lo unas pocas se transmiten de una forma mayor que el resto,
éstas poseen alguna caracteristica que les hace aumentar su viru-
lencia. Por lo tanto, si logramos saber cdmo aumentan su virulen-
cia, podremos inactivar estos genes para disminuir su virulencia.

Tras las investigaciones de epidemiologia molecular de tu-
berculosis multirresistentes en nuestro pais, concentramos nues-
tros estudios en la cepa causante del mayor brotel*! y encon-
tramos que un gen anotado como posible regulador de genes
de virulencia en el genoma de M. tuberculosis descrito por Cole,
estaba altamente expresado en esta cepal!l, por lo que su inac-
tivacién podria disminuir la virulencia del bacilo de la tubercu-

losis.

En un aislamiento clinico de tuberculosis inactivamos tinica-
mente el gen denominado phoP, por las técnicas de ingenieria ge-
nética desarrolladas!*!l. La inactivacién de este tinico gen condu-
cia a una enorme atenuacion, tanto en el modelo celular, como
en el modelo ratén!*!l. Estudios posteriores de atenuacién han de-
mostrado una mayor atenuacién que BCG en modelo ratén con

sistema inmunolégico disminuidol®*l,
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Hoy sabemos que el gen phoP regula gran nimero de genes
del bacilo de la tuberculosis, implicado en la virulencia, entre ellos
lipidos complejos, relacionados con la virulencia, que serian la
base de su gran atenuacién!'®l,

Los ensayos de proteccién realizados en colaboracién con
equipos nacionales e internacionales de Inglaterra, Francia vy
Méjico, contra la infeccidn por el bacilo de la tuberculosis han
mostrado muy buenos resultados en modelo ratén, y en modelo
cobayo una proteccién superior a BCG, con una inmunidad
mayor que la actual vacuna BCGP*l. La mayor inmunidad confe-
rida por el mutante phoP esta en estudio. Ensayos con primates,
que se estan realizando en el PBRC de Holanda, muestran resul-
tados muy esperanzadores.

Ensayos del prototipo de vacuna hacia el ensayo clinico en humanos

Los buenos resultados en fase preclinica de este candidato a
vacuna, construido de forma racional por la inactivacién de genes
que regulan la virulencia, hacen del mutante phoP un prometedor
candidato a vacuna y apuntan a su futuro ensayo en humanos. Uno
de los principales retos de las vacunas vivas es su absoluta seguridad
para su uso en humanos. Una vez demostrada su atenuacién y pro-
teccion, en ambos casos mejor que la actual vacuna BCG, estamos
trabajando en una nueva generacién de vacuna basada en el mutan-
te phol afadiendo una nueva mutacion que aumente su seguridad.

Los futuros retos de la investigacion en nuevas vacunas contra
la tuberculosis

La vacunacién contra la tuberculosis plantea grandes retos.
Un tercio de la poblacién mundial esta infectado con el bacilo de
la tuberculosis vy, recientemente, los estudios de epidemiologia
molecular de la tuberculosis han comprobado que la reinfecciéon



con nuevas cepas es mis frecuente de lo que inicialmente se pen-
saba, por lo tanto, se necesitan vacunas mas eficaces que la propia
infeccién del baciloP”. Las vacunas vivas atenuadas de forma ra-
cional por la inactivacidn de genes que regulan la virulencia estan
siendo un prometedor candidato a vacuna.

El desarrollo de una nueva vacuna con mayor grado de pro-
teccidn, que pueda sustituir la actual BCG, es actualmente un reto
para la comunidad cientifica, que permitiria, plantearse erradicar
la tuberculosis a medio plazo.

Otro reto en la vacunacién contra la tuberculosis es proteger
a la poblacién que actualmente estd vacunada con BCG o infec-
tada con M. tuberculosis®'l. Recientes experimentos, utilizando va-
cunas de subunidades proteicas, en animales previamente vacuna-
dos con BCG, estan dando buenos resultados.

Las vacunas vivas derivadas de un mutante phoP en una cepa
de tuberculosis construida de forma racional, se encuentran en
avanzados ensayos preclinicos. Con el horizonte de erradicar la
tuberculosis, las vacunas vivas atenuadas son buenas candidatas por
su bajo coste de produccién, asi como por la enorme experiencia
acumulada, tanto en el uso de BCG como en su produccidn.

Sirva nuestra modesta aportacidn cientifica en la investiga-
cién internacional dirigida a la «lucha contra la tuberculosis», que
presentamos en honor a nuestro patrén San Braulio, como con-
tribucidon de nuestra Universidad, que hoy se suma a la «Union
Internacional contra la Tuberculosis» y a la «Organizacién
Mundial de la Salud», en la celebraciéon del «Dia Mundial de la
Lucha contra la Tuberculosis».

Carlos Martin
Catedritico de Microbiologia
Universidad de Zaragoza
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