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0.Llistat d’acronims

AP: Anatomia Patologica

APC: Cel-lules presentadores d’antigen

BCG: Bacil de Calmette-Guerin

CTRL: Control

DTH: Hipersensibilitat de tipus retardat

ECDC: European Center of Disease Control and Prevention. Centre Europeu de Control i Prevencié de Malalties
EFSA: Autoritat Europea de Seguretat Alimentaria

ELISA: Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay

IDT: Intradermotuberculinitzacié

IL: Interleuquina

IRTA-CReSA: Institut de Recerca i Tecnologies Agroalimentaries-Centre de Recerca en Sanitat Animal.
HIV: Virus de la immunodeficiencia humana

MDR: Multi-drug resistance. Resistéencia a més d’un farmac
OIE: Organitzacio Mundial de Sanitat Animal

OTF: Oficially Tuberculosis Free

PCR: Prova de la reaccié en cadena de la polimerasa

PPD: Derivat Proteic Purificat

OMS: Organitzacié Mundial de la Salut

RNIs: Espécies reactives de nitrogen

ROIs: Espécies reactives d’oxigen

SDPV: Servei de Diagnostic de Patologia Veterinaria

SIDA: Sindrome d’immunodeficiéncia adquirida

TB: Tuberculosi

TFN-a: Factor de necrosi tumoral a

TGF-B: Factor de creixement transformant

XDR: Extensively drug resistance. Resisténcia amplia a farmacs

ZN: Ziehl-Neelsen



1. Resum

L'objectiu d’aquest estudi va ser evidenciar diferéncies, pel que fa a la capsula fibrosa, entre els
granulomes petits d’animals vacunats amb BCG (posteriorment inoculats amb M.caprae) i d’animals
control (també inoculats amb M.caprae) mitjangant la tincid tricromica de Masson, que permetessin
explicar I'evolucié diferent de la lesié tuberculosa en cada grup. Es van utilitzar 12 animals, 6
vacunats i 6 no vacunats (controls), en la infeccié experimental, i a partir d’aquests es van obtenir els
talls histologics de parenquima pulmonar, per a l'avaluacié de la capsula dels granulomes
tuberculosos (o tubercles). Per a la realitzacido d’aquesta es van tenyir els talls amb la tincié de
Masson i es va avaluar qualitativament la preséncia de capsula i la localitzacié dels granulomes i
semiquantitativament el gruix de la capsula i la preséncia d’estroma, dividint els granulomes en dos
grups en funcié de la seva mida: de menys d’1 mm de diametre i d’1 a 5mm de diametre. Es va
observar major grau de no encapsulament en granulomes d’animals no vacunats que en vacunats,
tant en granulomes de menys d’1 mm de diametre com en granulomes d’1 a 5mm de diametre. A
nivell individual es va observar que hi havia 3 dels 6 animals control que no estaven encapsulant la
majoria dels granulomes d’entre 1 i 5mm de diametre, mentre que en el grup de vacunats només hi
havia un animal poc encapsulador. Pel que fa a gruix de capsula, es va observar un fenomen
semblant, amb els animals vacunats encapsulant amb més capes els seus granulomes que els
controls. Quant a la presencia d’estroma, es va observar que els animals BCG en tenien més en els
granulomes petits (<1Imm) que els animals control, mentre que ens els grans no hi va haver
diferéncies entre grups. Finalment, pel que fa a la localitzacid, es va observar que independentment
del tractament rebut pels animals, els granulomes propers a estructures riques en fibrocits (pleura,
septes, vasos sanguinis, bronquis) estaven més encapsulats que els que estaven enmig del
parenquima pulmonar. Hi va haver diferéncies individuals entre animals del mateix grup, en ambdods
grups, amb alguns animals molt encapsuladors i amb molt estroma i d’altres que no van encapsular
gens. La vacuna BCG promouria la fibrosi dels granulomes i aquest fet ajudaria a contenir millor les

lesions, tot i que hi hauria altres mecanismes de control del granuloma.



2. Introduccio

2.1 La tuberculosi

La tuberculosi és una malaltia infecciosa granulomatosa cronica que afecta una gran varietat

d’espécies animals terrestres i marines, domestiques i salvatges, i I'espécie humana.

Els bacteris causants de la malaltia formen part del génere Mycobacterium i sén bacils gram positius,

aerobis estrictes , acid-alcohol resistents, immobils i no esporulats.1

Les especies de micobacteris que causen la tuberculosi s’engloben dins I'anomenat complex
Mycobacterium tuberculosis i sén les seglients: M.tuberculosis, M.bovis, M.africanum,* M.caprae,
M.orgys, M.microti, M.canetii,’> M.avium ssp avium," M.suricattae, M.pinnipedii i M.mungi. A
excepcié de les tres uUltimes, M.suricattae, M.pinnipedii i M.mungi,® totes poden infectar i produir

tuberculosi a les persones.

2.1.1 La TB en persones

La tuberculosi humana és una de les malalties més antigues que es coneixen en les persones®” i esta
causada principalment per Mycobacterium tuberculosis, tot i que també sdn zoonotiques les especies

M.bovis, M.africanum, M.caprae, M.orgys, M.microti, M.canetii i M.avium ssp avium.

La seva aparicié en I'espécie humana data del Neolitic, cap a I’any 9000 aC,°® i s’explicaria per la
domesticacié dels bovids, que haurien transmes el micobacteri a les persones.>’ La tuberculosi
animal seria molt més antiga, i hauria aparegut fa uns 20000-35000 anys.” Quant a la seva
propagacio per tot el méon, Maradona Hidalgo al seu llibre Tuberculosis. Historia de su conocimiento
I’explica per dos fets que es van produir a les societats neolitiques d’arreu: acumulacié d’'un nombre
important de persones en un mateix lloc i estret contacte (domesticacid) d’aquestes amb animals

domestics.®

A partir d’aquest moment, doncs, se suposa que hom ha conviscut amb la malaltia. Hi ha evidéncies
de la preséncia de la tuberculosi al llarg de la historia, des de societats arcaiques com I'antic Egipte,
del qual s’han trobat momies de més de 4.000 anys d’antiguitat amb un quadre de tuberculosi
vertebral (o mal de Pott)” o la Grécia classica, de la qual daten sinonims de la malaltia que han fet
fortuna com tisi o consumpcié (en referéncia, ambdds, al quadre clinic d’extrem esgotament i

desgast fisic que provocava la malaltia en els seus estadis més avangats)® fins al mén contemporani.

Dos moments culminants de I'estudi de la tuberculosi foren els protagonitzats pel microbioleg Robert

Koch: en primer lloc, la conferencia que va fer sobre I'etiologia de la tuberculosi (vigent des
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d’aleshores) I'any 1882 a I'Institut de Fisiologia de la Universitat de Berlin®i, en segon lloc, la creacid,
I’any 1890, d’una prova diagnostica que actualment encara és ampliament utilitzada, la tuberculina.’
Una tercera fita en la historia de la tuberculosi fou la creacid, a partir de M.bovis, de la primera
vacuna contra la malaltia el 1919, anomenada BCG o Bacil Calmette-Guerin.® Cal dir que la BCG és,
des d’aleshores, I'inica vacuna antituberculosa que existeix. Es per aixd que, tot i les dades
contradictories pel que fa la seva eficacia protectora, se segueix administrant a uns 100 milions de

nens cada any.’

Al tractament eficag s’hi va arribar a mitjan segle XX, quan es crea la estreptomicina a partir del fong
Streptomyces griseus (1944) i, sobretot, quan es desenvolupa i popularitza la isoniazida (1952), que

rapidament va convertir la tuberculosi en una malaltia curable en la major part dels casos.’

Actualment la tuberculosi humana és una malaltia en clar descens, tot i que segueix ben present

arreu del mén; practicament tots els paisos del planeta en tenen casos, encara que certament és una

malaltia circumscrita a les regions menys desenvolupades del mén,™® com I’Africa subsahariana i el

sud-est asiatic (Fig.1). L'any 2015, el 85% de les 1.800.000 persones que s’estima que van morir a
P ) . 11 . A

causa de la tuberculosi vivien a alguna d’aquestes dues regions. ~ Especialment sagnant és el cas del

continent africa, que a banda de ser el que més casos de tuberculosi té, també és el que més en té de

SIDA/HIV (un 12% -37% a I’Africa- dels morts per TB son infectats pel VIH)."
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Figura 1: Incidéncia per paisos estimada de tuberculosi humana per cada 100.000 habitants durant
I’'any 2015 (extret del Global Tuberculosis Report 2016 de I'OMS)

A Espanya la tuberculosi humana és una malaltia en retrocés; la incidéncia per cada 100.000
habitants i per any ha passat de prop de 22 I'lany 2000 a 12 l'any 2015, i la mortalitat per cada
100.000 habitants i per any en el mateix periode de temps s’ha reduit a la meitat, de 1,5 a 0,7.* En
percentatge de nombre de casos, Espanya és el pais de la Unid Europea que més ha reduit la

presencia de la malaltia any rere any des de 2010 fins a 2015 (un 38,3%) i ha passat dels 6.798 casos
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que tenia I'any 2010 als 4191 de I'any 2015.* Tot i aixi, els nivells de la malaltia superen els de paisos

veins com Franca, Alemanya o Italia.”

Catalunya és el territori de I'estat espanyol amb més casos de tuberculosi, segons les dades més
recents (de 2014), amb un 22,5% del total.” De tots els casos detectats a Catalunya, un 1,4% foren
causats per micobacteris zoonotics (1,1% per M.bovis i 0,28% per M.caprae)'®. Al seu torn, Barcelona
és la regid sanitaria de Catalunya que més casos registra, amb un 66% del total de casos el 2014 i un

68% el 2015.*°

2.1.2 La TB en animals

2.1.2.1 La TB en bovins

La tuberculosi al bestiar bovi esta principalment causada per M.bovis, I'agent etiologic principal de la
malaltia anomenada tuberculosi bovina® que tot i tenir en el bestiar bovi el seu veritable hoste'” s’ha
aillat i descrit en una gran varietat de mamifers terrestres i marins.'® També causen tuberculosi en

bovi M. tuberculosis*® i M.caprae.”

La tuberculosi bovina és una malaltia infecciosa cronica que es manifesta a llarg termini (mesos,
anys) i que pot arribar a causar la mort, tot i que també és possible que no s’arribi a manifestar mai i
romangui com a infeccié latent?’. La via d’infeccié habitual i la més efectiva és 'aerogena,” tot i que
els vedells i I'especie humana també poden infectar-se per ingestié de llet crua d’animals (bovins)
infectats. Altres vies menys habituals sén fomites, ingestié de pastures o aigua contaminada,

23
|

transmissid vertical® i ingestié de restes de canals bovines contaminades.”

La via d’infeccié determina la forma clinica que manifestara I’animal.” Aixi, la inhalacié del bacil
produeix I'anomenada tuberculosi pulmonar, que es caracteritza primerament per I'aparicié del
complex primari respiratori”®. El complex primari respiratori, també conegut com a complex de Ghon,
és una lesié dual de manifestacid pulmonar, en forma de petit nodul broncopneumonic de color
blanquinds,”® i que també involucra els nodes limfatics locals, amb I'aparicié de granulomes
(habitualment encapsulats) que contenen pus i que poden calcificar-se?!. Si 'animal no és capac de
retenir la infeccié al complex primari, aquesta pot escampar-se pel pulmé i formar més noduls, o
generalitzar-se pels vasos limfatics i sanguinis afectant qualsevol organ del cos® i donant lloc a la
tuberculosi generalitzada o miliar, en la qual veiem nodulacions (o tubercles) a diferents organs, com
el ronyo, el fetge i la melsa®® i nodes limfatics associats.? D’altres localitzacions del bacil sén les

meninges, cavitats seroses i glandula mamaria.”

En cas d’ingestid, el quadre patologic és principalment intestinal, amb augment de mida dels nodes
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limfatics mesenterics, que a més presenten nodulacions granulomatoses similars a les dels nodes
limfatics respiratoris,”' tot i que també pot acabar generalitzant-se i donar lloc a la tuberculosi

miliar.?®

La simptomatologia de la tuberculosi sol ser molt inespecifica i moltes vegades no es manifesta fins
que I'animal esta en un estadi molt avangat.” Signes clinics habituals sén debilitat, pérdua d’apetit i
de pes, febre fluctuant, limfadenomegalia, diarrea,® apetit capriciés i davallada de la produccié,4
normalment acompanyats de clinica respiratoria com tos cronica. En cas d’afectacié pulmonar molt
severa, pot presentar-se dispnea, taquipnea, crepitacions i sibilancies pulmonars.”! Altres
manifestacions menys habituals sén problemes reproductius, tals com metritis, vaginitis,

avortaments, infertilitat i mamitis.**

La tuberculosi bovina és una malaltia de declaracié obligatoria a I'OIE que ha estat erradicada
d’alguns paisos com Noruega, Finlandia, Suécia, Dinamarca, Letonia, Estonia, Canada, Jamaica,
Singapur, Australia, Islandia, Barbados, Israel.”® Als paisos desenvolupats té una incidéncia minima,
atesa I'amplia implantacié dels programes d’erradicacié” basats en testatge i sacrifici de positius. A
tall d’exemple, és molt il-lustradora la Figura 2, on s’observa que la tuberculosi bovina és una malaltia
que és a prop de desapareixer a la practica totalitat de I'Europa central (Fig.2), on la majoria d’estats
son OTF, és a dir, que en els Ultims 6 anys han tingut una prevalenga de TB en ramats inferior al
0,01%.%® Als paisos en desenvolupament, en canvi, s’estima que la incidencia de la malaltia esta

augmentant, en part a causa de I'abséncia de programes d’erradicacié.”
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Figura 2: Prevalenga maxima de tuberculosi bovina en ramats a les comarques espanyoles, I'lany 2015. (extret
de la pagina de Tuberculosi bovina del web del Ministerio de Agricultura, Pesca, Alimentacion y Medio
Ambiente)

A Espanya, les dades més recents (2015) indiquen la tuberculosi bovina segueix present a totes les
comunitats autonomes (excepte les llles Canaries), amb especial atencié a Extremadura i les

provincies més occidentals de Castella-la Manxa i Andalusia (Fig.3).

Pel que fa a Catalunya, durant I'lany 2015 només 8 de les 42 comarques van tenir una prevalenga de

tuberculosi superior a 0.
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Figura 3: Estatus de la tuberculosi bovina a Europa 'any 2015. (extret de I'EFSA Journal 2016)



2.1.2.2. La TB en petits remugants

La tuberculosi en petits remugants és una malaltia que sol estar causada per M.bovis i M.caprae,®***

19,32,33 .

tot i que també s’ha observat malaltia causada per M.avium ssp avium i M.tuberculosis,”** L

a
preséncia de la malaltia en I'ovella i la cabra s’atribueix principalment al contacte d’aquestes espécies
amb ramats de bovins infectats, alhora que sembla clar que els petits remugants poden tenir un

35,36

paper important en la transmissid a I'especie bovina. La manifestacié de la malaltia en petits

remugants és molt semblant a la de I'espécie bovina.”

La tuberculosi en petits remugants no apareix a la llista de malalties de I'OIE del 2017, i, en
conseqliéncia, tampoc esta subjecta a cap campanya d’erradicacid. Aquest fet, unit a I'evidéncia
cientifica que assenyala els petits remugants com a potencials mantenidors i fins i tot reintroductors
de la malaltia en bovi,<sup>35,36</sup><sup>35,36</sup> fa necessdria la recerca de metodes de

control de la tuberculosi en aquests animals.

2.1.2.3. La TB en fauna silvestre

La tuberculosi és una malaltia present a la fauna silvestre, que pot infectar una gran varietat

38,39 40,41

d’especies de les cinc classes de vertebrats: aus,”” amfibis, peixos, mamifers,?’ i réptils.42

A Europa, les especies que més preocupen com a potencials reservoris silvestres i reintroductors de
la malaltia (per M.bovis) a la fauna domestica sén el porc senglar, del qual es reporten prevalences
altes de tuberculosi bovina arreu d’Europa® els cérvids (sobretot el cérvol comu i la daina) i el

teixd.*™ A Espanya i Catalunya es considera que, sobretot el senglar, tot i que també els cérvids,

346748 piferents estudis han xifrat la

son les espécies que podrien mantenir la tuberculosi a la natura.
prevalenca de tuberculosi (causada per M.bovis) en senglar en un 46-52%,**° en daina en un 18% i

en cérvol comu en un 27% en algunes parts d’Espanya.*®

2.1.3. Diagnostic

2.1.3.1. IDT

La IDT és la tecnica per diagnosticar la tuberculosi utilitzada a les granges (tant de bovi com de petits
remugants) de manera rutinaria i alhora I'oficial a I'hora d’obtenir qualificacions sanitaries.”
N’existeixen dues variants: la IDT simple o IDTBS, que té per objectiu detectar la tuberculosi en els
animals,”” i la IDT comparada o IDTBC, que és una prova més especifica que permet el diagnostic
diferencial amb altres micobacteris,” principalment M.avium ssp paratuberculosis. Les dues tenen un

fonament immunologic comu i una metodologia molt semblant.

El fonament immunologic del test és I'avaluacid de la reaccié d’hipersensibilitat retardada (DTH) o
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de tipus IV-mediada per cél-lules,*" protagonitzada pels limfocits T CD4 i CD8 i els macrofags, a més
de les diferents citoquines proinflamatories que secreten.>® La técnica consisteix en la injeccié
intradérmica de I'anomenat PPD, que és un antigen especific de micobacteris, i la posterior deteccié
de reaccié local (en forma d’inflor) passades 72 hores.'® L’animal que hagi estat en contacte amb el
micobacteri anteriorment mostrara una reaccié inflamatoria apreciable (fruit de I'accié inflamatoria

dels limfocits i macrofags), mentre que I'animal que no hi hagi estat mai no tindra reaccié aparent.>

En la IDTBS, inoculem el PPD bovi, que és un antigen especific de micobacteris del complex
Mycobacterium tuberculosis,” esperem 72 hores i mesurem novament el gruix del plec de pell. La
magnitud de l'augment de gruix del plec i I'eventual aparicié de simptomes determinaran el

diagnostic:

-Un animal negatiu és aquell que no mostra signes clinics com edema difus o estés, exsudat, necrosi,
dolor o inflamacié dels vasos o nodes limfatics de la zona, i a més té un augment del gruix del plec de

pell inferior a 2 mil-limetres.

-Un animal positiu és aquell que si que mostra signes clinics i/o que té un augment del gruix del plec

de pell de més de 4 mil-limetres.

-Queden com a dubtosos aquells animals sense simptomatologia i amb un augment d’entre 2 i 4
mil-limetres del gruix del plec de pell. En aquest cas, els animals s’aillaran i se’ls repetira la prova 42

dies després. En cas de no sortir negativa, es consideraran positius.”
Pel que fa a la IDTBC, després d’inocular el PPD bovi, a una zona propera inoculem el PPD aviar. Aixi:

si la reaccié al PPD bovi és negativa o és dubtosa o positiva pero igual o inferior a una reaccio
dubtosa o positiva al PPD aviar, i sempre que no tingui signes clinics, I'animal es considera negatiu a

la prova i no infectat per un micobacteri tuberculés.™®

-Si la reaccid al PPD bovi és superior en més de 4 mil-limetres a la reaccié al PPD aviar o mostra signes

clinics, I'animal es considera positiu.*®

-Queden com a dubtosos aquells animals que no mostren signes clinics i en els quals la reaccié al PPD

bovi és d’1 a 4 mil-limetres superior a la reaccié al PPD aviar™.

Com s’ha dit, la principal utilitat de la prova és que ens permet distingir si els animals estan infectats
per micobacteris tuberculosos o d’altres, principalment M.avium ssp paratuberculosis. Aquest
micobacteri és el causant d’una malaltia que també afecta bovins i petits remugants anomenada

Paratuberculosi o malaltia de Johne® de curs cronic i simptomatologia tardana i inespecifica com
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aprimament, letargia, emaciaci, caquexia i diarrea®®>’ i la vacunacié de la qual fa interferéncia en el

diagnostic de la tuberculosi.™®

2.1.3.2. Serologia

L'estudi serologic és una técnica que no és de rutina a les granges™ i que s’utilitza més com a
complement de les técniques de deteccié de resposta cel-lular (com la IDT)*, tot i que es contempla
com a alternativa a les proves tradicionals en I'estudi de la preséncia de la malaltia en determinades
poblacions com la fauna salvatge™ i els animals de zoo®®, en les quals no és factible fer altres tipus de

proves.

Una de les proves serologiques que s’utilitza és la deteccié d’anticossos per mitja d’ELISA. Aquesta
tecnica té alguns avantatges respecte de la IDT, com per exemple que és capa¢ de detectar animals
anérgics®, és a dir, infectats perd negatius a les proves rutinaries, és senzilla de fer i que els resultats
s’obtenen en poc temps®, tot i que té menys sensibilitat, atés que la resposta humoral enfront la

tuberculosi és tardana i irregular®®, i menys especificitat que la IDT®.

2.1.3.3. Interfer6 gamma

El test de I'interferé gamma és una prova complementaria a la IDT que consisteix en extreure sang de

I’animal i avaluar, in vitro, la immunitat cel-lular de I'individu.*®

La base immunologica de la prova és la reactivitat dels limfocits enfront antigens, que s’avalua
mesurant la presencia de l'interfer6 gamma, una citoquina inflamatoria que secreten els limfocits

guan reconeixen un antigen.61

Pel que fa a la metodologia de la prova, un cop recollida sang de I'animal, se separa en dos grups, un
dels quals s’estimula amb PPD bovi i I'altre a PPD aviar, durant 18-24 hores.> Transcorregut aquest
temps, es recull el serum de cadascun dels dos grups i es fa un ELISA de deteccié d’interferd

gamma.>* Es comparen els resultats dels dos ELISA i es fa el diagnostic definitiu.

L’Gs que es dona a aquesta técnica és doble: d’una banda, permet augmentar la sensibilitat de la
Intradermotuberculinitzacid i, de I'altra, permet augmentar-ne I'especificitat.®® S'utilitza en ramats ja

confirmats per assegurar I'eliminacié de tots els positius.

2.1.3.4.AP

L'observacid macroscopica i microscopica de teixits i organs és una tecnica que té el seu ambit

d’aplicacié en el diagnostic de la tuberculosi. S'utilitza sobretot en escorxadors, on la inspeccid visual
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de les canals és la manera de detectar possibles casos de tuberculosi. Als paisos lliures de TB, que no

fan IDT, la inspeccid de les canals és I'iinic punt de vigilancia de la malaltia.

També és una eina molt util per als productors, els quals mitjancant la necropsia poden conéixer quin
és I’estat del seu ramat en relacié amb la malaltia. La recerca i la investigacid és un altre ambit en qué
I’'anatomia patologica esta ampliament implantada, per exemple per a avaluar I'efecte de les

vacunes.®

En el context de la vigilancia passiva a escorxador, els teixits diana per detectar la malaltia son aquells
que presentin lesions compatibles amb la malaltia. A partir d’aquests teixits es fa el diagnostic
definitiu, que inclou histopatologia de les lesions, tinci6 de ZN, PCR, cultiu microbiologic i
identificacio i, finalment, espoligotipatge. La deteccié de les lesions compatibles amb TB, per si sola,
és una técnica d’un valor predictiu limitat segons Garcia-Saenz et al.,** que la xifren en un 31,4% als
escorxadors de Catalunya entre 2005 i 2008, per la qual cosa son necessaries proves addicionals per
confirmar la malaltia®. En cas que ni la canal ni les despulles de I’animal presentin lesions visibles
compatibles amb TB, les mostres d’eleccid passen a ser els nodes limfatics, que hauran de ser
necessariament dels seglients limfocentres: cap (retrofaringi i mandibular), cavitat toracica
(mediastinic i bronquial), membre toracic (cervical superficial o preescapular), cavitat abdominal

(mesenteéric i hepatic) i glandula mamaria (supramamaris).®’

Tot i que la forma anatomopatologica de la tuberculosi és molt variable i respon a I'estadi de la
H ’ . 68 . . . Ny .

malaltia en el qual es troba I’animal,™ les lesions tipiques les trobem als nodes limfatics i els pulmons

i son els granulomes tuberculosos,* que a mesura que es cronifiquen poden calcificar-se®, caseificar-

se i desenvolupar una capsula fibrosa.” En estadis avancats, al pulmé es pot veure broncopneumonia

caseosa necrotitzant com a resultat de la convergéncia dels diferents tubercles.'® D’altres drgans com

el fetge,69 el ronyd, la melsa, els intestins, les mames, I’Uter, els ossos i les seroses, aixi com els nodes

limfatics associats, també presenten lesions de la mateixa naturalesa.®®’%"*

Histologicament, I'aspecte de les nodulacions tuberculoses evoluciona conforme la malaltia es

cronifica. Inicialment el tubercle esta composat de macrofags epitelioides, cél-lules gegants de

23,25,72,73

Langhans, cél-lules plasmatiques, limfocits, macrofags, neutrofils i monocits. Posteriorment,

el tubercle pateix necrosi caseosa central i queda estratificat en les seglients capes: el nucli, format
per un coagul amb material eosinofilic homogeni i un grau variable de mineralitzacid, el mantell,
format per macrofags i cél-lules gegants de Langhans,®’*’* i la capsula, rica en limfocits i, en alguns
casos, neutrofils, envoltada d’una capa de teixit connectiu.”* Eventualment, tant a dins dels

macrofags i les cél-lules gegants de Langhans com extracel-lularment al nucli caseés eosinofilic*>”*
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poden observar-se bacils, que es visualitzaran amb tincions com la tincié fluorescent de Rodamina-
Auramina i la de Ziehl-Neelsen, aixi com amb tecniques immunologiques com la

immunohistoquimica.”

2.1.3.5. Cultiu microbiologic i PCR

El cultiu microbiologic és I'eina definitiva per al diagnostic de tuberculosi. Les mostres dels organs
afectats i/o dels nodes limfatics que estableix la legislacié (i que s’han vist al punt 1.1.3.4) s’han
d’enviar al laboratori a 42C en un maxim de 36 hores, tal com indica la directiva 64/432/CEE. En cas
de no ser possible s’estableix la possibilitat d’enviar les mostres congelades, a -202C. Un cop al
laboratori, les mostres s’han de manipular a les instal-lacions de biocontencié de nivell 3, atesa la

perillositat del possible agent que aquestes contenen.

La identificacié del micobacteri es fa de dues maneres: fent una PCR directa en mostres de teixit en
busca de I'agent, d’'una banda, i cultivant les mostres i posteriorment fent la PCR per confirmar la
preséncia d’aquest, de I'altra. La PCR triga tres dies a donar resultat, mentre que el cultiu és una
tecnica més sensible pero que requereix molt més temps; els cultius es llegeixen setmanalment i tan
bon punt es detecta creixement es procedeix a identificar-ne I'etiologia mitjancant PCR, tot i que han
de passar 3 mesos sense observar creixement per considerar-los negatius. S’utilitzen medis selectius
com el Lowenstein-Jensen, el Coletsos i I'Stonebriks, rics en ou, tot i que també se’n poden utilitzar

de rics en agar, com el Middlebrook 7H10 o el Middlebrook 7J11.'%7¢

Amb tot, la PCR desenvolupada per a la deteccié del micobacteri només detecta genoma del complex

Mycobacterium tuberculosis, és a dir, que no distingeix entre M.bovis, M.caprae i M.tuberculosis.”’

2.1.4. Control de la malaltia

El control de la tuberculosi té dues vessants principals: el control de la malaltia als humans i el

control de la malaltia al bestiar.

Pel que fa als humans, com s’ha vist anteriorment, fa 80 anys que existeix una vacuna com la BCG. Se
segueix aplicant actualment, tot i les controversies que I’envolten (quant a eficacia i efectes
secundaris), als paisos on la tuberculosi és endemica i a poblacions de risc (sanitaris, nens que

conviuen amb adults que la tenen, etc.) dels paisos desenvolupats.’

També hi ha tractament a la malaltia des de fa alguns anys; la isoniazida es va desenvolupar a mitjan
segle XX i va suposar un canvi de paradigma quant a la tuberculosi, tot i que ja s’havien desenvolupat
algunes opcions terapéutiques menys eficaces abans, com la estreptomicina i el PAS o acid para-

aminosalicilic (ambds I'any 1944). La combinacié d’aquest farmacs, amb d’altres desenvolupats
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posteriorment, va permetre una millor lluita contra un bacteri que ja aleshores s’havia demostrat

879 A partir d’aquest moment, segons Murray et al.,’® la

resistent a algun d’aquests farmacs.
tuberculosi va deixar de ser prioritaria per a la poblacié i tant la recerca de nous farmacs com la
inversioé per al tractament dels malalts van disminuir drasticament. D’aquesta manera van comencgar
a apareixer soques resistents: a les décades dels 50 i 60 als Estats Units i a Anglaterra van comencar a
apareixer bacteris resistents a I'estreptomicina, al PAS i a la isoniazida.”” A la década dels 80, amb
I’esclat de la SIDA i la popularitzacid de la drogoaddiccid apareixen els micobacteris multiresistents (o
MDR), aquells que no sén susceptibles a 'accié de la isoniazida ni a la de la rifampicina,® i ja a la
década dels 2000 van apareixer els micobacteris XDR o ampliament resistents, que a més de no
respondre a isoniazida ni a rifampicina, tampoc ho fan a almenys una fluoroquinolona i a un farmac

de segona linia (aquells que s’utilitzen per tractar els pacients amb micobacteris MDR).2%!

Actualment s’estima que al mén hi ha 580.000 persones infectades amb un micobacteri MDR."*
Quant al bestiar es distingeixen dues situacions: la dels bovins i la dels petits remugants.

Com s’ha vist anteriorment, la tuberculosi bovina és una malaltia de declaracié obligatoria a I'OIE. A
la Unid Europea hi ha des de fa anys un programa d’erradicacié de la malaltia, que consisteix a testar
els animals i sacrificar els que donin positiu. Queda totalment prohibida, tal i com estipula el Real
Decreto 1047/2003, la vacunacié contra la malaltia, ja que pot interferir en el diagnostic i donar

falsos positius.'®%

Pel que fa als petits remugants, la tuberculosi no és una malaltia de declaracid obligatoria i no hi ha a
dia d’avui a Espanya programes d’erradicacié, per tant, no hi ha mesures reguladores com la
prohibicié de la vacunacié dels animals. L’estrategia d’utilitzar la vacuna BCG en el bestiar ovi i capri

podria ser una bona opcid per lluitar contra la malaltia.®*”’

2.1.5. Patogéniade la TB

2.1.5.1. Tuberculosi pulmonar
El primer estadi de la infeccié tuberculosa (primoinfeccié tuberculosa) s’inicia amb la inhalacié dels
micobacteris. Un cop arriben als alvéols, la majoria sén fagocitats pels macrofags alveolars®. Es
possible que aquests macrofags destrueixin els micobacteris i 'animal no tingui la malaltia ni sigui
reactiu a les proves de diagnostic®, tot i que també es pot donar la situacié contraria i que els
micobacteris, per mitja de diferents mecanismes com la inhibicié de la formacié del fagolisosoma o
I"alcalinitzacié dels enzims lisosomals®, evadeixin I’accié bactericida dels macrofags i hi romanguin en

estat latent (sense multiplicar-se) o que fins i tot s’hi multipliquin®’.
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En aquest Ultim cas, s’inicia 'anomenada tuberculosi pulmonar primaria.?® En aquest punt, els
micobacteris segueixen replicant-se dins dels macrofags i acaben lisant-los, fet que provoca I'arribada
de nous macrofags® i d’altres APC com les cél-lules dendritiques, que novament fagocitaran els
micobacteris lliures.>* Aquestes cél-lules presentadores d’antigen drenaran els antigens tuberculosos
als nodes limfatics regionals i alla secretaran IL-12 per iniciar la resposta immunitaria adaptativa,®® si
bé també podran arribar-hi bacils viables que acabin establint un nou focus infectiu que, juntament
amb la lesié pulmonar, conformara I’lanomenat complex primari o de Ghon.”” Mentrestant, a la zona
del pulmé on inicialment han estat fagocitats els micobacteris continua desplegant-se la resposta
immunitaria innata, ja que continuen arribant-hi cel-lules inflamatories de tot tipus (neutrofils,
limfocits, macrofags, cél-lules dendritiques) atretes per les diferents citoquines i quimiocines que els
macrofags i cél-lules dendritiques que han estat fagocitant estan secretant. Es I'inici de la formacié

del granuloma.*

Al cap d’un parell de setmanes, la resposta adaptativa ja esta preparada.® Els limfocits T CD4 del
limfonode regional, en presencia de concentracions importants d’IL-12 secretada per les
APC,*°s’hauran diferenciat a limfocits Thl i estaran preparats per iniciar la secrecié de citoquines
proinflamatories que dura a I'activacié dels macrofags.®* Després de migrar des del limfonode fins al
lloc de la lesig, els Thi, juntament amb d’altres cél-lules com limfocits T CDS8, cel-lules natural killer o

els propis macrofags, iniciaran la seva accié efectora.>

L'accié efectora dels limfocits Th1l es basa en |'activacio de la reaccié d’hipersensibilitat de tipus IV (o
de tipus retardat). Aquesta reaccid, anomenada retardada perqué triga entre 24 i 48 hores a
desenvolupar-se,” es basa en la secrecié de diferents citoquines i quimiocines (TNF-a, Interferd,
diferents interleucines) amb un doble objectiu: activar els macrofags perqué comencin a destruir

micobacteris * i promoure I'arribada via extravasacié de cél-lules inflamatories i immunitaries.”

Formacio del granuloma.

Un cop activats, els macrofags son capacos de secretar ROIs i RNIs® i de fusionar lisosomes i
fagosomes i, per tant, eliminar els bacils que tenen dins®’, tot i que no tots sén capacos de fer-ho;
alguns d’ells, amb molts micobacteris fagocitats, no poden digerir-los i han de ser destruits pels
limfocits T CD8.%%” Alguns micobacteris poden romandre viables, ja sigui en el si de la lesié o dins

dels macrofags, i per tant es necessitara més reaccié immunitaria.®®

Aixi doncs, comenca la formacid del granuloma. Els limfocits Thl continuen secretant citocines amb
un doble objectiu: seguir atraient cél-lules immunitaries i convertir els macrofags presents al lloc de

la lesié en cél-lules epitelioides,” la principal cél-lula del granuloma. La funcié de les cél-lules
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epitelioides, atesa la seva composicié cel-lular, s’especula que és la secrecié extracel-lular de

components que destrueixen els micobacteris més que no pas la fagocitosi.®

De mica en mica el granuloma va agafant I'aspecte caracteristic, amb un nucli format per macrofags,
. . . e . . . 93 . \

ja siguin modificats (epitelioides) o normals,™ i eventualment per cél-lules gegants (anomenades de
Langhans quan els nuclis es disposen en forma de ferradura), resultat de la fusid6 de diversos
macrofags epitelioides,® i bacils viables. Al voltant del nucli s’hi disposen els diferents tipus de
limfocits, que segueixen atraient cél-lules del torrent sanguini,®> a més de monocits que d’alla

procedeixen, fibroblasts i neutrofils.

Tuberculosi pulmonar progressiva i necrosi caseosa

L'aillament al qual es veu sotmés el nucli del granuloma, sumat a la gran activitat metabolica que alla
es desenvolupt (macrofags activats fagocitant, cél-lules T CD8 destruint macrofags, cél-lules
epitelioides i limfocits secretant citoquines, etc.) i al dany tissular que s’ha produit, acaba
desembocant en la formacié d’una area central de necrosi,®® formada per detritus de cél-lules
immunitaries (macrofags, neutrofils) i parenquimatoses pulmonars i també per bacils que hagin

. 95 .. \ e . . . .. . N , , ,
pogut sobreviure.” El teixit necrotic pateix una disminucié de consisténcia i esdevé caseds (del llati
caseum, formatge)® i en aquest medi, anoxic i ple de restes cel-lulars, la majoria de bacils acaben

morint.>*
. 97 . ’
Tal i com recull Jacques Grosset™ a partir d’aguest moment poden passar tres coses:

-Organitzacié de la necrosi caseosa: els macrofags envolten la lesid i destrueixen els bacils i els
fibroblasts encapsulen el granuloma. En aquest escenari, que és I'ideal, no queden bacils viables i la

lesid s’acaba calcificant.

-No organitzacié de la necrosi caseosa: les lesions no s’encapsulen i romanen tal i com estaven

temporalment. Posteriorment evolucionen cap a I'organitzacié o cap a la ligliefaccio

-Estovament de la necrosi caseosa o liqliefaccié: el caseum s’estova i s’escampa per I'arbre bronquial
(en cas que algun dels granulomes estigui al bronqui). Es el pitjor escenari, ja que provoca cavitacié
pulmonar, creixement extracel-lular dels bacils, a causa de 'oxigenacié de I'ambient, i nous focus
d’infeccid en el mateix individu. A més, els animals cavitats, quan tossen, alliberen bacils que poden

transmetre la infeccio a altres individus o animals.
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2.1.5.2 Lateéncia, reactivacio i tuberculosi secundaria
La tuberculosi secundaria és la reaparicié de la malaltia tuberculosa i la simptomatologia associada a
aquesta, ja sigui perqué un individu que ha patit la malaltia anteriorment es torna a infectar
(reinfeccid) o perque havia mantingut bacils en estat latent que en un moment donat es tornen a

activar (reactivacio). Clinicament es caracteritza per ser més agressiva que la tuberculosi primaria.®

La laténcia i la reactivacié son fenomens descrits en la tuberculosi humana pero poc clars en el
bestiar doméstic.”” La laténcia s’acostuma a establir perqué els bacils queden en estat no replicatiu,
tot i que també hi ha la possibilitat que si que es repliquin de forma normal pero el sistema
immunitari de I'hoste aconsegueixi fer de contrapés i eliminar part dels que resulten de les
replicacions, o fins i tot que tinguin uns cicles de replicacié erratics (per canvis metabolics del propi
bacil) que per si mateixos evitin la seva expansid.”® De qualsevol de les tres maneres, la infeccié no
progressara i I'individu, tot i ser reactiu a les proves, no mostrara simptomatologia.”® Quant a la
reactivacié, sempre és provocada per deficiencies o irregularitats del sistema immunitari, ja sigui per
preséncia de malalties concomitants o immunosupressores (com la SIDA) o per causes intrinseques

de Iindividu.*

2.1.5.3. Manifestacions extrapulmonars
Tal i com hem dit, és frequient I'afectacié dels nodes limfatics regionals, que acaben desenvolupant
granulomes de similar composicié als pulmonars.”® També poden desenvolupar tubercles altres
nodes limfatics, distants a la lesid, als quals hagin pogut arribar bacils viables per via sanguinia o

limfatica.

Per aquestes mateixes vies és també possible que es generalitzi la malaltia i produeixi la variant més
greu de la malaltia, 'anomenada tuberculosi miliar o disseminada, en la qual els bacils s’escampen, ja
sigui al principi de la infeccidé (generalitzacié primerenca) o un temps després de produir-se
(generalitzaci6 tardana),” per tot el cos i produeixen lesions tipus tubercle a qualsevol organ al qual

hagin tingut accés.”

Per concloure, tal com s’ha dit anteriorment, també és possible la infeccié via digestiva, la qual dura
a I'anomenada tuberculosi intestinal, amb inflamacid de I'intesti i aparicié de lesions granulomatoses

als nodes limfatics mesenterics.
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3. Model experimental de TB en ovella

A les instal-lacions de bioseguretat de nivell 3 del CReSA es va desenvolupar el model experimental
de TB en ovella que es detalla a continuacid, i del qual beu I'estudi de la capsula del granuloma que

s’ha dut a terme.

Es van seleccionar 12 xais de ra¢a Lacaune de 2 mesos de vida, negatius a la prova de l'interferd
gamma, i la meitat van ser vacunats amb una soca viva de la BCG. Els altres 6 animals van quedar
com a controls. Al cap de 6 setmanes després es van traslladar a les instal-lacions de bioseguretat 3
del CReSA i es van infectar amb un inocul de M.caprae, tal com detallen Balseiro et al..** Els animals

van ser eutanasiats i necropsiats a 12 setmanes post infeccid (setmana 19 de |'experiment).

Els pulmons es van extreure sencers i es van fixar en formalina tamponada al 10%. Un mes més tard,
un cop fixats completament, els pulmons van ser analitzats per TC (Fig.4). Es va calcular el volum

pulmonar, el volum de les lesions tuberculoses i el volum de les lesions calcificades.

CEI 45 = 44
: ” x

93cm* 49.9cm*

52

7.8cm’ 0.2cm?

Figura 4. Tomografies computeritzades dels pulmons fixats en formalina dels 12 xais que van formar
part de I'experiment. S’especifica el volum total de les lesions de cada pulmd (en cm3). La traquea i
I'arbre bronquial es mostren per a tenir referéncia anatomica

Es va demostrar que la BCG és una vacuna protectora enfront tuberculosi en el model experimental
d’ovella dut a terme al CReSA, per molts motius, ja que els animals vacunats van mostrar, respecte

dels controls:

-menys piréxia

-menys pérdua de condicié corporal

-menys volum de lesié pulmonar (Fig. 4)
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-major resposta immunitaria enfront la infeccié (majors nivells d’IgG especific i d’IFN-y)

A més, I'estudi incloia I'aplicacié d’una vacuna inactivada per calor administrada per via oral que es

va demostrar ineficag, almenys per aquesta via d’administracié. *

Aguestes troballes van motivar que en el present estudi s’avalués I'efecte de la BCG sobre la fibrosi
dels granulomes i que I'estudi dels granulomes d’animals que havien rebut la vacuna inactivada per

calor via oral s’acabés descartant, atés que s’havia demostrat ineficag.

4. Estudi experimental

4.1 Hipotesi

La hipotesi de l'estudi és que els granulomes petits dels animals vacunats tenen certes
caracteristiques referents al teixit conjuntiu que els diferencien dels granulomes petits dels animals
control i que expliquen per que els primers no evolucionen, creixen i conflueixen amb d’altres i els

segons si que ho fan, tal com s’ha comprovat en I'estudi de Balseiro et al.*

4.2 Objectiu

L'objectiu de I'estudi és evidenciar diferencies, pel que fa a la capsula fibrosa, entre els granulomes
petits d’animals vacunat amb BCG i d’animals control, mitjangant la tincié tricromica de Masson, que

permetin explicar I'evolucié diferent de la lesié tuberculosa en cada grup.

4.3 Materials i metodes

Un cop feta la TC es van filetejar els pulmons en llesques de 0,5cm i es van confeccionar cassets
histologics amb totes les lesions (en animals amb lesions miliars es van seleccionar 3-4 cassets que

fossin representatius de les arees afectades).

Les lesions pulmonars seleccionades es van processar amb el processador automatic de teixits LEICA
TP1020. Es van deshidratar al seu pas per les estacions 3 a 7, que contenen concentracions creixents
d’alcohol i a les estacions 8, 9 i 10 es van submergir en xilol per a eliminar-los I'alcohol. Finalment, a
les dues ultimes estacions (11 i 12), es van infiltrar amb parafina liquida (a 582C). Un cop infiltrats, els
teixits es van submergir en parafina liquida i refredar al formador de blocs LEICA EG1150. Dels blocs
resultants es van fer talls de 3 um de gruix amb el microtom LEICA RM2245, que es van posar

damunt de portaobjectes després de passar pel bany histologic (452C).
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Tincid hematoxilina eosina i tincid de Masson

De cada bloc es van fer dos talls, els quals es van desparafinar amb el tenyidor automatic de teixits
LEICA AUTOSTAINER XL. El programa de desparafinacié consisteix en fer el protocol d’inclusié en
parafina pero en sentit contrari; les mostres se submergeixen primer en xilol per a desparafinar,

després en concentracions decreixents d’etanol (1002, 962, 802 i 502) i finalment en aigua destil-lada.

Posteriorment es van tenyir amb hematoxilina i eosina (H/E) un dels talls i amb la tincié de Masson

I'altre.

La tincid hematoxilina-eosina utilitza en primera instancia la hematoxilina, un colorant blau, per a
tenyir els nuclis cel-lulars, i posteriorment la eosina, de color vermell, que serveix com a contrast
citoplasmatic i del teixit extracel-lular. Es va realitzar amb el tenyidor automatic de teixits LEICA

AUTOSTAINER XL. Els resultats d’aquesta tincio no es presenten en aquest estudi.

Pel que fa a la tincié de Masson, és una técnica que es fa servir per a evidenciar les fibres musculars i
de col-lagen. Utilitza quatre colorants: la hematoxilina, per tenyir els nuclis de color blau, la solucié
d’Escarlata de Biebrich-fucsina acida, per tenyir els citoplasmes de color vermell, i I'anilina, que és el

tint blau que impregna el col-lagen. Aquesta tincié es va realitzar de manera manual.

Ambdés grups de preparacions es van passar en Ultima instancia pel programa del tenyidor
automatic de teixits LEICA AUTOSTAINER XL. Un cop deshidratats es van acabar de muntar les

preparacions amb el cobreobjectes LEICA CV5030.

Seleccié de les lesions a avaluar.

Per a poder fer comparacions entre els dos grups d’animals, de cadascun dels 12 xais es van
seleccionar aleatoriament 15 granulomes d’un diametre inferior a 1 mm i 10 d’entre 1 i 5 mm.
Finalment es van utilitzar per a I'estudi 180 granulomes de menys d’1 mm de diametre (90 d’animals
BCG i90 d’animals control) i 111 d’entre 1 i 5 mm (51 i 60 respectivament). Inicialment també s’havia
pensat seleccionar 10 granulomes d’entre 5 mm i 2 cm, tot i que es va acabar descartant la
possibilitat ja que hi havia molt pocs granulomes que la fessin (fins i tot hi havia animals BCG que no
en tenien cap) i no s’haurien pogut comparar els resultats entre grups atesa la diferéncia en el

nombre de granulomes dels dos grups

Per a la seleccié i posterior avaluacid dels granulomes es van utilitzar les preparacions tenyides amb
la tincid de Masson, que es van visualitzar amb el microscopi Nikon ECLIPSE 50i. Les fotos van ser

preses amb la camera Nikon DIGITAL CAMERA DXM1200F.
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Parametres avaluats.

De cadascun dels granulomes seleccionats es van avaluar quatre parametres: la preséncia de capsula,

el seu gruix, la quantitat d’estroma i la localitzacié en el pulmé.

Preséncia de capsula

La integritat de la capsula es va avaluar de forma qualitativa, dividint-se els granulomes en tres grups:
sense capsula o amb capsula absent (A), amb capsula parcial (P) i amb capsula completa (C) (Fig.5). El
criteri de classificacid dels granulomes va ser I'observacié d’'una o més capes concentriques de fibres
de col-lagen (de color blau per la tincid de Masson) adherides a la zona més periférica del granuloma.
Aixi, els granulomes que no tenien capes de fibres de col-lagen a cap zona del perimetre van ser
considerats amb capsula absent i els que el tenien tot envoltat de fibres de col-lagen van anar al grup
de capsula completa; aquells que tenien zones del perimetre amb fibres de col-lagen al voltant i
d’altres sense es van considerar granulomes amb capsula parcial. La preséncia de fibres

concentriques de col-lagen en zones del granuloma que no fossin estrictament a la periféria del

mateix no es van considerar capsula.

Figura 5. (a) Granuloma sense capsula. (b) Granuloma amb capsula parcial. (c) Granuloma amb capsula
completa

Gruix de la capsula

El gruix de la capsula es va avaluar de forma semiquantitativa comptant quantes capes de fibres de
col-lagen envoltaven el granuloma (Fig.6). Els granulomes es van dividir en 5 grups: gruix 0 (0 capes
de fibres de col-lagen), gruix 1 (de 1 a 2 capes), gruix 2 (de 3 a 4 capes), gruix 3 (de 5 a 6 capes) i gruix
4 (7 capes o més). El gruix de capsula d’aquells granulomes que no tenien el mateix nombre de capes
en tot el perimetre i també d’aquells amb capsula parcial es va calcular fent una valoracié global de

les diferents zones.
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Figura 6. (a) Granuloma sense capsula (0). (b) Granuloma amb capsula de gruix 1. (c) Granuloma amb capsula de
gruix 2. (d) Granuloma amb capsula de gruix 3. (e) Granuloma amb capsula de gruix 4

Quantitat d’estroma

La quantitat d’estroma (teixit conjuntiu que déna suport a les cel-lules del parenquima) també es va
avaluar de forma semiquantitativa, en base en I'observacié de fibres de col-lagen (de color blau) a
I'interior dels granulomes (Fig.7). Es van fer 4 categories de quantitat d’estroma: 0, quan no se
n‘observava o la seva preséncia era minima, 1, quan n’hi havia poc, 2, quan n’hi havia bastant i 3

guan n’hi havia molt.
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Figura 7 (a) Granuloma sense estroma (0). (b) Granuloma amb nivell 1 d’estroma. (c) Granuloma amb
nivell 2 d’estroma. (d) Granuloma amb nivell 3 d’estroma

Localitzacio del granuloma

Es va avaluar de forma qualitativa la localitzacio dels granulomes, dividint-los en 6 grups: localitzacié
vascular, localitzacié bronquial, localitzacié septal, localitzacié pleural, localitzacié parenquimatosa
per a aquells que no contactaven ni amb vasos sanguinis, ni amb bronquis, ni amb septe, ni amb Ia
pleura i un sise grup per a aquells granulomes que estaven en contacte amb dues o més estructures

de les anteriorment citades (Fig 8).
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Figura 8. (a) Granuloma de localitzacié exclusivament parenquimatosa. (b) Granuloma de localitzacio septal. (c)
Granuloma de localitzacié pleural. (d) Granuloma de localitzacié bronquial. S’assenyala amb un cap de fletxa la
localitzacid del septe i amb br la llum del bronqui
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Analisi de dades

Totes les dades obtingudes de I'observacid i avaluacié dels granulomes es van entrar a un full de
calcul Excel (Microsoft Office Excel 2007), a partir del qual es van processar. Es van avaluar
diferencies entre grups i també a nivell individual, tant entre animals del mateix grup com de grups

diferents, i es va confirmar mitjancant estadistica si aquestes eren significatives o no.

La prova estadistica que es va realitzar va ser la prova Z, que analitza les diferéncies entre

proporcions. La formula de la prova és la seglient:

Px — Py

7 =

JP(l - P+ 7y

on:

P, és el nombre de granulomes o animals del grup X positius al parametre estudiat, entre el nombre
total de granulomes o animals del grup X. Per tal que sempre doni positiu, P, sempre sera el valor

més gran.
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P, és el nombre de granulomes o animals del grup Y positius al parametre estudiat, entre el nombre
total de granulomes o animals del grup Y. Per tal que sempre doni positiu, P, sempre sera el valor

més petit.

P és la suma total de granulomes d’animals positius al parametre estudiat (d’ambdds grups) entre el

nombre total de granulomes o animals (d’ambdds grups).
N, és el mida de la mostra del grup X
N, és el mida de la mostra del grup Y

Quan Z<1,96 s’assumeix amb un 95% de confianga que les diferéncies observades no sén

significatives, mentre que quan Z>1,96, s’assumeix amb un 95% de confianca que si que ho sén.

4.4 Resultats

Descripcio de la tincid

La tinci6 de Masson va evidenciar les estructures fibroses dels granulomes tuberculosos al
parenquima pulmonar. El nucli dels granulomes es va tenyir de color vermellds, tot i que en alguns
també va revelar la preséncia de filaments de color blau, de naturalesa fibrosa, anomenats estroma.
La tincid també va tenyir de color blau la capsula dels granulomes. Es va observar una gran
variabilitat entre animals: alguns tenien els granulomes completament encapsulats, amb inclis 9 i 10
capes de fibres concéntriques envoltant-los, mentre que d’altres no tenien cap capa i estaven
completament desproveits de capsula; d’altres mostraven diferents gruixos de capsula en diferents
zones del perimetre del granuloma, i fins i tot se’n van veure que estaven parcialment encapsulats,
amb algunes zones de la periféria desproveides. Les estructures riques en fibrocits, com els septes i la
pleura, aixi com els cartilags dels bronquis i certes arees adjacents a bronquis i vasos sanguinis, es
van tenyir de color blau. Els endotelis dels vasos sanguinis i els epitelis dels bronquis i bronquiols van

agafar tonalitats vermelloses.

Es van observar diferencies notables entre animals pel que fa a la intensitat de la tincié. En alguns
animals els granulomes es van tenyir amb una intensitat de color molt alta, tant els citoplasmes
tenyits de color vermell com les fibres de col-lagen impregnades de blau, mentre que d’altres van
captar molt poca quantitat de colorant i la imatge va quedar molt tenue i de dificil visualitzacid i

interpretacio al microscopi optic.

Preséncia de capsula
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Analitzant tots els granulomes conjuntament, la proporcié de granulomes sense capsula va ser més
gran en animals CTRL que en BCG, tant en el grup de granulomes de menys d’1 mm (49% vs 40%), on
no hi va haver diferencies significatives, com en el grup de granulomes d’entre 1 i 5 mm (40% vs.
18%), on si que les hi va haver (Z=2,61). A la vegada, els animals vacunats van tenir més granulomes

amb capsula parcial, tant en granulomes petits (44% vs 28%) com en grans (71% vs. 52%). Aquestes

diferéncies van ser estadisticament significatives (Z=2,27 i Z=2,03 respectivament). (Fig.9).
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Figura 9. (a) Percentatge de granulomes de <1 mm de diametre amb capsula absent (A), parcial (P) o completa
(C); BCG, grup vacunat, CTRL, grup no vacunat. (b) Percentatge de granulomes d’entre 1 i 5 mm de diametre
amb capsula absent (A), parcial (P) o completa (C)

D’altra banda, es va observar una variabilitat molt evident entre individus: en els dos grups (CTRL i
BCG) hi havia animals molt encapsuladors (50, 61 i 66) mentre que d’altres encapsulaven molt poc
(44, 49 i 51) (Fig.12). De totes maneres, si analitzavem aquesta variabilitat individual en funcié del
grup (CTRL vs BCG) i de la mida dels granulomes, es van poder evidenciar algunes diferéncies entre
grups. En el cas dels més petits (<1 mm) no es van observar diferencies entre grups, ja que tots dos
van tenir animals molt encapsuladors, d’altres poc encapsuladors, i alguns que ho eren mitjanament

(Fig.10).
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Figura 10. (a) Percentatge de granulomes de <1 mm de diametre d’animals BCG amb capsula absent (A), parcial
(P) o completa (C) dels animals BCG. (b) Percentatge de granulomes de <1 mm de diametre d’animals CTRL
amb capsula absent (A), parcial (P) o completa (C)
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En canvi, pel que fa als granulomes d’entre 1 i 5 mm de diametre, si que es van veure diferéncies
entre grups, ja que la majoria dels animals vacunats amb BCG (5/6) encapsulaven la practica totalitat
de granulomes, mentre que al grup de controls aquesta proporcié era més baixa (3/6). Aquesta

diferéncia no va resultar significativa (Fig.11).
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Figura 11. (a) Percentatge de granulomes d’entre 1 i 5 mm de diametre d’animals BCG amb capsula absent (A),
parcial (P) o completa (C). (b) Percentatge de granulomes d’entre 1 i 5 mm de diametre d’animals CTRL amb
capsula absent (A), parcial (P) o completa (C)

Figura 12: (A) Granulomes encapsulats de I’'animal BCG 50. (B) Granulomes no encapsulats de I'animal control
44. S’observa que els granulomes de I'animal control (B) sén més grans i conflueixen

Gruix de la capsula

Com a I'apartat “Preséncia de capsula”, es van veure poques diferéncies entre els grups d’animals en
els granulomes de <1 mm de diametre. Els percentatges de granulomes <1 mm amb gruix de capsula
0 i 1 dels grups BCG i CTRL van ser, respectivament, 40 i 36%, i 49 i 27%. Els percentatges de
granulomes <1 mm amb un gruix de capsula 2, 3 i 4 van ser practicament identics als dos grups
d’animals. En els granulomes d’entre 1 i 5 mm és on es van tornar a fer les diferéncies entre grups,

amb els animals control amb una major proporcié de granulomes no encapsulats (40%) que els BCG
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(18%), com ja s’ha dit anteriorment. També es van observar diferéncies significatives en el
percentatge de granulomes amb capsula de gruix 1 (Z=2,14), que els animals vacunats tenien en més
proporcid (33% vs. 18%). La resta de gruixos de capsula també els van tenir en major proporcio els

animals vacunats, tot i que no es van observar diferéncies significatives (Fig.13).

Figura 13. (a) Percentatge de granulomes de <1 mm de diametre amb gruix de capsula zero (0), u (1), dos (2),
tres (3) i quatre (4); BCG, grup vacunat, CTRL, grup no vacunat. (b) Percentatge de granulomes d’entre 1i 5 mm
amb gruix de capsula zero (0), u (1), dos (2), tres (3) i quatre (4)

Quant als individus, es va observar que dos, un BCG (animal 61) i un Ctrl (animal 66) (Fig.16), van ser
molt més encapsuladors que els altres, sobretot en els granulomes de mida més gran (Fig.14 i

Fig.15).

Figura 14. (a) Percentatge de granulomes de <1 mm de diametre d’animals BCG amb gruix de capsula zero (0),
u (1), dos (2), tres (3) i quatre (4). (b) Percentatge de granulomes de <1 mm de diametre d’animals CTRL amb
gruix de capsula zero (0), u (1), dos (2), tres (3) i quatre (4)

A més, en els granulomes d’entre 1 i 5 mm, es va observar que hi havia 4 animals BCG que estaven
encapsulant amb gruixos importants (gruixos 3 i 4), mentre que en el grup CTRL només hi havia 2
animals que tinguessin gruixos de les categories 3 i 4. Aquesta diferéncia no va ser significativa. (Fig.

15).
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Figura 15. (a) Percentatge de granulomes d’entre 1 i 5 mm de diametre d’animals BCG amb gruix de capsula
zero (0), u (1), dos (2), tres (3) i quatre (4). (b) Percentatge de granulomes d’entre 1 i 5 mm de diametre
d’animals CTRL amb gruix de capsula zero (0), u (1), dos (2), tres (3) i quatre (4)
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Figura 16. (a) Granuloma sense capsula de I'animal control 44. (b) Granuloma amb capsula gruixuda de I'animal
BCG 50

Quantitat d’estroma

Analitzant tots els granulomes junts, els animals vacunats van tenir un percentatge significativament
menor (Z=3,67) de granulomes <1 mm sense estroma (12%) que els animals control (36%) i un
percentatge significativament major (Z=3,07) de granulomes <1 mm amb un nivell 2 d’estroma (41%
vs. 20%). En els granulomes d’entre 1 i 5 mm els percentatges dels dos grups es van igualar, alhora

gue van desapareixer els granulomes sense estroma (4% als BCG i 0% als CTRL) (Fig.17 i Fig.20).
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Figura 17. (a) Percentatge de granulomes de <1 mm de diametre amb quantitat d’estroma zero (0), u (1), dos
(2) i tres (3); BCG, grup vacunat, CTRL, grup no vacunat. (b) Percentatge de granulomes d’entre 1 i 5 mm amb
quantitat d’estroma zero (0), u (1), dos (2) i tres (3)

En analitzar els animals individualment es van veure algunes diferéncies entre grups. Hi va haver dos
animals control que van tenir més del 50% de granulomes de menys d’un mil-limetre sense estroma i
dos més que van tenir més del 30% (4/6 animals amb més del 30% de granulomes sense estroma),
mentre que al grup d’animals BCG no n’hi va haver cap que superés aquest percentatge (Fig.18).
Aquesta diferencia de 2 contra O animals amb més del 50% dels granulomes de menys d’un

mil-limetre sense estroma no va ser estadisticament significativa.

Figura 18. (a) Percentatge de granulomes de <1 mm de diametre d’animals BCG amb quantitat d’estroma zero
(0), u (1), dos (2) i tres (3). (b) Percentatge de granulomes de <1 mm d’animals CTRL amb quantitat d’estroma
zero (0), u (1), dos (2) i tres (3)

La gran majoria de granulomes de mida més gran va tenir una minima quantitat d’estroma, a
excepcid dels d’'un animal BCG, el 51, que va tenir prop d’un 30% de granulomes sense estroma. A

excepcid d’aquesta, no hi va haver diferéncies aparents entre grups (Fig.19).
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Figura 19. (a) Percentatge de granulomes d’entre 1 i 5 mm de diametre d’animals BCG amb quantitat
d’estroma zero (0), u (1), dos (2) i tres (3). (b) Percentatge de granulomes d’entre 1 i 5 mm de diametre
d’animals CTRL amb quantitat d’estroma zero (0), u (1), dos (2) i tres (3)

Si comparem els granulomes per la seva mida, independentment del grup BCG o CTRL, el percentatge
de granulomes (BCG i CTRL) d’entre 1 i 5 mm amb una quantitat notable d’estroma (estroma 2+
estroma 3) va ser significativament superior al dels granulomes (BCG i CTRL) de menys d’1 mm (72%
vs. 38%; Z=5,59), aixi com va ser significativament inferior (28% vs. 62%; Z=5,59) el de granulomes

d’entre 1i 5 mm amb poc estroma (estroma 0 + estroma 1).

Figura 20. (a) Granuloma sense estroma de I'animal control 44. (b) Granuloma amb molt estroma de I'animal
BCG 50
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Localitzacié dels granulomes

Quant a la presencia de capsula, es va observar que un 45% dels granulomes de localitzacio
parenquimatosa no tenien capsula, per un 33% dels granulomes amb altres localitzacions. Aquesta
diferencia va ser significativa (Z=1,96). Per contra, un 49% dels granulomes amb localitzacié no
parenquimatosa van tenir capsula parcial i un 17% capsula completa, per un 40% i 14%
respectivament dels granulomes de localitzacié parenquimatosa (Fig.21). Aquestes diferencies no

van ser significatives.
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Figura 21. Percentatge de granulomes amb capsula absent, parcial o completa en funcié de la seva
localitzacié

Es va veure que tant els granulomes BCG com els CTRL tenien un percentatge superior de
granulomes de localitzacié parenquimatosa sense capsula al dels granulomes de localitzacié no
exclusivament parenquimatosa i un percentatge inferior de granulomes de localitzacié
parenquimatosa amb capsula parcial. Aquestes diferéncies no van ser estadisticament significatives.
Entre grups d’animals es van veure les seglients diferéncies: en els granulomes de localitzacié
parenquimatosa, major proporcié de granulomes sense capsula en els animals CTRL i major
proporcié de granulomes amb capsula parcial en els animals BCG. Aquestes diferencies no van ser
significatives. En els granulomes de localitzacié no exclusivament parenquimatosa es van observar les
dues mateixes situacions, essent la ultima, és a dir, la diferéncia entre percentatges de granulomes

de localitzacio altres amb capsula parcial, significativa (Z=2,57) (Fig.22).
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Figura 22. (a) Percentatge de granulomes d’animals BCG amb capsula absent, parcial o completa, en funcié de
la seva localitzacio. (b) Percentatge de granulomes d’animals CTRL amb capsula absent, parcial o completa, en
funcié de la seva localitzacio

Pel que fa al gruix de la capsula, es va veure que els granulomes parenquimatosos tenien
significativament (Z=2,16) més capsules de gruix 0 i 1 (74%) que els que no ho eren (62%), mentre
que el percentatge de granulomes amb gruixos 3 i 4 va ser superior en els granulomes de localitzacié

no parenquimatosa (15%) que en els de localitzacié parenquimatosa (5%) (Fig.23).
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Figura 23. Percentatge de granulomes amb capsula de gruix zero (0), u (1), dos (2), tres (3) i quatre (4) en funcié
de la seva localitzacié

Al grup de BCG es va veure que els granulomes amb gruix 3 de capsula de localitzacid no
exclusivament parenquimatosa eren significativament superiors als de localitzacié parenquimatosa
(2=2,25). Aquesta diferencia també es va observar als granulomes CTRL, tot i que no va ser
estadisticament significativa. Entre percentatges granulomes de gruixos 1, 2 i 4 no es van observar
diferéncies significatives, mentre que les dels granulomes de gruix 0 estan comentades a |'apartat

Presencia de capsula. Entre grups es van trobar diferéncies notables en el percentatge de granulomes
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de localitzacié parenquimatosa amb gruix de capsula 1, tot i que no van ser significatives. Aquesta

mateixa diferéncia es va trobar en els granulomes de localitzacié no exclusivament parenquimatosa,

on si que va ser estadisticament significativa (Z=2,04) (Fig.24).

Figura 24. (a) Percentatge de granulomes d’animals BCG amb gruix de capsula zero (0), u (1), dos (2), tres (3) i
quatre (4) en funcid de la seva localitzacid. (b) Percentatge de granulomes d’animals CTRL amb gruix de capsula
zero (0), u (1), dos (2), tres (3) i quatre (4) en funcid de la seva localitzacié

Finalment, pel que fa a la quantitat d’estroma, es va veure que els de localitzaciéd parenquimatosa
tenien més proporcié de granulomes sense estroma o amb estroma 1 (52% vs. 45% dels no
parenquimatosos) i menys granulomes amb estroma 2 i 3 (48% vs. 55 dels no parenquimatosos), tot i

gue aquestes diferéncies no van ser significatives (Fig.25).
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Figura 25. Percentatge de granulomes amb quantitat d’estroma zero (0), u (1), dos (2) i tres (3), en funcid de la
seva localitzacié

Al grup de BCG es va veure que la proporcié de granulomes de localitzacié parenquimatosa amb
estroma 1 va ser inferior i la dels que tenien estroma 2 superior a la dels granulomes de localitzacio
no exclusivament parenquimatosa. Al grup de CTRL es va veure que la proporcié granulomes de
localitzacié parenquimatosa sense estroma eren superiors als de localitzacid no exclusivament
parenquimatosa, alhora que les proporcions de granulomes amb estroma 1i 2 eren inferiors a les del

33



grup de granulomes “altres”. Només aquesta ultima diferéncia va ser estadisticament significativa

(2=2,50).

Entre grups es van trobar diferencies significatives en el percentatge de granulomes de localitzacié
parenquimatosa sense estroma (Z=3,04) i en el de granulomes de localitzacié parenquimatosa amb
quantitat d’estroma 2 (Z=3,10). Els percentatges de granulomes de localitzacié no exclusivament
parenquimatosa sense estroma i els dels granulomes de localitzaci6 no exclusivament

parenquimatosa amb estroma 1 no van tenir diferencies estadisticament significatives (Fig.26).

Presencia estroma BCG Presencia estroma CTRL
100% 100% -
90% 90%
80% | 80%
L 0% L 709
= =
(&) (i a3 O 60% -
2 50% - 2 s0%
S 40% - 2 < 40% u2
(G Qo
30% 1 30% 1
TS oo
0 0
0% ——— 0%
0% ; 0%
Parenquimatosa Altres Parenquimatosa Altres
a ANIMAL b ANIMAL

Figura 26. (a) Percentatge de granulomes d’animals BCG amb quantitat d’estroma zero (0), u (1), dos (2) i tres
(3), en funcio de la seva localitzacid. (b) Percentatge de granulomes d’animals CTRL amb quantitat d’estroma
zero (0), u (1), dos (2) i tres (3), en funcié de la seva localitzacié

4.5 Discussio.

El model experimental de tuberculosi desenvolupat al CReSA demostra que la vacuna BCG funciona a
I’especie ovina, ja que redueix el volum de lesions que aquestes acaben desenvolupant. També cal dir
que la vacuna no aconsegueix evitar la infeccid, ja que tots els animals, vacunats i no vacunats,
acaben desenvolupant un alt nombre de granulomes (si més no, petits) ®*. Podem dir que la BCG és
una bona vacuna en tant que redueix el volum de lesions, fet que comporta un millor control de la
malaltia per part dels animals i una capacitat de transmissié horitzontal reduida per aquest mateix

fet.

Donada la disponibilitat per a estudiar els pulmons d’aquest estudi fixats en formol, es va establir un
nou objectiu, consistent en aprofundir el coneixement sobre els mecanismes de proteccié que la
vacuna confereix als animals que la reben. En aquest treball es va decidir avaluar una serie de
granulomes de cada animal, de dues mides (menys d’1 mm de diametre i entre 1 i 5 mm de
diametre) i comparar les caracteristiques d’aquests tot agrupant-los en funcié del tractament que
havien rebut els animals (vacunats amb BCG o no vacunats/controls), fent émfasi en el component

fibrds de les lesions tuberculoses.
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Pel que fa a les mides dels granulomes seleccionats, es va decidir finalment avaluar granulomes d’1
mm de diametre i granulomes d’entre 1 i 5 mm de diametre. La idea inicial era també incloure a
I'analisi granulomes de més de 5 mm de diametre, pero la observacid dels talls histologics va revelar
gue no n’hi havia nombre suficient per a fer una avaluacio valida, a més que la n dels animals control
era molt superior a la dels BCG (que quasi no en tenien). Es va decidir triar (aleatoriament) 15
granulomes de <1 mm per animal, 90 de cada grup i 180 en total, i 10 d’entre 1 i 5 mm, 60 de cada
grup i 120 en total. No va ser possible trobar 60 granulomes d’entre 1 i 5 mm de diametre d’animals

control, quedant la n d’aquest grup en 51.

Pel que fa als resultats del present estudi, es van trobar diferéncies significatives entre grups en

diferents parametres:

-Preséncia de capsula: els animals vacunats van tenir menys granulomes d’entre 1 i 5 mm no
encapsulats (18% vs. 40% dels CTRL) i més granulomes (d’ambdds grups) parcialment

encapsulats (44 i 71% vs. 28 i 52% dels CTRL).

-Gruix de capsula: els animals BCG van tenir més percentatge de granulomes d’entre 1i 5

mm amb capsula de gruix 1 que els CTRL (33% vs. 18%).

-Preséncia d’estroma: els animals vacunats van tenir menys granulomes d’l1 mm sense

estroma (12% vs. 36% dels CTRL) i més amb un nivell 2 d’estroma (41% vs. 20% dels CTRL)

-Localitzacié vs. preséncia de capsula: els granulomes de localitzacié parenquimatosa van
tenir major percentatge de no encapsulacié (45%) que els que tenien altres localitzacions

(33%).

-Localitzacié vs. gruix de capsula: els granulomes de localitzacié parenquimatosa van tenir
major percentatge de granulomes amb poca capsula (gruix 0+ gruix 1) que els que tenien

altres localitzacions (74% vs. 62%).

-La localitzacié dividida en dos grups (BCG i CTRL) va evidenciar que els granulomes més
encapsulats van ser els BCG de localitzacié no exclusivament parenquimatosa, seguits dels
CTRL de localitzacié no exclusivament parenquimatosa. Els menys encapsulats, per la seva
part, foren els granulomes CTRL de localitzacié parenquimatosa, seguits dels BCG de

localitzacié parenquimatosa.
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Tractament | Animal Volum Capsula (1- | Gruix (1-5 | Estroma
lesionsTC | 5mm) mm) (<1 mm)

BCG 61 +++ P/C 3/4 2/3
56 ++ P/C 1/2 0 (>20%)

50 + P 1/2 2/3

57 + P 1/2

52 + P 1 1/2
51 + A 0 0 (>20%)
Control 66 4 P/C 3/4 0 (>30%)
49 ++++ A 0/1 0 (>30%)

48 +H++ P 2/3

46 +H++ A 0/1 2/3
45 +++ P 1/2 0 (>50%)
44 +++ A 0/1 0 (>50%)

Taula 1.Resum dels resultats més rellevants. Es caracteritzen els granulomes de cada animal:
volum de lesions pulmonars, presencia i gruix de capsula fibrosa i quantitat d’estroma

Si comparem els resultats de I'estudi amb els del TC de I'estudi del model experimental, s’observen

diverses coses (Taula 1):

-Tal i com ja hem vist a la figura 4, els animals BCG tenen menys volum de lesions que els
CTRL. Els animals més encapsuladors de cada grup (61 i 66) son alhora els animals que més
volum de lesié tenen, cosa que podria suggerir que la capacitat d’encapsular granulomes

petits no és un indicador clar de proteccid, si no més aviat una caracteristica individual.

-En la mateixa linia, I'abséncia de capsula en granulomes petits no correlaciona amb un
volum de lesions més gran ja que els animals amb menys capsula de cada grup (51 i 44) s6n

els que menys volum de lesié tenen.

-En resum, els animals vacunats desenvolupen menys lesions i més capsula que els vacunats,
tot i que, tal com exemplifiquen els animals 61 i 66, el fet de tenir els granulomes molt

encapsulats i amb moltes capes no garanteix una major contencio de la lesio.

-Aquesta variabilitat individual que observem en animals dels dos grups quant a la capacitat

de formacio de capsula fibrosa indica que malgrat la vacunacié sembla clar que pot tenir
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efectes sobre la formacié de fibrosi en els granulomes no és, obviament, I'Unic mecanisme
per explicar per que els animals vacunats contenen millor les lesions. Com s’ha vist, la
poténcia de la resposta immunitaria cel-lular (basicament limfocits Thl i macrofags) sera

determinant per a dirimir si la lesid segueix progressant o és controlada.

Quant a la capsula, també es veu que la vacuna fa les diferéncies en els granulomes més grans; els
percentatges de granulomes de menys d’1 mm de diametre amb capsules absent, parcial o completa,
aixi com els de gruixos de capsula, son molt semblants entre grups, mentre que els dels granulomes
d’entre 1 i 5 mm tenen diferéncies significatives sempre favorables als d’animals BCG, que
encapsulen més i amb més capes. El fet que els granulomes grans dels animals BCG estiguin ben
encapsulats faria que la lesié no progressi, mentre que la falta d’encapsulacié dels granulomes grans

dels animals control seria una de les causes de I'expansié i eventual confluencia de les lesions.

En canvi, pel que fa a la presencia d’estroma, s’han vist diferéncies en els granulomes més petits. Els
granulomes de menys d’1 mm de diametre dels animals control tenen menys estroma que els dels
BCG; aquest fet avalaria la primera conclusié que s’ha extret, que afirma que la BCG promou la fibrosi
dels granulomes. A més, els granulomes més grans tenen, en general, més quantitat d’estroma que
els petits, fet que podria explicar-se dient que el que anomenem estroma podria ser resta de capsula,

que hauria sigut superada per la lesiod i per tant hauria deixat de ser-ho per passar a ser estroma.

Finalment, quant a la localitzacid, s’observa que els granulomes que contacten amb estructures
riques en fibrocits (vasos, bronquis, pleura, septe) tenen més capsula i més gruixuda que els que
estan al mig del parénquima. Una possible explicacié d’aquest fet seria que els fibrocits d’aquestes
estructures s’estimularien en preséncia de molecules que promouen la fibrosi (IL-4, IL-13, TGF-B,

) 100-104

entre d’altres que secreten les ceél-lules del granuloma i contribuirien a crear la capsula.

A grans trets, els resultats de l'estudi suggereixen que la vacuna BCG promou la fibrosi dels
granulomes i per tant permet als individus encapsular-los millor. L’encapsulacié podria ser també un
mecanisme de proteccid front I'aveng de la malaltia i la dispersié de I'agent que la causa, ja que
evitaria que aquest s’estengués pel pulmo o fins i tot accedis via limfatica o sanguinia a altres parts

del cos.

El fet de tenir només 6 animals per grup dificulta poder treure conclusions sobre les diferéncies
observades. En cas que surtin animals que per raons desconegudes (genetiques, iatrogeniques, etc)
tenen comportaments lluny dels que esperariem tenint en compte el tractament que han rebut, com
el 51 i el 66, pot fer que les dades quedin esbiaixades i les conclusions que s’extreguin també. El

nombre de granulomes escollits per animal, que es va triar per a poder equiparar els resultats del
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grup CTRL (que tenia molts granulomes de moltes mides) i del grup BCG (que en tenia pocs i petits)

és limitat (15 de menys d’1 mm i 10 d’entre 1i 5 mm) i també podria esbiaixar els resultats.

4.6 Conclusions

e Els resultats d’aquest estudi demostren que la BCG té un efecte sobre la fibrosi en la
formacié dels granulomes tuberculosos en el model experimental d’infeccié amb M.caprae
en ovella:

o Els granulomes d’1 a 5 mil-limetres de diametre dels animals vacunats tenen més
percentatge de granulomes encapsulats que els controls, i a més, amb un gruix de
capsula superior.

o Els granulomes dels animals vacunats amb BCG desenvolupen més estroma que els
dels animals control en la mida petita. Les lesions més grans (independentment de si
son d’animals control o BCG) tenen més estroma que les petites.

e Pel que fa a la localitzacid, s’observa que el fet d’estar en contacte amb estructures riques
en fibrocits (vasos, bronquis, pleura, septes) ajuda al desenvolupament de la capsula.

e Malgrat que sembla clar que la vacunacié amb BCG influeix en la formacié dels granulomes,
també s’ha evidenciat una variabilitat individual quant a la capacitat de desenvolupar
capsula fibrosa. Aquest fet fa evident que la capsula no és I’Unic mecanisme que els animals

tenen de controlar el desenvolupament de la lesid tuberculosa.
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