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1. RESUMEN:

La vacunacidon es uno de los logros mas importantes en la historia de Ia
medicina, que ha ido evolucionando a lo largo de los afios permitiendo una reduccién
significativa de la mortalidad infantil, una disminucion de la incidencia de
enfermedades e incluso la erradicacidon de algunas de ellas en paises enteros. Las
vacunas de nueva generacidon surgen para reducir o eliminar las carencias de las
vacunas “tradicionales”. Técnicas biotecnolégicas basadas en el ADN recombinante
han dado lugar, entre otras, a las vacunas de bacterias recombinantes vivas. Estas
vacunas pueden ser de dos tipos: las bacterias modificadas genéticamente, que
proporcionaran inmunidad contra la enfermedad que causan o, bacterias ya sean
patoégenas o no, que portan ADN heterdlogo para la produccidn de un antigeno contra
el que queremos inmunizar. Esta fusién entre la tecnologia de ADN recombinante y el
uso de vectores bacterianos ofrece multiples ventajas tanto desde el punto de vista

logistico y comercial como inmunolégico.

En el presente trabajo se ha realizado una recopilacion de los principales
vectores bacterianos usados hasta la fecha, ademas de una selecciéon de los articulos
de investigacion sobre este tipo de vacunas, en base a las enfermedades consideradas

de mayor relevancia.
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2. INTRODUCCION

Para hablar de vacunacion tenemos que remontarnos a 1796, cuando Edward
Jenner inoculd a un nifio de 8 afios el virus de la viruela procedente de una lechera
contagiada por la viruela bovina. Aunque al principio parecia que el nifio empeoraba, al
cabo de 9 dias se recupero totalmente, e incluso Jenner, para cerciorarse de que
estaba inmunizado, volvié a inocularle el virus y no se produjo ningun tipo de reaccion

(The college of physicians, 2016).

Pero no fue hasta mas de 80 afios después, cuando Louis Pasteur (Figura 1)
descubridé el método de atenuacion de las cepas bacterianas, en concreto, de cepas del
cOlera aviar, produciendo asi la primera vacuna de laboratorio. También se le atribuye

la primera vacuna contra la rabia (The college of physicians, 2016).

Figura 1. El quimico y bacteriélogo francés Louis Pasteur (Moran, 2014).

El médico espafiol Jaime Ferran cred en 1885 la primera vacuna en inmunizar a
humanos frente a una enfermedad bacteriana, el cdlera, producida por Vibrio
cholerae; dicha vacuna fue preparada cultivando bacterias tomadas de heces de
personas enfermas con célera. Durante toda su carrera también desarrollo vacunas

contra el tétanos, tuberculosis o tifus, entre otras (The college of physicians, 2016).
2.1 PRINCIPIOS DE LA VACUNACION

El sistema inmunitario es el encargado de proteger al organismo de la agresién
de los microorganismos patdégenos, mediante una diversidad de sistemas que se
encuentran interrelacionados entre si y que representan las diferentes barreras frente

a la infeccion (Genoma Espaia, 2004).



Dentro de este sistema inmune encontramos dos tipos de inmunidad:

+ INMUNIDAD INNATA: Es aquella que no necesita contacto previo con el
antigeno para ser desarrollada, se trata de una respuesta primaria.

+ INMUNIDAD ADQUIRIDA: Se trata de una inmunidad con memoria, es decir,
necesita un contacto previo con el antigeno para poder activarse. Se trata
de una respuesta secundaria y es la que nos interesa en el caso de la

vacunacion (Genoma Espafia, 2004).

La inmunizacion puede realizarse de manera ACTIVA o PASIVA, dependiendo de
si nuestro sistema inmune ha necesitado activarse o se trata de una transferencia
directa de anticuerpos (ej.: la transferencia de inmunidad a través de la leche materna)

(Genoma Espaiia, 2004).
Fasiva (maternal)
de forma natural <
Activa (infeccion)
Pasiva (suerd con anticuarpos)
de forma artificial
Activa (inmuzacidn con vacunas)

Barreras fisicoquimicas del
Innata — OrgANISMo y [eucocitos qua
“devoran” a los microorganismos

Adquirida

Inmunidad

Figura 2. Esquema de la inmunidad (IES, 2016).

La vacunacion es el proceso que permite generar una resistencia a una
enfermedad infecciosa y consiste en imitar una infeccion por medio del agente
patégeno contra el cual se desea proteger. Para ello, se inocula al hospedador
gérmenes atenuados, inactivados o fracciones de estos que simulan el proceso del
primer contacto. A partir de ese momento el sujeto quedaria sensibilizado adquiriendo
una memoria inmune, por lo tanto, en caso de nuevo contacto con el patégeno se
produciria una respuesta de tipo secundario, evitando asi todo el proceso de la puesta
en marcha de la respuesta adquirida, ya que tenemos los anticuerpos creados (OMS,

2016; Genoma Espafia, 2004).



Hay tres respuestas secuenciales frente a la vacunacion:

a) Induccién de cascadas proteoliticas que tratan de aislar el cuerpo extraio

(complemento, calicreina y sistema de coagulacion).

b) Reconocimiento y captacidon del microorganismo o el antigeno por las

células fagociticas.

c) Induccién de una respuesta humoral por liberacion de péptidos

antimicrobianos.

El sistema inmune presenta algunos elementos almacenados vy listos para su
excrecion (proteina C reactiva, sistema del complemento y anticuerpos naturales),
aunque hay otros que necesitan una activaciéon para su sintesis (neutrdfilos,

macroéfagos, linfocitos T) (Gil y cols, 2009)

Existen dos conceptos importantes, la inmunogenicidad y la reactogenicidad de

las vacunas. El primero hace referencia a como las vacunas son capaces de inducir
una respuesta inmunitaria detectable, es decir alcanzar el nivel suficiente de
anticuerpos para estar protegidos frente a la enfermedad para la cual nos hemos
vacunado. Y el segundo define la seguridad de las vacunas y se mide en funcion de las
reacciones adversas sistémicas y locales que la vacuna puede producir tras su

administracién (Gil y cols, 2009).

2.2 TIPOS DE VACUNAS

2.2.1. VACUNAS CLASICAS

2.2.1.1. ATENUADAS

Son vacunas que estan formadas por microorganismos que han perdido su
capacidad de virulencia, pero que conservan suficiente carga antigénica como para
producir una respuesta inmune. Suelen producir una inmunizacién duradera y eficaz
puesto que la respuesta causada en el organismo es muy similar a la originada en la

enfermedad natural (Gil y cols, 2009).

La atenuacién de dichos microorganismos debe ser por tanto lo

suficientemente fuerte como para que no produzca la enfermedad, pero no tanto



como para que se destruyan los componentes antigénicos que dan lugar a la respuesta
inmune. Algunos ejemplos de métodos de atenuacion son: utilizacion de
microorganismos que son patdégenos en animales pero no en el ser humano y que
mantienen una inmunidad cruzada entre ambos, atenuacidon por mutagénesis,

atenuacion por reasortado o recombinacion, etc. (Salleras, 2002).
2.2.1.2. INACTIVADAS:

Este tipo de vacunas estan formadas por la inactivacion ya sea quimica o fisica
de los microorganismos, producen una inmunizacién mas leve que las anteriores, y
para mantener un correcto nivel de anticuerpos es necesario varias dosis, pero no se
corre el riesgo de contraer la enfermedad después de la vacunacidn y son mas estables

(Alfabeta, 2003).
2.2.1.3. SUBUNIDAD:

Son aquellas vacunas utilizadas cuando se ha identificado que parte del
microorganismo es la que produce la respuesta inmune, por lo tanto se aisla dicha
parte y asi no se corre el riesgo de desencadenar la enfermedad en el paciente una vez

vacunado (INAEI, 2013).
2.2.2. VACUNAS DE NUEVA GENERACION:
2.2.2.1. NECESIDAD DE GENERAR NUEVAS VACUNAS:

Las principales limitaciones para la produccion y administracion de las vacunas cldsicas

son:

+ Necesidad de grandes medidas de seguridad, tanto para el personal para no
contaminarse, como en la produccion en donde la atenuacidon puede
revertirse y se requieren continuos ensayos para evitarlo, ademas de que
existe también el riesgo de que los microorganismos no estén
completamente inactivados, lo que conllevaria a la dispersiéon de la
enfermedad.

+ No todos los agentes infecciosos crecen en cultivo.

%+ Requiere el cultivo del tejido en células de mamifero para su produccion.

10



+ La gran mayoria de las vacunas requieren refrigeracién para mantener su
potencia, ello supone un problema en paises poco desarrollados (ArgenBio,

2007).
2.2.2.2. VACUNAS ATENUADAS MEDIATE MODIFICACION GENETICA:

Estas vacunas estdn desarrolladas aislando el fragmento de ADN del
microorganismo responsable de su patogenia, para que pueda ser modificado o
eliminado. Puede realizarse tanto en bacterias como en virus, aunque en las primeras
es mas dificil puesto que presentan un genoma de mayor tamafio (Genoma Espafia,

2004).
2.2.2.3. VACUNAS ANTIDIOTIPO:

Estas vacunas estan basadas en unos anticuerpos que reproducen la morfologia
del antigeno y por lo tanto, producen la respuesta inmune. Los anticuerpos son
obtenidos inyectando a un animal el antigeno elegido, asi este reacciona produciendo
anticuerpos contra él, que son los llamados anticuerpos anti-idiotipo (Genoma Espania,

2004).
2.2.2.4. VACUNAS SINTETICAS:

Las vacunas sintéticas se desarrollan a través de ingenieria genética,
identificando los fragmentos del ADN que presentan suficiente capacidad
inmunoldgica, copidandolos y sintetizandolos con la ayuda de anticuerpos

monoclonales (Genoma Espaiia, 2004).
2.2.2.5. VACUNAS DE PROTEINAS Y PEPTIDOS RECOMBINANTES:

En este tipo de vacunas lo que buscamos es mediante la tecnologia del ADN
recombinante aislarlos genes de las proteinas de superficie del microorganismo contra
el que nos queremos inmunizar. Estos genes son introducidos en bacterias, levaduras o
plantas para que estas produzcan dicha proteina en grandes cantidades, que luego una

vez purificada serd empleada como vacuna (Genoma Espafia, 2004).
2.2.2.6. VACUNAS COMESTIBLES:

Se trata de plantas a las que se le ha introducido mediante ingenieria genética

los genes para producir a su interior una proteina antigénica. Asi pues, las plantas
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pueden ser cultivadas de manera normal para posteriormente ser consumidas por

humanos y animales quedando en principio inmunizados (Saludemia, 2016).
2.2.2.7. VACUNAS GENICAS:

Las vacunas génicas son aquellas en las que los genes que codifican el antigeno
que produce la inmunidad son introducidos en vectores gracias a la tecnologia del ADN
recombinante. Estos vectores pueden ser de dos tipos: vectores vivos (Virus o

bacterias atenuadas) o plasmidos (Genoma Espafia, 2004).

Hoy en dia existen muchos tipos de microorganismos que pueden ser usados como

vectores, los mds importantes se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Ejemplos de los vectores bacterianos y viricos mds usados (Adaptado de Tregnagbi,

2002; Plotkin, 2002).

BACTERIAS VIRUS

Listeria monocytogenes Poxvirus aviares
Salmonella spp. Adenovirus
Vibrio cholerae Varicela-Zoster
Yersinia enterocolitica Vaccinia
Lactobacillus spp. Influenza
Streptococcus gordonii Flavivirus
Lactococcus lactis Virus hepatitis B

Para la eleccién del vector debemos tener en cuenta ciertos aspectos como el
tamano del genoma, la capacidad replicativa, la patogenicidad del vector

recombinante y la estabilidad genética (Salleras, 2002).

2.2.2.8. VENTAIJAS FRENTE A LAS VACUNAS TRADICIONALES:

Con las vacunas de nueva generacién, y en concreto con vacunas

recombinantes, obtenemos varios beneficios tales como: la mayor facilidad de
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produccién y el bajo coste. Dichas vacunas pertenecen a los grupos génicas y de

modificacion genética (De Dios, 2014).

Ademas, con el uso de vectores bacterianos obtenemos el gran beneficio de

gue pueden administrarse via oral. Las ventajas en comparacion con la administracion

parenteral se discuten en la Tabla 2.

Tabla 2. Ventajas de la administracién oral de vacunas frente a la administracion parenteral

(Adaptado de Medinay Guzman, 2001).

ADMON. ORAL

ADMON. PARENTERAL

Facil administracion

Requiere personal especializado para la

administracion

Sin contaminacién cruzada/ Seguridad

aumentada

Mayor riesgo de contaminacion cruzada

Proteccion frente a la enfermedad vy la

infeccion

Proteccion principalmente de la

enfermedad

Mayor aceptacion = Mayor cumplimiento

Dolor=Menor aceptacion =  Menor

cumplimiento

Menor reactogenicidad

Generalmente mayor reactogenicidad

Respuesta tanto sistémica como mucosa

estimulada

Unicamente es estimulada la respuesta

sistémica

Aparte de los beneficios descritos anteriormente en la tabla se asocian otros a
la utilizaciéon de vectores bacterianos en vacunas recombinantes tales como el relativo
bajo coste de su fabricacidon, ademas de que son muy adecuados para la
administracion a gran escala tanto en paises desarrollados como en desarrollo. Los
vectores bacterianos actualmente usados en humanos son sensibles a los antibiéticos,
por lo tanto, si en algin momento se produjera una reaccién adversa en el ensayo de
vacunacién a gran escala, a diferencia de con los vectores virales, tendrian un

tratamiento antibidtico (Shata y cols, 2000).
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3. OBJETIVOS

Los objetivos de este trabajo se van a dividir en:

#+ Revision bibliografica de los diferentes tipos de vectores bacterianos
gue existen en la actualidad, haciendo referencia a su utilizacién como
vacunas contra la propia enfermedad que producen y otras futuras
aplicaciones como vacunas recombinantes.

#+ Revision bibliografica de los principales estudios sobre vacunas
recombinantes bacterianas que hay en la actualidad, clasificandolo en

base a las enfermedades frente a las que se desarrollan.

4. METODOLOGIA

El presente trabajo de revision bibliografica se basa en una busqueda
exhaustiva de articulos cientificos, tanto de caracter experimental como de revision
bibliografica, en buscadores certificados como Pubmed, google académico, Science

direct y Medline.

Los principales términos utilizados para la busqueda has sido: “vaccine”,
“recombinant”, “bacterial”, “vector”, “attenuated”. A partir de ellos y su combinacién
se ha seleccionado la informaciéon mas importante en base a la fecha de los articulos,
el numero de veces que ha sido citado, el prestigio de la editorial de publicacion,

consiguiendo asi una completa revision de tema.

5. RESULTADOS

5.1. PRINCIPALES VECTORES BACTERIANOS UTILIZADOS EN VACUNAS
RECOMBINANTES:

Se van a diferenciar los vectores segun sean bacterias patdgenas atenuadas o

bacterias comensales:
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5.1.1. BACTERIAS PATOGENAS ATENUADAS
5.1.1.1. Salmonella

Es un grupo amplio de microorganismos de tipo gram negativo, pertenecientes
a la familia Enterobacteriaceae. Son bacilos modviles, intracelulares facultativos
restringidos al compartimento endosomal de las células eucariotas, resistentes a los
mecanismos de eliminacién no especificos y capaces de producir gastroenteritis en

humanos y animales (Medina y Guzman, 2001).

En una infeccion por Salmonellla, que tipicamente es contraida al comer o
beber alimentos contaminados, el microorganismo sobrevive a los pHs acidos del
estémago consiguiendo llegar con facilidad al intestino, que es donde se produce su
absorcidén vy, por lo tanto, el dafio. Una vez atravesado el epitelio intestinal, Salmonella
ha desarrollado dos formas de protegerse frente a los macréfagos: la primera es que
consigue sobrevivir dentro de la vacuola fagocitica y la segunda es que induce la
apoptosis del macréfago; todo esto consigue una inflamacion local y una aumentada
respuesta inmune. La caracteristica mas importante de Salmonella es la capacidad de
inducir una respuesta de células CD8+ del complejo mayor de histocompatibilidad

(CMH) con un antigeno especifico (Figueroa y Verdugo, 2005).

Figura 3. El microorganismo Salmonella typhimurium (rosa) en un intestino de ratén

infectado (PHYS ORG, 2013).
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Los serotipos mas estudiados de Salmonella son: Salmonella typhimurium
(Figura 3) y Salmonella typhi, y algunas de las mutaciones realizadas para su
atenuacion son por ejemplo afectar al sistema regulatorio phoP/phoQ, que es
necesario para la supervivencia de S.typhimurium ya que contiene genes de regulacion
de péptidos antimicrobianos, eliminacion de nutrientes o de modificaciéon del
lipopolisacarido (Shahabi y cols, 2010). Otros ejemplos son la mutacién de los genes
implicados en la biosintesis de aminodcidos aromaticos o purinas, en la adenilato
ciclasa, en el receptor proteico del AMPc o remover la adenilato metilasa del ADN

(Medina y Guzman, 2001).

5.1.1.2. Listeria monocytogenes

Se trata de un patégeno intracelular, cocobacilo gram positivo, anaerobio
facultativo, mévil, no esporulado con una amplia distribucion en la naturaleza (Torres y
cols, 2005). Su via de infeccidn natural es la oral y la translocacion se produce a través
del epitelio intestinal antes de la diseminacién sistémica. La bacteria entra en las
células a través de las internalinas, que son unas moléculas de superficie que facilitan
la entrada en las células no fagociticas como las epiteliales y los hepatocitos (Bruhny

cols, 2007).

L.monocytogenes produce una fuerte respuesta inmune tanto innata como
adaptativa (Guillén y cols, 2009) y ha sido considerada como el prototipo para inducir
una respuesta de clase 1 por el complejo mayor de histocompatibilidad (CMH).
Estimula el sistema inmune tanto para sus proteinas como para antigenos co-
expresados, hecho facilitado gracias a su capacidad para romper el citoplasma de las
células infectadas (Medina y Guzmdan, 2001). Esta capacidad es debida a Ia
listeriolisina O (LLO) codificada por el gen hyl, uno de los mejor caracterizados de su
virulencia. Otro de los genes que ayuda a la diseminacion de Listeria en el organismo
es el actA, que codifica la proteina nucleasa actina A. Existen multiples estrategias
basadas en la mutacion de estos genes para construir vectores de Listeria que
expresen de forma estable antigenos recombinantes (Shahabi y cols, 2010; Portnoy y

cols, 1992).

Ha sido ampliamente estudiado contra infecciones virales (Virus del papiloma
humano) vy en supresién de tumores (Guillény cols, 2009).
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5.1.1.3. Bacilo Calmette-Guerin

Se trata de un bacilo gran positivo perteneciente a la familia Mycobacteriaceae
(Figura 4), acido-alcohol resistente, aerobios estrictos, inmdviles, no formadores de

esporas ni capsulas y de crecimiento lento (Instituto nacional, 2012).

Figura 4. Bacillo Calmette-Guerin en el interior de un macréfago (Max-planck-

gesellschaft, 2013)

El principal papel de este microorganismo es como vector para la vacuna contra
la tuberculosis, en la que los cientificos Albert Calmette y Camille Guérin tardaron mas
de 13 aios de investigacion, Ilamando finalmente a la cepa atenuada bacilo Calmette-

Guérin (BCG). Las principales razones por las que esta cepa es un buen vector

bacteriano son:

1.- Es la vacuna mas usada en el mundo, desde 1948 unos 2.500 millones de

personas la han tomado con una tasa baja de incidencias graves.

2.- Se puede administrar en cualquier momento después del nacimiento y no

estd afectada por los anticuerpos maternos.

3.- Unicamente se requiere una toma y esta puede llegar a proteger entre 5-10

anos.
4.- Es la mas estable al calor de las vacunas vivas.
5.- Gran capacidad para albergar grandes fragmentos de ADN extrafio.
6.- Produce una fuerte respuesta inmune celular y humoral (Shata y cols, 2000).

Estan siendo estudiadas vacunas con este microorganismo contra el VIH, la

enfermedad de Lyme y la malaria, entre otras. Actualmente se encuentran todas en
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fase de ensayo clinico pero la tecnologia para realizarlas se encuentra recientemente

disponible (Matsuo y Yasutomi, 2011).

5.1.1.4. Shigella

Shigella es un género bacteriano perteneciente a la
familia Enterobacteriaceae, integrado por bacterias de forma bacilar, no
esporuladas, inmdviles, pero con movimiento pendular (oscilacion) in situ.
Son gram negativos, aerobios-anaerobios facultativos, citocromo-oxidasa

negativos y no crecen en el medio cianuro potdsico (USAL, 2016).

Aunque ha recibido poca atencion como vector en vacunas, el reciente
desarrollo de la genética recombinante ha hecho que se vuelva a considerar. Las
principales caracteristicas que lo hacen posible son: su facilidad para escapar del
endosoma, entrando directamente en las células hospedadoras y que se tejido diana
es la mucosa del colon, lo que produce una fuerte respuesta inmune tanto sistémica

como de la propia mucosa (Shata y cols, 2000).

La cepa estudiada y disponible actualmente para vacunas en roedores,
primates y humanos es Shigella flexneri, en la que multiples estudios afirman que es
capaz de portar ADN eucariotico (Shata y cols, 2000). Algunas de las atenuaciones
realizadas en esta cepa son, por ejemplo, mutaciones que alteran la produccion
citosdlica (Hantman y cols, 1999), la capacidad de propagarse de una celula a otra o la

capacidad de producir enterotoxinas (Kotton y Hohmann, 2004).

5.1.1.5. Vibrio cholerae

Vibrio cholerae (Figura 5) es el agente causal del cdlera, forma parte de la
familia Vibrionaceae, es un bacilo gran negativo aerobio facultativo. Su estructura
antigénica consiste en antigeno flagelar H y un antigeno somatico O. Este ultimo,

permite la diferenciacién entre cepas patégenas y no patégenas (Ulloa, 2016).

A diferencia de muchos patégenos entéricos, V.cholerae no invade la mucosa
sino que coloniza la superficie del intestino delgado donde secreta la toxina del célera,
que es la causante de la diarrea acuosa, este hecho puede considerarse como una
debilidad porque disminuye la interaccién con los compartimentos inmunes mas

profundos, o como una ventaja puesto que asi se disminuye su patogenicidad. Por ello
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V.cholerae puede ser el mas adecuado para la presentacién de antigenos relevantes
para los organismos luminales, en lugar de infecciones que invaden via sistémicay /o
requieren una fuerte respuesta inmune para la presentacion del antigeno (Kotton y

Hohmann, 2004).

Figura 5. Bacteria Vibrio cholerae en una superficie de quinina (Ecole, 2015).

Se han producido numerosas cepas de V.cholerae con técnicas de ADN
recombinante, un ejemplo es la cepa CVD 103-hgR que no expresa la subunidad que
activa enzimaticamente la toxina del célera y contiene un gen de resistencia al
mercurio (lo que permite una facil identificacion de la cepa), esta es utilizada como
vacuna oral contra la propia enfermedad del cdlera, pero en forma de vacuna

inactivada (Ryan y Calderwood, 2000).

Otro ejemplo del uso de V.cholerae es en el desarrollo de una vacuna contra la
sigelosis, en el que se usé la cepa anteriormente mencionada como vector del
fragmento antigeno-O de Shigella sonnei. La vacunacidn con esta cepa recombinante
resulto en la obtencién de altas concentraciones de anticuerpos antigenos-O

especificos en los animales vacunados (Medina y Guzman, 2001).

5.1.1.6. Yersinia enterocolitica

Es un patdgeno entérico que invade el tejido intestinal, capaz de resistir a los
mecanismos de eliminaciéon del hospedador. Esta invasion depende en gran medida de

la presencia de un plasmido de virulencia (Paerregaard y cols, 1991), que es el que

19



codifica la sintesis de los determinantes de la virulencia, proteinas sintetizadas durante
la fase de invasidon que son capaces de estimular una fuerte respuesta inmune. Los
genes de dichas proteinas son la diana para la atenuacién de la bacteria (Medina y

Guzmdan, 2001).

Algunas de las caracteristicas que hacen que Y.enterocolitica sea un buen
vector en vacunas es que es capaz de persistir en el tejido durante varios dias después
de la inmunizacién y que se replica el ADN desnudo de la vacuna durante su division lo

gue aumenta la cantidad de ADN plasmidico (Al-Marini y cols, 2004).

5.1.1.7. Bacillus anthracis

Este microorganismo es una bacteria formadora de esporas gram positiva y
responsable del dntrax. Se trata de un patdgeno extracelular, en el que su virulencia
depende de la secrecion de dos endotoxinas y la produccién de una capsula
antifagocitaria, codificados en los plasmidos pOX1 y pOX2, respectivamente (Sirard y

cols, 1997b).
Se han estudiado dos modelos en los que B.anthracis actua como vector:

+ E| primero fue desarrollado por Sirard y cols (1997b), y en él introducen
genes que codifican componentes de Clostridium perfringes, lo que conlleva
a una proteccidn frente a las toxinas iota de dicha bacteria.

+ En el segundo también realizado por Sirard y cols (1997a), se introducen
genes de L.monocytogenes para la proteccion frente a esta bacteria

(Brossier y cols, 1999).

Las cepas atenuadas de B.anthracis expresando antigenos heterdlogos muestra un
potencial significativo en el desarrollo de vacunas veterinarias (Medina y Guzman,

2001).

5.1.2. BACTERIAS COMENSALES:
5.1.2.1. Bacterias de acido lactico

Las bacterias lacticas son un grupo heterogéneo de microorganismos
ampliamente distribuidos en la naturaleza, por lo general son bacilos o cocos gram

positivos, anaerobios, no esporulados, no moéviles y que producen como Unico vy
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principal producto de la degradacién de los carbohidratos el acido lactico (Carry cols,

2002; Vazquez y cols, 2009).

En la década de los 80, cuando comenzd la investigaciéon de los vectores
bacterianos, se usaron los microorganismos patdgenos atenuados (Curtiss, 2002); pero
estos, aunque ya no tienen tanta virulencia, siguen siendo inmunogénicos y para
pacientes no inmunocompetentes, tales como bebés, ancianos o inmunodeprimidos,
constituye una via menos segura y por ello comenzaron a investigar con las bacterias
de acido lactico. Ya que estas son ampliamente utilizadas en la industria y presentan
una baja inmunogenicidad (Konings, y cols, 2000; Ross y cols, 2002; Schnuren vy

Magnusson, 2005)

En los ultimos 20 afios numerosos estudios han demostrado las diferentes
aplicaciones de estas bacterias en su utilizacién como vectores, principalmente como
vacunas orales, ya que presentan muy buenas caracteristicas: no son patégenos y son
facilmente modificables genéticamente (LeBlanc, 2013). Las dos especies por las que

se ha mostrado un mayor interés son:

+ Lactococcus lactis: Es un microorganismo ampliamente usado en la
industria alimentaria y es considerado como el modelo de las bacterias de
acido lactico, ya que se han desarrollado numerosas herramientas genéticas
para que pueda expresar proteinas heterdlogas (Bermudez-Humaran y
Langella, 2004).

Las cepas de laboratorio mas cominmente usadas son: MG1363 y 1L1403,
estdn libres de plasmidos (Gasson, 1983; Chopin y cols, 1984) y sus genomas
han sido completamente secuenciados (Bolotin y cols, 2001; Wegmann y
cols, 2007).

La primera investigacion del uso de una cepa recombinante de L. lactis
como una vacuna mucosa fue realizado en 1990 con una bacteria no viable
a la que se le introduce los genes del antigeno de superficie de
Streptococcus mutans (lwaki y cols, 1990), a partir de ese momento se han
escrito una media de 20 articulos por afio sobre el tema, lo que revela el

gran éxito de este microorganismo como vector (LeBlanc y cols, 2013).
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+ Lactobacillus spp.: Existen mas de 80 especies diferentes de este género,
que difieren en muchas propiedades, lo que produce muchas diferencias de
ADN entre si, esta es una de las razones por las que este género ha sido
menos estudiado (LeBlanc y cols, 2013).

Pero a lo largo de los ultimos afios se ha comenzado a investigar y algunas
de las ventajas que encontramos es que pueden permanecer mayor tiempo
en el intestino y algunas de las cepas presentan propiedades probidticas

(Gareau y cols, 2010; Kechaou y cols, 2013).

Streptococcus gordonii

Se trata de un microorganismo comensal de la cavidad bucal y placa dental
humana, ademas también puede encontrarse en la zona de la faringe y nasofaringe, es
uno de las primeras bacterias de la flora dental ya que suele aparecer alrededor de los
6 meses de edad. Esto hace que durante su colonizaciéon no tenga practicamente
competencia, y es una caracteristica que puede utilizarse para su uso como vectores vy,
en concreto, en las vacunas orales (Carlsson y cols, 1970; Smith y Taubman, 1992).
Otra de las ventajas que tiene el uso de S.gordonii como vector es su facil
administracion oral, ya que se eliminan las manifestaciones locales (tales como
rojeces, hinchazén...) y que no produce manifestaciones sistémicas (fiebre, malestar

general, dolor de cabeza...) (Lee, 2003).

Existen dos formas de expresar antigenos heterologos en S.gordonii, el primero
se basa en localizar en la superficie el antigeno bien usando la proteina M6 de
Streptococcus pyogenes (Sharma y cols, 2001) o el antigeno P1 de Streptococcus
mutans (Lee y cols, 1999), la segunda opcidn es la de expresar el antigeno en forma de

proteina soluble excretada en el medio (Lee, 2003).

Algunos ejemplos del uso de S.gordonii como vector puede ser el estudio
realizado por Sharma y colaboradores en 2001 en el que usaron una cepa de S.gordonii
para expresar el antigeno FimA de Porphyromonas gingivalis (microorganismo gram
negativo causante de la periodontitis) e inducir una respuesta inmune en ratas. Otro
estudio fue el de Medaglini y colaboradores (2001) que usaron una S.gordonii para

expresar el fragmento C de la toxina tetanica (Lee, 2003).
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5.3. ESTUDIOS DE VACUNAS CON BACTERIAS RECOMBINANTES VIVAS:

Para que una vacuna pueda ser comercializada es necesario que presente una
serie de caracteristicas (que son llevadas a cabo en los estudios preclinicos y en los

ensayos clinicos) que son:

+ Deben ser eficaces y proporcionar una inmunizacidon duradera vy
completa.
+ Deben ser seguras y no provocar reacciones adversas en el paciente.
+ Tener una produccion relativamente facil y no muy costosa (ArgenBio,
2007).
A continuacion se muestran una seleccién de diferentes enfermedades actuales
frente a las cuales se estan disefiando vacunas de bacterias recombinantes vivas. Las
enfermedades escogidas han sido: cancer, virus de la inmunodeficiencia humana (VIH),

Leishmaniosis, virus del papiloma humano (VPH), neumonia bacteriana y diabetes.

5.3.1. CANCER

El cdncer es el nombre que se le da a un conjunto de enfermedades
relacionadas con una divisién incontrolada de las células que pueden llegar a

diseminarse por otros tejidos del organismo (INC, 2015).

En 2007, Zhang y colaboradores comprobaron la eficacia relativa de una vacuna
con Unicamente S.typhimurium atenuada o de esta bacteria expresando ademas el
ARNip-STAT3, para el tratamiento del cancer de prodstata. El resultado fue una
disminucién significativa del crecimiento tumoral ademds de una reduccién de los

drganos metastdsicos en los ratones a los que se les inoculé.

Kim y colaboradores (2009) realizaron un estudio con una cepa de
L.monocytogenes expresando los genes de la listeriolisina O modificada y de un
fragmento de aminoacido (Mage-b). Fue realizado in vitro e in vivo (en ratones con
cancer de mama), en ambos casos se llego a la conclusion de que ambas cepas son

capaces de infectar células tumorales.

Le y colaboradores (2011) realizaron dos estudios de fase | en el que utilizaban

la cepa ANZ-100 de L.monocytogenes y esa misma cepa expresando la mesotelina
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humana (CRS-207), que es un antigeno que se expresa en numerosos tumores. El
estudio fue realizado en pacientes con metastasis de higado y en otro tipo de cancer
gue expresan la mesotelina. Las conclusiones del estudio fueron positivas, ya que
ambas vacunas son seguras y tolerables en sujetos con canceres avanzados
refractarios al tratamiento de activacion inmune. También se observa un aumento de
las citoquinas y quimiocinas, lo que puede servir como un biomarcador para la
actividad de la vacuna. Ademas, L.monocytogenes expresando un antigeno antitumoral
puede inducir una respuesta de las células T especificas en pacientes con cdnceres

avanzados.

Por ultimo, Jin y colaboradores (2015), utilizaron una cepa de S.typhi para
expresar los siguientes genes: CEACAMG6 y 4-1BBL. Fue suministrado en ratones con
cancer de colon, y tras el estudio quedo demostrado que las cepas que contenian
dichos genes producian un aumento de las células natural killers, CD8+y CD3+, ademas

de una inhibicion en el desarrollo del cancer de colon.

5.3.2. VIRUS DE LA INMUNODEFICIENCIA HUMANA (VIH)

Es el virus de la inmunodeficiencia humana (Figura 2), que puede causar el
sindrome de inmunodeficiencia humana (SIDA). El VIH ataca al sistema inmune y en
concreto a las células T, que al agotarse sus reservas no son capaces de proteger al

organismo ante infecciones (CCPE, 2015b).

Figura 2. Microoscopia electrénica de barrido de particlulas de VIH infectando unacelula T

humana (National institute of health, 2015).
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En 2010, Vangelista y colaboradores pensaron una estrategia para evitar la
transmisidn sexual de VIH, esta se basaba en el uso de un Lactobacillus jensenii como
un microbicida natural que produjera inhibidores del VIH-1. Para ello se le introdujeron
los genes de la quimiocina RANTES, por ejemplo C1C5 RANTES (antagonistas de CCR5),
y asi se observod que las quimiocinas secretadas por L.jensenii eran capaces de inhibir

la infeccién en células CD4+ y macrofagos.

Kajikawa y colaboradores (2012) realizaron un estudio que tenia por objetivo
construir una cepa recombinante de Lactobacillus spp. para la administracién de una
vacuna oral contra el VIH, evaluando también su inmunogenicidad. Dicha cepa expresa
el conjunto de genes Gag del VIH-1 en la superficie bacteriana, establecido mediante
fusion con el péptido sefial y una proteina de unidon de L.acidophilus, que puede
contener ademas la flagelina de Salmonella enterica. El estudio proporciona pruebas
de que L.acidophilus recombinante podria aplicarse como vector bacteriano en el

desarrollo de vacunas orales contra VIH-1.

También se han realizados estudios en los que una Salmonella recombinante
portaba los genes Gag del VIH-1 y producia inmunidad en ratones (Chin’ombe, 2013).
Y en otro estudio construyeron una Salmonella, con los genes Gag de VIH-1,
expresando también la proteina implicada en la patogenicidad SopE, y se administro a
humanos (83% de los participantes en dicho estudio) pero Unicamente se consiguid
inmunizar frente a Salmonella. Este resultado pudo ser debido a que Unicamente se
vacuno a los participantes una vez o porque se utilizd el serotipo typhimurium de

S.enterica en vez del serotipo typhi (Chin’ombe, 2013).

5.3.3. LEISHMANIOSIS

La leishmaniosis (Figura 3) es una enfermedad infecciosa producida por un
protozoo del género Leishmania y transmitida por la picadura del mosquito hembra
flebotdmo. Actualmente su tratamiento se basa en medicamentos y no existe una
vacuna (Medline, 2015). Por lo que se ha estudiado la posibilidad de formar una
vacuna bacteriana recombinante frente a la Leishmaniosis. En uno de los estudios se
expreso una versién modificada del antigeno A2 de Leishmania donovani en L.lactis en
3 lugares diferentes: citoplasma, de forma secretada y anclado a la pared, y se probd

en ratones (Yamy cols, 2011).
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Figura 3. Imagen de una biopsia de médula dsea que muestra un macréfago con amastigotes

de Leishmania (Medscape, 2016).

Hugentobler y colaboradores (2012a) disefiaron una cepa de L.lactis que
expresaba el antigeno LACK, el mas importante de Leishmania, en el citoplasma, de
forma secretada y anclado a la pared, ademas de forma concomitante podia secretar o
no una IL-2. Después de su administracién oral en ratones, se observé que Unicamente

la cepa que secretaba tanto el antigeno como la IL-2 producia inmunidad.

Los mismos autores realizaron otro estudio posterior en el que introduciendo la
misma cepa pero de forma subcutanea se observa una reduccion significativa de la
inflamacion en los ratones y con ello una reduccién significativa de la carga de
pardsitos en comparacién con los animales del grupo control (Hugentobler y cols,

2012b).

5.3.4. VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO (VPH)

El virus del papiloma humano es un conjunto de virus comunes que pueden
causan verrugas genitales, existen unos 100 tipos pero aproximadamente 30 de ellos
se relacionan con la aparicion de cdncer que afectan a la zona genital en hombres y
principalmente en mujeres, en las que puede llegar a producir cancer del cuello

uterino, de vulva, vagina y ano (Medline, 2016).

En 2007, Fraillery y colaboradores inocularon via nasal a ratones con una cepa
de S.typhi expresando el plasmido L1 del VPH. Se observd un aumento de los epitopes

neutralizantes dependientes de la conformacion, ademas de que esta cepa puede ser
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usada también como vacuna contra la fiebre tifoidea, por lo que tendriamos una doble

proteccion.

En otro estudio, realizado por Li y colaboradores en 2009, se construia una cepa
de Shigella expresando los genes HPV-58L1. En este caso utilizaron la capacidad de
Shigella para invadir los tejidos corneales del conejillo de indias, lo que les produce
queratoconjuntivitis y es una buena forma de comprobar la virulencia de las cepas y la
eficacia de las vacunas que forma. Una vez inoculadas no se observd
gueratoconjuntivitis en ninguno de los conejillos de india, pero si un aumento de las

IgA lo que demuestra que esta vacuna es capaz de generar una respuesta inmune.

5.3.5. NEUMONIA BACTERIANA

Es un tipo de infeccidén bacteriana que afecta a los pulmones, en la que los
alveolos se encuentran llenos de pus y liquido lo que dificulta la respiracién ademas de
hacerla dolorosa el microorganismo mds comun que la produce es Steptococcus
pneumonia (OMS, 2015). Con la llegada de la vacuna conjugada contra el neumococo
se consiguid reducir significativamente la incidencia de neumonia pero algunos
serotipos para los que no existe vacuna se estan volviendo mas prevalentes ademas de
que en ciertos grupos de riesgo la respuesta inmunolégica inducida por los

polisacaridos de la vacuna es bastante pobre (Wang y Curtiss, 2014).

En 2013, se realizd un estudio de fase | en el que se construian tres tipos de
cepas recombinantes de S.typhi en las que expresaba la proteina de superficie A de
S.pneumoniae y se administré en 60 personas. Se concluyé que las tres cepas son
seguras y bien toleradas, teniendo efectos secundarios minimos en los individuos que
tomaron la mayor dosis. Aunque no se observara una respuesta inmunoldgica clara
frente a la proteina de superficie A, si hay un aumento de la IgA y podemos decir que
Salmonella es un vector optimo para su investigacion en posteriores estudios (Frey y

cols, 2013; Wang y Curtiss, 2014).

Otra estrategia es la que emplea las bacterias de acido lactico. En un estudio se
expresd la proteina de superficie A en la pared de L.lactis, que después de la
administracion oral en ratones produjo un aumento de las inmunoglobulinas tanto a

nivel sistémico como de la mucosa (Villena y cols, 2010). Mas tarde, De Lucia y
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colaboradores (2011) realizaron otro estudio utilizando Lactobacillus casei en el que se
expresaba la proteina de superficie C (PspC), y aunque ninguno de los tres protocolos
utilizados indujo niveles significativos de anticuerpos anti-PspC, si que se observé una
disminucién de la colonizacién por S.pneumoniae, por tanto podemos decir que la

vacunacién con esta cepa es un coadyuvante en la disminucién de la infeccion.
5.3.6. DIABETES

La diabetes es una enfermedad en la cual el nivel de glucosa se encuentra por
encima de lo normal, ya que el pancreas, que es el érgano encargado de secretar la
insulina, no produce suficiente o el propio organismo no es capaz de utilizarla de

manera adecuada (CCPE, 2015a).

En la diabetes tipo | se produce una destruccién autoinmune de las células B
productoras de insulina del pancreas, y viene acompafiada por el desarrollo de
anticuerpos especificos y linfocitos T citotdxicos. En 2014 se realizé un estudio para la
preparacién de una vacuna oral que previniera esta enfermedad; en él se preparaba
una fusion entre el autoantigeno preproinsulina con la proteina secretora de la isla de
patogenicidad 2 de una cepa de Salmonella. Ademas también se utilizé6 Salmonella
para la expresién en las células huésped del gen del factor de crecimiento
transformante B, que es un inmunomodulador de citoquinas. La vacuna oral fue
inoculada en ratones diabéticos no obesos y se observd una reduccidn significativa del
desarrollo de insulina, una mejor respuesta a la glucosa y una reduccion de la
severidad de la insulitis en comparacién con el grupo control y con los tratados

Unicamente con el autoantigeno (Husseinya y cols, 2014; Figueroa y Verdugo, 2005).

Durante el mismo afio, Ma y colaboradores (2014) realizaron un estudio para el
tratamiento de la diabetes tipo | pero esta vez utilizando Lactococcus lactis. En este
casola cepa se encuentra expresando el gen 6P277, y se administrd via oral en ratones
diabéticos no obesos. Dio como resultado una prevencion de la hiperglucemia, mejora
de la tolerancia a la glucosa y reduccion de la insulitis. La funcidon preventiva fue
causada por una disminucién de la citoquina proinflamatoria INF-y y un aumento de la

citoquina antiinflamatoria IL-10.
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6. CONCLUSIONES

La utilizacion de vacunas de bacterias recombinantes vivas posee muchas
ventajas, como la administracion oral, la induccion de inmunidad a nivel de la mucosa,
su facil preparacidén y su bajo coste. También presenta algunos problemas como la
reversion de la patogenicidad (aunque este problema quedaria solucionado con el uso

de bacterias comensales) y la dificultad de mantener estable el ADN insertado.

Vectores bacterianos como Salmonella o las bacterias del acido lactico que
estan siendo ampliamente estudiadas, tienen mucho potencial para formar vacunas en
un futuro frente a enfermedades en las que no se ha obtenido una vacuna eficaz,

presentan un tratamiento obsoleto o no tienen tratamiento.

Existen también ciertos factores problematicos en referencia a los ensayos
clinicos necesarios para desarrollar este tipo de vacunas, y es que, requieren mucho

tiempo, infraestructura y financiacién.

Queda un largo camino hasta que se pueda demostrar la seguridad y eficacia
de este tipo de vacunas, pero se puede concluir que representan una gran alternativa

para su aplicacién en el futuro desarrollo de vacunas.
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