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RESUMEN

La tuberculosis bovina se mantiene como un problema sanitario que causa severas
pérdidas econdmicas a la ganaderia en muchas partes del mundo, en especial en
paises en desarrollo. Este problema se agrava en ganaderia especializada en la
produccion de leche, donde la estrategia de prueba-y-sacrificio, base de los
programas de control en la mayoria de los paises, no ha sido aceptada por los
productores, ante esto, en los ultimos afios se ha propuesto es uso de la vacuna
BCG como estrategia complementaria. Sin embargo, su aplicacion esta
condicionado a que la eficacia de la vacuna actual mejore. Para esto, la
investigacion de los ultimos afios se ha centrado en cumplir este objetivo. Trabajos
experimentales han demostrado que los protocolos de vacunacion que utilizan
refuerzo con proteinas mejoran la eficacia de la vacuna, al igual que lo hacen
algunas nanomoléculas. EI uso de polimeros como el quitosano y el acido
polilactico-co-glicolico (PLGA) mejora la respuesta inmunitaria frente a diferentes
enfermedades, mejorando la interaccion de los antigenos con el sistema inmunitario
celular y modulando la respuesta inmunitaria del huésped. En este estudio se
utilizaron cinco grupos experimentales de cabras libres de tuberculosis y
paratuberculosis, cuatro de los cuales fueron vacunados con diferentes
formulaciones vacunales y uno se mantuvo sin vacunar como grupo control. Los
resultados muestran que la vacunacion primariacon la cepa BCG Phipps,
potenciada con una proteina filtrada de cultivo (CFP), sola o en combinacién con
quitosano y &cido polilactico-co-glicélico (PLGA), reduce la diseminacion de la
tuberculosis (TB) al reducir el nuUmero de animales con lesiones, el numero de
lesiones por animal y el tamafio de las lesiones en los animales vacunados, en
comparacion con los no vacunados o los vacunados con BCG sola. Los grupos
vacunados mostraron niveles significativamente mayores de interferén-y, indicativo
de eficacia de la vacuna, en sangre en comparacion con el grupo control después
de la vacunacion, después del refuerzo y después del desafio con una cepa de
campo de Mycobacterium bovis (p<0.05). Se demostré que la vacunacién con BCG

y el refuerzo con filtrado proteico de cultivo, solo o en combinacién con un



biopolimero, el nimero de animales con lesiones, el nimero de lesiones por animal
y el tamafio de las lesiones en animales vacunados, en comparacién con los no
vacunados o0 los vacunados con BCG sola, se redujeron
significativamente (p<0.05). Nuestros resultados confirman que la vacunacion
utilizada como complemento de los programas actuales de control de la tuberculosis
en poblaciones animales puede ser util para reducir la incidencia, la prevalencia, y
por ende la diseminacion de la enfermedad dentro de los hatos infectados y para

prevenir la entrada en hatos libres.

(Palabras clave: Mycobacterium bovis, FCP, poly (acido lactico-co-glicélico),

quitosano).



ABSTRACT

Bovine tuberculosis remains a health problem that causes severe economic losses
to livestock in many parts of the world, especially in developing countries. This
problem is aggravated in livestock specialized in milk production, where the test-
and-slaughter strategy, the basis of control programs in most countries, has not been
accepted by producers. Given this, in recent for years, the use of the BCG vaccine
has been proposed as a complementary strategy. However, its application is
conditional on the effectiveness of the current vaccine improvement. For this,
research in recent years has focused on meeting this objective. Experimental work
has shown that vaccination protocols that use protein-boosting improve the efficacy
of the vaccine, as do some nano molecules. The use of polymers such as chitosan
and polylactic-co-glycolic acid (PLGA) improves the immune response against
different diseases, improving the interaction of antigens with the cellular immune
system and modulating the host's immune response. In this study, five experimental
groups of tuberculosis and paratuberculosis-free goats were used, four of which
were vaccinated with different vaccine formulations, and one remained unvaccinated
as a control group. The results show that primary vaccination with the BCG Phipps
strain, boosted with culture filtered protein (CFP), alone or in combination with
chitosan and polylactic-co-glycolic acid (PLGA), reduces the spread of tuberculosis
(TB) by reducing the number of animals with lesions, the number of lesions per
animal, and the size of lesions in vaccinated animals, compared to unvaccinated
animals or those vaccinated with BCG alone. The vaccinated groups showed
significantly higher levels of interferon-y, indicative of vaccine efficacy, in blood
compared to the control group after vaccination, after boosting, and after challenge
with a field strain of Mycobacterium bovis (p< 0.05). BCG vaccination and culture
filtrate boosting, alone or in combination with a biopolymer, were shown to increase
the number of animals with lesions, the number of lesions per animal, and the size
of lesions in vaccinated animals, compared with those not vaccinated or those
vaccinated with BCG alone were significantly reduced (p<0.05). Our results confirm
that vaccination used as a complement to current tuberculosis control programs in

animal populations can be useful to reduce the incidence, prevalence, and therefore



the spread of the disease within infected herds and to prevent the entry into free
herds.

(Key words: Mycobacterium bovis, CFP, poly (lactic-co-glycolic acid) chitosan).
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CAPITULO |

.  INTRODUCCION

La tuberculosis en el ganado bovino (TBb) es un problema grave para la salud
publica, asi como econdémica en los paises en desarrollo (Ameni et al., 2003; Lopez
Marin et al., 2006; Humblet et al., 2009; Adelakun et al., 2019). Esta enfermedad es
provocada por Mycobacterium bovis (M. bovis) que, a pesar de ser un patdogeno
primario para los bovinos, tiene un amplio rango de hospederos; incluyendo
animales de interés econdémico (ovinos, caprinos, porcinos, equinos, aves),
animales de compafiia, silvestres y los seres humanos (Mdiller et al., 2013; Buddle
et al., 2015; Ramdas et al., 2015; Olea-Popelka et al., 2016; Elnaggar et al., 2017;
Adelakun et al., 2019; Sichewo et al., 2020a).

La enfermedad en los bovinos sigue siendo una importante barrera comercial para
los productos relacionados con el ganado, lo que representa un problema
econémico importante para muchos paises (Ameni et al., 2003; Lopez Marin et al.,
2006; Humblet et al., 2009; Elnaggar et al., 2017; Adelakun et al., 2019; OIE, 2019).
Las pérdidas econémicas en todo el mundo se estiman de $3 a $4 mil millones de
dolares anuales, con mas de 50 millones de bovinos infectados (Parlene & Buddle,
2015; Waters & Palmer, 2015; Palmer et al., 2019).

La lucha contra la bTB se basa en la mayoria de los paises en:

Método prueba y sacrificio o prueba y segregacion: basado en la prueba de la
tuberculina (IDTB) y el sacrificio de los animales reactores que garantizan la
erradicacion de la TBb en los animales domésticos. En algunos paises se emplean
programas de prueba y segregacion durante la primera fase de la erradicacion
(debido a las limitaciones financieras o de recursos humanos en los programas de
sanidad animal), y pasan a métodos de prueba y sacrificio en la fase final. De
forma general, los grupos afectados se someten a pruebas de tuberculina
periodicas para eliminar a los individuos que pudieran propagar el organismo v,

asimismo, son sometidos a cuarentenas, rastreandose aquellos animales que
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estuvieron en contacto con reactores. Medidas que no han servido de mucho para

la erradicacion de la enfermedad en el ganado lechero en el territorio mexicano.

El objetivo simple, pero brillante detras de las vacunas es imitar la infeccion natural,
pero limitando su toxicidad y reacciones adversas; proporcionando asi proteccion
en caso de un encuentro posterior con el agente infeccioso real; las vacunas
protegen al activar el sistema inmune (Buonsanti & D'Oro, 2017). Incluso una
vacuna que solo protege parcialmente a los animales en la medida en que son
menos infecciosos para otros animales a lo largo de su vida, puede eventualmente
reducir la prevalencia de la enfermedad en la poblacién. Actualmente no hay
vacunas disponibles contra TBb para los animales, ya que las vacunas existentes
presentan una eficacia variable e interfieren en la realizacion de pruebas
diagndsticas. No obstante, se estan desarrollando y probando nuevas vacunas que
permiten el diagnostico diferencial (DIVA, por siglas en inglés), particularmente para
reservorios silvestres (tejones y venados). En humanos, sise practica la
vacunacion. La cepa M. bovis BCG se ha administrado a personas como vacuna
contra la TB desde 1927 (Chambers et al., 2014). La debilidad de la vacuna BCG y
su eficacia protectora altamente variable en el control de la tuberculosis ha llevado
al desarrollo de varias estrategias para generar nuevas vacunas. Una metodologia
emergente para abordar estos dos inconvenientes es la utilizacion de adyuvantes y
nanoparticulas (NP), que pueden lograr la liberacion dirigida y controlada de los
antigenos y mejorar la respuesta inmune (Smith et al., 2015).

Las nuevas tecnologias aplicadas a la vacunacién han permitido el desarrollo de
vacunas que son mas seguras que los microorganismos atenuados 0 muertos. Sin
embargo, estas vacunas en la mayoria de los casos requieren el uso de moléculas
inmunoestimuladoras conocidas como adyuvantes para provocar la respuesta
inmune deseada (Buonsanti & D'Oro, 2017). Los adyuvantes son moléculas,
compuestos, o complejos supramoleculares que aumentan la potencia y la
longevidad de la respuesta inmune especifica a los antigenos, pero causan
toxicidad minima o efectos inmunes de larga duracion por si mismos. Los

adyuvantes pueden usarse para potenciar la inmunogenicidad, modular el tipo de


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0958166915000580#!

respuesta inmune, reducir la cantidad de antigeno o el nUmero de inmunizaciones

requeridas para mejorar la eficacia de las vacunas (Bonam et al., 2017).

En el aflo de 1993, el gobierno mexicano establecié un programa de erradicacion
de la TB como resultado del interés particular de Estados Unidos, su principal socio
comercial, que declaraba la reemergencia de la enfermedad en su territorio debida,
entre otros factores, a la importacién de animales infectados desde México. Dicho
programa dio origen a la Campafa Nacional contra la Tuberculosis Bovina
(Mycobacterium bovis), basada en la Norma Oficial Mexicana NOM-031-ZO0-1995
y expedida por la Secretaria de Agricultura, Ganaderia y Desarrollo Rural, cuya
finalidad fue la de “fomentar la produccion pecuaria, la prevencion, control y
erradicacion de las plagas y enfermedades, que, como la tuberculosis, afectan a la
ganaderia nacional tanto en su nivel de produccién como en la calidad de sus
productos, y que, ademas, es una de las zoonosis mas importantes” (Lopez et al.,
2007). La campafia esta basada en la estrategia de prueba y sacrificio, con
resultados exitosos en ganaderia para produccion de carne, pero sin éxito en
ganaderia para produccion de leche. Esto debido a lo costoso que resulta sacrificar
animales de este tipo y a la pobre confiabilidad en las pruebas de diagndstico. No
obstante, por razones de salud publica y econdmicas, la erradicacién de la TBb en

México es una prioridad (Lopez et al., 2007).

México tiene un inventario de aproximadamente 30 millones de cabezas de ganado,
de las cuales 3 millones son de ganado especializado en produccion de leche (SIAP,
2020), poblacion que actualmente esta en riesgo y que también representa un riesgo
de salud publica, y que es, por lo tanto, el beneficiario directo de una vacuna, que
seria integrada a la campafia ya en curso. En el ganado especializado en
produccion de leche el problema de la tuberculosis puede alcanzar el 20% de
prevalencia o mas (datos no oficiales, pero conocidos) a la prueba de tuberculina.

Otros puntos importantes son:

1. La prevalencia de la tuberculosis en este tipo de ganado oficialmente
es de alrededor del 16%, pero muy subestimada, la prevalencia en
algunos hatos puede llegar hasta el 60% (Gonzalez-Ruiz et al., 2018).

3



La leche de estas vacas tuberculosas representa un riesgo para la salud
humana por consumo de leche contaminada, del 10-15% de los nuevos
casos de tuberculosis humana en los paises en desarrollo (Bapat et al.,
2017), y de 0.5-7.2% en paises desarrollados (Vayr et al., 2018).

M. bovis, el causante de la TB en el ganado, en casos humanos es
resitente a pirazinamida (farmaco de primera linea en el tratamiento),
también se ha documentado la resistencia adicional a isoniazida y/o
estreptomicina, lo que puede llevar al desarrollo de cepas resistentes
(Marianelli et al., 2015; Djamal et al., 2018).

La tuberculosis causa severas pérdidas econdémicas para los
ganaderos del pais, incluyendo el cierre de mercados internacionales
de ganado y sus productos, rubro del mayor interés para la ganaderia
nacional (SAG, 2020).

La estrategia de prueba y sacrificio de la campafa no se aplica en este
tipo de ganado por el alto costo de matar animales de alto valor
genético, los productores de leche no la aceptan o simplemente no
participan en la campana.

Existe una fuerte demanda nacional por una estrategia que coadyuve a
solucior el problema, en especifico una vacuna.

. Trabajos previos experimentales han demostrado que la vacunacion
puede ayudar de manera considerable en reducir a niveles minimos la
prevalencia de la enfermedad.

. Se tiene una estrategia basica de vacunacion que puede ser mejorada

para incrementar los niveles de eficacia.

La vacunacién con BCG se ha probado experimentalmente. Se ha determinado que

dosis bajas tienen una eficacia mayor que dosis altas (Buddle et al., 1995a; Buddle
et al., 1995b). La cepa M. bovis BCG Pasteur 11732P2 a dosis de 10° ha sido la

mas utilizada en becerros de 4-6 meses de edad desafiados intranasalmente con

cepas virulentas a dosis de 103 (Buddle et al., 1995b; Johnson et al., 2006; Lesellier

et al., 2006; Wedlock et al., 2007). Se reporta una eficacia mayor al 60% en

promedio con base a la cantidad y el tamafio de las lesiones granulomatosas, asi
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como por el nimero de bacilos viables dentro de las mismas (Vordermeier et al.,
2002). Se ha reportado ademas mejor efecto en animales al nacimiento o en
becerros menores de 4 semanas (Hope et al., 2005). Y que el uso de refuerzos con
subunidades de proteinas del filtrado de cultivo (FCP) mejora la proteccion (Wedlock
et al., 2000; Buddle, 2001; Skinner et al., 2003; Wedlock et al., 2005; Gonzalez et
al., 2007; Diaz-Otero et al., 2008)

La vacunacion con BCG y/o CFP no induce respuesta de IFN-y a los antigenos de
bajo peso molecular CFP10 y ESAT6, por lo que el diagnostico diferencial es
también factible (Vordermeier et al., 2002; Maue et al., 2007; Jackson-Sillah et al.,
2013; Abebe et al., 2017). En un experimento de nuestro grupo, utilizando la cepa
vacunal Phipps, cepa poco utilizada pero que tiene un genoma con menos
deleciones que otras cepas vacunales como la Pasteur o la Danesa, se encontré
que un protocolo de vacunacién con refuerzo, pre-inmunizando con la BCG y luego
reforzando con filtrado de cultivo + un adyuvante tuvo una eficacia de alrededor del
70% en la reduccion del numero de lesiones, el tamafio de las lesiones y el nimero
de bacilos por lesién de animales vacunados comparado con no vacunados (Canto
et al.,, 2013). Se demostr6 ademas que la vacuna tiene la misma eficacia en

vaquillas gestantes, y que es totalmente inocua (Milian-Suazo et al., 2011).



CAPITULO 1l

[I.  ANTECEDENTES

2.1 Complejo Mycobacterium tuberculosis

El complejo Mycobacterium tuberculosis (MTC) engloba a las especies que causan
enfermedad en el humano; entre ellas se encuentran M. tuberculosis, M. bovis, M.
bovis BCG, M. africanum, M. caprae, M. microti, M. pinnipedii, M. leprae, M. Canetti,
M. orygis, M. mungi y M. suricattae (Alexander et al., 2010; Dippenaar et al., 2015;
Pérez-Morote et al., 2020). Las caracteristicas fundamentales compartidas por
todos los miembros de este género son su forma bacilar, la dependencia de
oxigeno, la inmovilidad, la imposibilidad para formar esporas y la acido-alcohol
resistencia (Kleeberg, 1984; Thoen & Barletta, 2006;). EI MTC se caracteriza por un
99.9 % de similitud a nivel de nucledtidos (Huard et al., 2006); otros miembros del
complejo incluyen a M. africanum, M. canettii, M. microti, M. pinnipedii, M. caprae
(Kleeberg, 1984; Thoen & Barletta, 2006), M. mungi, M. orygis (Figura 1).
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Figura 1. Filogenia actualizada del complejo Mycobacterium tuberculosis basada en la
presencia de regiones de delecion o RD. Fuente: modificado de Rodriguez-Campos et al.,
2014.



Las micobacterias de crecimiento rapido, “micobacterias ambientales”,

“‘micobacterias atipicas” o “micobacterias no tuberculosas” (Figura 2), producen

colonias visibles en medios de cultivo sélidos en menos de 7 dias (Tortoli, 2009).

Dentro de las micobacterias de crecimiento rapido se encuentran la mayoria de las

especies saprofitas de vida libre (Tortoli, 2009; Castilho et al., 2015). Aunque

saprofitas, estas bacterias pueden causar enfermedad en presencia de factores

predisponentes (Castilho et al., 2015).

Las micobacterias de crecimiento lento tardan mas de 7 semanas en producir

colonias visibles en medio sélido, engloba las micobacterias de mayor importancia

veterinaria y de salud publica (Figura 2, rama derecha), que incluye todas las

especies causantes de la tuberculosis humana y otros mamiferos (Pollock & Neill,

2002; Thoen & Barletta, 2004, Biet et al., 2005).
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2.2 Distribucion de la tuberculosis bovina

Entre enero de 2017 y junio de 2018, el 44 % de los paises y territorios que notifican
a la OIE reportaron haberse visto afectados por TBb; de los 82 paises afectados, el
62.2 % notificaron TB solo en el ganado, el 35.4 % en ganado y fauna silvestre, y
solamente el 2.4 % en fauna silvestre. Sélo el 23 % de los paises afectados estaban
aplicando todas las medidas de control pertinentes: vigilancia activa, sacrificio
sanitario total o parcial y el control de la movilizacion de los animales. La mejora de
la vigilancia y la presentacion de informes precisos por parte de los servicios
veterinarios nacionales contribuyen a la prevencion y el control de la tuberculosis

(OIE, 2021). Lo que demuestra la extendida distribucion de la enfermedad.

Actualmente las estrategias de la campafia de TBb se basan en reducir la
prevalencia de la enfermedad, buscando minimizar el riesgo de que los animales
expuestos o afectados se movilicen durante el comercio nacional e internacional. Al
31 de diciembre de 2021 se ha reconocido el 86.23% del territorio nacional
mexicano con una prevalencia menor al 0.5% o en fase de erradicacion de la
enfermedad (Figura 3) (SENASICA, 2022a).
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Figura 3. Estatus zoosanitario de la tuberculosis bovina en el territorio nacional
mexicano. Fuente: SENASICA, 2022a.



2.3. Reconocimiento internacional en tuberculosis bovina

La exportacion de ganado bovino en pie a estados unidos de América es una de las
actividades pecuarias mas importantes del pais, con un promedio superior a las 900
mil cabezas de gando al afio. Entre el periodo del 2019-2020 la exportacién
promedio anual fue de un millon trescientos mil cabezas y de todas ellas solamente
un animal dio positivo al analisis de TBb (SIAP, 2021). Por esto, el Departamento
de Agricultura de los Estados Unidos (USDA) les otorga una clasificacion en el
estatus zoosanitario a los estados de la Republica Mexicana, el cual les permite a
los productores comercializar el ganado tanto dentro como a los Estados Unidos de
América (Figura 4) (SENASICA, 2022b).

Clasificacion de Estados o regiones reconocidos por
el Departamento de Agricultura de los Estados
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Figura 4. Estatus zoosanitario de la tuberculosis bovina en el territorio nacional mexicano
ante el Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (USDA). Fuente: SENASICA,
2022b.



2.4 Importancia de la tuberculosis bovina

A pesar de muchos afos de esfuerzos invertidos en la erradicacion de la TB, la
enfermedad se distribuye de manera heterogénea en todo el mundo y sigue siendo
un problema grave para la salud humana y animal, especialmente en paises en
desarrollo. En las regiones donde el control de enfermedades en el ganado y la
pasteurizacion rutinaria de la leche de vaca tienen éxito, los casos humanos de TB
zoonotica (causada principalmente por M. bovis y M. caprae) son relativamente
raros, lo que demuestra la eficacia de los programas de erradicacion cuando estos
son bien aplicados (Bolafios et al., 2017; Davidson et al., 2017; Vayr et al., 2018;
Mohamed, 2020). Sin embargo, cuando la TBb se establece en la poblacion animal,
la eliminacion completa de la enfermedad es dificil debido a su complejidad
epidemioldgicay a los diferentes factores que intervienen en su persistencia. Dichos
factores incluyen el largo periodo de incubacién, fallas en la deteccion de animales
infectados debido a limitaciones de diagnéstico, la presencia de reservorios que la
mantienen en el medio ambiente, ciertas practicas de manejo de rebafios y
movimientos de animales entre granjas y regiones (Pollock & Neill, 2002; de la Rua-
Domenech et al., 2006; Aranaz et al., 2006; Broughan et al., 2016).

La TBb provoca grendes perdidas econdémicas debido a la disminucién en los
indicadores productivos y reproductivos, los costos de diagndstico, al sacrificio
sanitario aplicado para su control, el desecho involuntario y las restricciones
comerciales que se aplican al ganado procedentes de paises afectados (Ameni et
al., 2003; Lopez Marin et al., 2006; Humblet et al., 2009; Waters et al., 2012; Mller
et al., 2013; Bezos et al., 2014; Hawn et al., 2014; Adelakun et al., 2019).

En términos de produccion, las pérdidas econdmicas por TBb se deben a bajas en
la eficiencia productiva, del 10 al 25%, disminucion de la produccion de leche, del
10 al 18%, reduccion del 15% en la produccion de carne, incrementos en las tasas
de decomiso de 6rganos comestibles y un aumento de la mortalidad (Islam et al.,
2021).
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2.5 Importancia de la tuberculosis bovina en salud publica

La historia del control y la erradicacion de la tuberculosis por M. bovis es larga,
accidentada y hasta en ocasiones dramatica. En Gran Bretafia, la tuberculosis fue
responsable de mas de 800.000 muertes humanas entre 1850 y 1950, cuando el
programa de erradicacion se volvidé obligatorio en el Reino Unido (Waddington,
2002). A principios del siglo XX, la tuberculosis todavia se consideraba una plaga,
un concepto que, entonces como hoy, evocaba miedo y misterio por algo peligroso
y desconocido (Fisher, 1998).

La falta o insuficiencia de la aplicacion de la “prueba-y-sacrificio” en los esquemas
de control de la enfermedad, el consumo de leche sin pasteurizar, la mala
comprension de la tuberculosis zoondtica y las malas condiciones sanitarias son
algunos de los posibles factores de riesgo para M. bovis y enfermedades en
humanos (Sichewo et al., 2020b). De los 10 millones de personas que actualmente
tienen TB activa, se estima que 140,000 son casos nuevos de TB zonotica, y de
estos aproximadamente 11,400 murieron (WHO, 2020). Sin embargo, en humanos
la TB por M. bovis no siempre se notifica, por lo que el papel de M. bovis en
tuberculosis humana puede estar subestimado. Esto indica importantes desafios de
diagndstico y estructuras deficientes de vigilancia y notificacion de salud publica en
paises endémicos. Las cifras mas altas se registraron en Africa (68,900) y el sudeste
asiatico (43,400) (Ramos et al., 2020) (WHO, 2020). El sudeste asiatico comprende

casi el 44 % de la carga mundial de tuberculosis humana (WHO, 2020).

Los seres humanos adquieren la infeccion por M. bovis principalmente a través del
consumo de leche no pasteurizada y productos lacteos contaminados con M. bovis
0 por contacto cercano con ganado infectado. La transmision puede ocurrir por la
inhalacion de gotitas infecciosas exhaladas por humanos o animales o por contacto
directo con animales infectados a través de la presencia de una herida (de la Rua-
Domenech, 2006; Thoen et al., 2010).

Las poblaciones que corren mayor riesgo de contraer tuberculosis por M. bovis son

los ganaderos y trabajadores de cria de animales (Cleaveland et al., 2007; Oloya et
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al., 2008; Tigre et al.,, 2011; Adesokan et al., 2012; Gumi et al., 2012; Torres-
Gonzalez et al., 2013; Lombardi et al., 2017; Nuru et al., 2017; Kemal et al., 2019),
trabajadores de mataderos (Khattak et al., 2016; Ullah et al., 2018; Al-Thwani & Al-
Mashhadani, 2016; Chan & Mpe, 2015; Mertoglu et al., 2018; Sunder et al., 2009),
personas seropositivas a VIH (Vallerga et al., 2005; Rivas et al., 2012; Gallivan et
al., 2015; Peérez-Barragan & Manjarrez-Tellez, 2017; Sichewo et al.,, 2020a),
personas diabéticas (Rivas et al., 2012; Gallivan et al., 2015), personal veterinario
(Shrikrishna et al., 2009; Wilkins et al., 2009; Twomey et al., 2010; Lombardi et al.,
2017), carniceros, cazadores y trabajadores de animales silvestres (Vayr et al.,
2018). Ademas, las poblaciones que practican el consumo de leche cruda y
productos lacteos no pasteurizados (Besser et al., 2001; Majoor et al., 2011;
Bolafios et al., 2017; Silva et al., 2018). Se ha demostrado que Mycobacterium sp,
puede permanecer viable hasta por 14 dias en queso y yogurth, y hasta 100 dias
en mantequilla elaborada con leche cruda (Bolafios et al., 2017). M. bovis es
responsable del 10-15% de los nuevos casos de tuberculosis humana en los paises
en desarrollo (Bapat et al., 2017), y de 0.5-7.2% en paises desarrollados (Vayr et
al., 2018).

Dados los diagndsticos limitados en el punto de atencion y los informes deficientes,
no hay datos confiables para determinar si la incidencia y la prevalencia de TB
zonotica esta aumentando o disminuyendo (Duffy et al., 2020). Entre otros factores
que limitan la certeza de la participacion de M. bovis en caso de TB en humanos se

puede mencionar:

= Diagnoéstico erréneo: M. bovis suele ser una enfermedad extrapulmonar sin
las caracteristicas clinicas mas comunmente asociadas con la tuberculosis
por M. tuberculosis, que se manifiesta principalmente en los pulmones.

= Muestras inadecuadas: las muestras enviadas para examen histologico
normalmente se transportan en formalina, lo que imposibilita cualquier intento
de cultivo. El examen histoldégico con microscopia no discrimina entre las dos

especies.
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= Medios de cultivo inadecuados: los laboratorios que reciben muestras para
cultivo de micobacterias tienden a favorecer los medios que contienen
glicerol, que mejora el crecimiento de M. tuberculosis, pero no el de M. bovis.
M. bovis no solo no puede usar glicerol como Unica fuente de carbono, sino
que la falta de un piruvato quinasa (PK) funcional significa que los
carbohidratos no pueden usarse para generar energia. La validez de los
sistemas de cultivo liquido automatizados para el aislamiento de M. bovis aun
no se ha demostrado.

* No tipificar el aislado. Aunque las dos especies difieren en los requisitos de
cultivo y la sensibilidad a los antibiéticos, su determinacion es dificil y requiere
mucho tiempo. En lo que respecta al uso de métodos moleculares, los
genomas de las dos especies son en gran parte homélogos y muchos kits de
pruebas moleculares patentados que utilizan los laboratorios clinicos no

pueden distinguir entre ellos.

Si la infeccion humana se adquiere mediante la ingestion de M. bovis, la pared de
células grasas del organismo lo protege contra los procesos adversos del tracto
gastrointestinal. La region ileocécica (union de los intestinos delgado y grueso) suele
ser el principal sitio de infeccion desde el cual migra a las glandulas mucosas y
establece un proceso inflamatorio (Bolafios et al., 2017). Las bacterias son
transportadas a las placas de Peyer (parte del sistema linfatico) por los fagocitos, lo
que da como resultado la formacion de tubérculos caracteristicos de la tuberculosis,
gue luego pueden necrosarse Yy liberar organismos que causan nuevos focos de
infeccion (Vanderpool & O'Leary, 1988). El tratamiento requerido es prolongado e
implica un coctel de antibiéticos porque la cepa responsable puede tener una
resistencia a los antibiéticos que no sera aparente durante algun tiempo debido al
lento crecimiento del organismo. Dado que la mayoria de las cepas de M. bovis son
resistentes a la pirazinamida, no se aconseja el uso de este farmaco antituberculoso
de primera linea si se sospecha tuberculosis zoonética (de la Rua-Domenech,
2006).
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Como lo describen Ray et al. (2013) y Jilani et al. (2020), la infeccion por M. bovis

puede dar lugar a una serie de resultados clinico-patologicos en el humano:

En una pequefia proporcion de personas que no pueden montar una
respuesta inmunitaria eficaz, la enfermedad progresa rapidamente y provoca

la muerte. Esta forma se llama tuberculosis "miliar" o "generalizada".

En una pequefia proporcion de personas, la enfermedad permanece
localizada y es autolimitada, lo que resulta en una resolucién de la

enfermedad clinica.

En la mayoria de los infectados, la respuesta inmune del huésped controla
eficazmente la proliferacion antes de que aparezcan los signos clinicos. Sin
embargo, es posible que el organismo no se erradique por completo de los
tejidos y que permanezca viable alli durante muchos afos, por lo que el
hospedero sigue siendo portador. Esta condicion se denomina infeccion

"latente".

En una minoria (5-10%), la defensa inmunitaria del hospedero tiene éxito
inicialmente, pero luego falla después de un periodo de meses o afios, lo que
resulta en emaciacion y deterioro general de la salud durante un periodo
prolongado. Esto se denomina tuberculosis "secundaria”. La existencia de
esta afeccion debe tenerse en cuenta al considerar el impacto de una mayor
exposicion del publico a M. bovis, ya que es probable que los resultados

clinicos se manifiesten solo después de un periodo prolongado de tiempo.

Los estrictos controles de higiene en el manejo del ganado y la pasteurizacién de la

leche han reducido indiscutiblemente la transmisién de la tuberculosis zonodtica en

los paises desarrollados (Bolafios et al., 2017; Davidson et al., 2017; Vayr et al.,

2018; Mohamed, 2020). Debido a estas acciones preventivas, el impacto de los

programas de control y erradicacion en el comercio es significativo, mientras que el

impacto en la salud publica aun es incierto (de la Rua-Domenech, 2006; Etter et al.,

2006; Miller et al., 2013; Pérez-Lago et al., 2014). Sin embargo, la amenaza de

infeccion por M. bovis aun persiste, al menos en paises en desarrollo y en grupos
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ocupacionales especificos que trabajan en estrecha colaboracién con animales

domésticos y de vida silvestre (Palmer et al., 2012; Vayr et al., 2018).

2.6 Patogenia de la infeccion por Mycobacterium bovis

La tuberculosis bovina es una infeccidén transmitida principalmente por aerosoles.
Las tasas de transmision aumentan cuando los animales se mantienen hacinados
y/o confinados en establos o corrales. Una vez inhalado, M. bovis es fagocitado por
macréfagos alveolares, en los que este patégeno intracelular facultativo comienza
a multiplicarse. La infeccion focal del tejido pulmonar progresa con el tiempo, y
finalmente la infeccion se disemina a los ganglios linfaticos regionales en el
mediastino del pulmdn u otros ganglios linfaticos, en la region de la cabeza y el
térax. El animal continla generando una respuesta inmune mediada por células
contra M. bovis, lo que resulta en una acumulacion constante de macrofagos y
linfocitos T en el sitio de la infeccion. Esta respuesta inflamatoria mononuclear focal
se organiza en una lesidn conocida como granuloma. Estas lesiones también se
denominan tubérculos, indicativos de tuberculosis (Viena-Niero et al., 2006). Los
granulomas tuberculosos estan circunscritos por tejido conectivo fibroso y tienen
una estructura laminar que se asemeja a la superficie cortada de una cebolla. Con
el tiempo, las células del centro del granuloma mueren y los restos celulares
muertos adquieren la apariencia y la consistencia del requeson seco. El término
patoldgico para esto es necrosis caseosa (Thoen et al., 2006; Viena-Niero et al.,
2006). El tiempo desde el inicio de la infeccién hasta la patologia extensa y los

signos clinicos de la tuberculosis suele ser de varios afos.

Las lesiones pueden localizarse en ganglios linfaticos y en diferentes érganos, en
forma de granuloma o tubérculo de material purulento-caseoso de color amarillento
cuyo tamafo y cantidad varian. Las lesiones histologicamente se diferencian de la
respuesta inflamatoria aguda clasica, porque la poblacion de células que la infiltra
es mayoritariamente mononuclear (macréfagos y linfocitos), aunque en las etapas

tempranas se observa acumulacion transitoria de neutroéfilos (Thoen et al., 2006).
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2.7 Transmision de Mycobacterium bovis entre el ganado

La excrecion respiratoria y la inhalacién de M. bovis es considerada como la ruta
principal por la cual se produce la transmisién de bovino a bovino (Menzies & Neil,
2000; Smith et al., 2004; Sichewo et al., 2020b), también se ha reportado la
transmision gastrointestinal entre el ganado (Xu et al., 2021), aunque esta es una
forma mucho menos comun de tuberculosis bovina que la forma respiratoria de la
enfermedad (Neil et al., 2001), Figura 5.
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Figura 5. Vias de infeccion de tuberculosis bovina en sus distintos huespédes.

Entre los factores de riesgo de TBb en los hatos se encuentran el tamafio del
rebafo, las malas practicas sanitarias y de cria, la introduccion de animales de
origen desconocido, el contacto cercano con otros animales, pastoreo y abrevadero
comunal (Humblet et al., 2009; Skuce et al., 2012; Dejene et al., 2016; Islam et al.,
2021); la contaminacion ambiental (Courtenay et al., 2006; Humblet et al., 2009;
Santos et al., 2015; Barbier et al., 2017; ), la virulencia de la cepa de M. bovis
(Collins, 2001; Forrelland et al., 2013; Echeverria-Valencia et al., 2017; Ly & Liu,
2020), la dosis infectiva (Neill et al., 1988; Dean et al., 2005; McCorry et al., 2005),
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la susceptibilidad del huésped como: edad, sexo, estado fisioldgico y condicién
corporal (Humblet et al., 2009; Santos et al., 2015; Dejene et al., 2016), resitencia a

la enfermedad por la la genética del huésped (Gonzalez-Ruiz et al., 2019)

2.8 Control y erradicacion de la tuberculosis bovina

Los programas de control y erradicacion se han llevado a cabo en muchos paises
durante décadas con resultados mixtos. Estos programas se basan en actividades
de campo realizadas por veterinarios oficiales o médicos veterinarios (Crozet et al.,
2019). El estado infeccioso de los animales se evalia mediante la prueba
intradérmica de la tuberculina, la cual consiste en hacer una medicion del grosor del
pliegue cutaneo en el lugar de la inyeccion después de tres dias. Los animales
positivos se sacrifican y se imponen restricciones de movimiento de animales vivos
para contener la propagaciéon de la enfermedad (Bezos et al., 2014; Crozet et al.,
2019; Arnot & Michel, 2020). En los paises desarrollados, los programas de
erradicacion han reducido o eliminado la tuberculosis en el ganado, y la enfermedad
en humanos es rara; sin embargo, los reservorios en la vida silvestre han dificultado

la erradicacién completa (Mohamed, 2020).

2.9 Lavacuna BCG

En 1906, Calmette y Camille Guérin, un veterinario, comenzaron a subcultivar una
cepa de micobacterias obtenidas de un bovino, la cual pensaron era M. tuberculosis,
pero en realidad era M. bovis. Después de 13 afios de atenuacion por 230 pasajes
en bilis de ternera, papas y glicerol, esta cepa finalmente se convirtié en la cepa del
Bacilo Calmette-Guérin 6 BCG (Plotkin & Plotkin, 2018). Esta cepa se ha
administrado a personas como vacuna contra la TB desde 1927, y es una de las
vacunas humanas mas utilizadas en el mundo (Chambers et al., 2014; Plotkin &
Plotkin, 2018).

La vacunacion del ganado contra la tuberculosis bovina podria reducir la
prevalencia, la incidencia y la propagacion de la enfermedad en la poblacion,
reduciendo el niumero, la duracién y la gravedad de las lesiones. La capacidad de

proporcionar estos beneficios dependeria de la efectividad de un programa de
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vacunacion en términos de la vacuna utilizada, la forma en que se implementa y la
realizacion de una prueba de diagnéstico compatible. En 1911 se demostrd por
primera vez que la BCG podia ser eficaz contra la tuberculosis en el ganado (Waters
et al., 2012). Desde entonces, se ha llevado a cabo un extenso trabajo para
optimizar la dosis y la via de administracion de la vacuna. Sin embargo, a pesar del
trabajo desarrollado para encontrar vacunas mas eficaces y seguras, se llego a la
conclusién de que la BCG sigue siendo la mejor candidata de vacuna para su uso
en el campo a corto y mediano plazo (Waters et al., 2012; Buddle et al., 2013; Canté
et al., 2013; Parlane & Buddle, 2015; Vordermeier et al., 2016; Arrieta-Villegas et
al., 2018).

Los estudios en ganado han demostrado que la vacunacién reduce la transmision
de la tuberculosis al disminuir el nimero de animales con lesiones, el numero de
lesiones por animal, el tamafio de las lesiones y las cargas tisulares bacilares
(Alarcon et al., 2013; Vordermeier et al., 2016; Nugent et al., 2018). Se ha informado
gue la proteccion es mejor cuando los terneros se vacunan temprano después del
nacimiento en comparacién con las dos a cuatro semanas de edad con 10°-10°
Unidades Formadoras de Colonias (UFC), con una posible revacunacion entre uno
y dos afios para mantener los niveles adecuados de inmunidad. No se han
observado diferencias en la eficacia entre las cepas danesa y Pasteur, las vacunas
mas utilizadas en el mundo. La vacuna es segura, pero si bien no exacerba la
infeccion, tampoco la cura (Buddle, 1995; Buddle et al., 1999; Ameni & Tibbo, 2002;
Hope et al., 2005; Cai et al., 2006; Wedlock et al., 2007; Alarcon et al., 2013) y la
vacunacién de vacas prefiadas no representa riesgo de aborto (Milian-Suazo et al.,
2011). El refuerzo con proteina de filtrado de cultivo (CFP) aumenta la respuesta
inmune y la proteccién contra el dafio patolégico (Milian-Suazo et al., 2011; Alarcon
et al., 2013; Buddle et al., 2013).

Por lo tanto, la vacunacién primaria con BCG con un refuerzo de CFP se esta
considerando actualmente en muchos paises como un complemento a los
programas de control existentes para reducir la incidencia de la TBb (Buddle, 2010).

Encontrar los medios para aumentar la eficacia de la vacuna mediante la mejora y
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el mantenimiento de la respuesta inmunitaria protectora durante periodos mas
largos (Speth et al.,, 2016) ha sido un objetivo de muchos protocolos de
investigacion. La idea es aumentar la interaccién del antigeno con las células
inmunitarias, por ejemplo, encapsulando y liberando antigenos para modular la
respuesta inmunitaria del huésped (Cappellano et al., 2019). Existe evidencia
suficiente de que la combinacion de adyuvantes con BCG mejora la
inmunogenicidad de BCG y la proteccion contra la TB. Diferentes elementos como
la rapamicina, la lactoferrina y los agonistas de Toll-Like Receptor (TLR) 7 y 9
aumentan la respuesta inmune a BCG, activando las células T CD4+ y CD8+ para
aumentar la proteccién en ratones (Hwang & Actor, 2009; Bakhru et al., 2014).
Algunos informes han demostrado que el BCG con nanorrecubrimiento con acido
poliinosinico-policitidilico (poli I:C) y quitosano aumenta la inmunidad mediada por
células sin efecto en la viabilidad de la vacuna in vitro (Speth et al., 2016). Los
polimeros tienen baja toxicidad, son faciles de obtener y son altamente
biodegradables. También son buenos agentes antibacterianos, con un efecto
positivo en el tratamiento de la TB (Garg et al., 2014; Costa-Gouveia et al.,
2017). Los polimeros biodegradables como el quitosano y el acido polilactico-co-
glicélico (PLGA) se han utilizado como adyuvantes de vacunas para estimular el
sistema inmunitario y como vehiculos para la administracion de vacunas (Mohan et
al., 2013).

El quitosano es un polisacarido catiénico que comprende copolimeros de
glucosamina y N-acetilglucosamina obtenidos a partir de exoesqueletos de
crustaceos, levaduras y hongos (lllum et al., 2001). Es insoluble en pH alcalino y
neutro, pero forma sales con &cidos inorganicos y organicos y esta disponible en
una variedad de pesos moleculares. Las sales de quitosano se unen fuertemente a
los materiales cargados negativamente, como las superficies celulares y la
mucosidad. Es bioadhesivo y aumenta significativamente la eliminacién de la vida
media de los antigenos (Soane et al., 1999), donde los adyuvantes mejoran la
captacion de antigenos por los macréfagos (Zhu et al., 2007) e inducen la
produccion de citocinas como la interleucina y el interferon. Existe evidencia de que

las vacunas contra la TB con quitosano inducen fuertes respuestas inmunitarias
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protectoras y mediadas por células CD4+ y CD8+ en modelos animales y, cuando
se emplean como refuerzo, mejoran la proteccién contra la infeccion de TB en
ratones (Zaharoff et al., 2007; Zhu et al., 2007; Feng et al., 2013; Khademi et al.,
2018). Las soluciones de quitosano crean un depadsito de antigeno, y mas del 60 %
de un antigeno proteico administrado en quitosano permanece en el lugar de la

inyeccion durante siete dias (Zaharoff et al., 2007).

PLGA es un poliéster sintético que se degrada en acidos lactico y glicélico. PLGA
estimula las respuestas inmunitarias tanto humorales como celulares (Smith et al.,
2015; Gutjahr et al., 2016). El uso de antigenos y adyuvantes en una formulacion
de particulas de liberaciéon lenta aumenta la eficacia de la vacuna al mejorar la
disponibilidad de células presentadoras de antigeno (Ashhurst et al., 2018). Es un
potente inductor de TH1, que esta asociado con la proteccién contra la infeccién de
TB y las respuestas de TH17 (Dobrovolskaia & McNeil, 2007; Kirby et al., 2008; Luo
et al., 2017; Ashhurst et al., 2018). Los antigenos cubiertos por PLGA escapan
rapidamente de los endolisosomas y son transportados al citoplasma, impidiendo la
degradacion lisosomal de los fragmentos nulos, potenciando asi la eficacia
protectora de la vacuna (Khademi et al., 2018; Liu et al., 2018).

Los experimentos con vacunas en ganado han demostrado que las dosis bajas de
BCG, 102 —-10° CFU, inducen una mayor proteccion que las dosis mas altas (Skinner
et al.,, 2001), que la exposicién previa a Mycobacterium ambiental puede afectar
negativamente la eficacia de la vacuna (Buddle et al., 2002). Al igual que en el
ganado, los ensayos han revelado que las cabras vacunadas con BCG u otras
vacunas experimentales contra la TB tienen una liberacién significativamente mayor
de interferbn-gamma, menos lesiones y menos cargas de cultivos bacterianos que
las no vacunadas (Bezos et al., 2017; Vidal et al., 2017; Arrieta-Villegas et al., 2018;
Roy et al., 2018). Por lo tanto, el propdsito de este estudio fue evaluar diferentes
formulaciones de vacunas BCG utilizando la vacuna primaria BCG, sola o recubierta
con quitosano, y refuerzo con CFP, sola o combinada con quitosano y PLGA, en un

modelo caprino.
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2.9.1 Vacuna a base de nanoparticulas

Los puntos clave para el uso de nanoparticulas en la vacunacion son su capacidad
para interactuar con varios tipos de células inmunitarias y encapsular y liberar
antigenos y otras moléculas inmunomoduladores para influir en la respuesta inmune
del hospedero (Capellano et al., 2019). Las nanoparticulas son capaces de dirigirse
a las células presentadoras de antigenos (APC), tales como las células dendriticas
y los macrofagos aumentando asi la actividad inmunoestimuladora de la vacuna
(Luo et al., 2017). Las particulas cationicas (cargadas positivamente) tienen mas
probabilidades de inducir reacciones inflamatorias que las anionicas (cargadas
negativamente) y las neutras (Dobrovolskaia & McNeil, 2007; Capellano et al.,
2019). Otra consideracion en la respuesta inflamatoria es mantener respuestas
Th1/Th2, la reaccion inflamatoria desencadenada por las células Th que dirigen y
activan otras células inmunitarias como células B, T y macrofagos para secretar

diferentes citocinas.

Al ser administradas las nanoparticulas, existe un rango 6ptimo para que estas
migren a los ganglios linfaticos. Las mas pequefias (3-5 nm) son eliminadas por la
sangre a los ganglios de derivaciéon. Las mas grandes son drenadas por el sistema
linfatico mediante dos vias: 1) Las células presentadoras de antigenos las pueden
tomar en el lugar de inyeccién a través de fagocitosis y luego migrar a los ganglios
linfaticos. 2) las nanoparticulas se transportan a través de los vasos linfaticos
directamente a los ganglios linfaticos. Sin embargo, se plantea la hipétesis de que
las nanoparticulas mas grandes queden atrapadas mas eficientemente por los

ganglios linfaticos (Luo et al., 2017).

En una inflamacioén, las células del sistema inmunolégico se activan. Las células
reconocen los patdégenos (o0 cualquier sustancia extrafia invasora) y desencadena
una respuesta inflamatoria, que implica la secreciéon de moléculas de sefalizacion
(citocinas) para atraer mas células y destruir la sustancia extrafia. Las células del
sistema inmune reconocen a las nanoparticulas por sus propiedades superficiales
y montan una respuesta inflamatoria; sin embargo, muchos de los eventos son

todavia poco conocidos (Dobrovolskaia & McNeil, 2007); ya que el enlace de la
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interaccion entre las nanoparticulas y las células inmunitarias estdn determinadas
por varios parametros intrinsecos de la nanoparticula, como el tamafio, la
composicion, las propiedades de superficie, la densidad de carga y el potencial
oxidativo (Dobrovolskaia & McNeil, 2007; Khademi et al., 2018; Capellano et al.,
2019).

3.0 Adyuvantes

Los adyuvantes incorporados en las vacunas potencian la eficacia de la vacuna,
modulando y prolongando la respuesta inmune. Ademas, reducen la concentracion
de antigeno y el nimero de inmunizaciones requeridas para la eficacia protectora,
contribuyendo a que las vacunas sean mas rentables (Figura 5) (Bonam et al.,
2017).

El término "efecto adyuvante" se refiere a la administracion conjunta de un antigeno
con un factor microbiano especifico para potenciar una respuesta inmune especifica
del antigeno in vivo: es decir, respuestas especificas de antigeno (O'Hagan &
Valiante, 2003). Los componentes microbianos de los adyuvantes activan las
células presentadoras de antigeno profesionales (APC, por sus siglos en inglés)
para producir citocinas proinflamatorias, y para regular las moléculas esenciales
para la presentacion del antigeno. Estas moléculas incluyen el complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC) clase Il (sefial 1 especifica del antigeno) y B7-1/2. Estos
eventos del sistema inmune innato permiten una presentacion mas efectiva al
sistema inmune adaptativo, lo que resulta en una activacion aumentada y expansion

clonal de las células T (Guimaraes et al., 2015).

Los adyuvantes pueden ejercer sus efectos inmuno-potenciadores de acuerdo con

cinco actividades inmuno funcionales:

= Translocacion de antigenos a los ganglios linfaticos donde pueden ser

reconocidos por las células T.
= Proteccion antigénica que permite una exposicion mas prolongada.

= Reaccion local mejorada en el sitio de inyeccion.
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= Induccién de la liberacién de citoquinas inflamatorias.

= Interaccion con receptores de reconocimiento de patdégenos (PRRs, por sus
siglas en inglés) expresados principalmente en células profesionales y no
profesionales del sistema inmunolégico innato, especificamente receptores
Tipo Toll (TLRs, por sus siglas en inglés) estos receptores reconocen una
variedad de antigenos. Los TLR reaccionan con patrones moleculares
asociados a patdgenos especificos y activan vias de sefalizacién, lo que
lleva a la secrecion de citocinas proinflamatorias y la activacion de moléculas

coestimuladoras.

Hace que la vacuna sea mas rentable
(se requiere menos dosis)

Sefales inmunes innatas efectivas

Buena capacidad inmunomoduladora

Alta produccion especifica de
Adyuvantes en anticuerpos

vacunas

Expresién clonal especifica de
antigenos

Generacion de células T citotécicas

Respuesta inmune adaptativa de larga
duracién

NNINI NN

Hacen que el antigeno sea mas potente

NV

Figura 6. Caracteristicas de los adyuvantes en vacunas. Fuente: modificado de
Bonam et al., 2017.

3.1 Quitosano y el Poli (4cido lactico-co-glicélico)

El quitosano:

También conocido como poli-D-glucosamina, es un polisacéarido natural obtenido por
la desacetilacion de la quitina, el principal compuesto de exoesqueletos en

crustaceos, que es biodegradable y biocompatible (Zhu et al.,, 2007). Estas

particulas; ha demostrado una gran capacidad para estimular una respuesta inmune
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adaptativa. Las nanoparticulas de quitosano se han usado junto con un adyuvante
de ADN para mejorar la inmunidad especifica de algunos antigenos (Smith et al.,
2015). Los factores que favorecen la absorcion y la fuerte estimulacion de la
respuesta inmune de las vacunas basadas en quitosano son sus caracteristicas
fisicoquimicas: tamafio, forma, carga superficial, componentes, su hidrofilicidad y
lipofilia (Khademi et al., 2018). Las particulas de quitosano han sido ampliamente
estudiadas para la administracion oral de genes, vacunas y proteinas (Lu et al.,

2009). Los efectos favorables del quitosano son:
1. Retiene al antigeno en el lugar de la inyeccion.

2. La inyecciéon subcutanea de solucion de quitosano lleva a una expansion
celular del 67% en los ganglios linfaticos locales, aumentando macréfagos y

células NK.

3. La capacidad del quitosano para formar un depdsito de antigeno. La
viscosidad a dos oOrdenes de magnitud mas que el agua lleva al
mantenimiento de mas del 60% del antigeno inyectado durante una semana

y mas del 10% durante 11 dias.

Zaharoff et al., (2007) demostraron que el quitosano es capaza de exhibir dos
caracteristicas adyuvantes que son responsables de la mejora en la respuesta
inmune. Primero, las inyecciones subcutaneas de solucion de quitosano condujeron
a una expansion de macrofagos y células NK del 67% en los ganglios linfaticos
locales. La segunda caracteristica que observaron fue la capacidad del quitosano
para formar un depdsito de antigeno. En su experimento el quitosano mantuvo un
depdsito de mas del 60% de antigeno inyectado durante 1 semana y mas del 10%
de antigeno inyectado durante 11 dias. Por lo cual, la retencion de antigeno en el
quitosano crea un escenario ideal para la vacunacion: un depdésito de antigeno en
un sitio de inflamacion que introduce las sefiales de peligro criticas y la

coestimulacion para generar una respuesta inmune adaptativa.

Poli (4cido lactico-co-glicolico):
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Mejor conocido como PLGA es un poliéster sintéticamente producido similar al PGA
compuesto por monémeros de lactidos y glicolidos que se degradan en acido lactico
biocompatible y acido glicolico. Las nanoparticulas de PLGA estan bien estudiadas
y se ha demostrado que estimulan una respuesta inmune. Una aplicacion novedosa
de estas nanoparticulas inmunogénicas es la vacunacion intranasal de cerdos,
donde aumentan la respuesta inmune tanto humoral como celular (Smith et al.,
2015). Se ha sugerido que la administracion conjunta de antigenos y adyuvantes en
una formulacion en particulas de liberacion lenta aumenta la inmunogenicidad y la
eficacia protectora. PLGA como vehiculo de vacuna es un potente inductor de

respuestas de anticuerpos (Ashhurst et al., 2018).

Uno de los atractivos asociados con el uso de nanoparticulas de PLGA como
sistema de administracién de adyuvantes de vacunas se atribuye a que después de
la inyeccion, las nanoparticulas de PLGA pueden escapar rapidamente de los
endolisosomas y transportar las cargas cargadas al citoplasma, evitando la
degradacion lisosomal en fragmentos nulos, y, por lo tanto, mejorando la eficacia de
la administracion de vacunas (Khademi et al., 2018; Liu et al., 2018). PLGA muestra
aumento significativo de respuestas de células T (Kirby et al., 2008; Dobrovolskaia
& McNeil, 2007; Luo et al., 2017).
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CAPITULO I

JUSTIFICACION

La vacunacion del ganado contra la tuberculosis bovina podria reducir la
prevalencia, la incidencia y la propagacion de la enfermedad en la poblacién bovina,
reduciendo el numero de animales con lesiones, el numero de lesiones por animal,
la severidad de las lesiones y la carga bacteriana de las lesiones (Buddle et al.,
2003b; Cai et al., 2006; Ameni et al., 2010; Milian-Suazo et al., 2011; Canté-Alarcén
et al., 2013; Nugent et al., 2017; Ameni et al., 2018; Nugent et al., 2018). La
capacidad de proporcionar estos beneficios dependeria de la efectividad de un
programa de vacunacion en términos de la vacuna utilizada, la forma en que se
implemente y la realizacion de una prueba de diagndstico compatible que pueda
diferenciar vacunados de infectados. Ha sido demostrado que la BCG es una
vacuna eficaz contra la tuberculosis en el ganado, por primera vez en 1911 (Waters
etal., 2012). Se ha llevado a cabo un extenso trabajo desde entonces para optimizar
la dosis y la via de administracion. A pesar del trabajo en curso para desarrollar
vacunas mas eficaces, BCG sigue siendo la mejor candidata vacunal para su uso
en el campo a corto y mediano plazo (Waters et al., 2012; Buddle et al., 2013; Cant6
et al., 2013; Parlane & Buddle, 2015; Vordermeier et al., 2016; Arrieta-Villegas et
al., 2018).

La utilizacion de nanoparticulas de quitosano y PLGA, pueden proporcionar nuevas
oportunidades para mejorar la eficacia de la BCG para que esta sea utilizada de
forma masiva para prevenir la diseminacion de la tuberculosis bovina y, dado que la
tuberculosis bovina sigue siendo un problema de salud animal importante, ser
incorporada a las actuales estrategias de control como una medida complementaria

para el control de la enfermedad en la vida silvestre y/o en el ganado doméstico.

Por lo tanto, es importante el desarrollo de formulaciones vacunales que sean
seguras, efectivas y de bajo costo para reducir la incidencia de la tuberculosis en

los animales. La vacunacion es una demanda de los productores de leche en
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México, que buscan reducir la carga de esta enfermedad sin padecer las actuales

estrategias poco factibles de sacrificar animales.
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CAPITULO IV

IV. OBJETIVO GENERAL

Determinar la eficacia de la cepa vacunal BCG, sola o en combinacién con
quitosano y PLGA, en la prevencion del desarrollo de lesiones tuberculosas en un

modelo caprino.
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CAPITULO V

V. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Elaborar los complejos vacunales de BCG y FCP con quitosano y PLGA
respectivamente, cubrir el bacilo vacunal y formar esferas de filtrado de

cultivo proteico con quitosano y PLGA.

2. Determinar la respuesta inmune de animales vacunados y no vacunados a

través de la concentracién de IFN-y en plasma sanguineo.

3. Determinar la eficacia de la vacuna sola o en formulacién, a través del
numero de animales con lesion, el nUmero de lesiones por animal y el tamafio

de las lesiones.
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VI.

CAPITULO VI

MATERIALES Y METODOS

6.1 Animales experimentales

Se incluyeron en el estudio 35 cabras de raza Nubia, Alpina y cruzas de estas, de
entre 3 a 5 meses de edad, procedentes de un area libre de tuberculosis. Los
animales se asignaron al azar a cinco grupos experimentales de siete animales cada
uno. A continuacion, los animales se colocaron en unidades experimentales
especialmente disefladas para este propdésito, con suficiente espacio y sombra y
comida y agua a libitum. Dos animales murieron 1 semana después de que
comenzara el experimento debido a la diarrea causada por una coccidia. En ese
momento, todos los animales fueron tratados con Baycox® (Bayer) a una dosis de
20 mg / kg. Un animal del grupo de control murié una semana antes del sacrificio;
en una necropsia se observaron numerosas lesiones compatibles con TB en los
pulmones. Todos los animales dieron negativo para paratuberculosis en un kit de
diagnéstico ID screen® para las muestras de suero y plasma (LABGENE Scientific
SA, Chatel-Saint-Denis, Suiza). Un cuidador de cabras experimentado superviso el
seguimiento y la alimentacibn de los animales diariamente. Veterinarios
experimentados de nuestro grupo de trabajo realizaron el manejo, prueba de
tuberculina y muestreo de los animales experimentales. Se confirm6 que todos los
animales eran negativos a TB mediante la prueba de tuberculina de pliegue caudal
y mediante el ensayo de interferbn-gama (IFN-y) (Bovigam, Prionics AG, Zurich,
Suiza).

6.2 BCG cepa vacunal Phipps (ATCC® 35744™)

La cepa Phipps (American Type Culture Collection (ATCC®) 35744™) se selecciono
en funcion de los resultados de un estudio anterior en el que fue la mas eficaz para
brindar proteccién contra el dafio patolégico después de un desafio en ratones en
el que se compararon 10 cepas de BCG (Castillo-Rodal et al., 2006). La cepa se
adquirié de la Coleccidbn Americana de Cultivos Tipo (ATCC, Manassas, VA, EE.

UU.). La reactivacion del BCG se realiz6 de la siguiente manera: 300 mL de medio
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de cultivo que contenia 1.41 g de medio base Middlebrook 7H9 (BD, Franklin Lakes,
NJ, EE. UU.) y 1.32 g de piruvato de sodio (Golden Bell, cristales 110.05) en 270
mL de agua destilada con 0.6 mL de glicerol. Este se autoclavo a 121 °C durante
10 min. Después de la esterilizacion, se podia enfriar a 50-55 °C y luego se afiadian
30 ml de ADC (BD BBL Enrichment for Middlebrook) en una campana de flujo
laminar. Este medio se incub6 a 37 °C durante 48 h para verificar la
esterilidad. Después de eso, el sedimento bacteriano original que contenia M. bovis
se afadi6 la cepa BCG Phipps y se incub6 a 37 °C durante 6
semanas. Posteriormente, este se pas6 a un medio Stonebrink y Lowenstein

Jensen y se incubd a 37 °C hasta que se produjo el crecimiento a las 6 semanas.

6.3 Crecimiento de M. bovis cepa Phipps

La cepa vacunal se cultivd en cultivo enriquecido caldo Middlebrook medio 7H9 +
ADC + 20% Tween 80. Se preparo un total de 1000 mL de medio de cultivo con 4.7
g de medio base Middlebrook 7H9 (Difco™) y 900 mL de agua destilada con mL de
Tween 80 al 20 % (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.). Luego se coloc6 en un
matraz y se autoclavo a 121 °C durante 10 min. Una vez esterilizada, se dejo enfriar
a 50-55 °C y luego se afiadieron 100 mL de ADC con un filtro de jeringa Nalgene de
0.2 um en una campana de flujo laminar. El medio se incub6 a 37 °C durante 48 h
para verificar la esterilidad. Luego, se tomaron varias colonias de M. bovis de los
medios de cultivo de reactivacion Stonebrink y Lowenstein-Jensen, se pasaron a
estos medios y se incubaron a 37 °C durante 4 semanas. Luego, se prepararon
1000 mL de medio de cultivo para contener 4.7 g del medio basado en Middlebrook
7H9 (Difco™) en 900 mL de agua destilada con 2 mL de glicerol y se colocaron en
cuatro matraces de 250 mL y se esterilizaron en autoclave a 121 °C durante 10
minutos. Una vez esterilizado, se podia enfriar a 50-55 °C y luego se afiadian 100
ml de ADC esterilizado con un filtro de jeringa Nalgene de 0.2 ym en una campana
de flujo laminar. Este medio se incub6 a 37 °C durante 48 h para verificar la
esterilidad. Aproximadamente a las 4 semanas, se observo el crecimiento de
colonias. Luego, estos cultivos se centrifugaron (20 min x 1008 g) y se afiade a una

solucion (SPGA) a una concentracion de 1:1 con PBS estéril para la separacion
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bacteriana con una aguja de 23-G. Se realizaron recuentos bacterianos y

preparaciones de dosis y se mantuvieron a -70 °C hasta su uso.

6.4 Recubrimiento de BCG con quitosano

La suspension de quitosana se prepard a una concentracion de 0.001 %, donde se
adicionaron 500 mg de quitosano de bajo peso molecular (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA) y 4.5 g de cloruro de sodio (NaCl) a 500 mL de agua con 5 mL de &cido
acético a pH 6. Se utiliz6 un medio de cultivo BCG Middlebrook 7H9 para el
recubrimiento con quitosano BCG. Primero se centrifugé (10 min x 1008 g); luego,
el sedimento se lavé dos veces con NaCl al 0.9 % y se sonico en un bafio de agua
durante 10 min para separar las bacterias agrupadas. La suspension obtenida se
pas6 10 veces a través de una aguja 23-G para romper los agregados
bacterianos. Durante este paso, se afadio la solucién de quitosano (0.5 mL/mL) y
se mantuvo en un agitador orbital durante 20 min. La nueva solucion se lavé dos
veces con NaCl al 0.9 % y se pas6 una vez mas a través de una aguja de 23 G para
separar las bacterias recubiertas. Esta suspension bacteriana se afiadio al medio
de cultivo Middlebrook 7H9 + ADC + glicerol y se dejo en incubacion durante 4
semanas. Para verificar que el quitosano es inocuo para los bacilos BCG in vitro, se
realizd6 una prueba de viabilidad bacteriana cultivando BCG y quitosano BCG
recubiertos en un medio Middlebrook 7H9 + ADC + glicerol. Al dia 31, se obtuvieron
muestras de 100 ul del medio de cultivo para microscopia electrénica de barrido. Las
suspensiones recubiertas de quitosano BCG y BCG se aislaron en un medio solido
Stonebrink mediante diluciones seriadas que oscilaban entre 10! —108 para obtener
las UFC/mL. Los cultivos se incubaron a 37 °C durante 4 semanas con controles

cada semana para verificar el crecimiento del cultivo.

6.5 Obtencion de filtrado de cultivo proteico y encapsulamiento FCP-PLGA

La cepa de campo obtenida de una lesion de ganglio linfatico de vaca se cultivé en
medio solido Stonebrink. Después de 8 semanas, las colonias se recolectaron y se
colocaron en la pared de un matraz de un medio Middlebrook 7H9 + ADC +

glicerol. Este cultivo se centrifugd durante 10 min a 1008 g. El sobrenadante pasé
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tres veces a través de un filtro de jeringa Nalgene de 0.2 um y luego se transfirio a
través de un filtro de peso molecular (Millipore 4307 Centriprep YM-30, 30-kDa
NMWL) para obtener un volumen final de 60 mL. La cuantificacién de proteina se
realiz6 con el reactivo de Biuret (reactivo MEYER TG1118618) para una

concentracion final de proteina CFP de 1250 ug/uL.

La encapsulacion de la CFP se realizé con 1 mL de CFP en 3.7 mL de una solucién
al 3 % de Poli(lactico-co-glicolico) (75:25; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.) y
cloroformo, que luego se agité en un vortice durante 1 min para formar la primera
emulsion. A esta emulsion se le afiadio poli (alcohol vinilico) (PVA; Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, UA; 87-89 % hidrolizado) al 10% en una proporcion de 1:1 y se
mantuvo bajo agitacidon magnética durante 24 h. Luego se agité en un PowerLyzer
(2800 G con dos ciclos de 0.45 sy un descanso de 0.30 s) y se centrifugd durante
10 min a 11200 g. Se elimin6 el sobrenadante para cuantificar la proteina no
encapsulada con un reactivo de Biuret. El sedimento se lavo tres veces con agua
destilada durante 5 min a 11200 g. Finalmente, se suspendié en PBS estéril. Se
tom6é una muestra de 100 pL para barrido con microscopia electronica. Las
formulaciones de refuerzo de CFP se prepararon con 900 yL de CFP y 100 yL de
adyuvante (Montanide™) y adyuvante a base de aceite compuesto por un aceite
metabolizable natural y un emulsionante altamente refinado de la familia de los

monooleatos de manide (Khabazzadeh Tehrani et al., 2016).

6.6 Vacunacion, refuerzo y desafiio

Los animales se asignaron mediante un disefio experimental completamente al azar
en cinco grupos experimentales (cuadro 1). Los grupos vacunados se inocularon
por via subcutédnea en el lado derecho del cuello con una dosis de 1 x 103 CFU y el
BCG recubierto con quitosano a 1 x 102 células en un diluyente de 2 ml en la semana
uno. Los grupos reforzados se inocularon por via subcutanea 4 semanas después
de la vacunacion primaria con BCG con 720 ug/uL de CFP inoculados con los
diferentes protocolos de refuerzo. Se determind que la dosis de la vacuna era
inferior a las reportadas en estudios previos en cabras para prevenir muertes
prematuras (Bezos et al., 2017; Vidal et al., 2017; Arrieta-Villegas et al., 2018). El
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adyuvante utilizado fue Montanide™ al 10% de la formula utilizada. El in6culo de
desafio se prepar6 con una fase logaritmica media de M. bovis de tipo
salvajecrecido en Stonebrink + medio de cultivo de piruvato. La cepa de desafio se
recolecto6 de los ganglios linfaticos de una vaca en 2010 en México y se mantuvo en
glicerol a -70 °C. Los bacilos se sedimentaron por centrifugacion a 750 g y se
lavaron dos veces con solucion salina tamponada con fosfato (PBS; 0.01 M, pH
7.2). A continuacion, se homogeneiz6 en PBS y se agitd con perlas de vidrio
continuamente a 200 rpm durante 1 h. El homogeneizado se filtr6 en condiciones
estériles dos veces a través de un filtro de jeringa de 40 um y se diluyo a las dosis
establecidas (1 x 10¢ CFU) en 0.5 mL de PBS. Los cabritos sedados con 0.25 mg/kg
de xilaxina se expusieron mediante inoculacion directa en la traquea con una jeringa
de 3 ml (23 G x 25 mm).

Cuadro 1. Grupos experimentales para determinar la eficacia de la vacuna BCG en
diferentes protocolos de vacunacion en un modelo caprino.

1 2 3 4 5
BCG + BCG+Quitosano + BCG+Quitosano +
Control BCG FPC+PLGA+Quitosano+ CFP+Quitosano+

FPC+Adyu- t:
 idasins Adyuvante Adyuvante

6.7 Muestreo y estimulacién sanguinea

Se recolectaron muestras de sangre para el ensayo de liberacion de IFN-y cada 2
a 3 semanas hasta el final del experimento (Figura 7). Se recogieron muestras de
sangre (n=13) de la vena yugular y se colocaron en tubos con heparina. Luego, se
incubaron 750 pL de la sangre total de cada animal en microplacas por duplicado
con 50 mL de cada antigeno; es decir, derivado de proteina purificada bovina (PPD)
y PPD aviar. Se utiliz6 PBS como control negativo para cada animal analizado y 50
ml de mitdogeno de hierba carmin en una solucion de concentracion de 1 mg/mli
(Sigma-Aldrich, Gillingham, Reino Unido) como control positivo. A continuacién, las
microplacas se incubaron en una solucion humidificada con CO2 al 5%, incubada a

37 °C durante 20 h. Se emplearon las densidades oOpticas (DO) de PBS de los
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pocillos de control para normalizar las lecturas individuales y calcular la DO. Las
lecturas finales de OD se obtuvieron restando las lecturas de muestra de las lecturas
de control de PBS. La liberacion de IFN-y en cultivos de sangre completa después
de 16 h in vitro se realizé en un kit comercial de ensayo inmunoabsorbente ligado a

enzimas de microplaca de IFN-y bovino (ELISA; Bovigam®; Prienies AG, EE. UU.).
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Figura 7. Cronograma experimental. Toma de muestras sanguineas desde el inicio del
experimento hasta la matanza de los animales, incluidas las fechas de vacunacién, refuerzo
y el desafio de las cabras.

6.8 Matanza y clasificacién de lesiones

Aproximadamente 6 meses después del desafio, los animales experimentales se
enviaron al matadero para la inspeccién de la canal y la puntuacion de las lesiones
y para la recoleccibn de muestras de tejido para analisis histopatolégicos y
microbioldgicos. Los animales fueron sacrificados por electro insensibilizacion
siguiendo las Directrices de la NORMA Oficial Mexicana NOM-033-ZO0-1995,
Sacrificio humanitario de los animales domeésticos y silvestres. Los criterios para la
puntuacion de los animales se presentan en el cuadro
2https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8068168/table/animals-11-01046-

t002/. En lugar de contar o clasificar las lesiones individuales, la puntuacion del
animal completo se basé en la magnitud del dafio tisular en los 6rganos afectados
y las caracteristicas de las lesiones. Para determinar la presencia y magnitud de las
lesiones, se extrajeron y seccionaron cuidadosamente todos los o6rganos. Se
extirparon los ganglios linfaticos completos; la mitad de estos se congelo para el
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analisis bacterioldgico y la mitad restante se colocé en una solucién tampén de
formalina al 10 % para el analisis histopatologico. Ademas, se recogieron unos
cuatro centimetros cuadrados del I6bulo pulmonar craneal de todos los animales
para analisis bacterioldégicos e histopatolégicos. Con el fin de realizar una
inspeccion cuidadosa de las canales, los animales fueron sacrificados durante un
periodo de 2 semanas, seleccionandose al azar un animal de cada grupo
experimental al mismo tiempo. La inspeccion de la canal se centré en los ganglios
linfaticos de la cabeza (retrofaringeos), térax (mediastinicos y traqueobronquiales),
abdomen (mesentéricos), pulmones e higado. En el momento del sacrificio, el
namero y el grupo de tratamiento de los animales fueron cegados al veterinario que

puntuo las lesiones.

Cuadro 2. Grupos experimentales para determinar la eficacia de la vacuna BCG en
diferentes protocolos de vacunacion en un modelo caprino.

Puntuacion Descripcion

0 Sin lesiones visibles

119 <20 lesiones en pulmones o linfonodos

2-29 <20 lesiones en pulmones y linfonodos

3.3.9 Entre 21 y 50 lesiones en pulmones o linfonodos

4-4.9 Entre 21y 50 lesiones en pulmones y linfonodos

5-5.9 Multiples lesiones (entre 51 y 100) en pulmones o linfonodos

6-6.9 Multiples lesiones (entre 51 y 100) en pulmones y linfonodos

7-7.9 Multiples lesiones (2101) diseminadas en pulmones o linfonodos
>8 Multiples lesiones (2101) diseminadas en pulmones y linfonodos

6.9 Andlisis estadistico

La concentracion promedio de IFN-y (datos sin procesar de OD) por grupo
experimental para cada periodo de muestreo se comparé con una prueba de
analisis de varianza (ANOVA) unidireccional. Las puntuaciones medias de las
lesiones por grupo se compararon con el estadistico H en la prueba de Kruskal-

Walllis. Se consider6 significativo un valor de p <0.05. Se determiné una relacion
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entre el nimero de lesiones y las puntuaciones de las lesiones animales con el
coeficiente de correlacion de Spearman. Todos los analisis estadisticos se

realizaron con el software estadistico SPSS version 22.
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VII.

CAPITULO VII

RESULTADOS

7.1 Viabilidad bacteriana de BCG y BCG + quitosano

Para verificar que el quitosano no causa la muerte de los bacilos de BCG in vitro,
se realiz6 una prueba de viabilidad bacteriana. La figura 8 muestra los resultados
de esta prueba, la cepa Phipps de BCG alcanz6 su fase logaritmica de crecimiento
intermedio en el segundo dia de incubacién, y su fase estacionaria a los tres dias,
que mantuvo hasta 16 dias de incubacion. Posteriormente, hubo un aumento en el
crecimiento bacteriano en el dia 20 al dia 28, que disminuye el dia 31. La cepa
Phipps de BCG con quitosano alcanzé la fase logaritmica a los ocho dias de
incubacion, y la fase estacionaria a los nueve dias, que permanece estable hasta
los 12 dias, luego hay un aumento en el crecimiento bacteriano hasta el dia 26 y
luego disminuye. Este resultado muestra que el bacilo BCG sobrevive a pesar de

estar cubierto con quitosano con nuestra preparacion.
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Figura 8. Viabilidad bacteriana de BCG y BCG + quitosano en medio 7H9.
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7.2 Microscopia electronica de barrido (SEM) de BCG y BCG + Quitosano

Los cultivos de M. bovis se analizaron bajo el microscopio después del dia 31 de
crecimiento se compararon las bacterias por microscopia de barrido, en la Figura 9a
se puede observar la morfologia de los bacilos de BCG a 15 000 X, los cuales se
observan diferentes morfolégicamente a los bacilos que se encuentran recubiertos
con quitosano, el quitosano hace que los bacilos se vuelvan mas nitidos al ser

pasados por el haz de luz (Figura 9b).

po -
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Flgura 9. Imagenes SEM de Ia comparamon de BCG sin recubrlmlento y BCG recublerto
con quitosano. En SPGA lavado con PBS en membrana de filtro de 0.22 pm observado a
15,000 X (a) BCG no recubierto, (b) BCG recubierto con quitosano.

7.3 Microscopia electronica de barrido del PLGA y CFP con esferas de PLGA

Las esferas se produjeron mediante la técnica de evaporacion de solventes de doble
emulsion w/o/w descrita anteriormente. El tamafio de las esferas se analizé
mediante SEM.

Se us6 SEM para verificar que la formulacidén produjera particulas porosas con una
morfologia esférica. Se observaron en microscopio muestras de capsulas vacias de
PLGA recubiertas con quitosano (Figura 10a), FCP encapsulado con PLGA (Figura
10b), FCP encapsulado con PLGA recubierto con quitosano (Figura 10c) y CFP
encapsulada con PLGA (Figura 10d), con una eficiencia de encapsulacion del 80%.
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Figura 10. Imagenes SEM de la comparacion de diferentes tratamientos de
recubrimientos. (a) capsulas de PLGA recubiertas con quitosano. (b) CFP encapsulado
con PLGA. (c) CFP encapsulado con PLGA recubierto con quitosano una magnitude
de 5 000 X, (d) CFP encapsulado con PLGA a una magnitude de 2 500 X. Las barras
de escales representan 1, 2, 1y 2 um respectivamente.

Cuadro 3. Tamafo de las esferas y eficacia de encapsulacion del FCP.

L L. Tiempo Tiempo
Diametro Diametro . . . .
. . promedio de promedio de [[Encapsulacién|Encapsulaciéon
. promedio promedio . s
Formulacion degradacion a 4 degradaciéon a4 | protocolo 1 protocolo 2
protocolo 1 || protocolo 2 o
m) um) C protocolo 1 C protocolo 2 (%) (%)
H H (dias) (dias)
Esferas de PLGA| 20 2
vacias
Esferas de PLGA|
con FCP 6 2 5! 7 60 83.3
Esferas de PLGA|
con FCP 1 7 833
cubiertas con
quitosano
Esferas de PLGA|
vacfias cubiertas 0.5 7
con quitosano
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Al momento de la inoculacion del refuerzo, los animales con PLGA mostraron dolor,
motivo por el cual se les inoculé con lidocaina, los otros grupos no mostraron

ninguna reaccion.

7.4 IFN-y

En la prueba in vitro de liberacidon de IFN-y en sangre total, no se observo diferencia
estadistica entre los grupos vacunados y el control en las semanas 1 a 3, y luego
en las semanas 23y 27 (p>0.05). Sin embargo, la liberacién de sangre de IFN-y fue
significativamente mayor en los grupos vacunados de la semana 7 a la semana 21
y 28 (p <0.05). Luego, no se observo diferencia significativa nuevamente en la
semana 29 (p> 0.05). Se observa un incremento de IFN-y en la semana cuatro, dos
semanas después de la vacunacion con BCG, luego en la semana 11, seis semanas
después del refuerzo. La liberacién de IFN-y se observo en la semana 19; tres
semanas después del desafio en todos los grupos experimentales; los grupos 4, 2
y 3, en orden descendente, tuvieron la mejor respuesta. Todos los grupos regresan

a los niveles basales en la semana 29 (Figura 11).
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Figura 11. Respuesta de IFN-y especifica de antigeno en cabras después de la
vacunacion y desafio con una cepa de campo de M. bovis. PPD-B se utilizé en la
estimulacion de sangre total in vitro. Los valores de liberacion de IFN-y por grupo se
expresan como densidades 6pticas medias (D.O. 450nm).
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7.5 Lesiones en los animales

El nimero y el porcentaje de animales con lesiones por grupo se encuentran en el
cuadro 4. Se observo una diferencia significativa (p <0.05) entre los grupos 3 y 4

frente alos grupos 1, 2y 5.

Cuadro 4. Numero de animales de cada grupo experimental con lesiones visibles
después de la vacunacion contra la TB y desafiados con una cepa de campo en un
modelo de cabra.

* Lesiones en pulmén y/o linfonodos (retrofaringeos, traqueobronquiales,
mediastinicoa, y mesentéricos).

Las puntuaciones medias de lesiones para los grupos experimentales se
encuentran en el cuadro 5, y algunos ejemplos de puntuaciones de lesiones
especificas en la fig. 10. Todos los grupos vacunados muestran una diferencia
significativa (p <0.05) con el grupo control tanto en la prueba paramétrica ANOVA
(p = 0.007) como en Kruskal-Wallis (p = 0.010). Una prueba posthoc de pares HSD
Tukey no mostré diferencias estadisticas entre el grupo de control (6.3 £ 3.2) y el
grupo 2 (3.0 £ 2.2) (p> 0.05); sin embargo, fue estadisticamente diferente (p <0.05)
del resto de los grupos vacunados. No se observo diferencia estadistica entre los
grupos vacunados (p> 0.05). Las puntuaciones medias mas bajas, en orden

ascendente, fueron los grupos 3 (puntuacion media 1,07), 5 (1,4) y 6 (1,7).
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Cuadro 5. Media, desviacion estandar e intervalos de confianza del 95% para las
puntuaciones de animales segun las lesiones visibles postmortem en los grupos
vacunados y de control expuestos a una cepa de campo en un modelo caprino.

6.330 3.20

2.97; 9.69

3.00%0 217 0.98; 5.01
1.07 2.24 -1.00; 3.14
1.43% 317 -1.51; 4.35
1.75° 1.47 0.20; 3.29

** Las medias con literales similares no son estadisticamente diferentes en
una prueba de Tukey HSD (p> 0.05).

Ejemplos de los valores promedio de puntuacion se encuentran en la figura 11:

a) Sin lesiones visibles (puntaje 0).

b) Lesién tuberculosa purulenta focal pequefia en el l6bulo craneal
pulmonar (puntaje 2)

c) Lesion tuberculosa purulenta de tamafio medio en el Iébulo craneal
pulmonar (puntaje 4).

d) Gran lesion tuberculosa purulenta en el I6bulo craneal pulmonar
(puntaje 6).

e) Pequefa lesion tuberculosa que cubre toda la superficie del parénquima
pulmonar y lesién purulenta de tamafio mediano en el I6bulo craneal
pulmonar (puntaje 8).

f) Lesion tuberculosa pequefia que cubre todo el parénquima pulmonar y
lesion grande en el I6bulo craneal pulmonar (puntaje 10).
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Figura 12. Ejemplos de puntajes de lesiones de animales experimentales vacunados
contra TB con diferentes protocolos de vacuna y desafiados con una cepa de campo de
M. bovis: a) puntaje 0, b) puntaje 2, ¢) puntaje 4, d) puntaje 6, €) puntaje 8 y f) puntaje
10.

La relacion entre la concentracion sanguinea de IFN-y en la semana previa al
desafio y los puntajes de las lesiones se encuentran en la figura 12. La correlacion
negativa entre esas variables no fue significativa (r = -0.250, p = 0.16); sin embargo,
los animales con alta concentracién de IFN-y tuvieron valores de puntaje de lesion

mas bajos.
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Figura 13. Relacion entre la liberacion de IFN-y en sangre una semana antes del desafio y
las puntuaciones de lesiones de animales experimentales vacunados contra la TB con una
cepa de BCG y desafiados con una cepa de campo de M. bovis.
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VIII.

CAPITULO VIII

DISCUSION

La eficacia experimental de BCG para reducir el dafio patolégico en animales
vacunados contra la tuberculosis en bovinos y otras especies animales ha mostrado
algunas variaciones (Corner et al., 2001; Skinner et al., 2001): factores como la cepa
vacunal, dosis y via de la inoculacion (Vordermeier et al., 2006) juegan un papel. En
este estudio, utilizamos la cepa Phipps porque mostré una mejor protecciéon que
otras cepas de BCG en un modelo de ratones (Castillo-Rodal et al., 2006). Sin
embargo, la mayoria de los estudios han utilizado las cepas Pasteur o Danisa y no
encontraron diferencias en la proteccion (Ameni & Tibbo, 2002; Skinner et al., 2003;
Cai et al., 2006; Wedlock et al., 2007). En cuanto a la dosis de vacuna (1 x 10 CFU
para BCG solay 1 x 102 CFU de BCG recubierta con quitosano), que fue algo menor
que la utilizada en otros estudios (Pérez de Val et al., 2012; De Val et al., 2014; Vidal
et al.,, 2017), fue para prevenir la muerte subita de los animales y tener la
oportunidad de evaluar cuanto tiempo duré la inmunidad en los animales
vacunados. En base al alto nivel de dafio patoldégico observado en el grupo control,
esta dosis es adecuada para estudios experimentales en cabras y para prevenir el

desarrollo de lesiones tuberculosas en animales vacunados.

Se han utilizado diferentes rutas de inoculacion para probar la eficacia de la vacuna
(Buddle et al., 2003a; Palmer et al., 2007). En este experimento, utilizamos la via
subcutanea (sc), porque, como otros propusieron, creemos que seria la via mas
practica si se aprobara una vacunacion masiva de ganado (Buddle et al., 1999;
Corner et al., 2002). Estudios previos han informado el papel de refuerzo en la
respuesta inmune a la vacunacién (Buddle et al., 1999; Ferraz et al., 2004;
Vordermeier et al., 2004; McShane & Hill, 2005; McShane et al., 2005). Nuestros
resultados concuerdan con esos informes: todos los grupos reforzados demostraron
un mejor desempeio en las puntuaciones de lesiones que el grupo vacunado solo
con BCG. Es interesante que el grupo 3, que fue cebado con BCG y reforzado con

CFP més un adyuvante sin polimeros agregados, exhibié el mejor desempefio en la
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prevencion del dafio patolégico, lo que sugiere que este protocolo es suficiente para
reducir la enfermedad y, en consecuencia, la diseminacion de la TB. Este resultado
concuerda con los hallazgos previos informados por nuestro grupo en experimentos

con ganado (Alarcon et al., 2013).

La técnica de recubrimiento o formacion de esferas y la cantidad de polimero
podrian influir en la capacidad de encapsulacion, liberacion e inmunogenicidad del
producto. En nuestros resultados, observamos que el quitosano al 0.001 % hace
que los bacilos se vuelvan mas nitidos cuando pasan a través del haz de luz. El
SEM revel6 diferencias entre M. bovis BCG recubierto y no recubierto, es posible
observar que la mayor influencia en la morfologia (la presencia de quitosano como
biofilm modifica morfolégicamente la bacteria, haciéndola mas delgada en
comparacién con la que no tiene quitosano) de la pelicula se debe a la presencia
del quitosano generando cierta adherencia en las peliculas que se puede apreciar,
ya que el quitosano es facilmente procesable en fibras y peliculas a partir de una
solucion acuosa acida, la presencia del solvente lo modifica, pero eso es un
secundario factor. EI SEM de los bacilos BCG sin recubrimiento mostré la presencia
de seis bacilos con una longitud y un ancho promedio de 1.8 y 0.5 um. El SEM de
los bacilos BCG recubiertos mostré la presencia de seis bacilos con una longitud y
un ancho promedio de 1.3 y 0.5 um. Channarong et al. (2011) desarrollaron una
vacuna de ADN que contiene liposomas recubiertos de quitosano cargados con
polyplex (PLL); usando concentraciones de solucion de quitosano al 0.05 %, 0.1 %
y 0.2 % p/v. Observaron que los tamarfios de los liposomas recubiertos aumentaban
al disminuir el pH debido a la agregacion de las particulas en la formulacion. Usamos
solo una concentraciéon de solucién de quitosano al 0.001 % p / v con un pH de 6.
Como en nuestro experimento, el SEM de los liposomas recubiertos de quitosano

se observa con mayor paso de luz.

Hope et al. (2005) observaron que los terneros de 2 semanas produjeron una
respuesta inmune a la vacunacion al menos tan intensa como la observada en los
animales adultos, asi como una disminucipon significativamente del namero de

tejidos con lesiones y la extension patologica de estas lesiones en los animales
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vacunados. Otros investigadores informaron resultados similares en estudios
experimentales de desafio en los que la vacunacion con BCG no indujo inmunidad

absoluta, pero si moderé la gravedad de la infeccion (Francis, 1947).

Nuestros resultados muestran que los protocolos de vacunacion con BCG y refuerzo
con proteinas tienen el potencial de reducir la diseminacion de la TB en las
poblaciones animales al reducir el dafio patolégico en los vacunados. Esto apoya la
hipotesis de que las vacunas, incorporadas a los actuales programas de control,
podrian ser Utiles para acelerar la eliminacién de esta enfermedad en rebafios
infectados. Nuestro grupo de trabajo ahora est& preparado para pasar al siguiente

paso, pruebas de campo a gran escala en hatos comerciales.
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IX.

CAPITULO IX

CONCLUSION

Se demostré que es posible cubrir la cepa vacunal BCG-Phipps con el quitosano,
sin que esto afecte la viabilidad de los bacilos por al menos 10 meses y que las
esferas de PLGA con FCP logran conservarse uniformes por siete dias en
refrigeracion, lo que permite mantenerlas almacenadas el tiempo suficiente para su
uso posterior en la preparacion y aplicacién de las vacunas. Se demostro también
que la vacunacion con BCG, sola o recubierta con quitosano, en combinacién con
refuerzo de FCP, solo o con PLGA y/o quitosano, tiene el potencial de reducir la
diseminacién de la tuberculosis en el ganado al reducir el nimero de animales con
lesiones, el nUmero de lesiones por animal, y el tamafio de las lesiones en las cabras
vacunadas y que esto puede ser extrapolado a otras especies. No obstante, para
sacar concluisiones definitivas sobre la utilidad de la vacuna en poblaciones de
ganado, aun estan pendientes las pruebas de campo a gran escala en hatos

comerciales.
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Simple Summary: Bovine tuberculosis i a disease that affects cattle and other animal species
worldwide and mepresents a risk to public health. Even though them is a vaccine that has been
used to control tuberculosis in humans for almost 100 years, up to now, it has not been used in
animals. The meason is that vaccination interfenes with the tuberculin test, the curment test to diagnose
tuberculosis in the field, and shows an inconsistent efficacy in animals. Recent studies report that
prime vaccinating with BCG and boosting with proteins vaccnations perform better In addition,
them are reports that some polymers increase the immune mesponse against various infechous
diseases; therefore, testing a vaccine formula with polymers sounds like a wise thing to do. In
this study, we showed that priming with BCG and boosting with a culture filtrate protein, alone
or in combination with a polymer, the number of animals with lesions, the number of lesions per
animal, and the size of the lesions in vaccinated animals, compared with those not vaccinated or
those vaccinated with BCOG alone, are significantly reduced. Our results mean that a vaccination
used as a complement of actual tuberculosis control programs in animal populations can be useful to
reduce tuberculosis dissemination.

Abstract: Atempts to improve the immune response and efficacy of vaccines against tuberculosis in
cattle, goats, and other animal species have been the focus of iesearch in this feld during the last two
decades. Improving the vaccine efficacy is essential prior to running long-lasting and expensive field
trials. Studies have shown that vaccine protocols utilizing boosting with proteins improve the vaccine
efficacy. The use of polymers such as chitesan and PolyLactic-co-Glycolic Acid (PLGA ) improves the
immune response against different diseases by improving the interaction of antigens with the cellular
immune system and modulating the host immune response. This study shows that the prime BCG
vaccination, boosted with a culture filtrate protein (CFP), alone or in combination with chitosan and
Poly Lactic-co-Clycolic Acid (PLGA), have the poential to reduce tuberculosis (TB) dissemination by
reducing the number of amimals with lesions, the number of lesions per animal, and the size of the
lesions in vaccinated animals, compared with those not vaccinabed or those vaccimated with BCG
alome, The vaccinated groups showed significantly higher Interferon-y kevels in the blood companed
to the control, nonvaccinated group after vaccination, after boosting, and after the challenge with the
wild-type Mycobacterium bouis strain
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1. Introduction

Bovine Tuberculosis (bTB) remains a serious problem for livestock worldwide, espe-
cially in developing countries, where the strategy of “test-and-slaughter” is not econom-
'IC&]]J-' viable [1-4]. The prevalence of bTB in dairy cattle in not developed countries is
especially high; therefore, the testing and disposing of cattle would represent high costs
to the dairy indusfry, rendering this practice unfeasible. Lately, one of the alternatives
recommended for reducing the prevalence of this disease in animals has been the use of
the vaccine BCG, alone or in combination with specific proteins [5-7]. BCG has been used
in humans for nearly a cenkury; however, it has not been used in cattle to date [8,9]. For the
last 20 years, the vaccination has been evaluated experimentally in different animal species.
It has been tested in cattle [8,10-16] and, also, in whitetail deer [17], badgers [18], brushtail
possums [19,20], and goats [21-26].

Experimental studies to evaluate the vaccine’s efficacy against TB in cattle are ex-
pensive and require complex premises to maintain and handle the experimental animals.
Testing in goats is less expensive and has been considered as an alternative model for
testing prototype vaccines against TB in humans and animals [27,28]. It has been shown
that goats develop TB lesions similar to those observed in cattle and humans [25,29]. Since
goats ate also rTuminants, the immune response is expected to be similar to that observed in
cattle. Implementing vaccine strategies in current TB control programs in countries where
“test-and-slaughter” is not feasible is the wheel that moves research to improve the efficacy
of BCG, the only authorized vaccine currently used in humans.

Studies in cattle have shown that the vaccination reduces transmission by decreasing
the number of animals with lesions, the number of lesions per animal, the size of the
lesions, and tissue bacillary loads [7,8,30]. It has been reported that protection is better
when calves are vaccinated early after birth compared to at two—four weeks of age with
10°-106 (Colony-Forming Units) (CFU), with a possible revaccination between one and
two years to maintain the appropriate levels of immunity. No differences in the efficacy
have been observed between the Danish and the Pasteur strains, the most frequently used
vaccines in the world. The vaccine is safe, but while it does not exacerbate the infection, it
also does not cure it [8,10-15], and the vaccination of pregnant cows does not represent a
risk for abortion [16]. Boosting with culture filtrate protein (CFP) increases the immune
response and protection against pathological damage [8,16,31].

Therefore, prime BCG vaccination with a CFP boost is currently being considered in
many countries as a complement to existing control programs to reduce the incidence of
bTB [32]. Finding the means to increase the vaccine efficacy by improving and sustaining,
the protective immune response for longer periods [23] has been a goal of many research
protocols. The idea is to increase the interaction of the antigen with the immune oells forex-
ample, by encapsulating and releasing antigens to modulate the host immune response [34].
There is sufficient evidence that the combination of adjuvants with BCG enhances the BCG
immunogenicity and protection against TB. Different elements such as Rapamycin, Lacto-
ferrin, and the agonists of Toll-Like Receptor (TLR)7 and 9 increase the immune response
to BCG, activating CD4+ and CD8+ T cells to increase protection in mice [35,36]. Some
reports have shown that nanocoating BCG with polyinosinic-polyoytidylic acid (poly 1.C)
and chitosan increase the cellmediated immunity with no effect in the vaccine viability
invitro [33]. Polymers have low toxicity, are easy to obtain, and are highly biodegrad-
able. They are also good antibacterial agents, with a positive effect on the treatment of
TB [37,35]. Biodegradable polymers such as chitosan and PolyLactic-co-Glycolic Acid
(PLGA) have been used as vaccine adjuvants to simulate the immune system and as
carriers for vaccine delivery [34].
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Chitosan is a cationic polysaccharide comprising copolymers of glucosamine and
N-acetylglucosamine obtained from exoskeletons of crustaceans, yeast, and fungi [40]
It is insoluble in alkaline and neutral pH but forms salts with inorganic and organic
acids and is available in a range of molecular weights. Chitosan salts bind strongly to
negatively charged materials such as cell surfaces and mucus. It is bic-adhesive and
significantly increases the half-life clearance of antigens [41], where adjuvants enhance the
uptake of antigens by macrophages [42] and induce the production of cytokines such as
interleukin and interferon. There is evidence that TB vaccines with chitosan induce strong
protective and cell-mediated CD4+ and CD8+ immune responses in animal models and,
when employed as a booster, enhance the protection against TB infection in mice [42-45].
Chitosan solutions create an antigen depot, and more than 60% of a protein antigen
delivered in chitosan remains at the injection site for seven days [45].

PLGA is a synthetic polyester that degrades into lactic and glycolic acids. PLGA
stimulates both humaoral and cellular immune responses [46,47] The use of antigens and
adjuvants in a formulation of slow-release particles increases the vaccine efficacy by en-
hancing the availability of antigen-to-antigen-presenting cells [45]. It is a potent inducer of
TH1, which is associated with protection against TB infection, and TH17 responses [458-51]
PLGA-covered antigens quickly escape from the endolysosomes and are transported to
the cytoplasm, preventing the lysosomal degradation of null fragments, enhancing, in this
manner, the protective efficacy of the vaccine [44,52].

Vaccine experiments in cattle have demonstrated that low doses of BCG, 10°-10° CFU,
induce a greater protection than higher doses [53], that pre-exposure to environmental
Moycobacterium can negatively affect the vaccine efficacy [54], and that the vaccination of
necnatal calves induce higher levels of immunity than those cbserved in calves vaccinated
at five to six months of age [6,8,13,55]. Asin cattle, trials have revealed that goats vaccinated
with BCG or other experimental TB vaccines have a significant higher interferon-gamma re-
lease, fewer lesions, and lower bacterial culture loads than those unwvaccinated [25,26,56,57].
Therefore, the purpose of this study was to evaluate different BCG vaccine formulations
using the BCG prime vaccination, alone or chitosan-coated, and CFP boosting, alone or
combined with chitosan and PLGA, in a goat model.

2. Materials and Methods

Experimental animals. Thirty-five, 3 to 5 months of age Alpine-Nubia breed goats
deriving from a TB-free area were included in the study. The animals were randomly
assigned to five experimental groups of seven animals each. Animals were then placed in
experimental units especially designed for this purpose, with enough space and shade and
food and water at libitum. Two animals died 1 week after the experiment started due to
diarthea caused by a coccidian. At that time, all animals were treated with Bayuox@’ {Bayer)
ata dose of 20 mg,/kg. One animal from the control group died 1 week prior to slaughter; in
a necropsy, numerous lesions compatible with TB were observed in the lungs. All animals
tested negative for paratuberculosis in an [D screen” diagnostic kit for the serum and
plasma samples (LABGENE Scientific 5A, Chitel-Saint-Denis, Switzerland). An experi-
enced goat caretaker oversaw the monitoring and feeding of the animals on a daily basis.
Experienced veterinarians from our working group performed the handling, tuberculin
testing, and sampling of the experimental animals. All animals were confirmed negative to
TB by the tuberculin caudal-fold and by the Interferon-y (IFN-v) assay (Bovigam, Prionics
AG, Zurich, Switzerland) tests.

BCG vaccine strain. The Phipps strain {American Type Culture Collection ( ATCCE)
35744™) was selected based on the results from a previous study in which it was the most
efficient in providing protection against pathologic damage after a challenge in mice where
10 BCG daughter strains were compared [58]. The strain was purchased from the American
Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, USA). Briefly, reactivation of the BCG was
performed as follows: 300 mL of culture medium containing 1.41 g of Middlebrook 7H9
base medium (BD, Franklin Lakes, N], USA) and 1.32 g of sodium pyruvate (Golden Bell,
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crystals 110.05) in 270 mL of distilled water with 0.6 mL of glycerol. This was autoclaved at
121 °C for 10 min. After sterilization, it could cool to 50-55 “C, and then, 30 mL of ADC
{(BD BBL Enrichment for Middlebrook) was added in a laminar flow hood. This medium
was incubated at 37 °C for 48 h to verify sterility. After that, the original bacterial pellet
containing the Mycobaterium bovis BCG Phipps sirain was added, and this incubated at
37 °C for 6 weeks. Subsequently, this was passed to a Stonebrink and Lowenstein Jensen
medium and incubated at 37 “C until growth occurred at 6 weeks.

BCG Phipps M. botis growth. The vaccine strain was grown in enriched culture
Middlebrook medium 7HY broth + ADC + 2079 Tween 80. A total of 1000 mL of culture
medium was prepared with 4.7 g of Middlebrook 7H9 base medium (Difco™) and 900 mL
of distilled water with 2.5 mL of 20% Tween 80 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). This
was then placed in a flask and autoclaved at 121 °C for 10 min. Once sterilized, it was
allowed to cool to 50-55 “C, and then, 100 mL of ADC was added with a 0.2-um Nalgene
syringe filter in a laminar flow hood. The medium was incubated at 37 °C for 48 h to
check for sterility. Then, several M. hovis colonies from the Stonebrink and Lowenstein-
Jensen reactivation culture media were taken, passed into these media, and incubated at
37 "C for 4 weeks. Then, 1000 mL of culture medium was prepared to contain 4.7 g of
the Middlebrook 7H9 based medium (Difco™) in 900 mL of distilled water with 2 mL of
glycerol and was placed into four 250-mL flasks and autoclaved at 121 “C for 10 min. Once
sterilized, this could cool to 50-55 “C, and then, 100 mL of ADC sterilized by a 0.2-um
Malgene syringe filter in a laminar flow hood was added. This medium was incubated at
37 °C for 48 h to verify the sterility. Atabout 4 weeks, the colony growth was observed.
These cultures were then centrifuged (20 min » 1008 g) and added to a (SPGA) solution at
a 1:1 concentration with sterile PBS for bacterial separation with a 23-G needle. Bacterial
count and dose preparations were performed and maintained at —70 “C until their use.

BCG chitosan coating. The chitosan suspension was prepared at a 0.001% concentra-
tion, where 500 mg of low molecular weight chitosan (Sigma-Aldrich, 5t Louis, MO, USA)
and 4.5 g of sodium chloride (NaCl) were added to 500 mL of water with 5 mL of acetic acid
at pH 6. A BCG Middlebrook 7HY culture medium was used for BCG chitosan coating. It

was first centrifuged (10 min = 1008 g); then, the pellet was washed twice with 0.9% NaCl
and sonicated in a water bath for 10 min to separate the clumped bacteria. The suspension
obtained was passed 10 times through a 23-G needle to break up the bacterial clumps.
Dluring this step, the chitosan solution (0.5 mL/mL) was added and was maintained in
an orbital shaker for 20 min. The new solution was washed fwice with 0.9% NaCl and
passed once more through a 23-G needle to separate the coated bacteria. This bacterial
suspension was added to the Middlebrook TH% + ADC + glycerol culture medium and
left in incubation for 4 weeks. To verify that chitosan is harmless for BCG bacilli in vitro,
a bacterial viability test was performed by growing BCG and BCG chitosan coated in a
Middlebrook 7H9 + ADC + glycerol medium. On day 31, 100-ul samples of the culture
medium were obtained for electron microscopy scanning. BOG and BCG chitosan-coated
suspensions were isolated in a Stonebrink solid medium by serial dilutions ranging from
10'-10* to obtain the CFU/mL. The cultures were incubated at 37 °C for 4 weeks with
checks each week to verify the culture growth.

CFF production and CFP-PLGA coating. The field strain obtained from a cow’s lymph
node lesion was grown in Stonebrink solid medium. After & weeks, the colonies were
harvested and placed on the wall of a flask wall of a Middlebrook 7THS + ADC + glycerol
medium. This culture was centrifuged for 10 min at 1008 g. The supernatant passed three
times through a 0.2-um Nalgene syringe filter and then transferred through a molecular
weight filter (Millipore 4307 Centriprep YM-30, 30-kDa NMWTL) to obtain a final volume of
60 mL. Protein quantification was performed with the Biuret reagent (MEYER TG1118618
Reagent) for a final CFP protein concentration of 1250 pg/pl.

Encapsulation of the CFF was performed with 1 mL of CFF in 3.7 mL of a 3% solution
of Poly (D, L-lactide-co-glycalide) lactide:glycolide; PLGA) (75:25; Sigma-Aldrich, St
Louis, MO, USA) and chloroform, which was then stirred in a vortex for 1 min to form
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the first emulsion. This emulsion was added with Poly (Vinyl Alcohol) (PVA; Sigma-
Aldrich, 5t. Louis, MO, UA; 87-89% hydrolyzed) at 10% at a 1:1 ratio and maintained
under magnetic stirring for 24 h. This was then stirred in a PowerLyzer (2800G with
two cycles of 0.45 s and a rest of 0.30 s) and centrifuged for 10 min at 11,200 g. The
supernatant was removed to quantify the nonencapsulated protein with a Biuret reagent.
The pellet was washed three times with distilled water for 5 min at 11,200 . Finally, it was
suspended in sterile PBS. A sample of 100 uL was taken for electron microscopy scanning,
The CFF booster formulations were prepared with 900 uL of CFF and 100 uL of adjuvant
{Mﬂntamdfm} and oil-based adjuvant composed of a natural metabolizable oil and a
highly refined emulzifier from the manide monooleate family [59].

Vaccination, boosting, and challenge: Animals were allocated throughout a completely
randomized experimental design into five experimental groups (Table 1). Vaccinated
groups were inoculated subcutaneously on the right side of the neck with a dose of
1 x 10°* CFU and the chitosan-coated BCG at 1 x 10 cells in a 2-mL diluent at week one.
Boosted groups were inoculated subcutaneously 4 weeks after prime BCG vaccination with
720 ug/ul of CFP inoculated with the different boosting protocols. The vaccine dose was
determined as lower to those reported in previous studies in goats to prevent premature
deaths [25,26,56]. The adjuvant used was Montanide™ as 10% of the used formula. The
challenge inoculum was prepared with a mid-log phase of a wild-type Mycobacterium bovis
gmwn in Stonebrink + pyruvate culture medium. The challenge strain was collected from
a cow’s lymph nodes in 2010 in Mexico and was maintained in glycerol at —70 "C. Bacilli
were pelleted by centrifugation at 750 g and washed twice with a Phosphate-Buffered
Saline solution (PB5; 0,01 M, pH 7.2). This was then homogenized in PBS and shaken with
glass beads continuously at 200 rpm for 1 h. The homogenate was sterile-filtered bwice
through a 40-um syringe filter and diluted to the established doses (1 = 108 CFUY in 0.5 mL
of PBS. Goat kids sedated with 0.25 mg/kg xylaxine were challenged by direct inoculation
into the trachea using a 3-mL (23G x 25 mm) syringe.

Table 1. Expenmental groups to determine the efficacy of the BCG vacoine in different protocols of
vaccination in a goat model. CFP: culture fltrate protein and PLGA: Poly Lachic- co-Glyeoolie Aad.

Group Number Fui:l:lTl:{Enn Boosting Formulation Boosting Adjuvant
1 None Nong Nome
2 BCC Mone None
3 BCG CFP Montanide™
4 Chitosan-coated BCG CFP + Chitosan + PLGA Montanide ™
5 Chitosan- coafed BCG CFP + Chitosan Montanide ™

Blood sampling and antigen stimulation. Blood samples for the IFN-y release assay
were collected every 2 to 3 weeks until the end of the experiment (Figure 1). Blood samples
{n = 13) were collected from the jugular vein and placed in heparin tubes. Then, 750 uL
of the whale blood of each animal was incubated on microplates in duplicate with 50 mL
of each antigen; that is, bovine-purified protein derivative (PPD) and avian PPD. FBS
was used as negative control for each animal tested and 50 mL of pokeweed mitogen
of a 1-mg/mL concentration solution (Sigma-Aldrich, Gillingham, UK) as the positive
control. Microplates were then incubated in a humidified 5% COy incubator at 37 "C for
20h. Optical Densities (OD) of PBS from the control wells were employed to normalize
individual readouts and to calculate the OD. The final OD readings were obtained by
subtracting sample readings from the PBS control readings. The IFN-y release in whole-
blood cultures after 16 h in vitro were performed on a commercial bovine IFN-y microplate
Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay kit (ELISA; Bm'igam'E : Prionics AG, USA).
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Figure 1. Dates of sampling, BCG prime vaccination, boosting, challenging, and enthanasia of vacoinated and nonvaccinated
amimals against tuberculosis in a goat model

Slaughter and lesion scoring. About 6 months after the challenge, experimental
animals were sent to slaughter for carcass inspection and lesion scoring and for Hssue
sampling collection for histopathological and microbiological analyses. The animals were
euthanized by electro insensitization following NORMA Oficial Mexicana NOM-033-Z00-
1995 Guidelines, Sacrificio humanitario de los animales domésticos v silvestres (Mexican
Official Norm for the Humanitarian Slaughter of Domestic and Wildlife Animals). Criteria
for animal scoring are presented in Table 2. Instead of counting or classifying individual
lesions, the score for the whole animal was based on the magnitude of tissue damage
in affected organs and the characteristics of the lesions. To determine the presence and
magnitude of the lesions, all organs were carefully removed and sliced. Complete lymph
nodes were removed; one-half of these was frozen for bacteriologic analysis, and the
remaining half was placed in a 10% formalin buffer solution for histopathological analysis.
In addition, about four square centimeters of the cranial lung's lobe from all animals
were collected for bacteriological and histopathological analyses. In order to perform a
careful inspection of the carcasses, the animals were slaughtered over a 2-week period,
one animal randomly selected from each experimental group at the same time. Carcass
inspection focused on the lymph nodes of the head (retropharyngeal), thorax (mediastinal
and tracheobronchial), abdomen (mesenteric), lungs, and liver; examples of score values
for the lesions are found in Figure 2. At slaughter, the number and the treatment group of
the animals were blinded to the veterinarian who scored the lesions

Statistical analysis. The average IFN-y concentration (0D raw data) per experimen-
tal group for each sampling period was compared with a one-way Analysis of Variance
(ANOVA) test. The average lesion scores per group were compared with the H statistic
in the Kruskal-Wallis test. A p-value of <0.05 was considered significant. A relation
between the number of lesions and the animal lesion scores was determined with Spear-
man’s correlation coefficient. All statistical analyses were performed with 5P5S version

22 statistical software.

Table L Defimition of lesion scores in the carcass inspections at slaughter of goats vaccnated against
tuberculosis (TB) with different BCC vacoime protocols and chalknged with a wild-type strain of

Mycobacterium bouis.
Score Score Definition
] Mo visible ksions
1-149 Few lesions (<20) in lung or lymph nodes
2249 Few lesions (< 20) in lung and lymph nodes
339 Between 21 and 50 lesions in lung or lvmph nodes
449 Between 21 and 50 lesions in lung and lymph nodes
5549 Multiple lesions (between 51 and 100) localized in lung or lymph nodes
5.9 Multiple lesions (between 51 and 100) localized in lung and lymph nodes
=79 Multiple ksions (=101} disseminated in lung or lvmph nodes
28 Multiple lesions (=101) disseminated in lung and lymph nodes.
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Figure 2 Antigen-specific Interferon gamma (IFN-v) response in goeats after vaccination, boosting, and challenging with a
Mycobacterium bovis wild-type strain. The purified protein derivative (PPD) bovis was used in the stimulation of whole
blood in vitro. IFN-y release values per group amne expressed as the mean Optical Densities (OD 450 nm).

3. Results

With the exception of some sneezing associated with powder derived from the food
provided (a combination of ground forage, alfalfa, and corn), no clinical sign suggestive
of TB was observed in the experimental animals. All animals, including those with high
scores of lesions at postmortem, had a good body condition and life behavior. At slaughter,
only one animal exhibited a subcutaneous TB lesion at the vaccine injection site, suggesting
that the inoculation method worked well.

3.1 IFN-y

The mean IFN-y release, and the ANOVA p-value for the comparison of groups at
each sampling week, measured as 450-nm optical density (OD) in an ELISA test, are
depicted in Table 3. There was no significant difference between the experimental groups
at sampling weeks one, three, and six (p = 0.05), even though group 1 had a lower [FN-y
release than the vaccinated groups, groups 2-5. Nor was there any significant difference
between the groups at the end of the experiment at weeks 24, 28, and 30 (p > 0.05), when the
IFN-y release returned to the baseline levels. In general, there was a significant difference
{p < 0.05) between the vaccinated and the control groups at sampling weeks 8-22, except
for certain weeks during which the difference was variable, and there was no significant
difference between some of the vaccinated groups and the control (Table 3). The peak
IFN-y release was reached at week 20 in all of the experimental groups. Five weeks after
the challenge, groups 5, 4, 2, and 3, in descending order, had the best [FN-y responses, and
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the controls exhibited lower IFN-y responses. All groups returned to the baseline levels at

week 30 (Figure 2).

Table 3. Average, standard deviation, and %5% confidence intervals for the means of IFN-y mlease for all experimental

groups of goats vaccinabed and challenged with a wild-type Mycobacterium bovis strain at each sampling week

. Experimental Mean * Standard
Sampling Week P(E:rnup IFN-y Release (O 450 nm) Deviation 5% I p-Value
1 1 01,1866 2 0.2419 —(L0672; 0.4405 0713
Prime BCG 2 00914 2 00164 0.0762; 0.1066
vaccimation - : LOF62; 0.
3 0.0470 2 0.0366 0.0361; 0.1308
4 0.1661 2 02277 —(.0440; 03767
E] 0.1101 2 0.0751 0.0313; 0.1890
3 1 001453 2 0.0350 0.1085; 0.1821 0.23
Groups 3-5 a - i
boosting 2 0.2711 0.0350 —0L0340; 0.5763
3 0.3282 2 0.1801 0.1616; 0.4949
4 0.257% 2 0.1251 0.1421; 0.3736
E] 012452 0.0331 0.0897; 0.1592
3 1 012352 0.0367 0.084%; 0.1620 0,357
All grow
m]ingi'ﬁg 2 013773 0.0772 D.0662; 0.2091
3 0.2185 2 01406 0.0854; 0.3486
4 0.2197 0.2122 0.0233; 0.460
5 0.115% 2 0075 DL086; 0.1447
8 1 0.2021F 0.0180 0.1831; 0.2211 0.0001
2 0.0947 2 0.0106 0.0849; 0.1044
3 011142 0.0352 DL07ES; 0.1440
4 0.0925 2 0.0366 0.0586; 0.1264
5 0.1495 2 L0OG6S 0.0798; 0.2191
11 1 017552 0.0436 01296 0.2213 008
2 0.3252 b 0.075% 0.2550; 0.3954
3 05140 " 01366 0.3877; 0.6402
1 0.3640 &8 0.2260 0.1750; 0,552
5 04252 &b 0.3734 —(,0385; 0.888Y
13 1 00988 2 0.0204 L0773 01203 (049
2 0.2364 2 0.1450 0.1022; 0.3705
3 0.24052 0.0820 (1.1647; 0.3164
) 018487 01010 LiM14; 02753
5 014757 00401 0. 1053; 0.1896
16 1 (.2554 2 0.1852 0.0612; 0.4501 0.002
2 04712 20 0.2387 0.2504; 06571
3 03667 28 0.2463 0.1389; 0.5945
4 074750 04321 03478, 1.1472
5 010132 0.04951 Lid93; 0.1532
18 1 009332 0.0205 L0717 01149 0002
2 1.1730°F 0.8178 0.4166; 1.9293
3 016585 20 04943 .2014; 1.1157
4 0450 >F 0.3746 0.1154; 0.8115
5 010532 00307 00730, 01375
20 1 0.7015 20 0.2659 (.4181; 09848 0,050
2 10223k 0.6780 0.394%; 1.6490
3 0.7787 &b 05017 0.3146; 1.2427
3 14491 b2 0.8747 e4i; 2.2581
5 04566 %8 0.3581 0L0807; 0.8325
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Table 3. Cont.
. Experimental Mean * Standard
Sampling Week P(E__.'mup IFN-y Release (OD 450 nm) Deviation 9% I p-Value
2 1 024732 0.1335 0107 2; 03874 0,001
2 0.7245 b 05109 0.2560; 1.2011
3 04198 2 0.3974 0.0522; 07874
4 1.2011% 07193 0.5357; 1.8665
5 01071 @ 00343 0.0711; 0.1432
24 1 042702 02106 0. 205%; (L6480 0137
2 03648 2 02789 0.1068; 0.6228
3 0.142] @ L0583 0.0881; L1960
4 047122 0.4152 0.0872; 0.8553
5 0.2450 2 01186 0.1204; 0.3655
28 1 0.3918 @ 0.3512 0.0232; 0.7 604 0.158
2 017852 C.0B02 0.1043; 0.2528
3 01441 @ 0.0OFSE0 0.071%; 0.2163
4 02178 2 01717 0.0590; 0.3676
5 0.2430 2 0.0725 0.1668; 0.3191
30 1 (L0688 2 0.0138 0.0542; 0.0833 0.180
Euthanasia 2 0.1351*° 0.0556 0.0847; L1875
3 01174 2 0.0529 0.0684; 0.1663
4 01205 004958 0.0744; 0.1667
5 (LG5 2 00079 0.0581; L0748

* Means with similar literals are not statistically different in an honest significant difference (HSD) Tukey's test (p > 0.05). %, Y and ¢ Similar
superscript letters indicake not-stattistical significant diffe ence between means (p > (LO5)

3.2, Lesions in the Animals

The number and the proportion of animals with lesions and the average score of the
lesions per experimental group are listed in Table 4. All animals in group 1, and six of
the seven animals in group 2, had lesions at slaughter. Only two of seven animals from
groups 3 and 4 had lesions. Group 5 had four out of six animals with lesions. A significant
difference (p < 0.05) was observed between groups 3 and 4 compared with groups 1 and
2. This result shows that groups 3 and 4 perform better than the rest of the groups in
protecting against the development of lesions of TB.

Table 4 Number and percentage of animals with visible lesions, average, standard deviation, and 95% confidence intervals

for lesion scores after vacanation against TB and chalkenged with a wald-type strain in a goat model

Animals with Lesion

3 1 -
Experimental Group */Animals Challenged (%) Average Lesion Score 95% C1
1 6/6 (100} 63 Lan 2.47; 969
2 6,7 (86) 3003 L27 0.98; 5.01
3 2/7(28) Lo72+£22 —100;314
4 2/7(28) 1432 £32 —151;435
5 4/6(67) 175% £15 0.20; 329

* Lesions in lungs and /or lymph nodes (retropharyngeal, trachecbronchial, mediastinal, and mesenteric). ** Average lesicn scones with
similar literals are not statistically different in an HSD Tukey's test (p »0.05). * and * Similar superscript letters indicate not-statistical
significant differenice be b een means (p > 0.05).

The mean lesion scores for all experimental groups are also to be found in Table 4, and
examples of the specific lesion scores are illustrated in Figure 2. No significant differences
were observed for the lesions’ average scores between group 1(6.3 £ 3.2} and the BCG-alone
vaccinated group (3.0 + 2.2) in a post-hoc Tukey's test. In addition, no significant difference
was observed either among all of the vaccinated groups, 2-5 (p = 0.05). Average lesion
scores for groups 3-5(1.1 = 2.2, 1.4 £ 3.2, and 1.7 = 1.5, respectively) were considerably
lower than that in group 2, the BCG-alone vaccinated group. This result shows that
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the polymers chitosan and PLGA in the vaccine formula made no significant differences
compared to that shown by the BCG prime-vaccinated and CFP-boosted formula (group 3).

Figure 3. [llustration of the score values in experimental animals vaccinated against tuberculosis (TB)
with different vaccine protocols and challenged with a Mycobacterium bovis wild-type strain. (a) Score
0, no visible lesions, (b) Score 2, small focal purulent tuberculous kesion in the lung's cranial lobe,
(c) Score 4, medium-sized purulent tuberculous lesion in the lung’s cranial lobe, (d) Score 6, large
purulent tuberculous lesion in pulmonary cranial lobe, (e) Score 8, multiple small focal tuberculous
lesions in lungs, and a medium-size purulent lesion in the cranial lobe, and (f) Score 10, multiple
small tuberculous lesions covering the lungs and large lesions in the pulmonary cranial lobe and the

lymph nodes.

One important issue in TB vaccine testing in animals lies in the identification of
surrogates for vaccine efficacy. To date, the best option is the determination of [IFN-y in the
blood [16,60]: the concentration of IFN-v is associated with the development of lesions in
infected animals. In this study, no significant relationship (r= —0.250; p = 0.16) was found
between the blood-IFN-y concentration in the week prior to the challenge and the presence
of a lesion at slaughter (Figure 4).
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Figure 4. Relationshap between the blood [FMN-y mlease 1 week prior to challenge and the kesion scones of the expenmental
animals vaccinated against TBwith a BCG strain and challenged with a Mycobacterium bois wild-type strain

4, Discussion

The experimental efficacy of BCG to reduce the pathological damage in vaccinated
animals against tuberculosis in cattle and other animal species has shown some varia-
tions [10,11,19,53,61,62]: factors such as the vaccine strain, doses, and route of inocula-
tion [63] play a role. In this study, we used the Phipps strain, because it showed better
protection than other BCG strains in a mice model [58]. However, most studies have used
the Pasteur or the Danish strains and found no differences in the protection [12,14,15,64],
Concerning the vaccine dose (1 = 10% CFU for BCG alone and 1 x 102 CFU BCG chitosan-
coated), which was somewhat lower than that utilized in other studies [22,23 5], was to
prevent the sudden death of the animals and have the opportunity to evaluate how long
the immunity lasted in the vaccinated animals. Based on the high level of pathological
damage observed in the control group, this dose is adequate for experimental studies in
goats and for preventing the development of tuberculous lesions in vaccinated animals.

Different routes of inoculation have been used to test the vaccine efficacy [17,55]. In
this experiment, we utilized the subcutaneous (sc) route, because, as others proposed, we
believe that would be the most practical route if a massive vaccination of cattle were to
be approved [11,61]. Previous studies have reported the role of boosting in the immune
response to vaccination [10,11,65-64]. Cur results agree with those reports: all of the
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boosted groups demonstrated a better performance in lesion scores than the BCG-alone
vaccinated group. It is interesting that group 3, which was primed with BCG and boosted
with CFP plus an adjuvant with no polymers added, exhibited the best performance
in preventing pathological damage, suggesting that this protocol is sufficient to reduce
disease and, in consequence, TB dissemination. This result agrees with the previous
findings reported by our group in experiments with cattle [5].

A significant difference in the lesion scores’ average was observed between group 1;
the control group; and the vaccinated boosted groups (groups 3, 4 and 5; Table 4). This
difference could have been greater; one animal in the control group showed a large tu-
berculous lesion at the challenge site, suggesting that the inoculum were injected out of
the trachea, possibly reducing this difference. Thus, the animal showed few lesions in the
hings and lymph nodes at slaughter. None of the remaining animals demonstrated a lesion
as large as this at the challenge application site. IFN-y production has been employed as a
surrogate for vaccine efficacy [10,70-72]; however, there is a trend that animals with high
IFN-y release have less lesions [72-75]. In this study, we found that the correlation between
IFN-v release and the lesion score was not significant (r = —0.250; p = 0.16, Figure 4);
contrary to the findings by our group working with cattle [8], where this relationship was
significant (p < 0.05).

No statistical difference in the lesion scores’ average was observed among groups
2-5, the vaccinated groups (Table 4). However, group 2, that vaccinated with BCG alone,
was not statistically different from group 1, while in groups 3-5, the boosted groups were
statistically different. This result agrees with previous reports in which it was shown
that boosting significantly increases the protection against the pathological damage of
TB [8,10,70-7Z]. It was surprising that, about 15 weeks after the challenge, animals in the
control group with large pathological damage in the lungs and lymph nodes and lesion
scores of 10 at euthanasia showed no signs of TB and had similar life behaviors to those of
the vaccinated animals. In some countries, there is a popular belief that goats are naturally
resistant to TB; however, there is no scientific evidence that supports this hypothesis.

Owur results show that vaccination protocols with BCG and boosting with proteins
has the potential to reduce the dissemination of TB in animal populations by reducing the
pathological damage in those vaccinated. This supports the hypothesis that vaccinations,
incorporated into the current control programs, could be useful to accelerate the elimination
of this disease in infected herds. Our working group is now prepared to go to the next siep,
large-scale field trials in commercial herds.

5. Conclusions

This study shows that BCG vaccine priming with CFP + Montanide™ boost or
chitosan-coated BCG priming with CFFP + Montanide boost + PGLA reduces the pathologi-
cal damage in vaccinated, compared to not vaccinated, goats. These findings can potentially
be extended to other animal species.
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