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RESUMEN 

La tuberculosis bovina se mantiene como un problema sanitario que causa severas 

pérdidas económicas a la ganadería en muchas partes del mundo, en especial en 

países en desarrollo. Este problema se agrava en ganadería especializada en la 

producción de leche, donde la estrategia de prueba-y-sacrificio, base de los 

programas de control en la mayoría de los países, no ha sido aceptada por los 

productores, ante esto, en los últimos años se ha propuesto es uso de la vacuna 

BCG como estrategia complementaria. Sin embargo, su aplicación está 

condicionado a que la eficacia de la vacuna actual mejore. Para esto, la 

investigación de los últimos años se ha centrado en cumplir este objetivo. Trabajos 

experimentales han demostrado que los protocolos de vacunación que utilizan 

refuerzo con proteínas mejoran la eficacia de la vacuna, al igual que lo hacen 

algunas nanomoléculas. El uso de polímeros como el quitosano y el ácido 

poliláctico-co-glicólico (PLGA) mejora la respuesta inmunitaria frente a diferentes 

enfermedades, mejorando la interacción de los antígenos 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 vacunación primaria con la cepa BCG Phipps, 

potenciada con una proteína filtrada de cultivo (CFP), sola o en combinación con 

quitosano y ácido poliláctico-co-glicólico (PLGA), reduce la diseminación de la 

tuberculosis (TB) al reducir el número de animales con lesiones, el número de 

lesiones por animal y el tamaño de las lesiones en los animales vacunados, en 

comparación con los no vacunados o los vacunados con BCG sola. Los grupos 

vacunados mostraron niveles significativamente mayores de interferón-γ, indicativo 

de eficacia de la vacuna, en sangre en comparación con el grupo control después 

de la vacunación, después del refuerzo y después del desafío con una cepa de 

campo de Mycobacterium bovis (p<0.05).  Se demostró que la vacunación con BCG 

y el refuerzo con filtrado proteico de cultivo, solo o en combinación con un 
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biopolímero, el número de animales con lesiones, el número de lesiones por animal 

y el tamaño de las lesiones en animales vacunados, en comparación con los no 

vacunados o los vacunados con BCG sola, se redujeron 

significativamente (p<0.05). Nuestros resultados confirman que la vacunación 

utilizada como complemento de los programas actuales de control de la tuberculosis 

en poblaciones animales puede ser útil para reducir la incidencia, la prevalencia, y 

por ende la diseminación de la enfermedad dentro de los hatos infectados y para 

prevenir la entrada en hatos libres.   

(Palabras clave: Mycobacterium bovis, FCP, poly (ácido láctico-co-glicólico), 

quitosano).  
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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-γ, 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 
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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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CAPÍTULO I 

 

I. INTRODUCCIÓN  

La tuberculosis en el ganado bovino (TBb) es un problema grave para la salud 

pública, así como económica en los países en desarrollo (Ameni et al., 2003; López 

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 patógeno 

primario para los bovinos, tiene un amplio rango de hospederos; incluyendo 

animales de interés económico (ovinos, caprinos, porcinos, equinos, aves), 

animales de compañía, silvestres y los seres humanos (Müller 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 

económico importante para muchos países (Ameni et al., 2003; López Marin et al., 

2006; Humblet et al., 2009; Elnaggar et al., 2017; Adelakun et al., 2019; OIE, 2019). 

Las pérdidas económicas en todo el mundo se estiman de $3 a $4 mil millones de 

dólares anuales, con más 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 mayoría de los países en: 

Método prueba y sacrificio o prueba y segregación: basado en la prueba de la 

tuberculina (IDTB) y el sacrificio de los animales reactores que garantizan la 

erradicación de la TBb en los animales domésticos. En algunos países se emplean 

programas de prueba y segregación durante la primera fase de la erradicación 

(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 

periódicas para eliminar a los individuos que pudieran propagar el organismo y, 

asimismo, son sometidos a cuarentenas, rastreándose aquellos animales que 



2 
 

estuvieron en contacto con reactores. Medidas que no han servido de mucho para 

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

El objetivo simple, pero brillante detrás de las vacunas es imitar la infección natural, 

pero limitando su toxicidad y reacciones adversas; proporcionando así protección 

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 población. Actualmente no hay 

vacunas disponibles contra TBb para los animales, ya que las vacunas existentes 

presentan una eficacia variable e interfieren en la realización de pruebas 

diagnósticas. No obstante, se están desarrollando y probando nuevas vacunas que 

permiten el diagnóstico diferencial (DIVA, por siglas en inglés), particularmente para 

reservorios silvestres (tejones y venados). En humanos, sí se practica la 

vacunación. 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 metodología 

emergente para abordar estos dos inconvenientes es la utilización de adyuvantes y 

nanopartículas (NP), que pueden lograr la liberación dirigida y controlada de los 

antígenos y mejorar la respuesta inmune (Smith et al., 2015). 

Las nuevas tecnologías aplicadas a la vacunación han permitido el desarrollo de 

vacunas que son más seguras que los microorganismos atenuados o muertos. Sin 

embargo, estas vacunas en la mayoría 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 específica a los antígenos, pero causan 

toxicidad mínima o efectos inmunes de larga duración por sí mismos. Los 

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

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0958166915000580#!
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respuesta inmune, reducir la cantidad de antígeno o el número de inmunizaciones 

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

En el año de 1993, el gobierno mexicano estableció un programa de erradicación 

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 importación de animales infectados desde México. Dicho 

programa dio origen a la Campaña Nacional contra la Tuberculosis Bovina 

(Mycobacterium bovis), basada en la Norma Oficial Mexicana NOM-031-ZOO-1995 

y expedida por la Secretaría de Agricultura, Ganadería y Desarrollo Rural, cuya 

finalidad fue la de “fomentar la producción pecuaria, la prevención, control y 

erradicación de las plagas y enfermedades, que, como la tuberculosis, afectan a la 

ganadería nacional tanto en su nivel de producción como en la calidad de sus 

productos, y que, además, es una de las zoonosis más importantes” (López et al., 

2007). La campaña está basada en la estrategia de prueba y sacrificio, con 

resultados exitosos en ganadería para producción de carne, pero sin éxito en 

ganadería para producción de leche. Esto debido a lo costoso que resulta sacrificar 

animales de este tipo y a la pobre confiabilidad en las pruebas de diagnóstico. No 

obstante, por razones de salud pública y económicas, la erradicación de la TBb en 

México es una prioridad (López 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 producción de leche (SIAP, 

2020), población que actualmente está en riesgo y que también representa un riesgo 

de salud pública, y que es, por lo tanto, el beneficiario directo de una vacuna, que 

sería integrada a la campaña ya en curso. En el ganado especializado en 

producción de leche el problema de la tuberculosis puede alcanzar el 20% de 

prevalencia o más (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% (González-Ruiz et al., 2018). 
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2. 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 países en desarrollo (Bapat et al., 

2017), y de 0.5-7.2% en países desarrollados (Vayr et al., 2018). 

3. M. bovis, el causante de la TB en el ganado, en casos humanos es 

resitente a pirazinamida (fármaco de primera línea 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). 

4. La tuberculosis causa severas pérdidas económicas para los 

ganaderos del país, incluyendo el cierre de mercados internacionales 

de ganado y sus productos, rubro del mayor interés para la ganadería 

nacional (SAG, 2020). 

5. La estrategia de prueba y sacrificio de la campaña 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 campaña. 

6. Existe una fuerte demanda nacional por una estrategia que coadyuve a 

solucior el problema, en específico una vacuna. 

7. Trabajos previos experimentales han demostrado que la vacunación 

puede ayudar de manera considerable en reducir a niveles mínimos la 

prevalencia de la enfermedad. 

8. Se tiene una estrategia básica de vacunación que puede ser mejorada 

para incrementar los niveles de eficacia. 

La vacunación 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 106 ha sido la 

más 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 tamaño de las lesiones granulomatosas, así 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2210600617301041#!
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como por el número de bacilos viables dentro de las mismas (Vordermeier et al., 

2002). Se ha reportado además 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 proteínas del filtrado de cultivo (FCP) mejora la protección (Wedlock 

et al., 2000; Buddle, 2001; Skinner et al., 2003; Wedlock et al., 2005; González et 

al., 2007; Díaz-Otero et al., 2008) 

La vacunación con BCG y/o CFP no induce respuesta de IFN-γ a los antígenos de 

bajo peso molecular CFP10 y ESAT6, por lo que el diagnóstico 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 encontró 

que un protocolo de vacunación 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 reducción del número de lesiones, el tamaño de las lesiones y el número 

de bacilos por lesión de animales vacunados comparado con no vacunados (Canto 

et al., 2013). Se demostró además que la vacuna tiene la misma eficacia en 

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

II. 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 características fundamentales compartidas por 

todos los miembros de este género son su forma bacilar, la dependencia de 

oxígeno, la inmovilidad, la imposibilidad para formar esporas y la ácido-alcohol 

resistencia (Kleeberg, 1984; Thoen & Barletta, 2006;). El MTC se caracteriza por un 

99.9 % de similitud a nivel de nucleótidos (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). 

 
Figura 1. Filogenia actualizada del complejo Mycobacterium tuberculosis basada en la 
presencia de regiones de deleción o RD. Fuente: modificado de Rodriguez-Campos et al., 
2014. 
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Las micobacterias de crecimiento rápido, “micobacterias ambientales”, 

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

colonias visibles en medios de cultivo sólidos en menos de 7 días (Tortoli, 2009). 

Dentro de las micobacterias de crecimiento rápido se encuentran la mayoría de las 

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

saprófitas, estas bacterias pueden causar enfermedad en presencia de factores 

predisponentes (Castilho et al., 2015). 

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

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

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

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

2002; Thoen & Barletta, 2004; Biet et al., 2005). 

 
Figura 2. Árbol filogenético de micobacterias de crecimiento rápido y lento. Fuente: 
modificado de Biet et al., 2005. 
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2.2 Distribución de la tuberculosis bovina 

Entre enero de 2017 y junio de 2018, el 44 % de los países y territorios que notifican 

a la OIE reportaron haberse visto afectados por TBb; de los 82 países afectados, el 

62.2 % notificaron TB sólo en el ganado, el 35.4 % en ganado y fauna silvestre, y 

solamente el 2.4 % en fauna silvestre. Sólo el 23 % de los países afectados estaban 

aplicando todas las medidas de control pertinentes: vigilancia activa, sacrificio 

sanitario total o parcial y el control de la movilización de los animales. La mejora de 

la vigilancia y la presentación de informes precisos por parte de los servicios 

veterinarios nacionales contribuyen a la prevención y el control de la tuberculosis 

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

Actualmente las estrategias de la campaña 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 erradicación de la 

enfermedad (Figura 3) (SENASICA, 2022a). 

 
Figura 3. Estatus zoosanitario de la tuberculosis bovina en el territorio nacional 

mexicano. Fuente: SENASICA, 2022a. 
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2.3. Reconocimiento internacional en tuberculosis bovina 

La exportación de ganado bovino en pie a estados unidos de América es una de las 

actividades pecuarias más importantes del país, con un promedio superior a las 900 

mil cabezas de gando al año. Entre el periodo del 2019-2020 la exportación 

promedio anual fue de un millón trescientos mil cabezas y de todas ellas solamente 

un animal dio positivo al análisis de TBb (SIAP, 2021). Por esto, el Departamento 

de Agricultura de los Estados Unidos (USDA) les otorga una clasificación 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). 

 
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. 
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2.4 Importancia de la tuberculosis bovina 

A pesar de muchos años de esfuerzos invertidos en la erradicación 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 países en 

desarrollo. En las regiones donde el control de enfermedades en el ganado y la 

pasteurización rutinaria de la leche de vaca tienen éxito, los casos humanos de TB 

zoonótica (causada principalmente por M. bovis y M. caprae) son relativamente 

raros, lo que demuestra la eficacia de los programas de erradicación cuando estos 

son bien aplicados (Bolaños et al., 2017; Davidson et al., 2017; Vayr et al., 2018; 

Mohamed, 2020). Sin embargo, cuando la TBb se establece en la población animal, 

la eliminación completa de la enfermedad es difícil debido a su complejidad 

epidemiológica y a los diferentes factores que intervienen en su persistencia. Dichos 

factores incluyen el largo período de incubación, fallas en la detección de animales 

infectados debido a limitaciones de diagnóstico, la presencia de reservorios que la 

mantienen en el medio ambiente, ciertas prácticas de manejo de rebaños 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 económicas debido a la disminución en los 

indicadores productivos y reproductivos, los costos de diagnóstico, al sacrificio 

sanitario aplicado para su control, el desecho involuntario y las restricciones 

comerciales que se aplican al ganado procedentes de países afectados (Ameni et 

al., 2003; López Marin et al., 2006; Humblet et al., 2009; Waters et al., 2012; Müller 

et al., 2013; Bezos et al., 2014; Hawn et al., 2014; Adelakun et al., 2019). 

En términos de producción, las pérdidas económicas por TBb se deben a bajas en 

la eficiencia productiva, del 10 al 25%, disminución de la producción de leche, del 

10 al 18%, reducción del 15% en la producción de carne, incrementos en las tasas 

de decomiso de órganos comestibles y un aumento de la mortalidad (Islam et al., 

2021). 
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2.5 Importancia de la tuberculosis bovina en salud pública  

La historia del control y la erradicación de la tuberculosis por M. bovis es larga, 

accidentada y hasta en ocasiones dramática. En Gran Bretaña, la tuberculosis fue 

responsable de más de 800.000 muertes humanas entre 1850 y 1950, cuando el 

programa de erradicación se volvió obligatorio en el Reino Unido (Waddington, 

2002). A principios del siglo XX, la tuberculosis todavía 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 aplicación de la “prueba-y-sacrificio” en los esquemas 

de control de la enfermedad, el consumo de leche sin pasteurizar, la mala 

comprensión de la tuberculosis zoonótica 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 desafíos de 

diagnóstico y estructuras deficientes de vigilancia y notificación de salud pública en 

países endémicos. Las cifras más altas se registraron en África (68,900) y el sudeste 

asiático (43,400) (Ramos et al., 2020) (WHO, 2020). El sudeste asiático comprende 

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

Los seres humanos adquieren la infección por M. bovis principalmente a través del 

consumo de leche no pasteurizada y productos lácteos contaminados con M. bovis 

o por contacto cercano con ganado infectado. La transmisión puede ocurrir por la 

inhalación 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 cría 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; Mertoğlu et al., 2018; Sunder et al., 2009), 

personas seropositivas a VIH (Vallerga et al., 2005; Rivas et al., 2012; Gallivan et 

al., 2015; Pérez-Barragán & 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). Además, las poblaciones que practican el consumo de leche cruda y 

productos lácteos no pasteurizados (Besser et al., 2001; Majoor et al., 2011; 

Bolaños et al., 2017; Silva et al., 2018). Se ha demostrado que Mycobacterium sp, 

puede permanecer viable hasta por 14 días en queso y yogurth, y hasta 100 días 

en mantequilla elaborada con leche cruda (Bolaños et al., 2017). M. bovis es 

responsable del 10-15% de los nuevos casos de tuberculosis humana en los países 

en desarrollo (Bapat et al., 2017), y de 0.5-7.2% en países desarrollados (Vayr et 

al., 2018).  

Dados los diagnósticos limitados en el punto de atención y los informes deficientes, 

no hay datos confiables para determinar si la incidencia y la prevalencia de TB 

zonotica está aumentando o disminuyendo (Duffy et al., 2020). Entre otros factores 

que limitan la certeza de la participación de M. bovis en caso de TB en humanos se 

puede mencionar: 

▪ Diagnóstico erróneo: M. bovis suele ser una enfermedad extrapulmonar sin 

las características clínicas más comúnmente asociadas con la tuberculosis 

por M. tuberculosis, que se manifiesta principalmente en los pulmones. 

▪ Muestras inadecuadas: las muestras enviadas para examen histológico 

normalmente se transportan en formalina, lo que imposibilita cualquier intento 

de cultivo. El examen histológico con microscopía no discrimina entre las dos 

especies. 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2210600617301041#!
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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 única fuente de carbono, sino 

que la falta de un piruvato quinasa (PK) funcional significa que los 

carbohidratos no pueden usarse para generar energía. La validez de los 

sistemas de cultivo líquido automatizados para el aislamiento de M. bovis aún 

no se ha demostrado. 

▪ No tipificar el aislado. Aunque las dos especies difieren en los requisitos de 

cultivo y la sensibilidad a los antibióticos, su determinación es difícil y requiere 

mucho tiempo. En lo que respecta al uso de métodos moleculares, los 

genomas de las dos especies son en gran parte homólogos y muchos kits de 

pruebas moleculares patentados que utilizan los laboratorios clínicos no 

pueden distinguir entre ellos. 

Si la infección humana se adquiere mediante la ingestión de M. bovis, la pared de 

células grasas del organismo lo protege contra los procesos adversos del tracto 

gastrointestinal. La región ileocócica (unión de los intestinos delgado y grueso) suele 

ser el principal sitio de infección desde el cual migra a las glándulas mucosas y 

establece un proceso inflamatorio (Bolaños et al., 2017). Las bacterias son 

transportadas a las placas de Peyer (parte del sistema linfático) por los fagocitos, lo 

que da como resultado la formación de tubérculos característicos de la tuberculosis, 

que luego pueden necrosarse y liberar organismos que causan nuevos focos de 

infección (Vanderpool & O'Leary, 1988). El tratamiento requerido es prolongado e 

implica un cóctel de antibióticos porque la cepa responsable puede tener una 

resistencia a los antibióticos que no será aparente durante algún tiempo debido al 

lento crecimiento del organismo. Dado que la mayoría de las cepas de M. bovis son 

resistentes a la pirazinamida, no se aconseja el uso de este fármaco antituberculoso 

de primera línea si se sospecha tuberculosis zoonótica (de la Rua-Domenech, 

2006). 
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Como lo describen Ray et al. (2013) y Jilani et al. (2020), la infección por M. bovis 

puede dar lugar a una serie de resultados clínico-patológicos en el humano: 

▪ En una pequeña proporción de personas que no pueden montar una 

respuesta inmunitaria eficaz, la enfermedad progresa rápidamente y provoca 

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

▪ En una pequeña proporción de personas, la enfermedad permanece 

localizada y es autolimitada, lo que resulta en una resolución de la 

enfermedad clínica. 

▪ En la mayoría de los infectados, la respuesta inmune del huésped controla 

eficazmente la proliferación antes de que aparezcan los signos clínicos. Sin 

embargo, es posible que el organismo no se erradique por completo de los 

tejidos y que permanezca viable allí durante muchos años, por lo que el 

hospedero sigue siendo portador. Esta condición se denomina infección 

"latente". 

▪ En una minoría (5-10%), la defensa inmunitaria del hospedero tiene éxito 

inicialmente, pero luego falla después de un período de meses o años, lo que 

resulta en emaciación y deterioro general de la salud durante un período 

prolongado. Esto se denomina tuberculosis "secundaria". La existencia de 

esta afección debe tenerse en cuenta al considerar el impacto de una mayor 

exposición del público a M. bovis, ya que es probable que los resultados 

clínicos se manifiesten solo después de un período prolongado de tiempo. 

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

leche han reducido indiscutiblemente la transmisión de la tuberculosis zonoótica en 

los países desarrollados (Bolaños 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 erradicación en el comercio es significativo, mientras que el 

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

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

infección por M. bovis aún persiste, al menos en países en desarrollo y en grupos 
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ocupacionales específicos que trabajan en estrecha colaboración con animales 

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

2.6 Patogenia de la infección por Mycobacterium bovis 

La tuberculosis bovina es una infección transmitida principalmente por aerosoles. 

Las tasas de transmisión aumentan cuando los animales se mantienen hacinados 

y/o confinados en establos o corrales. Una vez inhalado, M. bovis es fagocitado por 

macrófagos alveolares, en los que este patógeno intracelular facultativo comienza 

a multiplicarse. La infección focal del tejido pulmonar progresa con el tiempo, y 

finalmente la infección se disemina a los ganglios linfáticos regionales en el 

mediastino del pulmón u otros ganglios linfáticos, en la región de la cabeza y el 

tórax. El animal continúa generando una respuesta inmune mediada por células 

contra M. bovis, lo que resulta en una acumulación constante de macrófagos y 

linfocitos T en el sitio de la infección. Esta respuesta inflamatoria mononuclear focal 

se organiza en una lesión conocida como granuloma. Estas lesiones también se 

denominan tubérculos, indicativos de tuberculosis (Viena-Niero et al., 2006). Los 

granulomas tuberculosos están 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 requesón seco. El término 

patológico para esto es necrosis caseosa (Thoen et al., 2006; Viena-Niero et al., 

2006). El tiempo desde el inicio de la infección hasta la patología extensa y los 

signos clínicos de la tuberculosis suele ser de varios años.  

Las lesiones pueden localizarse en ganglios linfáticos y en diferentes órganos, en 

forma de granuloma o tubérculo de material purulento-caseoso de color amarillento 

cuyo tamaño y cantidad varían. Las lesiones histológicamente se diferencian de la 

respuesta inflamatoria aguda clásica, porque la población de células que la infiltra 

es mayoritariamente mononuclear (macrófagos y linfocitos), aunque en las etapas 

tempranas se observa acumulación transitoria de neutrófilos (Thoen et al., 2006). 
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2.7 Transmisión de Mycobacterium bovis entre el ganado 

La excreción respiratoria y la inhalación de M. bovis es considerada como la ruta 

principal por la cual se produce la transmisión de bovino a bovino (Menzies & Neil, 

2000; Smith et al., 2004; Sichewo et al., 2020b), también se ha reportado la 

transmisión gastrointestinal entre el ganado (Xu et al., 2021), aunque esta es una 

forma mucho menos común de tuberculosis bovina que la forma respiratoria de la 

enfermedad (Neil et al., 2001), Figura 5. 

 
Figura 5. Vías de infección de tuberculosis bovina en sus distintos huespédes. 

Entre los factores de riesgo de TBb en los hatos se encuentran el tamaño del 

rebaño, las malas prácticas sanitarias y de cría, la introducción 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 contaminación 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 fisiológico y condición 

corporal (Humblet et al., 2009; Santos et al., 2015; Dejene et al., 2016), resitencia a 

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

2.8 Control y erradicación de la tuberculosis bovina 

Los programas de control y erradicación se han llevado a cabo en muchos países 

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 evalúa mediante la prueba 

intradérmica de la tuberculina, la cual consiste en hacer una medición del grosor del 

pliegue cutáneo en el lugar de la inyección después de tres días. Los animales 

positivos se sacrifican y se imponen restricciones de movimiento de animales vivos 

para contener la propagación de la enfermedad (Bezos et al., 2014; Crozet et al., 

2019; Arnot & Michel, 2020). En los países desarrollados, los programas de 

erradicación 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 erradicación completa (Mohamed, 2020). 

2.9 La vacuna 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 años de atenuación por 230 pasajes 

en bilis de ternera, papas y glicerol, esta cepa finalmente se convirtió en la cepa del 

Bacilo Calmette-Guérin ó 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 más utilizadas en el mundo (Chambers et al., 2014; Plotkin & 

Plotkin, 2018).  

La vacunación del ganado contra la tuberculosis bovina podría reducir la 

prevalencia, la incidencia y la propagación de la enfermedad en la población, 

reduciendo el número, la duración y la gravedad de las lesiones. La capacidad de 

proporcionar estos beneficios dependería de la efectividad de un programa de 
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vacunación en términos de la vacuna utilizada, la forma en que se implementa y la 

realización de una prueba de diagnóstico compatible. En 1911 se demostró por 

primera vez que la BCG podía 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 vía de administración de la vacuna. Sin embargo, a pesar del 

trabajo desarrollado para encontrar vacunas más eficaces y seguras, se llegó a la 

conclusión 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; Cantó 

et al., 2013; Parlane & Buddle, 2015; Vordermeier et al., 2016; Arrieta-Villegas et 

al., 2018). 

Los estudios en ganado han demostrado que la vacunación reduce la transmisión 

de la tuberculosis al disminuir el número de animales con lesiones, el número de 

lesiones por animal, el tamaño de las lesiones y las cargas tisulares bacilares 

(Alarcon et al., 2013; Vordermeier et al., 2016; Nugent et al., 2018). Se ha informado 

que la protección es mejor cuando los terneros se vacunan temprano después del 

nacimiento en comparación con las dos a cuatro semanas de edad con 105 -106 

Unidades Formadoras de Colonias (UFC), con una posible revacunación entre uno 

y dos años para mantener los niveles adecuados de inmunidad. No se han 

observado diferencias en la eficacia entre las cepas danesa y Pasteur, las vacunas 

más utilizadas en el mundo. La vacuna es segura, pero si bien no exacerba la 

infección, 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 

vacunación de vacas preñadas no representa riesgo de aborto (Milián-Suazo et al., 

2011). El refuerzo con proteína de filtrado de cultivo (CFP) aumenta la respuesta 

inmune y la protección contra el daño patológico (Milián-Suazo et al., 2011; Alarcon 

et al., 2013; Buddle et al., 2013). 

Por lo tanto, la vacunación primaria con BCG con un refuerzo de CFP se está 

considerando actualmente en muchos países 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 períodos más 

largos (Speth et al., 2016) ha sido un objetivo de muchos protocolos de 

investigación. La idea es aumentar la interacción del antígeno con las células 

inmunitarias, por ejemplo, encapsulando y liberando antígenos para modular la 

respuesta inmunitaria del huésped (Cappellano et al., 2019). Existe evidencia 

suficiente de que la combinación de adyuvantes con BCG mejora la 

inmunogenicidad de BCG y la protección 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 protección en ratones (Hwang & Actor, 2009; Bakhru et al., 2014). 

Algunos informes han demostrado que el BCG con nanorrecubrimiento con ácido 

poliinosínico-policitidílico (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 

polímeros tienen baja toxicidad, son fáciles 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 polímeros biodegradables como el quitosano y el ácido poliláctico-co-

glicólico (PLGA) se han utilizado como adyuvantes de vacunas para estimular el 

sistema inmunitario y como vehículos para la administración de vacunas (Mohan et 

al., 2013). 

El quitosano es un polisacárido catiónico que comprende copolímeros de 

glucosamina y N-acetilglucosamina obtenidos a partir de exoesqueletos de 

crustáceos, levaduras y hongos (Illum et al., 2001). Es insoluble en pH alcalino y 

neutro, pero forma sales con ácidos inorgánicos y orgánicos y está 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 eliminación de la vida 

media de los antígenos (Soane et al., 1999), donde los adyuvantes mejoran la 

captación de antígenos por los macrófagos (Zhu et al., 2007) e inducen la 

producción de citocinas como la interleucina y el interferón. 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 protección contra la infección 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 depósito de antígeno, y más del 60 % 

de un antígeno proteico administrado en quitosano permanece en el lugar de la 

inyección durante siete días (Zaharoff et al., 2007). 

PLGA es un poliéster sintético que se degrada en ácidos láctico y glicólico. PLGA 

estimula las respuestas inmunitarias tanto humorales como celulares (Smith et al., 

2015; Gutjahr et al., 2016). El uso de antígenos y adyuvantes en una formulación 

de partículas de liberación lenta aumenta la eficacia de la vacuna al mejorar la 

disponibilidad de células presentadoras de antígeno (Ashhurst et al., 2018). Es un 

potente inductor de TH1, que está asociado con la protección contra la infección de 

TB y las respuestas de TH17 (Dobrovolskaia & McNeil, 2007; Kirby et al., 2008; Luo 

et al., 2017; Ashhurst et al., 2018). Los antígenos cubiertos por PLGA escapan 

rápidamente de los endolisosomas y son transportados al citoplasma, impidiendo la 

degradación lisosomal de los fragmentos nulos, potenciando así 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, 103 –106 CFU, inducen una mayor protección que las dosis más altas (Skinner 

et al., 2001), que la exposición 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 liberación significativamente mayor 

de interferón-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 propósito 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 nanopartículas 

Los puntos clave para el uso de nanopartículas en la vacunación son su capacidad 

para interactuar con varios tipos de células inmunitarias y encapsular y liberar 

antígenos y otras moléculas inmunomoduladores para influir en la respuesta inmune 

del hospedero (Capellano et al., 2019). Las nanopartículas son capaces de dirigirse 

a las células presentadoras de antígenos (APC), tales como las células dendríticas 

y los macrófagos aumentando así la actividad inmunoestimuladora de la vacuna 

(Luo et al., 2017). Las partículas catiónicas (cargadas positivamente) tienen más 

probabilidades de inducir reacciones inflamatorias que las aniónicas (cargadas 

negativamente) y las neutras (Dobrovolskaia & McNeil, 2007; Capellano et al., 

2019). Otra consideración en la respuesta inflamatoria es mantener respuestas 

Th1/Th2, la reacción inflamatoria desencadenada por las células Th que dirigen y 

activan otras células inmunitarias como células B, T y macrófagos para secretar 

diferentes citocinas.  

Al ser administradas las nanopartículas, existe un rango óptimo para que estas 

migren a los ganglios linfáticos. Las más pequeñas (3-5 nm) son eliminadas por la 

sangre a los ganglios de derivación. Las más grandes son drenadas por el sistema 

linfático mediante dos vías: 1) Las células presentadoras de antígenos las pueden 

tomar en el lugar de inyección a través de fagocitosis y luego migrar a los ganglios 

linfáticos. 2) las nanopartículas se transportan a través de los vasos linfáticos 

directamente a los ganglios linfáticos. Sin embargo, se plantea la hipótesis de que 

las nanopartículas más grandes queden atrapadas más eficientemente por los 

ganglios linfáticos (Luo et al., 2017).  

En una inflamación, las células del sistema inmunológico se activan. Las células 

reconocen los patógenos (o cualquier sustancia extraña invasora) y desencadena 

una respuesta inflamatoria, que implica la secreción de moléculas de señalización 

(citocinas) para atraer más células y destruir la sustancia extraña. Las células del 

sistema inmune reconocen a las nanopartículas por sus propiedades superficiales 

y montan una respuesta inflamatoria; sin embargo, muchos de los eventos son 

todavía poco conocidos (Dobrovolskaia & McNeil, 2007); ya que el enlace de la 
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interacción entre las nanopartículas y las células inmunitarias están determinadas 

por varios parámetros intrínsecos de la nanopartícula, como el tamaño, la 

composición, 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. Además, reducen la concentración 

de antígeno y el número de inmunizaciones requeridas para la eficacia protectora, 

contribuyendo a que las vacunas sean más rentables (Figura 5) (Bonam et al., 

2017). 

El término "efecto adyuvante" se refiere a la administración conjunta de un antígeno 

con un factor microbiano específico para potenciar una respuesta inmune específica 

del antígeno in vivo: es decir, respuestas específicas de antígeno (O'Hagan & 

Valiante, 2003). Los componentes microbianos de los adyuvantes activan las 

células presentadoras de antígeno profesionales (APC, por sus siglos en inglés) 

para producir citocinas proinflamatorias, y para regular las moléculas esenciales 

para la presentación del antígeno. Estas moléculas incluyen el complejo mayor de 

histocompatibilidad (MHC) clase II (señal 1 específica del antígeno) y B7-1/2. Estos 

eventos del sistema inmune innato permiten una presentación más efectiva al 

sistema inmune adaptativo, lo que resulta en una activación aumentada y expansión 

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

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

cinco actividades inmuno funcionales: 

▪ Translocación de antígenos a los ganglios linfáticos donde pueden ser 

reconocidos por las células T. 

▪ Protección antigénica que permite una exposición más prolongada. 

▪ Reacción local mejorada en el sitio de inyección. 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1043661815001711#!
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▪ Inducción de la liberación de citoquinas inflamatorias. 

▪ Interacción con receptores de reconocimiento de patógenos (PRRs, por sus 

siglas en inglés) expresados principalmente en células profesionales y no 

profesionales del sistema inmunológico innato, específicamente receptores 

Tipo Toll (TLRs, por sus siglas en inglés) estos receptores reconocen una 

variedad de antígenos. Los TLR reaccionan con patrones moleculares 

asociados a patógenos específicos y activan vías de señalización, lo que 

lleva a la secreción de citocinas proinflamatorias y la activación de moléculas 

coestimuladoras. 

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

3.1 Quitosano y el Poli (ácido láctico-co-glicólico) 

El quitosano: 

También conocido como poli-D-glucosamina, es un polisacárido natural obtenido por 

la desacetilación de la quitina, el principal compuesto de exoesqueletos en 

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

partículas; ha demostrado una gran capacidad para estimular una respuesta inmune 
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adaptativa. Las nanopartículas de quitosano se han usado junto con un adyuvante 

de ADN para mejorar la inmunidad específica de algunos antígenos (Smith et al., 

2015). Los factores que favorecen la absorción y la fuerte estimulación de la 

respuesta inmune de las vacunas basadas en quitosano son sus características 

fisicoquímicas: tamaño, forma, carga superficial, componentes, su hidrofilicidad y 

lipofilia (Khademi et al., 2018). Las partículas de quitosano han sido ampliamente 

estudiadas para la administración oral de genes, vacunas y proteínas (Lu et al., 

2009). Los efectos favorables del quitosano son: 

1. Retiene al antígeno en el lugar de la inyección. 

2. La inyección subcutánea de solución de quitosano lleva a una expansión 

celular del 67% en los ganglios linfáticos locales, aumentando macrófagos y 

células NK.  

3. La capacidad del quitosano para formar un depósito de antígeno. La 

viscosidad a dos órdenes de magnitud más que el agua lleva al 

mantenimiento de más del 60% del antígeno inyectado durante una semana 

y más del 10% durante 11 días. 

Zaharoff et al., (2007) demostraron que el quitosano es capaza de exhibir dos 

características adyuvantes que son responsables de la mejora en la respuesta 

inmune. Primero, las inyecciones subcutáneas de solución de quitosano condujeron 

a una expansión de macrófagos y células NK del 67% en los ganglios linfáticos 

locales. La segunda característica que observaron fue la capacidad del quitosano 

para formar un depósito de antígeno. En su experimento el quitosano mantuvo un 

depósito de más del 60% de antígeno inyectado durante 1 semana y más del 10% 

de antígeno inyectado durante 11 días. Por lo cual, la retención de antígeno en el 

quitosano crea un escenario ideal para la vacunación: un depósito de antígeno en 

un sitio de inflamación que introduce las señales de peligro críticas y la 

coestimulación para generar una respuesta inmune adaptativa. 

Poli (ácido láctico-co-glicólico): 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0882401018305187#!


25 
 

Mejor conocido como PLGA es un poliéster sintéticamente producido similar al PGA 

compuesto por monómeros de láctidos y glicólidos que se degradan en ácido láctico 

biocompatible y ácido glicólico. Las nanopartículas de PLGA están bien estudiadas 

y se ha demostrado que estimulan una respuesta inmune. Una aplicación novedosa 

de estas nanopartículas inmunogénicas es la vacunación intranasal de cerdos, 

donde aumentan la respuesta inmune tanto humoral como celular (Smith et al., 

2015). Se ha sugerido que la administración conjunta de antígenos y adyuvantes en 

una formulación en partículas de liberación lenta aumenta la inmunogenicidad y la 

eficacia protectora. PLGA como vehículo de vacuna es un potente inductor de 

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

Uno de los atractivos asociados con el uso de nanopartículas de PLGA como 

sistema de administración de adyuvantes de vacunas se atribuye a que después de 

la inyección, las nanopartículas de PLGA pueden escapar rápidamente de los 

endolisosomas y transportar las cargas cargadas al citoplasma, evitando la 

degradación lisosomal en fragmentos nulos, y, por lo tanto, mejorando la eficacia de 

la administración 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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CAPÍTULO III 

 

III. JUSTIFICACIÓN  

La vacunación del ganado contra la tuberculosis bovina podría reducir la 

prevalencia, la incidencia y la propagación de la enfermedad en la población bovina, 

reduciendo el número de animales con lesiones, el número 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; Milián-Suazo et al., 2011; Cantó-Alarcón 

et al., 2013; Nugent et al., 2017; Ameni et al., 2018; Nugent et al., 2018). La 

capacidad de proporcionar estos beneficios dependería de la efectividad de un 

programa de vacunación en términos de la vacuna utilizada, la forma en que se 

implemente y la realización de una prueba de diagnóstico 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 

et al., 2012). Se ha llevado a cabo un extenso trabajo desde entonces para optimizar 

la dosis y la vía de administración. A pesar del trabajo en curso para desarrollar 

vacunas más 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; Cantó 

et al., 2013; Parlane & Buddle, 2015; Vordermeier et al., 2016; Arrieta-Villegas et 

al., 2018). 

La utilización de nanopartículas 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 diseminación 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 vacunación 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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CAPÍTULO IV 

 
 

IV. OBJETIVO GENERAL 

Determinar la eficacia de la cepa vacunal BCG, sola o en combinación con 

quitosano y PLGA, en la prevención del desarrollo de lesiones tuberculosas en un 

modelo caprino. 
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CAPÍTULO V 

 

V. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

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 concentración de IFN-γ en plasma sanguíneo.  

3. Determinar la eficacia de la vacuna sola o en formulación, a través del 

número de animales con lesión, el número de lesiones por animal y el tamaño 

de las lesiones. 
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CAPÍTULO VI 

VI. MATERIALES Y MÉTODOS 

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 área libre de tuberculosis. Los 

animales se asignaron al azar a cinco grupos experimentales de siete animales cada 

uno. A continuación, los animales se colocaron en unidades experimentales 

especialmente diseñadas para este propósito, 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 murió 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 

diagnóstico ID screen® para las muestras de suero y plasma (LABGENE Scientific 

SA, Châtel-Saint-Denis, Suiza). Un cuidador de cabras experimentado supervisó el 

seguimiento y la alimentación de los animales diariamente. Veterinarios 

experimentados de nuestro grupo de trabajo realizaron el manejo, prueba de 

tuberculina y muestreo de los animales experimentales. Se confirmó que todos los 

animales eran negativos a TB mediante la prueba de tuberculina de pliegue caudal 

y mediante el ensayo de interferón-gama (IFN-γ) (Bovigam, Prionics AG, Zurich, 

Suiza). 

6.2 BCG cepa vacunal Phipps (ATCC® 35744™) 

La cepa Phipps (American Type Culture Collection (ATCC®) 35744™) se seleccionó 

en función de los resultados de un estudio anterior en el que fue la más eficaz para 

brindar protección contra el daño patológico después de un desafío en ratones en 

el que se compararon 10 cepas de BCG (Castillo-Rodal et al., 2006). La cepa se 

adquirió de la Colección Americana de Cultivos Tipo (ATCC, Manassas, VA, EE. 

UU.). La reactivación del BCG se realizó de la siguiente manera: 300 mL de medio 
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de cultivo que contenía 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 autoclavó a 121 °C durante 

10 min. Después de la esterilización, se podía enfriar a 50–55 °C y luego se añadían 

30 ml de ADC (BD BBL Enrichment for Middlebrook) en una campana de flujo 

laminar. Este medio se incubó a 37 °C durante 48 h para verificar la 

esterilidad. Después de eso, el sedimento bacteriano original que contenía M. bovis 

se añadió la cepa BCG Phipps y se incubó a 37 °C durante 6 

semanas. Posteriormente, este se pasó a un medio Stonebrink y Lowenstein 

Jensen y se incubó 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 cultivó en cultivo enriquecido caldo Middlebrook medio 7H9 + 

ADC + 20% Tween 80. Se preparó 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 colocó en un 

matraz y se autoclavó a 121 °C durante 10 min. Una vez esterilizada, se dejó enfriar 

a 50-55 °C y luego se añadieron 100 mL de ADC con un filtro de jeringa Nalgene de 

0.2 μm en una campana de flujo laminar. El medio se incubó a 37 °C durante 48 h 

para verificar la esterilidad. Luego, se tomaron varias colonias de M. bovis de los 

medios de cultivo de reactivación 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 podía enfriar a 50–55 °C y luego se añadían 100 

ml de ADC esterilizado con un filtro de jeringa Nalgene de 0.2 μm en una campana 

de flujo laminar. Este medio se incubó a 37 °C durante 48 h para verificar la 

esterilidad. Aproximadamente a las 4 semanas, se observó el crecimiento de 

colonias. Luego, estos cultivos se centrifugaron (20 min × 1008 g) y se añade a una 

solución (SPGA) a una concentración de 1:1 con PBS estéril para la separación 
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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 suspensión de quitosana se preparó a una concentración 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 ácido 

acético a pH 6. Se utilizó un medio de cultivo BCG Middlebrook 7H9 para el 

recubrimiento con quitosano BCG. Primero se centrifugó (10 min × 1008 g); luego, 

el sedimento se lavó dos veces con NaCl al 0.9 % y se sonicó en un baño de agua 

durante 10 min para separar las bacterias agrupadas. La suspensión obtenida se 

pasó 10 veces a través de una aguja 23-G para romper los agregados 

bacterianos. Durante este paso, se añadió la solución de quitosano (0.5 mL/mL) y 

se mantuvo en un agitador orbital durante 20 min. La nueva solución se lavó dos 

veces con NaCl al 0.9 % y se pasó una vez más a través de una aguja de 23 G para 

separar las bacterias recubiertas. Esta suspensión bacteriana se añadió al medio 

de cultivo Middlebrook 7H9 + ADC + glicerol y se dejó en incubación durante 4 

semanas. Para verificar que el quitosano es inocuo para los bacilos BCG in vitro, se 

realizó una prueba de viabilidad bacteriana cultivando BCG y quitosano BCG 

recubiertos en un medio Middlebrook 7H9 + ADC + glicerol. Al día 31, se obtuvieron 

muestras de 100 µl del medio de cultivo para microscopía electrónica de barrido. Las 

suspensiones recubiertas de quitosano BCG y BCG se aislaron en un medio sólido 

Stonebrink mediante diluciones seriadas que oscilaban entre 101 –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 Obtención de filtrado de cultivo proteico y encapsulamiento FCP-PLGA 

La cepa de campo obtenida de una lesión de ganglio linfático de vaca se cultivó en 

medio sólido 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 centrifugó durante 10 min a 1008 g. El sobrenadante pasó 
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tres veces a través de un filtro de jeringa Nalgene de 0.2 μm y luego se transfirió 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 cuantificación de proteína se 

realizó con el reactivo de Biuret (reactivo MEYER TG1118618) para una 

concentración final de proteína CFP de 1250 μg/μL. 

La encapsulación de la CFP se realizó con 1 mL de CFP en 3.7 mL de una solución 

al 3 % de Poli(lactico-co-glicolico) (75:25; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.) y 

cloroformo, que luego se agitó en un vórtice durante 1 min para formar la primera 

emulsión. A esta emulsión se le añadió poli (alcohol vinílico) (PVA; Sigma-Aldrich, 

St. Louis, MO, UA; 87–89 % hidrolizado) al 10% en una proporción de 1:1 y se 

mantuvo bajo agitación magnética durante 24 h. Luego se agitó en un PowerLyzer 

(2800 G con dos ciclos de 0.45 s y un descanso de 0.30 s) y se centrifugó durante 

10 min a 11200 g. Se eliminó el sobrenadante para cuantificar la proteína no 

encapsulada con un reactivo de Biuret. El sedimento se lavó tres veces con agua 

destilada durante 5 min a 11200 g. Finalmente, se suspendió en PBS estéril. Se 

tomó una muestra de 100 µL para barrido con microscopía electrónica. Las 

formulaciones de refuerzo de CFP se prepararon con 900 μL de CFP y 100 μL de 

adyuvante (MontanideTM) 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 Vacunación, refuerzo y desafiío 

Los animales se asignaron mediante un diseño experimental completamente al azar 

en cinco grupos experimentales (cuadro 1). Los grupos vacunados se inocularon 

por vía subcutánea en el lado derecho del cuello con una dosis de 1 × 103 CFU y el 

BCG recubierto con quitosano a 1 × 102 células en un diluyente de 2 ml en la semana 

uno. Los grupos reforzados se inocularon por vía subcutánea 4 semanas después 

de la vacunación primaria con BCG con 720 μg/μL de CFP inoculados con los 

diferentes protocolos de refuerzo. Se determinó 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 



34 
 

adyuvante utilizado fue MontanideTM al 10% de la fórmula utilizada. El inóculo de 

desafío se preparó con una fase logarítmica media de M. bovis de tipo 

salvajecrecido en Stonebrink + medio de cultivo de piruvato. La cepa de desafío se 

recolectó de los ganglios linfáticos de una vaca en 2010 en México y se mantuvo en 

glicerol a -70 °C. Los bacilos se sedimentaron por centrifugación a 750 g y se 

lavaron dos veces con solución salina tamponada con fosfato (PBS; 0.01 M, pH 

7.2). A continuación, se homogeneizó en PBS y se agitó con perlas de vidrio 

continuamente a 200 rpm durante 1 h. El homogeneizado se filtró en condiciones 

estériles dos veces a través de un filtro de jeringa de 40 µm y se diluyó a las dosis 

establecidas (1 × 106 CFU) en 0.5 mL de PBS. Los cabritos sedados con 0.25 mg/kg 

de xilaxina se expusieron mediante inoculación directa en la tráquea con una jeringa 

de 3 ml (23 G × 25 mm). 

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

 

6.7 Muestreo y estimulación sanguínea 

Se recolectaron muestras de sangre para el ensayo de liberación de IFN-γ 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 µL de la sangre total de cada animal en microplacas por duplicado 

con 50 mL de cada antígeno; es decir, derivado de proteína purificada bovina (PPD) 

y PPD aviar. Se utilizó PBS como control negativo para cada animal analizado y 50 

ml de mitógeno de hierba carmín en una solución de concentración de 1 mg/ml 

(Sigma-Aldrich, Gillingham, Reino Unido) como control positivo. A continuación, las 

microplacas se incubaron en una solución humidificada con CO2 al 5%, incubada a 

37 °C durante 20 h. Se emplearon las densidades ópticas (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 liberación de IFN-γ en cultivos de sangre completa después 

de 16 h in vitro se realizó en un kit comercial de ensayo inmunoabsorbente ligado a 

enzimas de microplaca de IFN-γ bovino (ELISA; Bovigam®; Prionics AG, EE. UU.). 

 
Figura 7. Cronograma experimental. Toma de muestras sanguíneas desde el inicio del 
experimento hasta la matanza de los animales, incluidas las fechas de vacunación, refuerzo 
y el desafío de las cabras. 

6.8 Matanza y clasificación de lesiones 

Aproximadamente 6 meses después del desafío, los animales experimentales se 

enviaron al matadero para la inspección de la canal y la puntuación de las lesiones 

y para la recolección de muestras de tejido para análisis histopatológicos y 

microbiológicos. Los animales fueron sacrificados por electro insensibilización 

siguiendo las Directrices de la NORMA Oficial Mexicana NOM-033-ZOO-1995, 

Sacrificio humanitario de los animales domésticos y silvestres. Los criterios para la 

puntuación 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 puntuación del 

animal completo se basó en la magnitud del daño tisular en los órganos afectados 

y las características de las lesiones. Para determinar la presencia y magnitud de las 

lesiones, se extrajeron y seccionaron cuidadosamente todos los órganos. Se 

extirparon los ganglios linfáticos completos; la mitad de estos se congeló para el 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8068168/table/animals-11-01046-t002/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8068168/table/animals-11-01046-t002/
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análisis bacteriológico y la mitad restante se colocó en una solución tampón de 

formalina al 10 % para el análisis histopatológico. Además, se recogieron unos 

cuatro centímetros cuadrados del lóbulo pulmonar craneal de todos los animales 

para análisis bacteriológicos e histopatológicos. Con el fin de realizar una 

inspección cuidadosa de las canales, los animales fueron sacrificados durante un 

período de 2 semanas, seleccionándose al azar un animal de cada grupo 

experimental al mismo tiempo. La inspección de la canal se centró en los ganglios 

linfáticos de la cabeza (retrofaríngeos), tórax (mediastínicos y traqueobronquiales), 

abdomen (mesentéricos), pulmones e hígado. En el momento del sacrificio, el 

número y el grupo de tratamiento de los animales fueron cegados al veterinario que 

puntuó las lesiones. 

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

 

 

6.9 Análisis estadístico 

La concentración promedio de IFN-γ (datos sin procesar de OD) por grupo 

experimental para cada período de muestreo se comparó con una prueba de 

análisis de varianza (ANOVA) unidireccional. Las puntuaciones medias de las 

lesiones por grupo se compararon con el estadístico H en la prueba de Kruskal-

Wallis. Se consideró significativo un valor de p ≤0.05. Se determinó una relación 
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entre el número de lesiones y las puntuaciones de las lesiones animales con el 

coeficiente de correlación de Spearman. Todos los análisis estadísticos se 

realizaron con el software estadístico SPSS versión 22. 
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CAPÍTULO VII 

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 realizó una prueba de viabilidad bacteriana. La figura 8 muestra los resultados 

de esta prueba, la cepa Phipps de BCG alcanzó su fase logarítmica de crecimiento 

intermedio en el segundo día de incubación, y su fase estacionaria a los tres días, 

que mantuvo hasta 16 días de incubación. Posteriormente, hubo un aumento en el 

crecimiento bacteriano en el día 20 al día 28, que disminuye el día 31. La cepa 

Phipps de BCG con quitosano alcanzó la fase logarítmica a los ocho días de 

incubación, y la fase estacionaria a los nueve días, que permanece estable hasta 

los 12 días, luego hay un aumento en el crecimiento bacteriano hasta el día 26 y 

luego disminuye. Este resultado muestra que el bacilo BCG sobrevive a pesar de 

estar cubierto con quitosano con nuestra preparación. 

 
Figura 8. Viabilidad bacteriana de BCG y BCG + quitosano en medio 7H9. 
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7.2 Microscopia electrónica de barrido (SEM) de BCG y BCG + Quitosano 

Los cultivos de M. bovis se analizaron bajo el microscopio después del día 31 de 

crecimiento se compararon las bacterias por microscopia de barrido, en la Figura 9a 

se puede observar la morfología de los bacilos de BCG a 15 000 X, los cuales se 

observan diferentes morfológicamente a los bacilos que se encuentran recubiertos 

con quitosano, el quitosano hace que los bacilos se vuelvan más nítidos al ser 

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

 
Figura 9. Imágenes SEM de la comparación de BCG sin recubrimiento y BCG recubierto 

con quitosano. En SPGA lavado con PBS en membrana de filtro de 0.22 µm observado a 

15,000 X (a) BCG no recubierto, (b) BCG recubierto con quitosano. 

 

7.3 Microscopía electrónica de barrido del PLGA y CFP con esferas de PLGA 

Las esferas se produjeron mediante la técnica de evaporación de solventes de doble 

emulsión w/o/w descrita anteriormente. El tamaño de las esferas se analizó 

mediante SEM. 

Se usó SEM para verificar que la formulación produjera partículas porosas con una 

morfología esférica. Se observaron en microscopio muestras de capsulas vacías 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 encapsulación del 80%. 
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Figura 10. Imágenes SEM de la comparación 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, 1 y 2 µm respectivamente. 

 

 
Cuadro 3. Tamaño de las esferas y eficacia de encapsulación del FCP. 

 

 

Formulación

Diámetro 

promedio 

protocolo 1 

(µm)

Diámetro 

promedio 

protocolo 2 

(µm)

Tiempo 

promedio de 

degradación a 4 

° C protocolo 1 

(días) 

Tiempo 

promedio de 

degradación a 4 

° C protocolo 2 

(días) 

Encapsulación 

protocolo 1 

(%)

Encapsulación 

protocolo 2 

(%)

Esferas de PLGA 

vacías
20 2

Esferas de PLGA 

con FCP
6 2 5 7 60 83.3

Esferas de PLGA 

con FCP 

cubiertas con 

quitosano

1 7 83.3

Esferas de PLGA 

vacías cubiertas 

con quitosano

0.5 7
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Al momento de la inoculación del refuerzo, los animales con PLGA mostraron dolor, 

motivo por el cual se les inoculó con lidocaína, los otros grupos no mostraron 

ninguna reacción. 

7.4 IFN-γ 

En la prueba in vitro de liberación de IFN-γ en sangre total, no se observó diferencia 

estadística entre los grupos vacunados y el control en las semanas 1 a 3, y luego 

en las semanas 23 y 27 (p>0.05). Sin embargo, la liberación de sangre de IFN-γ fue 

significativamente mayor en los grupos vacunados de la semana 7 a la semana 21 

y 28 (p <0.05). Luego, no se observó diferencia significativa nuevamente en la 

semana 29 (p> 0.05). Se observa un incremento de IFN-γ en la semana cuatro, dos 

semanas después de la vacunación con BCG, luego en la semana 11, seis semanas 

después del refuerzo. La liberación de IFN-γ se observó en la semana 19; tres 

semanas después del desafío 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). 

 
Figura 11. Respuesta de IFN-γ específica de antígeno en cabras después de la 
vacunación y desafío con una cepa de campo de M. bovis. PPD-B se utilizó en la 
estimulación de sangre total in vitro. Los valores de liberación de IFN-γ por grupo se 
expresan como densidades ópticas medias (D.O. 450nm). 
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7.5 Lesiones en los animales 

El número y el porcentaje de animales con lesiones por grupo se encuentran en el 

cuadro 4. Se observó una diferencia significativa (p <0.05) entre los grupos 3 y 4 

frente a los grupos 1, 2 y 5. 

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

 
* Lesiones en pulmón y/o linfonodos (retrofaríngeos, 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 

específicas 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 mostró diferencias estadísticas entre el grupo de control (6.3 ± 3.2) y el 

grupo 2 (3.0 ± 2.2) (p> 0.05); sin embargo, fue estadísticamente diferente (p <0.05) 

del resto de los grupos vacunados. No se observó diferencia estadística entre los 

grupos vacunados (p> 0.05). Las puntuaciones medias más bajas, en orden 

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

 
** Las medias con literales similares no son estadísticamente diferentes en 

una prueba de Tukey HSD (p> 0.05). 

 

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

a) Sin lesiones visibles (puntaje 0). 

b) Lesión tuberculosa purulenta focal pequeña en el lóbulo craneal 
pulmonar (puntaje 2) 

c) Lesión tuberculosa purulenta de tamaño medio en el lóbulo craneal 
pulmonar (puntaje 4). 

d) Gran lesión tuberculosa purulenta en el lóbulo craneal pulmonar 
(puntaje 6). 

e) Pequeña lesión tuberculosa que cubre toda la superficie del parénquima 
pulmonar y lesión purulenta de tamaño mediano en el lóbulo craneal 
pulmonar (puntaje 8). 

f) Lesión tuberculosa pequeña que cubre todo el parénquima pulmonar y 
lesión grande en el lóbulo 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, c) puntaje 4, d) puntaje 6, e) puntaje 8 y f) puntaje 
10. 

La relación entre la concentración sanguínea de IFN-γ en la semana previa al 

desafío y los puntajes de las lesiones se encuentran en la figura 12. La correlación 

negativa entre esas variables no fue significativa (r = -0.250, p = 0.16); sin embargo, 

los animales con alta concentración de IFN-γ tuvieron valores de puntaje de lesión 

más bajos. 
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Figura 13. Relación entre la liberación de IFN-γ en sangre una semana antes del desafío 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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CAPÍTULO VIII 

 

VIII. DISCUSIÓN 

La eficacia experimental de BCG para reducir el daño patológico 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 vía de la inoculación (Vordermeier et al., 2006) juegan un papel. En 

este estudio, utilizamos la cepa Phipps porque mostró una mejor protección que 

otras cepas de BCG en un modelo de ratones (Castillo-Rodal et al., 2006). Sin 

embargo, la mayoría de los estudios han utilizado las cepas Pasteur o Danisa y no 

encontraron diferencias en la protección (Ameni & Tibbo, 2002; Skinner et al., 2003; 

Cai et al., 2006; Wedlock et al., 2007). En cuanto a la dosis de vacuna (1 × 103 CFU 

para BCG sola y 1 × 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 súbita de los animales y tener la 

oportunidad de evaluar cuánto tiempo duró la inmunidad en los animales 

vacunados. En base al alto nivel de daño patológico 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 inoculación para probar la eficacia de la vacuna 

(Buddle et al., 2003a; Palmer et al., 2007). En este experimento, utilizamos la vía 

subcutánea (sc), porque, como otros propusieron, creemos que sería la vía más 

práctica si se aprobara una vacunación 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 vacunación (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 desempeño 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 más un adyuvante sin polímeros agregados, exhibió el mejor desempeño en la 
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prevención del daño patológico, lo que sugiere que este protocolo es suficiente para 

reducir la enfermedad y, en consecuencia, la diseminación 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 formación de esferas y la cantidad de polímero 

podrían influir en la capacidad de encapsulación, liberación e inmunogenicidad del 

producto. En nuestros resultados, observamos que el quitosano al 0.001 % hace 

que los bacilos se vuelvan más nítidos cuando pasan a través del haz de luz. El 

SEM reveló diferencias entre M. bovis BCG recubierto y no recubierto, es posible 

observar que la mayor influencia en la morfología (la presencia de quitosano como 

biofilm modifica morfológicamente la bacteria, haciéndola más delgada en 

comparación con la que no tiene quitosano) de la película se debe a la presencia 

del quitosano generando cierta adherencia en las películas que se puede apreciar, 

ya que el quitosano es fácilmente procesable en fibras y películas a partir de una 

solución acuosa ácida, la presencia del solvente lo modifica, pero eso es un 

secundario factor. El SEM de los bacilos BCG sin recubrimiento mostró la presencia 

de seis bacilos con una longitud y un ancho promedio de 1.8 y 0.5 µm. El SEM de 

los bacilos BCG recubiertos mostró la presencia de seis bacilos con una longitud y 

un ancho promedio de 1.3 y 0.5 µm. Channarong et al. (2011) desarrollaron una 

vacuna de ADN que contiene liposomas recubiertos de quitosano cargados con 

polyplex (PLL); usando concentraciones de solución de quitosano al 0.05 %, 0.1 % 

y 0.2 % p / v. Observaron que los tamaños de los liposomas recubiertos aumentaban 

al disminuir el pH debido a la agregación de las partículas en la formulación. Usamos 

solo una concentración de solución 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 vacunación al menos tan intensa como la observada en los 

animales adultos, así como una disminucipon significativamente del número de 

tejidos con lesiones y la extensión patológica 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 vacunación con BCG no indujo inmunidad 

absoluta, pero sí moderó la gravedad de la infección (Francis, 1947). 

Nuestros resultados muestran que los protocolos de vacunación con BCG y refuerzo 

con proteínas tienen el potencial de reducir la diseminación de la TB en las 

poblaciones animales al reducir el daño patológico en los vacunados. Esto apoya la 

hipótesis de que las vacunas, incorporadas a los actuales programas de control, 

podrían ser útiles para acelerar la eliminación de esta enfermedad en rebaños 

infectados. Nuestro grupo de trabajo ahora está preparado para pasar al siguiente 

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

 

IX. CONCLUSIÓN 

Se demostró 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 días en 

refrigeración, lo que permite mantenerlas almacenadas el tiempo suficiente para su 

uso posterior en la preparación y aplicación de las vacunas. Se demostró también 

que la vacunación con BCG, sola o recubierta con quitosano, en combinación con 

refuerzo de FCP, solo o con PLGA y/o quitosano, tiene el potencial de reducir la 

diseminación de la tuberculosis en el ganado al reducir el número de animales con 

lesiones, el número de lesiones por animal, y el tamaño 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, aún están pendientes las pruebas de campo a gran escala en hatos 

comerciales. 
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