&

Vacinas de BCG Recombinante-DTP

Waldely Oliveira Dias Eliane Namie Miyaji Denise Silvina Piccini Quintas

Centro de Biotecnologia.

Butantan

Biotecnologia.

PhD pela Escola Paulista de Medicina —
Pesquisadora do Instituto Butantan —

Rogério Pietro Mazzantini
Centro de Biotecnologia - Instituto

Mestrando do Curso Interunidades em

Doutoranda no Instituto Butantan —
Centro de Biotecnologia.

Ivan Pereira Nascimento
Doutorando do Departamento de

Bioguimica - Instituto de Quimica— USP.

Centro de Biotecnologia, Instituto
Butantan.

PhD pela Universidade de Sdo Paulo, Pos-

Horton
PhD pela Escola Paulista de Medicina —
Pesquisadora do Instituto Butantan

Luciana Cezar de Cerqueira Leite
PhD pela Universidade de Sao Paulo—
Pesquisadora do Instituto Butantan
Iccleite@quim.iq.usp.br

Resposta imune e protegdo induzida por vacinas de BCG recombinante-DTP
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A imunoprofilaxia, ou vacinacio, é
a medida mais eficiente e menos one-
rosa na prevencao de doencas infecci-
osas. A erradicacio da variola e o
sucesso com a triplice (DTP - difteria,
tétano e pertussis, ou tosse comprida)
e com a Sabin sao provas contunden-
tes da importancia desses programas
de vacina¢io. No entanto, fatores cul-
turais, sociais e econdmicos dificul-
tam a realizacdo de diversas campa-
nhas de vacinacio, especialmente em
paises em desenvolvimento, onde os
sistemas de saude sao por vezes defi-
citarios. Essa conjuntura levou a co-
munidade cientifica a um esforco para
desenvolvervacinas multivalentes. Em
especial, procuram-se veiculos vivos
de apresentacio de antigenos, uma
vez que a expressao continua do imu-
nogeno poderia eliminar a necessida-
de de varias doses de reforco para se
alcangar uma protecio maxima, o que
¢€ o caso de varias vacinas atualmente
em uso. Veiculos que tém sido parti-
cularmente investigados sao: Vacci-
nia, Salmonella atenuada, ou BCG
(Bacilo Calmette-Guerin, vacina con-
tra a tuberculose), com resultados em-
polgantes (1).

O Bacilo de
Calmette-Guerin, BCG

Albert Calmette e Camille Guerin,
trabalhando no Instituto Pasteur, de
Lille, no inicio do século, atenuaram
uma cepa virulenta de Mycobacterium
bouvis ao longo de 13 anos com 215
passagens sucessivas. A imunizacdo
com essa cepa foi entdo testada em
diversas espécies de animais experi-
mentais para demonstrar que, além de
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niao ocorrer reversio para a virulén-
cia, também conferia resisténcia a um
desafio subseqiiente com M.bovis vi-
rulento ou M.tuberculosis. Essa cepa,
hoje conhecida como Bacilo de Cal-
mette-Guerin, ou BCG, foi utilizada
oralmente, pela primeira vez, em 1921,
e sua aplicacao generalizada foi reco-
mendada pela Liga das Nacdes, em
1927.

Hoje o BCG ¢é a vacina mais utiliza-
da no mundo, tendo ji sido adminis-
trada a 3 bilhoes de individuos, com
uma freqtiéncia baixissima de efeitos
adversos sérios. Isso torna o BCG um
bom candidato a veiculo para apre-
sentacao de antigenos heterélogos,
tendo em vista a possivel validacao de
uma vacina recombinante baseada em
BCG. Uma vacina multivalente, que
utilize BCG como veiculo vivo, apre-
sentaria varios outros fatores vantajo-
sos, como: I) o BCG € a unica vacina
recomendada pela WHO (Organiza-
¢ao Mundial da Satde) para ser admi-
nistrada ao nascimento; I) requer ape-
nas uma imunizacio para conferir
imunidade celular duradoura, pois o
BCG pode permanecer no organismo
por anos (dependendo do individuo)
- a apresentacao continua dos antige-
nos eliminaria a necessidade de pro-
gramas de vacinac¢ao seqiienciais, que
¢ o caso de diversas vacinas em uso
atualmente; III) seu processo de pro-
ducio é de baixo custo, sendo vendi-
da atualmente a apenas 55 centavos
de dodlar; IV) o BCG é um dos mais
efetivos adjuvantes conhecidos para
indu¢ido de imunidade celular em ani-
mais e humanos; e V) estudos recen-
tes tém reanalisado a possibilidade de
uma vacinacao oral com BCG, de-

monstrando a indugdo de respostas
humorais e celulares, inclusive em
tecidos mucosos. Todas essas vanta-
gens favorecem o uso da cepa viva
atenuada de BCG como veiculo mul-
tivacinal para a inducao de imunidade
humoral e celular contra diversos pa-
togenos (2, 3).

BCG recombinante

Micobactérias como M.tuberculosis
ou BCG infectam macréfagos e po-
dem sobreviver por longos periodos
no seu interior, estimulando continu-
amente o sistema imune. Varios estu-
dos tém demonstrado que BCG re-
combinante expressando proteinas
heterélogas pode induzir os 3 tipos de
resposta imune necessarios para pro-
tecdo contra varios patégenos: D) pro-
ducio de anticorpos IgG por células
B; ID proliferacio de linfécitos T e
producio de linfocinas, inclusive in-
terferon-gama (IFN-g@); IID) e producio
de linfécitos T-citotoxicos, com restri-
¢ao por classe I do complexo princi-
pal de histocompatibilidade (Figura
1. Antigenos de diversos patogenos
virais, bacterianos e de parasitas, como
HIV, Streptococcus pneumoniae, Clos-
tridium tetani, Borrelia burgdorferi,
Plasmodium falciparum, Schistosoma
mansoni, etc, foram expressos em
BCG recombinante, induzindo res-
postas humorais e/ou celulares e, em
alguns casos, levando a protecio con-
tra um desafio com o patégeno (2,3).

A Vacina Triplice - DTP

A vacina triplice - DTP convencio-
nal mostrou-se extremamente eficien-



te no controle de infeccdes por difte-
ria, tétano e pertussis (tosse compri-
da), quando a vacinacao completa é
alcancada. Essa vacina é constituida
de anatoxina diftérica e anatoxina te-
tanica (as respectivas toxinas detoxifi-
cadas por tratamento quimico) e por
células inteiras de Bordetella pertussis,
quimicamente inativadas. Um incon-
veniente na tecnologia utilizada na
producio da vacina triplice € a neces-
sidade de manipulacio de grandes
quantidades de material toxico na pre-
paracdo de cada um dos componen-
tes. Embora essa vacina seja muito
eficiente, algumas vezes tem sido rela-
cionada a efeitos colaterais indeseji-
veis. Além disso, € necessaria a aplica-
cao de diversas doses para se alcancar
a protecdo maxima, o que pode levar
a uma cobertura reduzida, especial-
mente em paises em desenvolvimen-
to. Assim, a cobertura mundial para
vacinacdo com DTP, que estava esta-
cionada ha anos em 80%, em 1998
caiu para 74%, sendo a baixa cobertu-
ra concentrada nos paises em desen-
volvimento. Isso significa que 1 em
cada 4 criancas no mundo nao esta
coberta contra esses patégenos, resul-
tando em uma mortalidade anual de
quase 1 milhiao de criangas (4). Por-
tanto, existe um esforco para a aplica-
cao de novas tecnologias para o de-
senvolvimento de vacinas contra téta-
no, difteria e pertussis, buscando-se
alternativas para reducao do nimero
de doses necessarias. A utilizacao de
vetores vivos de apresentaciao de an-
tigenos poderia ser, neste caso, extre-
mamente vantajoso.

BCG recombinante - DTP

O objetivo deste trabalho consiste
em desenvolver uma vacina multiva-
lente, utilizando BCG como veiculo
vivo para apresentacio de antigenos
de difteria, tétano e pertussis. Utiliza-
mos os seguintes antigenos: I) para a
fracio diftérica, o CRM 197, toxina
diftérica, com uma mutacio que elimi-
na sua atividade toxica, mas mantém
a sua imunogenicidade (gentilmente
cedido pelo Dr. Rino Rappuoli, Bioci-
ne, Italia); 1D para a fracio tetdnica, o
fragmento C da toxina tetanica (FC),
que se tem mostrado atéxico e imuno-
génico (clonado pela Dra. Ana Lucia
T.O. Nascimento, Instituto Butantan);

e IID) para a fracdo pertussis, o gene da
Subunidade 1 da toxina pertussis
(S1PT), com 2 mutacdes que a tornam
atoxica, porém mantendo sua imuno-
genicidade (PT-9K/129G) (fornecido
pelo Dr. Rino Rappuoli).

No desenvolvimento de uma vaci-
na de BCG recombinante, a expressio
da proteina heterdloga pode ser
conseguida através de um vetor de
expressao extracromossomal ou a par-
tir de um vetor integrativo, sendo que
o primeiro, em geral, leva a maiores
niveis de expressao e o segundo, a
expressao mais estavel. Os vetores de
expressao extracromossomais tém sido
mais utilizados, sendo vetores-ponte
com origem para replicacao em mico-

Tabela 1: Sobrevivéncia de
camundongos imunizados com
rBCG-S1PT contra desafio com B.
pertussis virulenta®

Grupo Sobrevivéncia
Salina 1/10
rBCG-S1PT 8/10
DTP 9/10

4 Grupos de 10 camundongos
imunizados 2 semanas antes com
10° CFU/0,5 ml of rBCG-S1PT, ou
o controle negativo recebendo 0,5
ml de salina e o controle positivo
recebendo 0,4 ml de DPT, foram
submetidos a desafio intracerebral
com uma dose letal de cepa
virulenta de B. pertussis. A
sobrevivéncia foi monitorada por
17 dias.

bactéria e em Escherichia coli, onde é
realizada toda a manipulacao genética
dos vetores. Os vetores de expressao
devem ter um marcador de selecao
para isolar os transformantes, onde se
usa em geral um gene de resisténcia a
antibidtico. O gene que tem sido mais
usado é o gene Tn903, que confere
resisténcia a kanamicina, uma vez que
as micobactérias sao naturalmente re-
sistentes a antibidticos b-lactimicos
(3.

O nivel de expressao e localizagio
dos antigenos sao fatores importantes
para o nivel de resposta imune indu-
zida. Sao os promotores que regem o
nivel de expressao. Os promotores
micobacterianos que tém sido mais

utilizados sao os promotores das pro-
teinas de choque térmico, hsp60 e
hsp70. Mais recentemente, outros pro-
motores tém sido utilizados para a
expressao de proteinas heterologas,
como o promotor pAN, isolado de
M paratuberculosis; os promotores dos
antigenos de 18kDa, 19kDa e 85*, de
M.tuberculosis, e o promotor mutado
da b-lactamase de M fortuitum, pBlaF*.
Outro fator importante na resposta
imune induzida é a localizacio do
antigeno heterdlogo. A fusio com
sequiéncias sinais de exportacio de
diferentes proteinas de micobactéria
pode levar a exportaciao dos antige-
nos e, conseqiientemente, a alteracio
na resposta imune induzida (2,3).
N6s utilizamos vetores de expres-
sa0 que contém o promotor pBlaF*
que levou a elevada expressio de
antigenos de outros patégenos, com
ou sem a seqliéncia sinal de exporta-
cio da b-lactamase (ssBlam) (gentil-
mente cedidos pela Dra. Brigitte Gic-
quel, Instituto Pasteur, Paris), que os
direcionaria a2 exportacao. Assim, o
vetor pJEM17 leva a expressio do
gene nativo e o vetor pLA71 coloca o
gene em fusdo com ssBlam (Figura 2).

Abordagem Experimental

A Figura 3 ilustra a abordagem
experimental utilizada. Os genes dos
antigenos heterélogos de tétano, dif-
teria e pertussis, respectivamente, FC,
CRM197 e S1PT, foram amplificados
por PCR a partir de plasmideos con-
tendo os genes e clonados nos vetores
de expressao em micobactéria con-
tendo o promotor pBlaF*, pJEM17 e
pLA71, sem fusido e com fusio com a
sequéncia sinal da b-lactamase, res-
pectivamente. BCG eletrocompeten-
tes foram transformados por eletropo-
racio e plaqueados em meio solido
para crescimento de micobactéria con-
tendo kanamicina (o plasmideo con-
tém o gene de resisténcia a este anti-
bidtico) para selecio dos transfor-
mantes.

Colonias de BCG recombinante
resistentes a kanamicina, portanto con-
tendo os vetores, foram cultivadas em
meio liquido, também contendo ka-
namicina. Uma parte foi utilizada para
preparacdo de extratos protéicos por
sonicacio e extracio com detergente
SDS e outra parte foi utilizada para
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Figura 1. Resposta imune induzida por BCG recombinante

preparacdes vacinais congeladas em
glicerol a -80° C. Os extratos protéicos
foram analisados por eletroforese em
gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) e
por Western blot (reagdo com anticor-
pos especificos), para verificacio da
expressido dos antigenos heterélogos.
Na revelacao dos Western blots, foram
utilizados anticorpos especificos: D)
soro policlonal anti-anatoxina tetani-
ca e ID anti-anatoxina diftérica produ-
zido em cavalos no Instituto Butantan,
e IID anticorpos monoclonais anti-
toxina pertussis (cedidos pelo Dr. Yuji
Sato, NIH, do Japao). A localizacio
dos antigenos foi verificada por extra-
¢ao diferencial com detergente Triton
X-114, em que se separam as fracoes
de citosol (aquosa), membrana celular
(detergente) e parede celular (insold-
veD (5).

Preparacoes vacinais de clones de
BCG recombinante que expressaram
os antigenos heterélogos foram, en-
tdo, administrados intraperitonealmen-
te em grupos de 5 a 10 camundongos
Balb/c, NIH, ou Swiss, a uma dose de
10° unidades formadoras de coldnia
(CFUs) em 0,5 mL de salina apirogén-
cia (Figura 3). Foram também admi-
nistrados: salina, BCG e BCG conten-
do os vetores vazios, como grupos
controles negativos e DTP, como con-
trole positivo. Os camundongos fo-
ram sangrados por via retro-orbital a
cada 30 dias por até 6 meses. A indu-
¢ao de resposta imune humoral foi
avaliada por ELISA, onde se verificou
a presenca de anticorpos homoélogos
especificos contra os antigenos nos
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soros dos camundongos imuniza-
dos. Para as preparacdes de BCG-
S1PT, avaliou-se também a inducio
de resposta imune celular especifica
contra toxina pertussis (PT), dosan-
do-se a liberacao de IL-4 e IFN-g por
linfécitos esplénicos isolados dos ca-
mundongos imunizados, ap6s esti-
mulo com toxina pertussis detoxifi-
cada (dPT).

Camundongos imunizados com
as diferentes vacinas de BCG recom-
binante expressando os antigenos
de difteria, tétano e pertussis, foram
entao submetidos a ensaios para ve-
rificacao do nivel de protecao indu-
zida. A protecdo contra tétano ¢é
verificada pela capacidade do soro
de camundongos vacinados em neu-
tralizar a toxina tetdnica ativa. O
ensaio pode ser in vivo, onde a
toxina tetanica ¢ administrada aos
camundongos vacinados, ou #7 vitro
onde a toxina € misturada com o
antissoro e o complexo administra-
do em camundongos nido vacinados.
Verifica-se a sobrevivéncia dos ani-
mais por 4 dias. A protecio contra
difteria € avaliada pela capacidade
de soroneutralizacio da toxina difté-
rica in vitro, verificando a toxicidade
da mistura toxina-antissoro aplicada
sobre culturas de células de mamife-
ro (Células Vero). A sobrevivéncia
das células € avaliada apos 3 dias. A
protecdo contra pertussis € avaliada
pela sobrevivéncia dos camundon-
gos imunizados ap6s desafio intrace-
rebral com cepa virulenta de Borde-
tella pertussis, seguida por 14 dias.

Resultados:
Expressio dos Antigenos
Heterologos em rBCG

Os vetores de expressao de mico-
bactéria contendo os antigenos de
tétano, difteria e pertussis foram ele-
troporados em BCG e as colonias
resistentes a kanamicina, seleciona-
das e cultivadas para a preparacio de
extratos protéicos e lotes de vacinas.
Os extratos protéicos foram analisa-
dos por Western blot.

Os extratos protéicos de clones de
BCG recombinante (t{BCG) transfor-
mados com os vetores contendo o
gene FC, sem ou com fusao com
ssBlam, respectivamente, rBCG-JFC e
rBCG-LAFC, mostraram expressio da
proteina heterdloga por Western blot
revelado com antissoro anti-anatoxi-
na tetinica, com os respectivos pesos
moleculares esperados: rBCG-JFC
apresentou uma banda de ~ 51 kDa e
rBCG-LAFC de ~ 55 kDa (incluindo
4kDa da ssBlam). No entanto, os ex-
perimentos de localiza¢io do antige-
no heterélogo no BCG mostraram
que, emambas as construcoes, o FC se
encontrava no citosol, indicando que,
nesse caso, a fusio com ssBlam nio
resultou em exportacio do antigeno.

Clones de rBCG transformados com
os vetores de expressio contendo o
antigeno de difteria CRM197 mostra-
ram expressao da proteina em Wes-
tern blot quando revelado com antis-
soro anti-anatoxina diftérica (6). O
clone de rBCG-JCRM197 apresentou a
banda de peso molecular esperado a
~50 kDa. Ja o clone de rBCG-LA-
CRM197 apresentou uma banda de
mesmo peso molecular, indicando que
a fusio com ssBlam nao foi estavel. O
interessante € que, em ambas as cons-
trucdes, o antigeno se localizou na
fracio de membrana, mesmo sem a
seqiiéncia sinal de exportacio, suge-
rindo uma afinidade prépria da prote-
ina pela membrana celular.

No caso de rBCG-S1PT (contendo
a subunidade S1 da toxina pertussis
mutada), realizamos apenas a cons-
trucdo em fusio com ssBlam, pois
relatos da literatura haviam indicado
uma dificuldade de expressi-la sem
fusdo em outros sistemas. O Western
blot revelado com anticorpo anti-PT
mostrou uma banda de ~30kDa, pou-
co acima da banda de S1 da toxina



pertussis (de 26,2 kDa). O S1PT re-
combinante localizou-se na fracao de
parede celular (Figura 4, 2 e 3), indi-
cando ter havido uma tentativa de
exportacao do antigeno que nio che-
gou a se completar (7).

Resposta Imune e Prote¢ao
induzida pelas vacinas de rBCG
em camundongos

Camundongos Balb/c ou NIH fo-
ram imunizados com as preparacoes
vacinais de rBCG-JFC, rBCG-LAFC,
rBCG-JCRM197 ou rBCG-LACRM197,
ou diferentes combinagdes desses. Um
reforco foi realizado nas mesmas con-
di¢cdes apo6s 2 meses e meio. A forma-
cao de anticorpos anti-anatoxina teta-
nica ou diftérica foi avaliada mensal-
mente nos soros dos camundongos
vacinados, durante 6 meses, por ELI-
SA. Imuniza¢do com rBCG expressan-
do FC em ambas as construcoes indu-
ziu a formacio de anticorpos anti-
anatoxina tetinica, mostrando, entao,
uma elevacao dos titulos séricos apos
o reforco. A expressiao de FC, com e
sem fusio, com ssBlam mostrou-se
equivalente, porém a resposta humo-
ral foi mais elevada sem a fusio,
indicando ser a expressio do gene
nativo mais adequada. A imunizacao
de camundongos com rBCG expres-
sando CRM197 também induziu a for-
macio de anticorpos anti-anatoxina
diftérica, que foi aumentada apds o
reforco (6). Também, nesse caso, a
construcao sem fusio com ssBlam
induziu a um nivel maior de anticor-
pos anti-anatoxina diftérica. Quando
os camundongos foram imunizados
com uma mistura de rBCG expressan-
do FC e rBCG expressando CRM197,
ambos sem fusdo, a resposta imune
induzida contra cada um foi aumenta-
da, evidenciando um efeito adjuvante
de rBCG-FC sobre a resposta contra
difteria e a reciproca, de rBCG-CRM197
contra o tétano. O soro obtido dos
camundongos imunizados com a mis-
tura de rBCG-FC e rBCG-CRM197 apre-
sentou um padrio de isétipos de imu-
noglobulina preponderantemente
IgG1, semelhante ao obtido com as
vacinas convencionais compostas pe-
las respectivas anatoxinas. Esse mes-
mo soro foi capaz de neutralizar a
atividade da toxina tetanica in vitro e
in vivo. O mesmo soro foi também
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Figura 2. Vetores de expressao de antigenos heterélogos em
micobactéria. Os vetores pJ-Ag e pLA-Ag contém origem de replicacao
em E.coli (ori-E.coli) e origem de replicacio em micobactéria (ori-
mico), o gene de resisténcia a kanamicina (Km), e o promotor mutado
da b-lactamase de M fortuitum, pBlaF*. pJ-Ag expressa o gene do
antigeno nativo e pLA-Ag expressa os gene em fusio, com a seqiiéncia
sinal da b-lactamase (ssBlam) (ss). Ag pode ser FC, CRM197 ou S1PT

capaz de neutralizar a atividade da
toxina diftérica in vitro sobre células
Vero.

Camundongos Swiss foram imuni-
zados com as preparacdes vacinais de
rBCG-S1PT, e a inducio de resposta
humoral especifica contra PT seguida
por ELISA do soro dos camundongos
imunizados por até 6 meses. A induc¢ao
de anticorpos anti-PT foi baixa. A res-
posta celular foi avaliada por liberaciao
de IL-4 e IFN-gde linf6citos esplénicos
de animais imunizados. Uma elevada
liberagao de INF-gpelos linfocitos, apos
estimulo com dPT, caracterizou uma
resposta celular tipo Thl (7). Esses
camundongos foram submetidos a de-
safio intracerebral com dose letal de
cepa virulenta de B.pertussis, apresen-
tando uma elevada sobrevivéncia, com-
paravel a obtida com a vacina triplice
(Tabela D.

Discussao

A expressio dos antigenos de difte-
ria, tétano e pertussis em BCG através
dos vetores de expressao em micobac-
téria contendo o promotor pBlaF* mos-
trou-se adequada, levando a inducio
de elevados niveis de anticorpos anti-
anatoxina tetanica e diftérica, e de uma
resposta celular contra a toxina pertus-
sis. A resposta humoral obtida contra
tétano e difteria pela mistura de rBCG-
FC e rBCG-CRM197 foi capaz de neu-
tralizar a atividade das respectivas toxi-
nas tetinica e diftérica. Nossos resulta-

dos evidenciaram um efeito adjuvante
reciproco de rBCG-FC e rBCG-
CRM197. A expressio de FC em rBCG
ja havia sido descrita utilizando outros
vetores, mas a protecio induzida foi
parcial. A expressao de CRM197 em
veiculos vivos de apresentacio de
antigenos tem se mostrado dificil. Esta
¢ a primeira vez que se obtém a
expressio de CRM197 em BCG. A
imunizacado de camundongos com
rBCG-S1PT induziu a uma elevada
resposta celular especifica contra PT,
que foi capaz de proteger os animais
contra um desafio intracerebral com
dose altamente virulenta B. pertussis.
A expressio em BCG de SIPT em
fusiao com FC havia sido recentemen-
te descrita, porém a resposta celular
induzida foi baixa. Estamos investi-
gando, atualmente, a resposta imune
induzida pela administracio conjunta
de rBCG-FC, rBCG-CRM197 e rBCG-
S1PT, com a expectativa de que pro-
priedades adjuvantes dos antigenos
combinados possam ainda aumentar
aresposta imune induzida contra cada
um dos patégenos.

Nossos estudos demonstraram
que rBCG expressando os antigenos
de DTP induzem resposta imune efici-
ente e protetora contra tétano, difteria
e pertussis. No entanto, uma vez que
essas sio vacinas vivas, podendo per-
manecer no organismo por longos
periodos, nio seria aceitivel sua ad-
ministracio em humanos, pela possi-
bilidade de dissemina¢io do gene de
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Figura 3. Construcao e
teste de vacinas de BCG
recombinante

resisténcia a antibidtico para outras
bactérias. Recentemente foi descrito
um sistema de expressio em BCG,
utilizando cepas auxotroficas, desen-
volvidas para posterior complementa-
€20 com um vetor que expresse o gene
eliminado, conjuntamente com o anti-
geno recombinante. Dessa forma, evi-
ta-se a selecio com antibidtico e, con-
seqiientemente, o uso do gene de resis-
téncia, produzindo-se uma cepa de
rBCG adequada para administracio em
humanos. Estamos atualmente desen-
volvendo esse sistema no laboratério,
para posterior verificacio da resposta
imune induzida pelos antigenos de
DTP expressos dessa forma.

Em conjunto, este trabalho repre-
senta um fato inédito na expressiao dos
3 antigenos de DTP em um mesmo
sistema, com inducio de resposta imu-
ne protetora contra cada um dos paté-
genos, condicio necessiria a imple-
mentacio de qualquer uma das vaci-
nas. Nossos resultados indicam que
rBCG-DTP poderia constituir uma vaci-
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na de dose Unica, eficiente e de baixo
custo, contra tuberculose, tétano, dif-
teria e pertussis, com claras vantagens
para paises em desenvolvimento.
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