PLIEGO DE PRESCRIPCIONES TECNICAS PARA LA CONTRATACION DEL
ESTUDIO DEL MODELO DE INFECCION Y EVALUACION DE LA SEGURIDAD Y
LA EFICACIA DE VACUNAS ANTITUBERCULOSAS EN CORDEROS
DESAFIADOS CON MYCOBACTERIUM BOVIS

1. Resumen

TITULO: Estudio del modelo de infeccién y evaluacion de la seguridad y la eficacia de
vacunas antituberculosas en corderos desafiados con Mycobacterium bovis

RESUMEN: El objetivo de este estudio es evaluar la seguridad y eficacia de la vacuna BCG
(cepa danesa) y de una vacuna basada en un preparado inactivado de M. bovis (EMDIAR) en
corderos (Ovis aries) desafiados experimentalmente por la via endobronquial con una cepa de
campo Mycobacterium bovis, asi como estandarizar la respuesta inmune frente a la
vacunacion, y el modelo de infeccion experimental con M. bovis en la especie de destino.

El estudio implicara 18 corderos de 2-3 meses de edad, distribuidos al azar en tres grupos de
tratamiento de 6 animales: grupo vacunado con BCG ('“5><1O5 UFC), grupo vacunado con la
vacuna inactivada (~6x10° UFC) y grupo control no vacunado. A las 6 semanas tras la
vacunacion, todos los animales seran trasladados a la Unidad de Nivel 3 de Bioseguridad del
IRTA-CReSA donde, tres una semana de aclimatacion, se desafiaran con ~1000 UFC de una
cepa virulenta de campo M. bovis por via endobrongquial.

Los animales se observaran para sintomas de shock durante las 2 horas post-inoculacién de
las vacunas y del inéculo de M. bovis y para reacciones locales y sistémicas andémalas durante
los 7 dias posteriores a las inoculaciones. Se registrara la temperatura antes de las
inoculaciones y a las 4, 12, 24, 48 y 72 horas y semanalmente después del desafio. Durante
todo el estudio (21 semanas) se registrara cualquier evento adverso.

Cada 2 semanas, durante todo el estudio, se recogeran muestras de sangre con heparina para
el estudio de parametros inmunolégicos (cuantificacién de citoquinas por ELISA y citometria y
deteccidn de anticuerpos especificos frente a complejo M. tuberculosis).

A las 12 semanas tras el desafio experimental se procedera a la inoculacion de las tuberculinas
PPD bovina y aviar. A las 72h después de la inoculacion de las tuberculinas se realizara la
lectura de la intradermoreaccién. A las 14 semanas tras el desafio experimental se realizara la
necropsia y posteriormente se realizara una evaluacion cuantitativa de la patologia. También
se realizara un cultivo cuantitativo de Micobacterias a partir de los nddulos linfaticos
respiratorios.
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El presente estudio forma parte del proyecto de investigaciéon “Estrategias de control de la
tuberculosis bovina en reservorios silvestres (tején y jabali) y domésticos (ovino)”, cuya
investigadora principal es Ana M2 Balseiro (SERIDA, Asturias).

3. Introduccién

La tuberculosis (TB) caprina es una enfermedad bacteriana crénica, de cardcter zoondsico,
causada, principalmente, por Mycobacterium bovis y Mycobacterium caprae. La vacuna viva
atenuada M. bovis Bacillus Calmette Guérin (BCG) es la unica vacuna disponible frente a la
tuberculosis humana y bovina. El Manual de la OIE detalla en el capitulo 2.4.7 los requerimientos
que han de cumplir las vacunas frente a la infeccién por M. bovis. Las cabras parecen ser
animales altamente susceptibles a la enfermedad pudiendo actuar como reservorios domésticos
y generando problemas en programas de erradicacién de tuberculosis en bovinos. En este
estudio se evaluara la seguridad y la eficacia de dos vacunas antituberculosas en ovinos: BCG y
un preparado de M. bovis inactivado (EMDIAR) [1]. Se aplicaran métodos inmunoldgicos para
valorar la inmunogenicidad de las vacunas y métodos anatomopatolégicos y bacterioldgicos para
valorar la proteccién y la capacidad para reducir la patologia y la carga bacteriana frente a una
cepa de campo patégena de M. bovis. El estudio en corderos de 2-3 meses de vida, negativos a la
prueba del interferén-gamma (IFN-y y seronegativos a paratuberculosis), se llevara a cabo en un
box de la granja experimental y en un box de aislamiento de la Unidad de Biocontencién de Nivel
3 del IRTA-CReSA.

4, Objetivos

El objetivo general de este estudio es desarrollar un modelo de infeccién experimental de TB en
ovino y estudiar la seguridad y eficacia de 2 vacunas en este modelo.
Los objetivos especificos de este estudio son:

e Estudiar el modelo de infeccién endobronquial con M. bovis en corderos.

e Evaluar la seguridad de 2 vacunas frente a TB en ovinos: La vacuna BCG (cepa Danesa)
v la vacuna EMDIAR.

e Estudiar la respuesta inmune celular y humoral en respuesta a 2 vacunaciones activas
frente a TB y en respuesta al desafio con una cepa de campo de M. bovis.

e Evaluar la proteccion conferida por ambas vacunas (ausencia de infeccién o reduccién
de la patologia y/o la carga bacteriana).

5. Protocolo técnico

El calendario general del estudio se muestra en el Anexo 1. Los diferentes procedimientos a
realizar con las muestras recogidas, se detallan a continuacién.
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5.1. Disefio experimental

Se vacunaran 6 corderos con BCG, otros 6 con EMDIAR y 6 mas se mantendran como control no
vacunado. Todos los animales se desafiardn experimentalmente con un aislado de campo de M.
bovis. La respuesta inmunolégica frente a M. bovis durante el curso de la infeccién serd
monitorizada con técnicas inmunolégicas y moleculares, y el estado de infeccién sera a su vez
determinado mediante necropsia, histologia, deteccién molecular y cultivo bacteriolégico del
punto de inoculacién y linfonodos de drenaje.

Los grupos de tratamiento se muestran en el siguiente cuadro:

Vacunacion Desafio
Grupo
BCG EMDIAR M. bovis
Grupo 1 (N =6) X X
Grupo 2 (N =6) X X
Grupo 3 (N =6) X

5.2. Animales

El estudio se realizara con 18 corderos, de raza ripollesa, de 2-3 meses de vida y destetados en el
momento de la vacunacién con BCG (Semana 0). Los animales procederan de una granja libre de
tuberculosis de y serdn negativos a tuberculosis/paratuberculosis (mediante la prueba del IFN-y y
deteccién de anticuerpos). Se alojaran para su aclimatacion en boxes aislados de la granja
experimental localizada en Llerona (Valles Oriental, Catalufia), hasta la semana 6 y
posteriormente seran trasladados al estabulario de la Unidad de Biocontencién de nivel 3 del
IRTA-CReSA para la inoculacion experimental con M. bovis.

5.2.1. Criterios de inclusién

Corderos sanos, hembras, de 2-3 meses de vida en el momento de iniciar el experimento.
Durante los dias de aclimatacién (4-7 dias) los animales no han de mostrar signos clinicos, ni
elevaciones de la temperatura corporal.

5.2.2. Criterios de exclusion

e Animales considerados no aptos en el momento de la inoculacién de M. bovis, de acuerdo
con la evaluacién del Director de Estudio en base a los registros de observacion.
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e  Animales que desarrollen en el curso del estudio cualquier afeccidn, diferente a TB, la cual
sea probable que cause sufrimiento o pérdida del buen estado del animal o requiera
tratamiento antibiético que interfiera con el desarrollo de la infeccién por micobacterias,
tratamiento con corticosteroides o antiinflamatorios durante el estudio.

5.2.3. Identificacion

Cada animal presentara dos crotales, uno en cada oreja, para poder ser identificado de modo
individual.

5.2.4. Justificacion del nimero de animales

El nimero de animales a emplear en este estudio sera el minimo necesario que permita hallar
diferencias entre grupos de tratamiento mediante un estudio estadistico.

5.2.5. Alojamiento y manutencion

Los animales se mantendran en un box experimental que. En la Unidad de Biocontencion del
IRTA-CReSA, el box serd hermético, con aire filtrado (HEPA) de entrada y salida, sobre slat
comercial, en una superficie Gtil de 11 m> Los animales vacunados (n=12) y los 6 animales
controles se alojaran en el mismo box. Los animales serdn alimentados siguiendo procedimientos
habituales de granjas convencionales, segin PNT IRTA-CReSA PE NBS 004, con suministro de
agua ad libitum.

Cualquier enfermedad intercurrente que presenten los animales serd registrada, asi como la
administracion de cualquier medicamento durante el estudio, que requerira la autorizacion
expresa del director del estudio.

5.3. Vacunacion

5.3.1. Bacilo Calmette-Guérin (BCG)

Se utilizara la cepa Danesa de M. bovis BCG (ATCC® 35733™). Se reconstituird la vacuna
siguiendo las instrucciones del proveedor. Se subcultivard en medio Middlebrook 7H9, segin
lo descrito en [2] y se preparard una suspension de 10° UFC/ml, administrada por via
subcutdnea en dosis de 500 pl (5x10° UFC), segln lo recomendado por el Manual de la OIE
para requerimientos de vacunas de TB [3].
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5.3.2. Preparado inactivado de M. bovis (EMDIAR)

Se utilizara la cepa de campo de M. bovis aislada de una lesién tuberculosa en jabali e inactivada
segun el procedimiento descrito en [1). Se administrara una dosis de ~6x10° UFC/ml.

5.3.3. Viade inoculacién de las vacunas

Se inoculara 0,5 ml de BCG por via subcutanea (axila) y 1 ml del EMDIAR por via intramuscular
(musculo braquicefalico izquierdo).

Grupo de tratamiento y N2 de Via de .
. Vacuna ., i Dosis Volumen
animales administraciéon
Grupo 1/ 6 animales BCG subcutdnea | 5x10° UFC 0,5 ml
Grupo 2 / 6 animales EMDIAR | intramuscular | 6x10° UFC 1ml

5.4. Inoculacién de Mycobacterium bovis

5.4.1. Indculo de M. bovis

Para infectar a los animales se utilizard una cepa de campo de M. bovis con perfil spoligo XXXX
(Denominacién internacional segin www.Mbovis.org). La bacteria serd cultivada en los
Laboratorios NBS3 del CReSA segin PNT PE MI 025. La suspensién se preparara a partir de
cultivos frescos a una concentracién de entre 1000 i 2000 UFC por 0,5 ml de PBS.

5.4.2. Viade inoculacién de M. bovis

Los corderos seran anestesiados con xylazina v.i. a 10mg/50kg (Xilagesic 2%, Carlier,
Barcelona, Catalufia, Espafia), posteriormente se colocardn en decubito lateral derecho y
seran inoculados por via endobronquial. Cada animal recibird 0,5 ml de la suspension de M.
bovis en una Unica aplicacion. Se seguira el procedimiento descrito en [4].
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Grupo de tratamiento Via de

Ing Ne cé |

y N2 de animales noculo administracion celulasf volgnren
Mycobacterium

Todos los grupos/18 | bovis SBXXX (aislado

. endobronquial 1000-2000 UFC/0,5 ml
animales de campo,

Localidad, CCAA)

5.5: Pruebas inmunolégicas

5.5.1. Ensayo de liberacién de interferén-gamma (IGRA) en sangre completa

Las semanas 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17 y 19 realizard un IGRA con muestras de sangre de
todos los animales segln el procedimiento descrito en Pérez de Val et al., 2011 [4]. Se
estimulard la sangre completa (extraida en tubos de heparina) con los siguientes antigenos:
PPD bovina (20 pg/ml, CZV), PPD aviar (20 pg/ml, CZV) y ESAT-6/CFP-10 (10 pg/ml, Lionex).
Las muestras también se estimulardn con el mitégeno PWM (10 pg/ml Sigma-Aldrich) como
control positivo y el control negativo de estimulacion se obtendra afiadiendo solucion
salina tamponada (PBS) a las muestras. Las muestras, con cada uno de los estimulos, se
incuban en placas de cultivo celular durante 16-24h a 37 °Cy 0,5 % de CO,. Seguidamente
se separaran los plasmas y el IFN-y liberado se determinara por ELISA empleando el kit
Bovigam TB (Themo Fisher Scientific, Prionics AG).

5.5.2. Citometria

De las muestras de sangre total extraidas las semana 17, se separaran 10 ml para realizar
estudios citométricos. Se aislardn células mononucleares de sangre periférica (CMSP)
siguiendo el PNT del CReSA PE CC 008. Las muestras de sangre se diluiran 1:1 con PBS y
seguidamente se realizard una separacién de las poblaciones celulares por gradiente de
densidad por centrifugacion, utilizando Histopaque-1077 (Sigma-Aldrich). Las CMPS obtenidas
se suspenderan en medio de cultivo celular RPMI 1640 (Sigma-Aldrich) suplementado con 10%
de suero fetal bovino (Sigma-Aldrich), aminoacidos no esenciales (Sigma-Aldrich), 5 x 10-5 M
2-mercaptoetanol, 100 U/ml de penicilina y 100 pg/ml de estreptomicina. Posteriormente se
contaran al microscopio con la ayuda de una cdmara de Neubauer y serdn procesadas por el
Servicio de Citometria del CReSA haciendo uso del citdmetro de flujo CR-0820 (FACS, Becton
Dickinson) ubicado en los laboratorios NBS3 del CReSA. Se evaluaran las poblaciones celulares
seglin lo descrito anteriormente [1]: células T reguladoras efectoras, células T reguladoras de
memoria, células T productoras de IL-17A (Th17) y otras células T efectoras. Para este
propésito se utilizaran anticuerpos especificos frente a CD3, CD4, CD25 y CD39 de bdvidos.
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5.5.3. Intradermotuberculinizacién (IDTB)

Se realizard en la semana 17 del estudio segtin lo descrito en el manual de animales terrestres
de la Organizacién Mundial de la Sanidad Animal (Manual de la OIE 2009, Chapter 2.4.7
Bovine Tuberculosis). Primeramente, por medio de un pie de rey homologado, se realizara
una lectura basal del grosor de la piel en las tablas del cuello (previamente rasurado) de los
dos lados de cada animal. Las tuberculinas administrardn a una potencia minima de 25.000 UlI,
inoculando 0,1 ml de cada tuberculina en la dermis de mesa del cuello (con una pistola
Dermojet o con jeringa). Se administrard PPD bovina en el lado derecho de la tabla del cuello y
PPD aviar en el izquierdo. La lectura de la intradermoreaccién en cada esquina del cuello se
realizard a las 72 h con el mismo pie de rey con que se hizo la lectura basal

5.5.4. Serologia

A partir de plasma obtenido a las tomas de muestra de sangre total se realizard un ELISA
indirecto de IgG frente a complejo M. tuberculosis. Concretamente frente al antigeno MPB83,
siguiendo el procedimiento publicado previamente [4]

5.6. Necropsia

En la semana 19 todos los animales seran sacrificados con sobredosis de pentobarbital sddico
administrado por via intravenosa (0.7 mg por kg pv). Se realizard necropsia completa en la
Sala de necropsias de la Unidad NBS3 del CReSA. En la necropsia se recogeran los nédulos
linfaticos respiratorios (retrofaringeos, mediastinicos caudal y craneales y traqueobronquial)
que seran procesados para su estudio anatomopatoldgico y posteriormente bacteriolégico.
También se extraeran los pulmones que serén fijados en formalina tamponada al 10% segun el
protocolo publicado anteriormente [4].

5.7. Estudio anatomopatoldgico

Durante la necropsia se registraran todas las lesiones tuberculosas observadas visualmente o
por palpacion en los diferentes 6rganos. Posteriormente un patélogo del IRTA-CReSA evaluara
cuantitativamente la presencia de lesiones tuberculosas en los nddulos linfaticos respiratorios
por fileteo y posterior medida del didmetro de los granulomas segin el procedimiento
publicado anteriormente [4]. Transcurrido un minimo de un mes desde la fijacién de los
pulmones, éstos podrén salir de la Unidad NBS3 del CReSA. El estudio de lesiones pulmonares
se realizard por Tomografia Axial Computerizada se realizard en el Institut Germans Tries i
Pujol. La evaluacién patoldgica de los pulmones se realizara segun lo publicado en [4].
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5.8. Cultivo cuantitativo de micobacterias

Los nddulos linfaticos respiratorios, una vez evaluados anatomopatolégicamente, seran
enteramente procesados para cultivo cuantitativo de micobacterias. Cada linfonodo sera
pesado y homogeneizado enteramente en 10 ml de agua destilada estéril usando un
homogeneizador (Masticator, IUL) y seguidamente los homogeneizados se trasladaran a tubos
Falcon de 50 ml y se descontaminaran con 10ml de cloruro de hexadecilpiridinium (HPC)
durante 15 minutos en agitacién orbital. Posteriormente las muestras seran centrifugadas
durante 30 minutos a 3500 rpm (Centrifuga Eppendorf 5810). El pellet seré resuspendido con
PBS con 10 ml 0,5% de Tween 80 y se realizaran 2 diluciones seriadas 1/10 en PBS Tween 80
de la suspension madre. Se cultivara por duplicado 100 pl de las 3 suspensiones en placas de
medio 7H11. Seguidamente se incuban las placas durante 28 dias a 37 °C. Transcurrido este
tiempo se realizard el recuento de colonias viables para conocer la carga bacteriana total en
cada nédulo linfatico y el conjunto de nddulos linfaticos respiratorios.

6. Gestion de residuos

Todos los caddveres serdn destruidos por incineracion después de la necropsia y la recogida
de las muestras.

7. Evaluacion de resultados y analisis de datos

Los resultados clinicos, inmunolégicos, patoldgicos y bacterioldgicos serén evaluados durante
toda la fase experimental por el Director del estudio con el apoyo del equipo investigador.

Las comparaciones entre grupos experimentales se realizaran después de la fase experimental
utilizando las pruebas estadisticas mas adecuadas al parametro objeto de evaluacién (pruebas
paramétricas o no paramétricas).

8. Informes

El informe final del estudio sera redactado por el Director del estudio con el apoyo del equipo
investigador. Fecha esperada de entrega: 30/11/2016.

9. Modificaciones y desviaciones

Cualquier modificacién respecto este protocolo sera pertinentemente notificada y justificada
en el informe final. Sin embargo, el Director de estudio evaluard la necesidad de abrir
cualquier desviacion del protocolo que quedara pertinentemente reflejada vy justificada en el
informe final.
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10.Registro y archivo de datos

Se procedera a la anotacidon de los datos en formato papel, mediante hojas informatizadas de
registro de datos, como datos primarios dentro del box siendo finalmente trasladados a
fichas en formato electrénico como copia de seguridad y para que el Director del estudio
pueda ir observando la evolucién del proceso. El IRTA-CReSA mantendra durante 5 afios una
copia de todos los datos generados durante la fase experimental.
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ANEXO 1. Cronograma del estudio

Grupos experimentales

Accién
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N
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*Pruebas de citometria y produccion de citoquinas.

Este estudio se realizara de acuerdo con el protocolo de estudio y segun los
principios de buenas practicas de laboratorio y clinicas.

Villavicio Zraﬂﬁéﬁmie. bre de.2015.
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