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Resum

Introduccid: la tuberculosi és una malaltia infecciosa que es transmet per via aéria i el seu tret
distintiu histologic és la formacié de granulomes necrotitzants. A dia d’avui continua provocant
una alta morbi-mortalitat a nivell mundial. Tot i les estratégies diagnostiques, profilactiques i
terapeutiques disponibles, encara no s’ha aconseguit controlar la malaltia. La vacuna Bacille
Calmette-Guérin (BCG) ha permes evitar les formes més greus de la malaltia pero ofereix una

proteccio variable dels pulmons.

El diagnostic per la imatge té un paper cabdal en el seu cribratge, diagnostic i seguiment. La
semiologia radiologica de la tuberculosi esta ampliament descrita i possibilita la diferenciacié

entre malaltia activa i latent.

El model experimental animal amb macacos esta establert i validat per tuberculosi. Alguns
d’aquests treballs analitzen els pulmons a partir de imatges de tomografia computada (TC) i

analitzen la distribucio, carrega de malaltia i caracteristiques de les lesions.

Tanmateix, la deteccid de nous patrons radiologics capacgos d’identificar precogment diferents
desenllagos tuberculosos podria ser una nova eina per |'avaluacié de diferents estrategies

profilactiques i terapéutiques.

Hipotesi: L'avaluacié de la tuberculosi pulmonar mitjancant tomografia computada permet
identificar patrons de contencié o progressié de la malaltia en un model experimental amb

macacos.

Objectius: I'objectiu principal és identificar patrons de distribuciéd de la malaltia tuberculosa
pulmonar en imatges de TC. Els objectius especifics sén avaluar I'efecte de la vacuna Bacille
Calmette-Guérin (BCG) en un model experimental animal amb macacos dels genotips rhesus i
cynomolgus i objectivar I'impacte de la pleura per la contencié de la tuberculosi pulmonar en

macacos.



Material i Métodes: s’han analitzat 123 TC procedents de 35 macacos rhesus i cynomolgus
infectats experimentalment amb M. tuberculosis, catorze dels quals havien estat préviament
vacunats amb BCG (per via intradermica o inhalada), i han estat monitoritzats amb imatges de TC
durant 16 setmanes. S’avalua el nombre, caracteristiques i localitzacié6 de cada consolidacié
pulmonar i dels micronoduls. Aquests ultims sén subdividits, de forma innovadora, entre aillats i
associats. Es creen els grups experimentals en base al genotip del macaco i a I'estat i ruta de

vacunacio.

Resultats: es troben un total de 2564 lesions, clarament predominants en els rhesus, tot
corroborant que desenvolupen tuberculosi activa progressiva greu en contraposicid dels
cynomolgus, que fan una major contencid de la infeccié. Els microndduls associats es vinculen a
formes de pitjor progressié de la malaltia amb dos patrons radiologics: el complex condensacié
amb micronoduls associats i la major proporcid de micronoduls associats envers els aillats.
S’aprecia un efecte de contencid inicial en tots els grups vacunats, més perllongat en cynomolgus.
La ruta d’administracid intradermica confereix major efecte protector pulmonar. Finalment,
s’observa que la pleura provoca contencié tuberculosa en cynomolgus, indistintament del seu

estat de vacunacio.

Conclusions: les imatges de TC permeten identificar patrons de distribucié de la malaltia
tuberculosa pulmonar en un model experimental amb macacos. El complex format per
condensacions amb microndduls associats constitueix un patro radiologic identificable en imatges
de TC que es vincula a una pitjor una progressié de la malaltia tuberculosa pulmonar i s’ajusta a la
proposta del Model de Bombolles. Una major proporcié de micronoduls associats envers els aillats
es relaciona amb progressio de la malaltia tuberculosa pulmonar. La vacuna BCG protegeix contra
la tuberculosi pulmonar en la fase inicial de la malaltia a les dues espécies de macacos, fent una
contencid temporal. La vacuna BCG per via intradérmica podria conferir major efecte protector
pulmonar, ja que mostra major contencié dels micronoduls associats. En els cynomolgus,
indistintament del seu estat de vacunacid, el contacte de les condensacions amb la pleura

presenta un efecte de restriccié del seu creixement.






Abstract

Introduction: tuberculosis is an airborne infectious disease and its hallmark at the histological
level is the necrotizing granuloma. Nowadays, it is still associated worldwide with high morbidity
and mortality. Despite the availability of diagnostic, prophylactic and therapeutic strategies,
tuberculosis is not yet under control. The Bacille Calmette-Guérin (BCG) vaccine avoids the

deadliest forms of the disease although it offers inconsistent protection to the lungs.

Diagnostic imaging has a pivotal role in screening, diagnostic and follow-up. Radiological
manifestations of tuberculosis are documented and enable to differentiate active from latent

disease.

Experimental animal models using macaques are well established and validated in tuberculosis.
Some of these studies analyse the lungs by performing computed tomography (CT) scans to

evaluate the distribution and features of the lesions as well as burden of disease.

Nevertheless, the detection of new radiological patterns capable of distinguishing prematurely
different outcomes could become a new tool for the evaluation of diverse prophylactic and

therapeutic strategies.

Hypothesis: the evaluation of pulmonary tuberculosis by computed tomography allows the
detection of disease’s containment or progression patterns in an experimental model with

macaques.

Objectives: the main objective is to detect patterns on the distribution of pulmonary tuberculosis
in CT images. The specific objectives are (i) to evaluate the effect of the BCG vaccine in an
experimental animal model with rhesus and cynomolgus macaques, and (ii) to analyse the pleural

impact on the containment of pulmonary tuberculosis in macaques.

Materials and Methods: in this study, 123 CT scans from 35 rhesus and cynomolgus macaques
experimentally infected with M. tuberculosis have been analysed, fourteen of them had been

previously BCG-vaccinated (intradermal or inhaled) and have been monitored by CT images during

4



16 weeks. The number, features, and location of each lung consolidation as well as micronodules
are evaluated. The latter are subdivided, in an innovative way, between isolated micronodules and
daughter micronodules. Experimental groups are based on macaques’ genotype and the

vaccination status and route.

Results: up to 2564 lesions are found, showing a clear predominance in rhesus. This indicates that
rhesus macaques develop progressive active tuberculosis in contrast to cynomolgus, which are
able to do major containment. Daughter micronodules are related to worse tuberculosis
progression, showing two radiological patterns: the complex consolidation with daughter
micronodules and a higher proportion of daughter micronodules than isolated. It is appreciated
an initial containment effect in all vaccinated groups that takes longer in cynomolgus. The
intradermic route seems to confer greater lung protection in rhesus. Finally, a disease restraint

effect performed by pleura is observed in cynomolgus, indistinctly of their vaccination status.

Conclusions: CT images are capable to detect patterns on the distribution of pulmonary
tuberculosis in an experimental model with macaques. The lesional complex formed by
consolidations with daughter micronodules constitutes an identifiable radiological pattern in CT
images related to worse disease progression and adjusts to the bubble model proposal. A higher
proportion of daughter micronodules than isolated is related to progression of tuberculosis. BCG
vaccine protects initially from pulmonary tuberculosis to both macaques’ genotype, temporally.
Intradermic BCG route could confer greater lung protection because a larger contention of
daughter micronodules is shown. In cynomolgus, indistinctly of their vaccination status, the

contact of the consolidations with pleura restrains its growth.
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1. INTRODUCCIO

1.1. La infeccid tuberculosa

1.1.1. Situacio actual i rellevancia de la tuberculosi

La tuberculosi és una malaltia infecciosa causada pel Mycobacterium tuberculosis que es transmet
per via respiratoria. Clinicament existeixen la forma pulmonar, que és la primordial, i la forma

extrapulmonar, que es dona per la disseminacié bacil-lar a qualsevol organ.

Aquesta malaltia acompanya els éssers humans des de la prehistoria i a dia d’avui encara és un
greu problema mundial degut a I'alta morbi-mortalitat que comporta, tot persistint com la
primera causa de mort per patogen Unic durant décades fins a la irrupcié de la sindrome
respiratoria aguda greu per coronavirus 2 (més coneguda per les sigles en anglés SARS-CoV-2). Es
especialment prevalent en els paisos de ingressos baixos, amb I’Africa subsahariana i el sud-est
asiatic al capdamunt, prenent una revolada dramatica quan es combina amb la infeccid pel virus

de la immunodeficiéncia humana (VIH) (1,2) (Figura 1).
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Figura 1. Taxa d’incidéncia estimada de tuberculosi, 2021. Extret de Global Tuberculosis Report 2021, World Health
Organization (1)
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La micobacteria tuberculosa infecta cada any uns 10 milions de persones arreu del mén i és la
causa de 1,5 milions de morts anuals. A més, la Organitzacié Mundial de la Salut (OMS) estima que
un 25-30% de la humanitat esta latentment infectada, dels quals un 10% desenvolupara

tuberculosi activa en pocs anys (1-3).

La pandémia per SARS-CoV-2 que va declarar-se el 2020 ha suposat una regressié en termes de
contencid de la tuberculosi, amb dificultats per accedir a centres de salut i al seu tractament,
sobretot en els llocs de menor implantacid i cobertura sanitaria. Globalment, ha suposat una
franca caiguda en la deteccié de casos, aixi com una estimacié de mig milié d’excés de mortalitat

gue ens ressituara en valors de fa 10 o 15 anys (Figura 2) (1,2,4-6).
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Figura 2. Tendéncia global de la notificacié de casos de tuberculosi diagnosticada, 2015-2021. Extret de Global
Tuberculosis Report 2021, World Health Organization (1)

Véncer la tuberculosi, en el moment actual, no és un objectiu factible a curt ni a mig termini, i els
esforcos han de continuar concentrant-se en tres grans pilars: prevencio, diagnostic precog i
tractament. Aix0, primordialment, significa avancar en el camp de les vacunes, trobar
biomarcadors de diagnostic i d’activitat de la malaltia, aixi com nous farmacs i protocols que
permetin escurgar i facilitar el tractament, i que alhora, combatin la tuberculosi multiresistent (7—

10).
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Breu historia

L’'origen de les infeccions per Mycobacterium tuberculosis complex en Homo sapiens daten del
paleolitic, associat al descobriment del foc i I'establiment de petites comunitats amb majors
vincles socials (11-16). Hi ha indicis de tuberculosi a totes les civilitzacions des de temps antics
(17-22) i al llarg de la historia ha mostrat una afectacié creixent a mesura que les ciutats i la
densitat de poblacié augmentaven. Durant la Revolucié Industrial van tenir lloc greus epidemies
tuberculoses, on la prevalenca i la morbi-mortalitat van ser altissimes, i s’estima que es van assolir
taxes de mortalitat al voltant de 900/100.000 habitants, amb especial incidéncia entre adults joves

(17,20,23).

Jean-Antoine Villemin va ser el primer en demostrar que la malaltia és de causa infecciosa el 1865
(17,20,24). Pero fou finalment el cientific Robert Koch (Figura 3), el 1882, qui va aconseguir el gran

repte d’identificar la bacteria (17,20,21,27), fet que li va valdre el Premi Nobel el 1905.

Figura 3. Retrat del Dr Robert Koch (1843-1910). Extret del llibre de JB Huber, Consumption: Its relation to man and
its civilization: Its prevention and cure. Philadelphia, JP Lippincott, 1906

Anys després, es van desenvolupar els tests cutanis de von Pirquet (1907) i Mantoux (1908) -també
conegut com test cutani de la tuberculina o PPD-, aixi com la vacuna anti-tuberculosa de Calmette

i Guérin (1921). El 1944 es va descobrir el primer farmac anti-tuberculds, I’estreptomicina (26—28)

8
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fet que va donar pas a l'inici de I'era post-antibiotica, on la morbi-mortalitat va caure drasticament

i el control de la malaltia va esdevenir una realitat.

El 1993 la OMS va declarar la tuberculosi una emergencia global i va dissenyar un pla que predeia
la seva erradicacié al voltant de I'lany 2000, basant-se en dades optimistes gracies a tractaments
curts desenvolupats els anys 1980s i la perspectiva de noves vacunes. Pero la realitat va ser
diferent a les expectatives inicials, ja que no es van aconseguir noves eines profilactiques, el
protocol de tractament curt de 6 mesos va esdevenir massa llarg, fet que donava peu a
I'abandonament terapeutic i al desenvolupament de resisténcies antibiotiques, aixi com el gran
impacte negatiu que va suposar la irrupcid de la pandémia VIH. A demés, la milloria de I'esperanca
de vida esta facilitant la tuberculosi, de forma inversemblant, com a conseqiiéncia d’una major
preséncia de malalties debilitants; I'increment de fluxos migratoris esta barrejant arees d’alta i
baixa endemicitat i I'exode rural mundial ha donat lloc a 'augment de la vida urbana i de les

aglomeracions, tot afavorint la persisténcia de les infeccions (4,8,29).

El 2017, la OMS va ressituar I'erradicacio de la tuberculosi al 2030 (30), pero la irrupcié de la
pandemia SARS-CoV-2 ha estat un nou daltabaix que ha suposat una marcada regressié que ens

ressitua en dades de 2005-2010 (1,2,4-6,31).

1.1.2. Etiologia. Caracteristiques del Mycobacterium tuberculosis

El Mycobacterium tuberculosis forma part de la familia Mycobacteriaceae, on s’hi troba el génere
Mycobacterium i d’altres microorganismes com les corinebactéries i les nocardies, que presenten
una alta preséncia de lipids (fins al 60%) degut essencialment a la presencia d’acids micolics a la
membrana externa de la paret cel-lular. Aquesta els confereix la seva caracteristica primordial,
gue és la d’acid-alcohol-resisténcia: s’acoloreixen amb dificultat, pero un cop tenyits, no es poden

decolorar amb acids ni alcohol.

Les micobacteries sén uns germens ubics, i n’hi ha des de saprofits del sol i aigua fins a patogens
humans causants de la tuberculosi (M. tuberculosis), d’afectacié pulmonar per micobactéries
atipiques (entre d’altres, M. avium intracellulare o M. kansasii) o bé de malalties cutanies com la

lepra (M. leprae) (32).
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Es un bacil immobil i no esporulat (Figura 4), aerobic obligat i que pren I'energia de fonts de
carboni. Es peculiarment de creixement lent, amb un temps de duplicacié de 18-24 hores (la resta
de bacteries freqlientment ho fan en 20 minuts), i sGn més resistents a agents quimics que les
altres bactéries gracies a la naturalesa hidrofoba que li confereix la seva superficie cel-lular lipidica
i un creixement aglomerat. No produeix endotoxines, exotoxines ni enzims que puguin causar

danys adversos (32,33).

Figura 4. Bacils de M. tuberculosis amb tincié de Ziehl-Neelsen

El metode de tincié Ziehl-Neelsen és el més eficag, perd val a dir es considera bacteria
grampositiva tot i que s’acoloreix irregularment amb la tincié. En mostres directes d’esput o
tissulars aquest bacil també es pot observar amb fluorescéncia sota tincions amb fluorocroms,

com 'auramina (32,33).

Es cultiva tipicament en medi solid a base de ou coagulat, com el Léwenstein-Jensen. També s’usen
medis de cultiu semi-sintetics d’agar, com Middlebrook 7H10, i medis liquids o caldos de cultiu
com Middlebrook 7H9 i 7H11 (on acostuma a créixer més rapid que en cultius solids). Una

atmosfera enriquida amb CO; estimula el seu creixement (32—-34).
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1.1.3. Patogenia. Desenvolupament de la infeccidé i models d’evolucié tuberculosa

La tuberculosi és una malaltia infecciosa que es contagia per via aéria a través de gotetes
respiratories aerosolitzades de molt petita mida (de 2-4 um), que contenen bacils viables, i que es
generen des de persones amb tuberculosi activa pulmonar. També existeix la transmissio per via
digestiva sobretot a través llet vacuna infectada per M. bovis, que actualment és anecdotica, o

inclus la infeccid a laboratoris com a malaltia d’exposicio laboral (32-34).

La infeccid pulmonar s’inicia, doncs, amb I'arribada d’un inocul infectiu amb Mycobacterium
tuberculosis al pulmdé mitjancant la seva inhalacié i és fagocitat per un macrofag alveolar (35,36).
Pero aquest bacil té la capacitat de replicar-se dins dels propis macrofags gracies a la produccid
del péptid ESAT-6, que evita tant la fusid fagosoma-lisosoma com I'apoptosi cel-lular, fet que
permet I’entrada del patogen al citoplasma (35,37-39). Alli es multiplica durant practicament una
setmana (40) fins a provocar la necrosi del globul blanc i I’alliberament de multiples bacils al medi
extracel-lular (35,41,42), on també es repliquen, tot permetent la infeccid de nous macrofags a
alvéols adjacents. La repeticié d’aquest procés produeix un nivell cada cop més elevat de senyals
pro-inflamatories fins que es desencadena una cascada de resposta immune tot iniciant-se

I’estructuracio de la inflamacié i la formacié del granuloma(43).

Els bacils sén drenats fins als ganglis limfatics, on interaccionen amb les cél-lules dendritiques.
Aqui té lloc la presentacioé d’antigens (que majoritariament son ESAT-6 i complex antigénic Ag85),
i s’estimulen sobretot limfocits T CD4 i en especial el subtipus ajudants Th1 (43—45), tot permetent
I"activacié dels macrofags infectats i la subseglient destruccid del bacil. En menor mesura també
s’estimulen Th2, que propicien reparacié tissular fibrosant, i en cas d’estimular-se limfocits Th17
(situacié que es dona quan hi ha alta concentracié de bacils extracel-lulars) s’atrauen

principalment neutrofils, que generen lesions de major volum (Figura 5).

Els macrofags activats son capagos de destruir el patogen, tot i que un petit percentatge dels bacils
aconsegueix entrar en un estat d’alentiment metabolic (conegut com estat dorment, o dormancy
en anglés) que els permet sobreviure amb activitat metabolica minima. Aquests macrofags també
tenen la capacitat de fer apoptosi, que al contrari de la necrosi, té un paper en la contencié de la
replicacio (46—48).

Per altra banda, els macrofags activats es poden arribar a transformar en macrofags espumosos

(o foamy macrophages en anglés) com a conseqiéncia de la funcié “d’escombriaire” i que
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habitualment succeeix al centre o core de la formacié granulomatosa, amb la fagocitacié dels
teixits necrosats i bacils residuals. Aquest fet comporta una enorme incorporacié intra-
citoplasmatica d’acids grassos provinents de les parets cel-lulars desintegrades, tot formant cossos
lipidics que, al seu torn, resulten ser font d’energia per les micobacteries (amb especial interés de

les dorments) (49-51).

By
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Figura 5. Cicle infectiu de M. tuberculosis, extret de Cardona (2018) (35).

[1] Entrada de bacils a I’alveol i [2] fagocitosi per part d’'un macrofag alveolar, amb multiplicacié al seu interior. [3]
Destruccié del macrofag i disseminacié local, on apareixen altres macrofags que els fagociten novament. Es genera
una resposta inflamatoria local, on s’hi troben monaocits [3a] i neutrofils [3b], amb drenatge dels bacils als ganglis
limfatics regionals, que desencadena la proliferacié de limfocits Thl [4a] i Th17 [4b]. En el cas dels Thi, hi ha un
control del creixement bacil-lar, amb el drenatge dels bacils dorments a través dels macrofags espumosos [5a], fins
que es controla la lesié mitjangant I’encapsulacio [6]. En el cas del Th17, les lesions creixen gracies a I’entrada de
neutrofils, associat a creixement bacil-lar extracel-lular, tot generant noves lesions perifériques; en aquest cas, la
concentracio del bacils és molt més alta i el drenatge és més important (a través dels fluids alveolars o inclus a nivell
sistémic mitjangant la neovascularitzacié del granuloma [5b]). Globalment a nivell pulmonar, els bacils arrossegats
pels fluids alveolars es drenen cap al tracte digestiu [8], tot i que poden arribar formar part de nous aerosols, tot
generant noves lesions i progressio de la malaltia.
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Aquests macrofags espumosos, que contenen bacils tuberculosos, es poden trobar als fluids
alveolars drenats amb el moviment ciliar, i per tant, no tots queden encapsulats dins dels
granulomes. La seva mobilitzacid, en cas de no aconseguir eliminar-los amb les secrecions
respiratories, pot ser perversa i poden provocar reinfeccions endogenes amb la generacioé de nous

aerosols infectius dins de la propia via aéria.

El conjunt de fenomens inflamatoris descrits desencadenen la formacié immune caracteristica de
la tuberculosi, els granulomes, i tenen la capacitat d’evitar el desenvolupament de la tuberculosi
activa en un 90% dels casos aproximament (2,3,35). L’equilibri entre els senyals bioquimics pro- i
anti-inflamatoris al lloc de la infeccid és crucial pel control de la malaltia (52,53).

Existeix la possibilitat que el bacil aconsegueixi sortir del gangli limfatic o del granuloma i
dissemini, a través de vasos limfatics o sanguinis, fins a d’altres localitzacions i inclUs altres organs,

donant a formes extrapulmonars de la malaltia (42,46,47).

Cavitacié tuberculosa. Es un altre fenomen caracteristic i rellevant de la tuberculosi. Els agregats
d’inflamacié granulomatosa pateixen necrosi caseosa central; si la inflamacid erosiona la paret
d’un bronqui adjacent, es produeix una comunicacié amb la via aéria que permet la sortida del
caseum al’arbre traqueobronquial aixi com I’entrada de gas a I'interior de les lesions tuberculoses
(54-59) tot donant lloc a lesions cavitades. Aquest procés implica que el caseum, inicialment
encapsulat i ben contingut, és capa¢ de disseminar-se per via aeria provocant reinfeccions
endogenes (51,60) i per tant, és un fenomen que promou la progressié de la malaltia. Les
cavitacions de condensacions tuberculoses sén un esdeveniment de mal pronostic, doncs implica
baix control de la infeccid, desvascularitzacié de la pneumonia amb pobra entrada d’antibiotic aixi
com major risc de reactivacions futures. A demés, les lesions tuberculoses cavitades incrementen
el risc epidemiologic perque augmenten la transmissié, ja que es detecten majors carregues

bacil-liferes en cultius d’esput (61).
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Models de I’evolucié tuberculosa basats en la patogeénia

Les revisions recents de la fisiopatogénia demostren que els fenomens immunes i els granulomes
son processos dinamics (43,52,60,62) en contra de la Teoria Estacionaria tradicional. Es recolzen
en el fet que s’identifiquen macrofags de diferents fenotips al si dels granulomes, amb macrofags
infectats i no-infectats i que, per tant, se n’hi van infiltrant (43,63,64) aixi com la identificacio de
macrofags espumosos als fluids alveolars que al seu torn provenen principalment de zones

necrotiques intragranulomatoses (35,49-51).

L’'anomenada Hipotesi Dinamica es basa en aquests fenomens i entén la tuberculosi latent com
un procés de reinfeccié endogena constant, continguda i controlada gracies a una resposta

immune eficient (35,51,60).

Model de “bombolles de sabd” per progressié a la tuberculosi activa

Altrament, Prats et al. (2016) (65) proposen un model matematic per descriure la progressio de la
malaltia activa tuberculosa, emmirallat en el comportament de les bombolles de sabé. Es basa en
tres processos que es consideren claus: (i) la resposta immunitaria intensa local, que implica un
creixement exponencial de les lesions; (ii) la disseminacid infecciosa amb reinfeccions endogenes,
i la conseqiient generacié de noves lesions anomenades “lesions filles” (o daughter lesions en
angles); (iii) finalment, la coalescéncia de les lesions formades. Les dades sén extretes d’'un model
animal amb ratolins C3HeB/FelJ experimentalment infectats amb M. tuberculosis, que de forma

caracteristica generen una resposta inflamatoria exagerada.

Cal recordar que la llei de les bombolles de sabd explica que dues bombolles en contacte es
fusionaran, ja que l'aire de la bombolla petita és empés cap a dins de la bombolla gran. Per tant,

les bombolles fan coalescéncia tot creant una bombolla més grossa amb menys pressio interna.

L'analisi de les lesions en la tuberculosi activa progressiva emulen la dinamica de les bombolles de
sabd en un model muri, tot fusionant-se entre si en cas de contacte i donant lloc a lesions més

grosses amb tendencia a I'esfericitat (Figura 6).

Aquest Model de Bombolles (o Bubble Model en anglés) obre noves perspectives per la
comprensio de la historia natural de la tuberculosi, inclou altres teories com la Hipotesi Dinamica
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(51,60) i és capag de quantificar i per tant comparar models. A més, la seva aplicacié podria ser
una eina per entendre millor els mecanismes que desemboquen cap a la tuberculosi activa i es
podria usar per predir casos en que s’estigui generant una tuberculosi activa des d’'una forma

latent.

2 (mm)

Figura 6. Model de Bombolles per la progressio de la tuberculosi activa, extret de Prats et al. (2016).

(A) Imatge de la superficie d’'un pulmé de ratoli el dia 30 post-infeccié, on s’identifiquen abundants lesions
blanquinoses que corresponen a focus de pneumonia granulomatosa. (B) Imatge histologica de parénquima
pulmonar amb lesions tuberculoses granulomatoses, tincié tricromic de Masson. (C) Simulacié 3D d’un grup de
lesions pulmonars, on cada esfera representa una lesié. (D) Simulacié 2D del mateix grup de lesions.

1.1.4. Histologia. Granuloma tuberculds: el tret distintiu de la infeccid

L’estudi histologic de la tuberculosi pulmonar, macroscopicament, mostra noduls o masses
compactes (anomenats classicament “tuberculomes”, per la seva similitud amb el tubércul de la
patata) i també consolidacions pulmonars. Aquestes formacions presenten calcificacions i necrosi
central caseosa o caseum (43), tot implicant destruccid tissular permanent. Les condensacions

pneumoniques corresponen a focus d’inflamaciéd granulomatosa necrotitzant, de diferents
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mides. A la malaltia miliar s’observen innumerables micronoduls d’agregats granulomatosos

distribuits aleatoriament pels organs (66,67).

Microscopicament, el tret distintiu de la tuberculosi és la presencia de granulomes necrotitzants.
Sén lesions esfériques que presenten un centre necrotic envoltat per una muralla cel-lular i
corresponen a la resposta immune que desenvolupa I'hoste per contenir la infeccié per
Mycobacterium tuberculosis. Els granulomes estan constituits principalment per un agrupament
de macrofags que mostren diferents fenotips i n’hi ha d’infectats i de no infectats (43,52,68); a
més, al seu torn, poden transformar-se en cel-lules epitelioides i, en fusionar-se, donar lloc a
cel-lules gegants. Aquests agregats de macrofags i cel-lules derivades habitualment es troben
envoltades per limfocits, amb una preséncia variable de cél-lules dendritiques i de neutrofils
(43,52,66,67,69,70) (aquests ultims de vegades mostren una intensa infiltracio (71)). Els
granulomes generen necrosi central de tipus caseosa i tendeixen a fibrosar i calcificar amb el
temps (66,67); també es poden esterilitzar completament com a culminacié de la resposta
immune (70,72-74), fet que es troba associat a major grau de mineralitzacié o calcificacid. Els
bacils es distingeixen amb la tincié de Ziehl-Neelsen i se’n troben a les arees necrotiques, a les

cél-lules gegants i en alguns dels macrofags.

Tanmateix, com ja s’ha exposat préviament, els processos immunes que tenen lloc al granuloma
mostren una dinamica constant i no es tracta d’estructures estacionaries ni hermétiques. Fan la
funcié de contencié de la micobacteéria i, idealment, de la seva destruccio, pero alhora sén un

potencial reservori del patogen (43,51,60,70,75).

D’aquesta forma, els granulomes estan presents sempre en la infeccié per M. tuberculosis, i per
tant, se n’observen en tuberculosi activa i latent, tot i que se’ls pot identificar en diferents fases

de maduracio.

Subgrups de granulomes

S’han descrits diversos subtipus de granulomes que globalment es troben vinculats al seu grau de
maduresa; estan definits per les seves caracteristiques histologiques i moleculars, amb trets

diferencials respecte la composicio cel-lular i la matriu extracel-lular (52,54,68,72,74,76).
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L’estudi de Olga Gil et al. (2010) (72), basat en un model experimental amb minipigs, subdivideix
els granulomes i els situa en una progressié temporal. Detecta un estadi primerenc, amb lesions
poc estructurades, i un estadi tarda, amb lesions organitzades i esfériques que evolucionen cap a
I'encapsulacid, amb preséncia de miofibroblasts, aixi com calcificacié / mineralitzacié. En cas

d’haver dos o més granulomes junts, a més, se’ls classifica com a coalescents (Figura 7).

Figura 7. Imatges histologiques de la formacié i maduracié dels granulomes tuberculosos en minipig, extret de Gil et
al. (2010)(72). A I'esquerra amb tincié d’hematoxilina-eosina i a la dreta amb tricromic de Masson, usant magnificacio
x100. Els granulomes A-D es troben en la fase |, i els granulomes E-F en fase Il. Les linies discontinues i les fletxes
verdes mostren els septes interlobulillars.

L'analisi de Flynn et al. (2011) (52) proposa quatre subgrups, que impliquen diferents
microambients immunes i bacterians, basats en un model experimental amb macacos: granuloma
caseds, granuloma no-necrotitzant, granuloma necrotic neutrofilic i granuloma fibrotic. El
granuloma caseds es considera el classic i poden calcificar-se, com a éxit de la resposta immune.
Per un altre costat, també es poden subdividir en funcié de la seva distribucid: focals, agrupats i

disseminats (basats en anatomia patologica).
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Implicacio dels fibroblasts i els septes interlobulillars pulmonars

Aquest mateix estudi de Olga Gil et al. (2010) (72) també planteja que I’encapsulacio
col-lagenitzada dels granulomes mitjangant fibroblasts o miofibroblasts sembla vinculada a
I’estimulacio dels septes interlobulillars adjacents; no s’hi aprecia clara influéncia de la pleura en
I'estudi, pero el seu disseny no esta dirigit a la valoracid pleural. En aquest punt cal destacar que
els septes interlobulillars sén estructures presents al parénquima pulmonar de mamifers grossos
(77) i tenen una funcid de xarxa estructural que permet mobilitzar el parénquima pulmonar amb
la respiracié i evitar el col-lapse alveolar amb la espiracid; aquests septes sén un teixit ric en teixit
intersticial lax que conté fibroblasts. Per un altre costat, la pleura visceral esta formada per
diferents subcapes, la més interna de les quals és molt rica també en teixit connectiu lax i presenta

per tant abundants fibroblasts (66,67,78).

1.1.5. Clinica, diagnostic i tractament

Clinica

La tuberculosi mostra un ampli espectre de presentacid, com a resultat de les diferents situacions
a nivell microbiologic, immunitari, patogénic i clinic que mostren les persones infectades (79).
Tanmateix, no tothom que s’exposa a la micobactéria queda infectat. La presentacio clinica de la
malaltia tuberculosa és variable, amb manifestacions sistemiques i manifestacions a I'organ
infectat, tot i que també pot ser asimptomatica (10-20%) (34). Habitualment es presenta una
clinica respiratoria associada a quadre general amb astenia, perdua de pes, febre vespertina i

sudoracioé nocturna.

Afectacié pulmonar. Es la forma més freqiient i dona lloc a clinica d’infeccié respiratoria, amb tos,
expectoracié i de vegades dolor pleuritic. Es caracteristic que el quadre pneumonic sigui persistent
si es fa tractament antibiotic convencional. Els esputs hemoptoics o I’'hemoptisi (habitualment
minor) sén un signe més especific de la malaltia tuberculosa pulmonar. Si I'afectacié pulmonar és
greu, pot donar lloc a dispnea i insuficiéncia respiratoria. També es poden afegir sobreinfeccions,

especialment en cas de bronquiéctasis o cavitacions pulmonars. Es habitual trobar adenopaties
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augmentades de mida i la limfadenitis cervical és una disseminacio limfatica locorregional usual

(34,80).

Afectaci6 extrapulmonar. Es una forma poc freqiient que acostuma a donar-se per disseminacié
hematogena (81-83) i la clinica es troba en relacié amb I’organ afectat, que pot ser qualsevol. La
disseminacié més greu i destacable és al sistema nervids central, on la meningitis (o
leptomeningitis) tuberculosa esta associada a una alta morbi-mortalitat i es desenvolupa amb
major freqliéncia en els extrems de la vida (sobretot menors de 5 anys i en ancians) (84—86). La
tuberculosi miliar és una forma extrema de disseminacié hematogena en qué es fa una sembra
difusa amb formacié de granulomes tuberculosos a tots els organs, també vinculat a alta morbi-
mortalitat. Tanmateix, la infeccié genitourinaria és la forma més freqiient extrapulmonar i esta
descrit en el 2-8% de les persones amb malaltia tuberculosa (87—-89). També son classiques les
formes d’espondilitis (o0 mal de Mal de Pott, a la columna vertebral), d’ileitis terminal i peritonitis

tuberculosa.

En adults, la tuberculosi és freqlient que estigui associada a malalties debilitants, sobretot als
paisos industrialitzats (com diabetis, cirrosi, insuficiencia renal o neoplasies), aixi com a malalties
immunosupressores (tipicament VIH). La infeccié predomina en el sexe masculi sense que s’hagi

identificat clarament la causa.

Diagnostic

Sospita de tuberculosi. Davant la sospita de infeccié (bé per clinica, bé per exposicié o estudi de
contactes), esta indicat fer test cutani o bé uns IGRAs, i si és positiu, es realitza una radiografia de
torax per valorar troballes de possible tuberculosi (activa o bé inactiva), aixi com un estudi

microbiologic (Figura 8).

Els IGRAs (com el meétode Quantiferon), en contraposicié al PPD, no positivitzen davant d’altres
micobactéries ni amb la vacuna BCG. No obstant, cap de les dues proves no aporten informacio
sobre infeccid recent o passada, ni tenen la capacitat de discriminar malaltia entre activa o latent.

(90).
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Fuente: Latent tuberculosis infection: updated and consolidated guidelines for programmatic management;
WHO 2018,

Figura 8. Algoritme per diagnostic de infeccié tuberculosa latent i exclusié de tuberculosi en estudi de contactes en
persones (excloent <5 anys, VIH+ i altres grups de risc). Extret de Plan para la Prevenciéon y Control de la Tuberculosis
en Espaiia del Ministerio de Sanidad, 2019 (90).

Confirmaciéo microbiologica. La preséencia de M. tuberculosis en mostres biologiques és
diagnostica de malaltia tuberculosa activa i es fa mitjancant la seva deteccié directa i per cultiu.
Aquests estudis, que permeten arribar al diagnostic de certesa, han d’incloure bacil-loscopia i
cultiu, identificacié del complex M. tuberculosis, aixi com un estudi de sensibilitat a farmacs, de
soques resistents i de sensibilitat a farmacs de segona linia (90). Actualment, si esta disponible, es
recomana la deteccié del DNA de M. tuberculosis amb tecnica de PCR, que és la forma més

especifica de diagnostic.

El bacil de Koch es pot observar directament amb tincions d’auramina o bé es pot demostrar la

seva presencia en cultiu (que és sensible a partir de 10 bacils/ml, pero pot trigar fins a 6 setmanes).
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La bacil-loscopia d’esput és una prova diagnostica capag¢ de donar una confirmacid rapida (30
minuts), que alhora proporciona informacié sobre el grau d’infectivitat, ja que es requereixen de
5000-10000 bacils/ml per a la seva deteccié amb auramina. Si no s’aconsegueix esput, es pot
recollir una mostra directament al pulmd, amb rentat bronquioloalveolar mitjangant fibrobron-
coscopia, o bé una mostra de secrecions gastriques amb rentat gastric mitjancant fibrogas-
troscopia (tipicament realitzat en pediatria); es basa en el fet que, durant la nit, les secrecions

bronquials es degluteixen.

A més, si la tuberculosi afecta a seroses, com en la malaltia pleural, pericarditis i inclUs peritonitis
0 meningitis tuberculosa, la deteccié en mostra del liquid de la molécula adenosina deaminasa

(coneguda com ADA) n’és altament suggestiu

Recentment, s’estan introduint noves eines diagnostiques per detectar la infeccié fent servir
tecniques rapides moleculars (91,92). En global, aquests métodes permeten la identificacié
simultania de la M. tuberculosis i de mutacions associades als farmacs més habituals
(especialment la rifampicina). Al nostre sistema sanitari ja s’esta implantant el metode GeneXpert
en la practica clinica habitual, que inclou diagnostic per DNA del bacil aixi com deteccié de gens

associats a resisténcia a la rifampicina.

També hi ha altres estudis, com la deteccié del peptid ESAT-6 en sang (93), lipoarabinomannan
en orina (94) o identificacié del bacil en esput amb altres métodes, com un analeg fluorogéenic de

la trehalosa (95).

Cal afegir que el diagnostic de tuberculosi obliga a fer estudi de VIH, i a la inversa (90).

Tractament

Els farmacs antibiotics sén el tractament principal de la tuberculosi, que requereix pautes llargues
i combinades per assegurar bones taxes de curacié i per evitar la recaiguda i I'aparicié d’infeccions
resistents. A Catalunya, Espanya i la resta de paisos amb baixa incidencia i baixa probabilitat de
tuberculosi multi-resistent, la pauta més habitual de la malaltia tuberculosa activa és un régim de
6 mesos; els dos primers amb isoniazida, rifampicina i pirazinamida, i els quatre mesos seglients

amb isoniazida i rifampicina. La tuberculosi latent es tracta amb 9 mesos de isoniazida, i la
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guimioprofilaxis primaria (prevencid de la infeccié davant d’'una exposicié de risc) es tracta amb
8-12 setmanes de isoniazida (90). Es deixen en segona linia antibiotics més toxics o menys efectius

com |'estreptomicina, kanamicina, I'etionamida o la ciprofloxacina. (9,10,33,90).

Risc de recaiguda

Esta present especialment durant els dos anys seglients a la infeccié o finalitzacié del tractament,

pero decreix exponencialment fins a ser practicament inexistent a partir dels 10 anys (35,96,97).

A demés, recentment hi ha estudis que demostren que, en paisos d’alta endemicitat, una nova re-
infeccid tuberculosa (reinfeccid exogena) pot arribar a ser més probable que la recaiguda per una

malaltia prévia, en base a I’analisi de les soques micobacterianes (97-100).

Classificacioé de la tuberculosi segons I'espectre d’infeccié i malaltia

Donat I'ampli espectre de la infeccié i malaltia tuberculosa, tot tenint en compte parametres
epidemiologics, immunologics, radiologics i microbiologics, I’American Thoracic Society (ATS) ha
creat una classificacid practica basada en la seva patogenia i que s’utilitza mundialment (Taula 1).
Tot i aixi, en el moment actual hi ha tendéncia a treballar sobre el binomi tuberculosi activa /
latent, perqué és un model que permet fer una estratificacié simple i agil; no obstant, I'espectre
de la infeccié és més complexe i inclus amb més matisos dels que es recullen en la classificacié de

la ATS, com exposen Pai et al. (2016) (79) i Lin et al. (2018) (74).
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Taula 1. Classificacio de la tuberculosi, per ’American Thoracic Society (ATS)

Classe Tipus Clinica i Laboratori Radiologia
No exposici6 Sense historia d’exposicié tuberculosa Sense evidéncia radiologica de
0 No infectat Negatiu per test de Mantoux o IGRA malaltia
Exposicié a Historia d’exposici6 a tuberculosi
tuberculosi Negatiu per test de Mantoux o IGRA (realitzats Sense evidéncia radiologica de
1 No evidéncia al menys 8-10 setmanes després de I'exposicié) | malaltia
d’infeccid
Infeccié per
tuberculosi Positiu per test de Mantoux o IGRA . .
. I . Sense evidéncia radiologica de
2 latent Frotis, tests moleculars i cultius negatius malaltia
Sense malaltia | Sense evidéncia clinica malaltia TB activa
tuberculosa
TB.cI|n|cament Cultiu positiu per M. tuberculosis EV|der.10|a rad|olog|.ca d.e
3 activa malaltia tuberculosi activa
Antecedents de malaltia tuberculosi Radiografia de torax patologica
tuberculosi Positiu per test de Mantoux o IGRA perd troballes estables
prévia (inactiva) | Frotis, tests moleculars i cultius negatius Sense evidéncia radiologica de
4 Sense evidéncia clinica de tuberculosi activa malaltia activa
Sospita de Signes i simptomes de tuberculosi, avaluacié Co
. S Troballes radiologiques
5 tuberculosi diagnostica no completada variables
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1.2. La vacuna antituberculosa

La vacunacié és una de les estratégies essencials, si no la més important, per la prevencid de les
malalties infeccioses. Es basa en I'assoliment d’una immunitat especifica contra un patogen, tot
exposant-ne el sistema immune a un preparat terapeutic que conté microorganismes morts o vius
atenuats o bé antigens derivats d'agents patogens (adaptacid a partir de les definicions aportades

per la OMS i pel Centre de Terminologia de la Llengua Catalana).

La vacuna antituberculosa del Bacille Calmette-Guerin, altrament coneguda amb les sigles BCG, és
una vacuna atenuada i la Unica aprovada contra la tuberculosi, amb més de cent anys d’historia.
Es va aconseguir el 1921 gracies als esforcos del metge i microbidleg Albert Calmette i el seu
assistent, el veterinari Camille Guérin (101-103), als laboratoris de I'Institut Pasteur a Lille. A dia
d’avui, aquest vacci és el més inoculat en tot el mén (amb més de 4 bilions de dosis administrades),

sobretot en nadons i especialment a partir de la Segona Guerra Mundial (104).

Continua sent una vacuna essencial en paisos amb alta endemicitat de tuberculosi, pero ja no es
recomana de forma universal en paisos amb baixa prevalenca (que principalment sén paisos
d’ingressos alts) (105-107) doncs no queda ben establert el seu efecte protector en aquest cas i,
a més, interfereix amb la prova de tuberculina cutania (si bé és cert que quedaria suplert amb una

analisi de IGRA en sang).

1.2.1. Eficacia de la BCG

Aquest vacci és eficag per la proteccié contra les formes greus de tuberculosi majorment en la
infancia, perd amb resultats dispars per la proteccié de I'afectacié pulmonar, sobretot en adults i
amb variabilitat geografica (96,106,108-113). Tanmateix, ha demostrat proteccié contra la mort
per tuberculosi i la malaltia disseminada, evitant especialment les formes de meningitis infantil i
la malaltia miliar (108). Més recentment, s’ha exposat que la BCG en humans protegeix contra les
formes pulmonars i extrapulmonars de la tuberculosi com a minim durant 10 anys, amb una
decreixenca posterior. La immunitzacié millora quan la reben persones naive (sense contacte previ

amb tuberculosi, inclts d’altres micobactéries) (109,114).
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Aquest farmac profilactic ha estat motiu d’abundants estudis al llarg de la seva historia, amb
resultats que diferien i que li van atorgar una eficacia controvertida aixi com politiques d’aplicacié
diverses (106). L'exposicid prévia a micobacteries, que comporta una sensibilitzacié a la
tuberculina, aixi com la latitud i I'edat de vacunacid, sén els factors que expliquen en gran part les
variacions observades en la seva eficacia (109,114). Persisteixen qiiestions sense resoldre que fan
referencia a la propia eficacia, la duracié de la proteccié immune, I'edat optima en que el vacci
ofereix millors resultats i la relacié amb la latitud (109) aixi com altres aspectes relatius a la pauta
exacta de vacunacid, la via d’administracid (tot i que existeix consens generalitzat a fer servir la
via intradérmica) i la soca o strain optima de la BCG (111); no obstant, actualment no hi ha

evidéncia que diferents soques expliquin la variabilitat (109,112).

1.2.2. La recerca continua: noves vacunes i diferents estratégies amb la BCG

Es remarcable, i fins i tot sorprenent, que la centenaria BCG desenvolupada amb les técniques de
la vacunologia primerenca, sigui I'Unica vacuna anti-tuberculosa licitada. Pero, fins al moment, no

hi ha hagut nous vaccins que hagin demostrat oferir millors resultats que la classica.

Tot i aix0, hi ha diferents candidats en varies fases d’assajos clinics que poden tenir un futur
prometedor (36,115-118); es pot seguir a través de la plataforma TuBerculosis Vaccine Initiative
(coneguda com TBVI) i que mostra les noves candidates i fase de I'estudi, amb Gltima actualitzacid
el octubre 2021, a www.tbvi.eu (119) (Figura 9).

Mentrestant, altres investigacions aposten per nous protocols amb la BCG, sobretot explorant vies

alternatives d’administracid, com inhalada (120), o bé pautes de revacunacié (105,112,121).

Noves candidates de vacunes anti-tuberculoses

La vacuna ideal ha de poder prevenir la tuberculosi pulmonar (116,122) aixi com conferir proteccid
a individus que ja han estat infectats amb M. tuberculosis préviament, actuar amb eficacia i
seguretat en persones VIH i facilitar les pautes de tractament de la malaltia (36,109) doncs aquests

son els principals déficits en la prevencio de la tuberculosi que permeten la perpetuacio de la

25


http://www.tbvi.eu/

- Isabel Nogueira Mafas

cadena de transmissid i la generacié de multirresisténcia, on s’acumula gran part de la morbi-

mortalitat avui en dia.

Les noves candidates es categoritzen principalment en tres grups:

= Vacunes de prevencio pre-exposicié o priming vaccines. Son administrades prévia a la
primera exposicio al bacil de Koch i tipicament es dona a nounats.

= Vacunes de prevencid post-exposicié o boosting vaccines. Dirigides a adolescents i
adults amb tuberculosi latent i també a pacients préeviament immunitzats amb BCG.

= Vacunes terapéutiques. S’administren juntament amb el tractament antimicobacteria,
habitualment a persones amb major risc de recaiguda o bé per escurcar el temps de

tractament (i millorar I'adhesio, tot afavorint la lluita contra la multirresisténcia).

Com a norma general, les vacunes de prevencié primaria es basen en |'estat actiu de replicacid i
metabolisme del M. tuberculosis, mentre que les de prevencid post-exposicié es basen en la seva
fase dorment, doncs I'objectiu és conferir o incrementar la immunitat contra les formes de

tuberculosi latent (36,116,117).

Es destaca la vacuna RUTI, ja que ha estat concebuda dins del marc la Universitat Autonoma de
Barcelona amb 'equip liderat pel dr. Pere-Joan Cardona Iglesias des de la Unitat de Tuberculosi
Experimental ubicada a la Fundacié Institut Germans Trias i Pujol. Es tracta d’una vacuna
terapeutica de tipus agent sencer inactiu, en fases lla i llb, que ha sigut concebuda per destruir els
bacils no replicants de M. tuberculosis, i aixi millorar els resultats del tractament anti-tuberculds
en pacients amb tuberculosi latent i que, per tant, permet escurgar la pauta antibiotica (123—-125)

(Figura 9).
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Figura 9. TB vaccine pipeline TBVI. Esquema de les principals candidates a vacuna tuberculosa publicada per
TuBerculosis Vaccine Initiative (que es coneix com Pipeline of vaccines from TBVI), amb tltima revisi6 a octubre del
2021.

Noves rutes d’administracio de la BCG

Paral-lelament, s’estan investigant adaptacions del protocol de la via d’administracié de la BCG on
diferents rutes de vacunacié estan sent explorades, destacant-ne les que empren la via

respiratoria o local. De forma majoritaria es troben en fases amb models animal (112,126,127).
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Globalment es poden subdividir en rutes sistémiques i en locals. Les sistemiques inclouen les rutes
cutania (com la intradérmica estandard), oral, sublingual i intravenosa. Les locals, o via mucosa,

provoguen la immunitzacid a través de la mucosa respiratoria i és la ruta alternativa que acumula

I’experiencia més amplia i avangada pel profilactic BCG; aquest grup inclou les vies intranasal i
inhalatoria, i altres anomenades endobronquial o intrapulmonars. També hi ha estudis que les

combinen, com el protocol SIM-BCG (128,129).

Se’n descriuen les principals variants de les rutes d’administracio:

e Percutania. Hi ha estudis per donar-la percutaniament a través de petites puncions a la
superficie de la pell. Publicacions sud-africanes (130,131) i sud-coreana (132) mostren que

provoca una immunitat equivalent a la intradérmica en humans.

e Oralisublingual. Cal recordar que originalment a principis del segle XX la vacuna era per
via oral, i d’aqui deriva la seva rellevancia. S’ha investigat amb models animals com de
conillet d’indies (més conegut en investigacié pel seu nom en anglés guinea pig) (133),
model muri (134) i recentment inclus teixons (135) (que actuen com a reservori de
tuberculosi en bestiar), on s’ha observat que és protectora. Una variant de I'administracio

oral és la via sublingual, que compta amb investigacions actuals amb ratolins (136).

e Intravenosa. Recentment s’ha repres aquesta via d’administracid, amb estudis que
mostren eficacia superior a I'administracié intradérmica i que inclds proposen un canvi de
paradigma (137,138). Pero aquesta via d’administracid pot presentar disseminacié per tot
el cos i esta en entredit la seva seguretat, i per un altre costat, I'administracioé intravenosa
respecte intradérmica la fa practicament inviable en la practica clinica diaria i

especialment en els paisos d’ingressos baixos.

e Intranasal. La ruta intranasal aposta per crear proteccio utilitzant un petit sistema difusor
qgue administra el preparat des dels narius o fosses nasals i que es distribueix, per
inspiracio profunda, per la mucosa de vies respiratories i fins als pulmons (139), com ja
s’assaja en profilactics per d’altres malalties especialment per virus respiratoris en

humans (en el context actual, sén rellevants les noves candidates a vacci intranasal per
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SARS-CoV-2 (140)). També hi ha experieéncia en administraci6 de BCG intranasal en
ratolins (141-143). Aquesta ruta d’administracié planteja reptes en seguretat, doncs ha
provocat alguns efectes adversos de sistema nerviés com paralisi facial transitoria en
investigacid amb vacuna de la grip (144-146).

e Inhalada. La vacuna inhalada (també anomenada aerosolitzada o nebulitzada) és
primerament tractada en una maquina per aerolitzar-la en microgotetes i a continuacio
és respirada a través d’'una mascareta facial d’anestesia (que engloba nas i boca) durant
un temps determinat. Es la via no-intradérmica que presenta més experiéncia i amb més
estudis publicats, on sobresurten els treballs de model animal NHP amb macacos
(120,138,144,147). Ja existien, pero, publicacions d’entre finals dels anys 1960s i principis
del 1970s amb macacos (148) i inclis amb humans (149). Aquesta ruta mostra bona
efectivitat que és inclus superior en alguns aspectes a la intradérmica, tot i que no sembla
aportar especial proteccid pulmonar. També hi ha publicacions que fan referéncia

purament a la técnica de nebulitzar la BCG (150,151).

e Intratraqueal. Hi ha experiéncies amb models animals amb bons resultats d’'immunitzacio

(152) pero és poc extrapolable als humans en la practica clinica diaria (138).

Re-vacunacions o boosters amb BCG

Les propostes basades en re-vacunacions amb BCG no estan obtenint resultats clarament positius
(1212,121,141,153-156). Encara que alguns estudis previs havien apuntat la possibilitat d’una
proteccion adicional (155,157) i que en alguns paisos aquest booster esta contemplat dins del
calendarivacunal (105,106,121) des de 2017 la OMS no recomana dosis de repeticio a les persones
gue ja han rebut una administracié de BCG perque segons |’evidencia cientifica acumulada fins al
moment, aquestes dosis extres no aporten majors beneficis (158). Per altra banda, s’ha demostrat
gue és una practica profilactica segura (121). Malgrat aix0, aquesta via d’investigacié no esta

abandonada i noves estratégies i meta-analisis estan en curs (141).
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1.3. Diagnostic per la imatge en tuberculosi

1.3.1. Meétodes d’imatge

El diagnostic per laimatge ha estat i continua sent un dels puntals en I'avaluacié dels pacients amb
sospita i amb infeccid pel bacil de Koch. La tuberculosi és motiu d’estudi per imatge des de la
invencié de les primeres maquines de raig X aplicades a medicina, a principis del segle XX,
(159,160) pero ampliament utilitzada després de la Segona Guerra Mundial. La introduccié dels
escaners TC va donar lloc a estudis volumetrics amb major definicié dels detalls i, recentment, s’ha
incorporat la PET-TC, que afegeix la valoracid del nivell d’activitat inflamatoria a imatges

adquirides amb TC.

Radiologia convencional. Es fonamental en I'estudi per imatge de la tuberculosi, molt accessible
i economica, i constitueix un dels pilars del cribratge, diagnostic i seguiment de la malaltia (161).
No obstant, és biplanari té una sensibilitat i especificitat limitades (161-164). Actualment, estan
ressorgint estrategies basades en radiografies convencionals de torax per aplicar index (o scores)
gue permetin una classificacid quantitativa, estratificacid i monitoritzacié simplificada de la
tuberculosi, com I'index Timika X-Ray score (165-167) o altres de nova validacié (168). Per un altre
costat, també s’estan implementant algoritmes d’intel-ligéncia artificial per facilitar el diagnostic

de la malaltia (169,170).

Tomografia computada (TC). Aquest escaner és I'evolucié de la radiografia convencional i aporta
tridimensionalitat amb alta resolucié espacial i detall anatomic pulmonar. Es una tecnologia
d’adquisicid rapida, forga accessible i més economica que la resta de metodes d’imatge

(exceptuant la radiologia convencional).

Tomografia per emissié de positrons — Tomografia computada (PET-TC). Aquest escaner ofereix
informacié hibrida superposant imatges anatomiques de TC amb imatges metaboliques de PET,
mitjancant I’Us de radiotragadors, que habitualment és glucosa marcada amb isotop de fluor (*8F-
FDG (171-173). Les lesions de tuberculosi activa mostren avidesa per la glucosa (174-176), i es
considera que aquest alt metabolisme identificat a la PET-TC es deu al cimul de ¥F-FDG en
neutrofils i macrofags (171,177,178); consegilientment, esta assumit que les lesions tuberculoses

inactives no mostren metabolisme glucidic (171,172,179-181). Tanmateix, amb relativa
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freqliéncia es troba activitat metabolica en lesions suposadament inactives o latents (182,183), i

sén pacients que mostren major taxa de recaiguda (74,172,184).

Ressonancia magnetica (RM). No utilitza radiacions ionitzants sind polsos d’ones
electromagnetiques a dins d’'un camp magneétic (185). No és un métode amb bon rendiment per
I’estudi de patologia pulmonar en la practica clinica diaria, ja que és relativament poc accessible,
no caracteritza I'aire ni el calci i és molt susceptible al moviment (com el respiratori i el cardiac).
En el camp de la tuberculosi, la RM esta relegada a casos puntuals (sobretot per evitar radiacions

ionitzants) i a investigacid (186,187).

1.3.2. Semiologia de la tuberculosi en estudis d’imatge

La semiologia radiologica de la tuberculosi esta extensament exposada a la literatura (80,180,196—
202,188-195). Les primeres descripcions de la tuberculosi per imatge feien referéncia a la
radiografia convencional, que es van completar i detallaramb laincorporacié de la TC. Cal recordar
que ambdues técniques utilitzen raigs X (radiacio ionitzant) i la conformacio de les imatges es basa

en les diferents densitats radiologiques.

Afectacié pulmonar

L'afectacié pulmonar presenta un ampli rang de manifestacions radiologiques. Les condensacions
o consolidacions pulmonars corresponen a focus de pneumonia necrotitzant granulomatosa que

ocupa el parénquima pulmonar (sobretot, els sacs alveolars).

Sén lesions dins del parenquima pulmonar que mostren densitat de parts toves amb marges mal
definits i distribucid habitualment peribroncovascular, unilateral o bilateral i en ocasions amb
broncograma aeri. Poden ser de diverses mides, des de petites fins a consolidacions complertes

lobars (189,194) (Figura 10).
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Introduccio

Figura 10. Imatge de TC axial amb finestra de pulmé (huma). Condensacié pulmonar tuberculosa que afecta els lobuls
superior i mig drets.

Els noduls corresponen, histologicament, a agregats de granulomes o a petites lesions de
pneumonia necrotitzant. A les imatges s’observa un focus de morfologia arrodonida i ben
delimitat enmig del parénquima pulmonar, de densitat de parts toves o bé calci (en cas d’estar
mineralitzat), que pot arribar fins als 3 cm (Figura 11). Esta descrit que en la radiografia
convencional es poden identificar noduls pulmonars tuberculosos a partir de 10 mm (195) (inclus
menors, si estan calcificats); la TC mostra una sensibilitat molt superior, on es poden identificar

aproximadament a partir de 1-2 mm.

Els micronoduls, tot i que no esta clarament especificat a la literatura, s’assumeix que sén noduls

menors de 7 mm (188,189,194,203-205).
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Introduccio

~3

Figura 11. Imatge de TC axial amb finestra de pulmoé (huma). Afectacié tuberculosa activa amb nodul pulmonar de
major mida i micronoduls adjacents situats a la periféria del segment posterior del Iobul superior dret. Micronodul
contralateral al segment superior del Iobul inferior esquerre en contacte amb la cissura.

La cavitacié correspon a una radiolucéncia central en una lesié tuberculosa (Figures 12 i 13). Com
major és el gruix de les parets a les lesions cavitades, major probabilitat de tuberculosi activai/ o
major risc de recaiguda; la seva aparicié en el si d’un ndodul o condensacié tuberculosa indica
malaltia activa. Es descriu com una imatge central de densitat similar a I'aire (de -900 a -1000
unitats Hounsfield) envoltat per teixit de densitat de parts toves (que correspon a la condensacio)

(55,194).

Figura 12. Radiografia convencional toracica amb projeccio frontal postero-anterior (huma). Lesio cavitada de paret
gruixuda a camp pulmonar mig dret i opacitats nodulars adjacents compatible amb tuberculosi activa.
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Figura 13. Imatge de TC axial amb finestra de pulmé (huma). Condensacié dreta i nodul esquerre que mostren
cavitacio central, situades a ambdos lobuls superiors. Addicionalment s’observen micronoduls a la periferies de les
dues lesions.

Una altra forma diferent de malaltia activa és la tuberculosi miliar (Figura 14), que consisteix en
una afectacid pulmonar deguda a disseminacié hematogena del patogen. En aquest cas,
s’identifica un patré granulat difds o intersticial micronodulillar bilateral, difus i simétric, on
s’aprecien micronoduls de 1-3 mm (fins a 5-7 mm) de distribucié aleatoria dins del parénquima
pulmonar i que pot associar-se a altres troballes tuberculoses com petites condensacions. Es diu

aixi per la seva similitud amb els grans de mill (que és un cereal rodd i de petita mida).

Figura 14. Imatges TC de torax en finestra de pulmé de la mateixa persona amb reconstruccions axial (esquerra) i
coronal (dreta). S’hi identifiquen abundants micronoduls pulmonars solids bilaterals de distribucié aleatoria en
tuberculosi miliar.

34



Patrons de progressio de la tuberculosi pulmonar en model experimental animal amb macacos mitjangant
I"avaluacié per tomografia computada - Isabel Nogueira Marfias

Introduccio

Els focus de pneumonia en curacié es retrauen i configuren tractes o bandes pulmonars irregulars
i distorsio de I'arquitectura pulmonar, que s’associen a ateléctasis i peérdua de volum pulmonar.
També es poden observar petits focus apicals de consolidacid pulmonar irregulars i
pseudonodulars amb marcada irregularitat de la interfase pleuro-pulmonar, aixi com noduls solids

ben delimitats de diverses mides.

Aquest conjunt de lesions fibrocicatricials s’Tanomenen globalment canvis fibronodulars, tot i que
aquest terme s'utilitza especialment quan I'afectacid és als apex pulmonars, i s’associen a
tuberculosi latent o curada sobretot. Si els canvis fibronodulars conformen una cavitat apical, se
I'anomena caverna, i presenta parets fines (no obstant, si sén gruixudes o s’engrosseixen, cal

valorar possible tuberculosi activa) (Figura 15).

Figura 15. Imatge de TC axial (1) i coronal (2) amb finestra de pulmé (huma). Canvis fibronodulars tuberculosos de
clar predomini a apex pulmonar esquerre, on s’observen pérdua de volum global pulmonar, caverna apical,
bronquiéctasis, distorsio de I’arquitectura pulmonar, alguns tractes irregulars i ocasionals micronoduls biapicals.

La curacid i esterilitzacié de les lesions pulmonars també es relaciona amb processos de
mineralitzacid o calcificacid, que en general sén d’aspecte groller. Aixi doncs, es poden observar
noduls de petita mida (habitualment menors de 10 mm) de densitat calcica profusa, que son
granulomes calcificats (Figura 16), i també canvis fibrocicatricials amb calcificacions irregulars

(Figura 17). Cal destacar que les lesions que es troben densament calcificades s’associen a un risc
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extremadament baix de reactivacid (els bacils sén destruits a través de I'estrés hiperosmotic

generat per I'acumulacié de calci).

Figura 16. Imatge TC coronal amb finestra de mediasti (huma). S’observen multiples micronoduls calcificats a ambdoés
camps pulmonars superiors i mitjos.

Figura 17. La mateixa imatge TC axial, una amb finestra de pulmé (dreta) i una altra amb finestra de mediasti
(esquerra) en huma. Es mostra el lobul superior dret on s’observen canvis fibronodulars amb bronquiéctasis, distorsio
de l'arquitectura pulmonar i tractes lineals irregulars. Destaquen abundants calcificacions nodulars grolleres de
diverses mides que s’identifiquen amb major claredat amb la finestra de mediasti.
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Introduccio

Afectacio de la via aéria

L'afectacié de via aéria en tuberculosi activa és tipicament distal, amb inflamacié de les parets i
ocupacid endobronquial per material infecciés i caseum, donant lloc en imatges TC al patré de
“arbre en brot” (més conegut com “tree-in-bud” en anglés), en qué s’observen micronodulets
peribronquials; és més evident si es fan reconstruccions de les imatges amb MIP (maximum
intensity projection). Aquest patré se 'anomena aixi perque recorda els brots de les fulles a les

branques dels arbres durant la primavera (Figura 18).

Figura 18. Imatge TC axial amb finestra de pulmé (huma). Multiples focus bilaterals de “arbre en brot” que
corresponen a pneumonia broncoceéntrica. A la dreta es mostra un arbre en gemmacio a la primavera, imatge que
representa el signe de “arbre en brot”.

Els processos de cronificacio i de curacid de la tuberculosi poden conduir a canvis seqiielars de la

via aeria, que sovint es troben associats als canvis pulmonars fibronodulars.

Destaquen I'afectacié de gran via aéria amb bronquiéctasis irregulars (Figura 19), aixi com
estenosis bronquials (degudes a canvis fibrosants post-inflamatoris a la paret, per compressid
adenopatica o inclus per bronquiolit endoluminal) i poden donar lloc a ateléctasis croniques si
I’estenosi és una oclusié complerta. També es pot observar bronquiolitis obliterant post-infecciosa

(Figura 20).
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Figura 19. Imatge TC axial amb finestra de pulmé (huma). Extensa afectacié tuberculosa al pulmé dret amb
bronquiéctasis per traccié sobretot al Iobul mig i noduls cavitats al Iobul inferior dret.

Figura 20. Imatge TC sagital del pulmé dret (huma) amb finestra de pulmd. S’observa que el lobul superior presenta
una disminucié difusa de la densitat i vasos globalment disminuits de calibre, compatible amb atrapament aeri per
bronquiolitis obliterant o sindrome de Swayer-James-McLeod d’origen post-tuberculés. Addicionalment

s’identifiquen petits granulomes calcificats apicals.
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Afectacié adenopatica

L'afectacié adenopatica caracteristica de la tuberculosi activa és la preséncia d’adenopaties
augmentades de mida hilars i mediastiniques, d’aproximadament 2-3 cm. En les radiografies de
torax es mostren com engruiximent hilar de morfologia nodular i eixamplament mediastinic i en
imatges TC s’observen adenopaties de centre hipodens i realg periféric de contrast iodat (Figura
21). Les adenopaties croniques o curades mostren mida normal o lleument incrementada que

poden presentar calcificacions grolleres al seu interior (Figura 22).

Figura 21. Imatge TC axial amb contrast endovends en finestra de mediasti (mateixa persona), a nivell
immediatament caudal a lI'arc aortic (esquerra) i nivell subcarinal (dreta). S’observen multiples adenopaties
augmentades de mida que mostren centre hipodens i realg periféric; a la primera imatge estan localitzades a regio
paratraqueal esquerra i subaortiques amb ocupacié de la finestra aorto-pulmonar i a la segona imatges se situen a
regio subcarinal, hilars i lobars inferiors.
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Figura 22. Imatge TC coronal amb finestra de mediasti (huma). S’observen algunes adenopaties grollerament

calcificades a regié mediastinica subcarinal i hilar bilateral.

Afectacio pleural

L'afectacio pleural tuberculosa és excepcional en la infancia. En adults es pot observar vessament
pleural reactiu (no infeccids) o bé empiema; aquest habitualment és de lleu a moderada quantitat

i tipicament presenta engruiximent difus de la pleura (Figura 23).

40



Patrons de progressio de la tuberculosi pulmonar en model experimental animal amb macacos mitjancant
I"avaluacio per tomografia computada - Isabel Nogueira Mafias

Introduccio

Figura 23. Imatge TC axial amb contrast endovends en finestra de mediasti (huma). A I’hemitorax dret s’objectiva
vessament pleural de contingut homogeni amb interfase pleuropulmonar lobulada i lleu realg amb engruiximent de
les fulles pleurals, compatible amb empiema tuberculés.

L'empiema s’associa a intensos fenomens inflamatoris que desemboquen amb freqiiéncia en
fistulitzacions. Destaquen la fistula broncopleural (Figura 24) i per un altre costat, la fistula pleuro-
cutania, que si completa la comunicacié amb I'exterior i es drena espontaniament, és anomenat

empiema necessitatis.

Figura 24. Imatge TC coronal en finestra de pulmé (huma). Caverna tuberculosa biapical, amb demostracié de fistula
broncopleural esquerra.
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La curacié tendeix al col-lapse de I'espai pleural pero pot quedar lleu vessament residual. Es
freqlient observar engruiximent pleural residual i habitualment es generen plaques calcificades

grolleres pleurals (Figura 25).

Figura 25. Radiografia de torax en projeccié frontal postero-anterior (esquerra) i TC toracic amb contrast endovends
a nivell de les bases pulmonars en finestra de mediasti (esquerra) del mateix pacient. S’observa extens engruiximent
calcificat pleural basal dret compatible amb paquipleuritis calcificada post-tuberculosa.

Complicacions

Les complicacions de la tuberculosi pulmonar poden tenir lloc tant en fase activa com latent i les

principals son I’"hemoptisi i els micetomes.

El més freqlient és que es produeixi una hemoptisis minor (lleu i autolimitada) deguda a I'erosid
inflamatoria d’una arteria bronquial o aberrant a les parets bronquials, que en cas requerir
tractament, es practica una embolitzacié arterial percutania. No obstant, també es pot donar el
cas que I'erosid inflamatoria doni lloc a un pseudoaneurisme o ruptura continguda habitualment
d’una artéria pulmonar (que s’anomena aneurisma de Rasmussen); si aquest es trenca, dona lloc

a una hemoptisi massiva que posa francament en risc la vida del pacient (Figura 26).
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Per un altre costat, pot tenir lloc una colonitzacié d’espais intrapulmonars cavitaris post-
tuberculosos, com les propies cavernes apicals (Figura 27) o inclds de les bronquiectasis. Les
cavernes no acostumen a estar completament segellades, sind que presenten comunicacions
bronquials que permeten la seva ventilacié i arribada d’espores de I'aire inhalat. Com que sén
lesions desvascularitzades sense efectivitat del sistema immune ni correcte drenatge bronquial,
es poden desenvolupar boles de fongs, anomenades micetomes. Tipicament es mobilitzen si es fa

una TC en diferents posicions, ja que no estan ancorades.

Figura 26. Imatge TC axial adquirida amb contrast endovends en finestra de mediasti. Extensa afectacié tuberculosa
dreta on destaca lesié nodular de densitat similar als vasos sanguinis compatible amb pseudoaneurisme pulmonar o
de Rasmussen; va ser tractat amb embolitzacié intraarterial percutania (no es mostra). A demés s’observa extensa
condensacié pulmonar del Iobul inferior dret i lleu empiema pleural amb realg i engruiximent de les fulles pleurals
tractat amb drenatge percutani.
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Figura 27. Imatge TC axial en finestra de pulmé al mateix nivell adquirits amb 12 mesos de diferéncia (huma). La
imatge de I’esquerra mostra una caverna tuberculosa. A laimatge de la dreta, la cavitat es troba ocupada per material
arrodonit que deixa una fina lamina de gas amb la paret de la caverna (signe de “la mitja lluna aéria”) i és compatible
amb micetoma.

1.4. Model experimental animal amb macacos

Existeix la necessitat de prosseguir les investigacions sobre tuberculosi que, de forma ideal, ens
condueixin cap a la seva erradicacié. Els nous estudis requereixen models animals experimentals
ben caracteritzats i validats, on els macacos sén primordials i principalment inclouen els genotips

rhesus i cynomolgus.

Tot i que els models murins i suins (amb conillet d’indies i minipig) han estat ampliament utilitzats
en tuberculosi, les investigacions més rellevants sén aquelles que es duen a terme amb models de
primats no humans (NHP), doncs s’assemblen als humans en practicament tots els aspectes i
presenten els mateixos patrons anatomics i fisiologics. Els macacos sén el principal model animal
experimental dins dels NHP, i esta ben documentat que manifesten la malaltia tuberculosa de
forma analoga als humans (206-208). De la mateixa manera, I'eficacia que ofereixen la vacuna

BCG i els farmacs anti-tuberculosos és similar a la observada en persones (207,209-212).

En la dltima década, ha aparegut un nou model animal NPH amb el titi comu (Callithrix jacchus),

originari de Brasil, com exposa Via et al. (2013) (208). Sén més petits i més facils de mantenir, pero
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les mostres obtingudes son també menors. S’ha de seguir investigant quin és el seu comportament

experimental i validar-lo com a model animal si presenta avantatges sobre els macacos.

Paradoxalment, la tuberculosi en macacos salvatges (que no interaccionen amb humans ni

activitat humana) seria excepcional (206,213-216).

1.4.1. Diferéncies entre macacos rhesus i cynomolgus

Rhesus (Macaca mulatta). Ha estat historicament el model experimental NHP més investigat, des
de les decades 1960-70’s (148,217—-220). Reprodueix robustament les lesions actives tuberculoses
(210,211,221-225) i desenvolupa formes de malaltia activa progressiva i avancada en un periode
de temps assumiblement curt (de 8 a 9 setmanes). En estudis més recents, ha demostrat ser un
model igualment valid per infeccié asimptomatica, pero fent servir una soca menys virulenta amb
inocul de baixa dosi (226). Es conegut que son significativament més susceptibles que els

cynomolgus.

Cynomolgus (Macaca fascicularis). Va ser validat per Walsh et al. (1996) com a model per
tuberculosi activa (igual que els rhesus), pero a més, és un bon model per tuberculosi latent (227).
Sén capacos de contenir millor la progressié de la infeccid, donant lloc en gran part a formes de
tuberculosi lentament progressiva o inclus latent, amb limitacié cap a la progressio de la malaltia
activa (224,228,229), d’'una forma més similar a la tuberculosi en humans del que mostren els
rhesus. També s’observa que els cynomolgus mostren major grau de proteccid que els rhesus en

ésser immunitzats amb BCG (209,229).

Globalment s’estima que els humans fan 90% d’infeccid latent versus 10% de malaltia activa (1,2);
els cynomolgus, 60% d’infeccio latent versus 40% de malaltia activa; finalment els rhesus, que
presenten un comportament invers al descrit en humans, amb 10% d’infeccié latent versus 90%

de malaltia activa (210,223,228).
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Genotips (o subespécies) de rhesus i cynomolgus

Per un altre costat, cal afegir que cada especie té subespecies o genotips diferents. Habitualment
es treballa amb rhesus d’origen indi i amb cynomolgus d’origen indonesi i el coneixement global

del model amb macacos es basa en aquests genotips.

Estan apareixen noves investigacions amb rhesus d’origen xinés, amb un comportament
equivalent al rhesus estandard d’origen indi, que és el més freqlientment involucrat

(128,230,231).

Tanmateix, les subespeécies de cynomolgus mostren major diversitat. Els genotips indonesi i xinés
mostren I'ampli espectre de tuberculosi ja descrit en aquest model macaco i sén els més habituals.
El genotip filipi també és similar a I'indonesi i el xinés (223,227). Per contra, el genotip mauricia (o
mauritian, original de Illa Maurici) és més susceptible a la malaltia i presenta un curs equivalent

als rhesus (187,222,223,225,232).

1.4.2. Infeccié experimental amb M. tuberculosis

Imitar el procés d’infeccid per tuberculosi tal i com ocorre de forma natural és un repte en els
models d’experimentacié animal que permet simular la malaltia en els laboratoris. Aixi doncs, la
ruta d’infeccio, la carrega bacteriana de I'inocul i la soca de micobactéria han de conduir a una
infeccié o malaltia suficient i mesurable, evitant situacions indetectables o al contrari, situacions
amb malaltia desbordada que dificulti la seva avaluacié o que, en el pitjor dels casos, obligui a
eutanasiar prematurament un individu (207,210,211,223,224,228,233,234).

La infeccié que es produeix en macacos utilitzant exposicié a aerosol amb dosi d’inocul ultra baixa
ha demostrat que s’assembla molt a I'exposicié naturalment succeida, causa malaltia pulmonar

que pot ser monitoritzada i permet la deteccid de petites diferéncies entre farmacs (224,235).

La virulencia de la malaltia desenvolupada és, pero, multifactorial, i depén de la conjuncié entre

el model animal emprat (més enlla dels NHP), la ruta d’infeccid, la dosi d’inocul i soca.
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Ruta d’infeccid

La infeccidé deliberada experimental amb la micobacteria es fa tipicament per via aéria i els dos
metodes principals sén la inhalacié de l'inocul aerosolitzat (o nebulitzat) i la instil-lacid
intrabronquial / intrapulmonar, usant un broncoscopi; la primera ruta simula millor el procés
d’infeccié natural perdo és més laboriés de crear i necessita maquinaria especifica
(187,207,210,233). També estan descrites les rutes intranasal i intratraqueal i hi ha experiéncies

amb infeccié intravenosa en model amb ratoli, pero amb menor eficacia (236).

L’efecte de la infeccidé en termes clinics i del global de la malaltia sén similars entre la via aerosol i
la instil-laci6 amb broncoscopi, perd difereixen clarament en I'afectacié pulmonar, doncs via
broncoscopi les lesions es troben localitzades i via aerosol les lesions es distribueixen difusament

per tot els pulmons (233,237,238).

Soca de micobacteria tuberculosa

Les soques que s’utilitzen de forma estandard als laboratoris per provocar la tuberculosi sén la
soca Erdman ila soca H37Rv, que son les que han donat lloc al coneixement experimental adquirit
fins a dia d’avui, i se n’estan introduint de noves, com la CDC1551 i la HN878 (210,239). Es conegut
gue diferents soques de la micobactéria poden mostrar viruléncies dispars en models animals no
NPH; la soca Erdman és més virulenta en NHP i la CDC1551 seria menys agressiva, pero no esta
clar i la resta de factors de la inoculacié sén també molt rellevants. Si que hi ha consens en quée
H37Rv presenta la menor i acostuma a necessitar inocul d’alta dosi per provocar malaltia activa

(207).

1.4.3. Anatomia pulmonar dels macacos

Per I'analisi de la tuberculosi pulmonar mitjancant imatges de TC és rellevant remarcar les
similituds i diferéncies entre humans i macacos a nivell anatomic broncopulmonar, tot fent émfasi

en I'anatomia per imatge.

47



Patrons de progressio de la tuberculosi pulmonar en model experimental animal amb macacos mitjancant
I"avaluacio per tomografia computada - Isabel Nogueira Mafias

Introduccio

Els macacos, igual que els humans, presenten dos pulmons continguts dins de la pleura parietal
(que esta adherida a la caixa toracica i al mediasti) i estan revestits per la pleura visceral. Cada un
dels pulmons esta compartimentat en [obuls, que els separen les cissures pleural (provinents de

invaginacions de la pleura visceral).

Els macacos tenen quatre lobuls drets: superior, mig, inferior i infracardiac (que també se
I’anomena lobul accessori o azigos); aguest Ultim no esta present en humans, ocupa el recés azigo-
esofagic (molt més prominent en macacos que en humans) i depéen d’un eix broncovascular
originat entre el bronqui intermediari i el bronqui lobar inferior dret. El pulmd esquerre presenta

tres lobuls: superior, mig i inferior. El mig equival a la lingula dels humans (240) (Figures 28 i 29).

Apex pulmonis

Lobus superior

Bronchus principalis sinister A. pulmonalis

Bronchus principalis dexter o »
. bronchalis
Margo anterior

. = V. pulmonalis
Lobus mediu

Lobus inferior

Margo inferior

Lobus infracardiacus

Facies diaphragmatic:

Figura 28. Esquema de I'anatomia del pulmé dret en Macaca espécie. Extret de An Atlas of Primate Gross Anatomy
(240).
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Lobus supcrior

Fissura obliqua Margo anterior

A. pulmonalis sinistra
Bronchus principalis sinister Lobus medius
Fissura nhliqu,

Vv. pulmonales sinistra
Sulcus aorticus Lobus inferior

Facies diaphragmatica

Margo inferior

Figura 29. Esquema de I’anatomia del pulmé dret en Macaca espécie. Extret de An Atlas of Primate Gross Anatomy
(240).

A nivell histologic, s’"ha descrit que els macacos tenen menys interstici pulmonar; la pleura en
humans és més gruixuda a expenses de la subcapa interna amb major quantitat de teixit connectiu
lax, i a més a més, els macacos globalment no presenten septes interlobulillars (tot i que se’n

troben en molt baixa quantitat) (77,241).

A més, el parenquima pulmonar esta distribuit en funcio dels eixos o beines broncovasculars i se’ls
anomena segments broncopulmonars, que sén equivalents entre humans i macacos (242-248).
Aquesta segmentacio esta definida en humans i s’utilitza en la practica clinica diaria; serveix per
localitzar lesions o fer referéncia a la propia anatomia, en arees com diagnostic per la imatge,
intervencionisme pulmonar (puncions dirigides i fibrobroncoscopia) aixi com cirurgia toracica o
radioterapia. Els segments broncopulmonars presenten la segiient nomenclatura (Figures 30),

gue a més es vincula a una numeracio estandard:

e Al lobul superior dret es troben els segments apical (1), posterior (2) i anterior (3).
e Al lobul mig dret es troben els segments lateral (4) i medial (5).

e Al Iobul inferior dret es troben els segments superior (6), mediobasal (7), anterobasal (8),

laterobasal (9) i posterobasal (10).
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e Al lobul superior esquerre es troben els segments apicoposterior (11-12), anterior (13),
lingula superior (14) i lingula inferior (15).
e Al lobul inferior esquerre es troben els segment superior (16), mediobasal (17),

anterobasal (18), laterobasal (19) i posterobasal (20).
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Figura 30. Esquema dels segments broncopulmonars representats en I'arbre bronquial (huma). Cortesia del Dr Matt
Skalski, Radiopaedia.org, rID: 23285

En humans i la resta de mamifers grans, els segment broncopulmonars estan subdividits per
septes de teixit connectiu anomenats septes interlobulillars, que delimiten els lobulets secundaris
(Figura 31). Aquests ultims corresponen a les unitats funcionals respiratories i estan formades pels
bronquis respiratoris i els sacs alveolars (66,67,242,249-251). Cal destacar que les imatges TC no
tenen prou resolucié per mostrar I'estructuracié anatomica pulmonar més enlla de les cissures i
els eixos broncovasculars, amb la excepcié de processos patologics en qué queden engruixits els

septes interlobulillars i llavors si que sén identificables per imatges de TC (249,250) (Figura 32).

Els macacos i mamifers de petita mida, per contra, no tenen septes interlobulillars i els manquen

els lobulets secundaris (78,252).
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Figura 31. Septes interlobulillars en anatomia patologica macroscopica de pulmons humans.

(1) Fotografia de la superficie externa de pulmé dret huma on s’identifiquen els lobulets secundaris per pigmentacié
antracotica lineal dels septes interlobulillars (antecedent de tabaquisme). Fletxa negra: cissura major dreta. Extret
de Dail and Hammar’s Pulmonary Pathology (66). (2) Radiografia amb caracteristiques d’alta resolucié (mamografia)
d’un tall laminar de 1mm de gruix provinent de teixit periféric pulmonar. S’observen dos lobulets secundaris
demarcats per septes interlobulillars (S) amb I’eix broncovascular central amb bronqui (B) i artéria pulmonar (A), aixi
com vena (V) a la periféria. Extret de R. Webb (2006) (250).

Figura 32. Septes interlobulillars en imatges TC de pulmons humans.

Imatges TC de torax en finestra de pulmé amb reconstruccions axials a nivell dels apexs pulmonars (A) i
reconstruccions coronals a nivell anterior (B). El pacient (1) presenta parénquima pulmonar normal. El pacient (2)
pateix insuficiéncia cardiaca amb edema intersticial i presenta parénquima pulmonar patologic amb engruiximent de
septes interlobulillars tot delimitant-se els lobulets secundaris, i donant aspecte de pulmé “en xarxa” o “reticulat”.
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1.4.4. Diagnostic per la imatge

Les radiografies convencionals de torax en estudis amb animals de petita mida (incloent macacos)
habitualment es realitzen amb caracteristiques tecniques de mamografia, ja que tenen major

resolucid i s’adapten millor al volum toracic a estudiar.

Es interessant destacar que I'adquisicié d’una TC dura escassos segons (menys de 10 segons en un
macaco). Tot i que no es pot realitzar amb I'individu despert donat que es mouria i perqué genera
alt nivell d’estres, es pot realitzar amb relativa facilitat i rapidament amb I'animal sedat en

procediments in-vivo. La PET-TC i la RM requereixen més temps d’adquisicid i sedacions llargues.

Per un altre costat, la TC i la RM sén técniques valides per adquirir imatges ex-vivo, i s’utilitza
especialment per I'estudi morfologic de pulmons extrets. Pero s’ha de tenir en compte que no
estaran ventilats ni plenament expandits, I'espai alveolar i la via aéria es trobaran ocupats per
liquid conservant (com solucions de formol o agarosa) i, per contra, I'arbre vascular contindra gas.
Aixi doncs, la deteccio i valoracié de les lesions pulmonars es dificulta per la complexitat que pot
suposar distingir parénquima pulmonar sa de lesions focals tuberculoses amb densitat de parts
toves, sobretot en TC; per tant en aquest cas la RM és superior a la TC per la seva major capacitat
de discriminar teixits tous. L’estudi ex-vivo no té cabuda en la PET-TC ja que no permet valoracio

metabolica.

Les imatges TC toraciques de macacos mostren les mateixes lesions tuberculoses pulmonars que
els humans, com ja s’ha exposat, pero hi ha estudis que detallen particularitats, especialment en
referéncia a les fases primerenques de la malaltia i la formacié de lesions. Lin et al. (2013)
descriuen que els noduls (als que anomena granulomes en general) ja poden detectar-se per TC i
PET-TC entre les setmanes 2 a 4 post-infeccid i aquests mesuren 1-11 mm fins a la setmana 8.
Destaca que només un 32% de les lesions pulmonars presenten mineralitzacié o calcificacid
valorable per TC abans de la setmana 20. A més, també observa que no hi ha correlacié entre el

SUV mesurat a la PET-TC i el tipus de granuloma identificat en I'estudi histologic.

Altrament, s’han confeccionat escales de puntuacid o score systems basats en troballes
radiologiques per valorar i mesurar I'afectacié pulmonar enfocat en models experimentals amb
macacos. Inicialment es van fer amb estudis de radiologia convencional, pero recentment s’han

confeccionat amb les troballes per TC. Destaca el score proposat per Sharpe et al. (2018) on
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globalment s’avaluen el nombre i mida de noduls pulmonars, conglomeracid de noduls, cavitacid,
condensacions pulmonars, tree-in-bud, col-lapse lobar, aixi com afectacid de via aeria,

adenopaties i focus extra-pulmonars (253).

Per una altra banda, la PET-TC s’esta implantant en estudis d’investigacié amb models animals,

com els treballs amb primats no humans (74,225,235,238,254,255).

1.4.5. Eficacia de la BCG

Hi ha pocs estudis que se centrin en |’eficacia de la BCG en models animals. Els estudis més recents
s’enfoquen en l'‘avaluacid del nivell de protecci6 que ofereixen les rutes alternatives
d’administracié o bé s’'emmarquen en el desenvolupament de noves vacunes i una part d’aquests
inclouen una analisi pulmonar amb técniques d’imatge tridimensional (és a dir, més enlla de la
radiografia toracica). Si bé les publicacions es concentren en NHP, també hi ha experiéncies amb
d’altres models animals com els minipigs, tal i com s’exposa en I'estudi de Bechini (2017) (256),

on s’analitzen candidates a vacunes anti-tuberculosi utilitzant imatge de TC.

Destaca I'amplia variacié de proteccid que ofereix la BCG en humans, tot i que globalment
presenta un efecte protector alt en cynomolgus i baix en rhesus (209). No hi ha prou evidéncia
cientifica que resolgui si la BCG administrada per via respiratoria ofereix major proteccié
pulmonar, tot i que sembla oferir protecci6 com a minim equivalent a la administracié
intradérmica (120,128). A més, els estudis d’eficacia de la BCG per via intravenosa han mostrat
bons resultats inclds superiors a la BCG intradermica; tanmateix, és poc aplicable en la practica

clinica diaria.

Cal remarcar que dins de l'interés creixent per desenvolupar noves vacunes, el model NHP és de
rellevancia cabdal i s’utilitza la BCG com a gold standard en els controls positius (o “la vacuna a
batre”). Pero la variabilitat en la resposta del vacci centenari pot ser un problema, ja que pot

actuar com a potencial factor de confusié (120,128).
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Langermans et al. (2001) (209). Es compara l'eficacia de la vacuna BCG intradéermica entre
macacos rhesus i macacos cynomolgus. S’exposa que la vacuna protegeix practicament del tot els
cynomolgus, prevenint I'avang de la progressid; en els cynomolgus vacunats hi ha menys del 5%
de volum pulmonar afectat, no s’hi troba necrosi i no hi ha disseminacié a d’altres organs.
Contrariament, el model de rhesus no mostra proteccié eficac contra la malaltia, i a nivell
pulmonar, no hi ha diferencies rellevants entre rhesus vacunats i no vacunats. No s’utilitzen

tecniques d’imatge diagnostica (ni radiografia convencional).

Sharpe et al. (2016) (138). Valora la proteccié que ofereix la vacuna BCG per diferents rutes
d’administracié (intradermica, intravenosa i mucosa endotraqueal) en rhesus. Analitzen els
pulmons ex-vivo amb RM, tot realitzant una quantificacié de la tuberculosi i es conclou que la
vacuna BCG intradérmica redueix la gravetat de la malaltia i que aquest efecte pot ser millorat per
revacunacido mucosa (endotraqueal) o per vacunacié sistemica intravenosa, perd sén dues rutes

d’administracié amb dificultats per I'aplicacid clinica.

DiFazio et al. (2016) (255). Valora I'eficacia de la BCG i una nova candidata de vacuna (subunitat
H56) amb cynomolgus en un projecte que té per objectiu final la identificacié de nous marcadors
d’efectivitat. Entre d’altres parametres, utilitza la PET-TC i determinen I'afectacié global pulmonar
tot mesurant I'avidesa de FDG. Conclou que la vacuna BCG/H56 evita la disseminacié pero no
prevé la infeccid, i que el nombre d’adenopaties mediastiniques esterils és molt més alta en

vacunats que en el grup control.

Verreck et al. (2017) (128). Valora I'assoliment de proteccié amb BCG parenteral i pulmonar en
macacos rhesus. Aquest estudi vacuna amb el protocol SIM-BCG, que combina una dosi
intradérmica i una altra intrapulmonar instil-lada amb broncoscopi. Confirma que els rhesus
mostren immunitzaci6 amb la vacuna per via respiratoria, exposant que aquesta BCG
administrada localment redueix I'afectacié pulmonar en macacos no immunitzats amb BCG
intradérmica. Inclds obtenen dades que mostren disminucid de la gravetat de malaltia i proteccid
pulmonar que no observen en els macacos amb BCG intradérmica estandard. No s’utilitzen

tecniques d’imatge diagnostica (ni radiografia convencional).

White et al. (2020) (120). Valora I'eficacia de la BCG inhalada en model de macacos rhesus,
comparant un grup vacunat amb BCG intradermica i un altre via inhalada. S’analitzen imatges TC

i s’aplica el sistema score proposat per Sharpe et al. (253). Conclouen que la proteccié oferta per
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via respiratoria és igual d’efectiva que la via sistémica i en alguns aspectes extrapulmonars sembla
conferir major proteccié inclus. Aixi doncs, no observen els mateixos resultats que Verreck et al
2017 (en que sembla que podria existir superioritat de la BCG per via respiratoria en el control de
la malaltia tuberculosa pulmonar), pero s’ha de remarcar que les formes de vacunacié sén

diferents i també ho sdn alguns dels parametres emprats per valorar la quantitat de malaltia.

Darrah et al. (2020) (137). Valora diferents rutes d’administracié de BCG en rhesus amb I'objectiu
principal d’avaluar la proteccié que ofereix la via sistémica intravenosa. S’avaluen escaners PET-
TC i valoren I'afectacid global pulmonar tot mesurant I'avidesa de FDG i també fan un recompte
de les lesions. Conclou que I'administracié intravenosa de la BCG millora la proteccié que ofereix
la via intradérmica i la aéria (mucosa), tot plantejant que pot arribar a significar un canvi de

paradigma en el camp de la vacuna antituberculosa.

Sibley et al. (2021) (229). Valora I'eficacia de la BCG intradérmica en cynomolgus de genotip xinés
infectats amb inocul aerosolitzat d’alta dosi de M. tuberculosis. S’analitzen els pulmons ex-vivo
amb RM, fent una quantificacié de la carrega de malaltia tuberculosa. Observa que tots els animals
vacunats controlen la malaltia i la BCG els aporta un nivell consistent de proteccié pulmonar, amb
reduccid significativa de I'afectacié pulmonar respecte el grup control. A més, descriu que en
aquest grup de no vacunats, la meitat desenvolupa malaltia progressiva i I'altra meitat és capag
de controlar intrinsecament la tuberculosi. Proposa que és un model valid per testejar estrategies

per exposicions post-vacunacid i avaluacio de tractament.
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En conclusig, la tuberculosi és una malaltia que acompanya la humanitat des dels seus inicis i a dia
d’avui continua sent un dels principals problemes de salut mundial. Tot i el desenvolupament
d’eines diagnostiques, profilactiques i terapeutiques (especialment durant la primera meitat del
segle XX), encara no s’ha arribat al seu control ni erradicacié a pesar de ser un objectiu especific
de la OMS. El seu tret distintiu és la formacié de granulomes necrotitzants, a nivell histologic. Cal
destacar la vacuna BCG, I'Gnic vacci anti-tuberculds licitat, que ha permeés un control de les formes

més greus de la malaltia pero ofereix una proteccié variable dels pulmons.

Dins del marc del diagnostic per la imatge, esta ben establerta la semiologia radiologica
tuberculosa, on les condensacions i els noduls pulmonars, aixi com la cavitacid i I'afectacié de
petita via aéria (amb patré de “arbre en brot”) estan vinculats a tuberculosi activa i progressio de
la malaltia; per contra, les calcificacions i les lesions cicatricials representen I'espectre de laténcia

i de curacié.

La recerca translacional és la clau per aconseguir la comprensié profunda de la tuberculosi i
desxifrar aquells elements de la infeccié que encara sén obscurs, tot prenent especial rellevancia
els models experimentals animals amb primats no humans, que han de conduir els nous avangos
cientifics cap a I'aplicacié clinica humana. El model de tuberculosi experimental amb macacos esta
ben establert i validat, i es coneix |'espectre de malaltia que es desenvolupa aixi com I'efecte de
la vacuna BCG. Alguns dels estudis, a demés, obtenen imatges de TC com a métode d’analisi
pulmonar, principalment per avaluar la distribucié i caracteristiques de les lesions, aixi com per

quantificar la carrega tuberculosa.

Tanmateix, es percep una mancanga d’analisi a major detall o profunditat de les imatges TC als
estudis experimentals amb macacos. Aquesta podria aportar la deteccié de nous patrons
radiologics capacos de discernir i identificar precogment diferents desenllagos tuberculosos, que
tindria aplicacions en estudis comparatius per I'avaluacié de diferents estrategies profilactiques i
terapeutiques. Per tant, podria apareixer una nova eina per I'avaluacié de vacunes candidates

novells.
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Hipotesi i objectius

2. HIPOTESI

L’avaluacié de la tuberculosi pulmonar mitjancant tomografia computada permet identificar

patrons de contencié o progressio de la malaltia en un model experimental amb macacos.

3. OBJECTIUS
3.1. Objectiu principal

Identificar patrons de distribucié de la malaltia tuberculosa pulmonar en imatges de TC.

3.2. Objectius secundaris

e Avaluar I'efecte de la vacuna Bacille Calmette-Guérin (BCG) en un model experimental
animal amb macacos dels genotips rhesus i cynomolgus.
e Objectivar I'impacte de la pleura per la contencié de la tuberculosi pulmonar en

macacos.
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4. MATERIAL | METODES
4.1. Disseny general

Es tracta d’un treball que analitza les lesions tuberculoses pulmonars en una seqiiéncia temporal
mitjangant imatges de TC procedents d’estudis experimentals en model animal amb macacos, on
es provoca deliberadament una infeccié per Mycobacterium tuberculosis i en alguns casos

s’administra previament la vacuna BCG bé intradérmica o bé inhalada.

4.2. Material

Es disposa de 123 escaners TC de torax aportats per la doctora Sally A. Sharpe i I'equip
d’investigacié que lidera al UK Health Security Agency, Porton Down, Salisbury SP4 0JG, United
Kingdom. Corresponen a imatges obtingudes a macacos de dos genotips diferents i infectats amb
bacil de Koch, amb dades publicades a Sharpe et al. (2016) (224), White et al. (2020) (120) i White
etal. (2021) (232).

4.2.1. Animals experimentals

Descripcid i procedéncia dels macacos

El conjunt d’animals esta format per 35 macacos de 3-4 anys, per un costat 13 macacos de
I’espécie cynomolgus (Macaca fascicularis) de genotip indonesi, i per un altre costat 22 macacos
de I'espécie rhesus (Macaca mulatta) de genotip indi, que no han estat destinats a cap altre estudi
amb antelacid. Els macacos sén sans i no han estat en contacte ni infectats per micobacteéries, fet

gue es demostra amb test cutani de tuberculina i deteccié de interfer6 gamma (IFN-y).

Procedeixen de colonies de crianga establertes a Anglaterra. Estan instal-lats en gabies grans amb

apertures que permeten alt nivell d’observacié i amb ampli ventall d’estimulacié ambiental, sén
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alimentats amb dieta rica i variada i conviuen en grups socials compatibles, tal i com s’estipula a
la Home Office (UK) i a les guies NC3Rs. El disseny dels estudis i les intervencions o processos que
se’ls realitza han estat aprovats pel Establishment Animal Welfare and Ethical Review Committee,

i 'organisme UK Home Office ha expedit la llicencia del projecte.

Vacunacié amb BCG

Inicialment, 14 macacos sén vacunats amb BCG (Danish strain 1331; SSI, Copenhagen, Denmark)
21 setmanes abans de ser infectats per Mycobacterium tuberculosis. S’administra per via
intradérmica (que és la ruta estandard) o bé per via inhalada. La vacunacié intradérmica s’injecta
a I'extremitat superior esquerra i la vacunacié inhalada és respirada a través d’'una mascareta
quirargica des d’un nebulitzador, on s’ha aerosolitzat el farmac profilactic. La dosi administrada
de la vacuna és I'equivalent a I'estandard adult intradérmic, tot tenint en compte les perdues

esperables dins de la propia maquinaria (120,224,232).

Aixi doncs, dels 35 individus se’n vacunen 3 cynomolgus per via intradermica, 5 rhesus per via

intradérmica i 6 rhesus per via inhalada.

Infeccié experimental amb Mycobacterium tuberculosis

Tots els macacos sén infectats experimentalment amb Mycobacterium tuberculosis (Erdman
strain K 01; BEI Resources) i es fa per via inhalatoria a través de I'exposicio a aerosols, que conten
dosis d’inoculs ultra baixes. Resumidament, i segons la técnica exposada per Sharpe et al. (2016)
(224,234,257), s'utilitza un nebulitzador que genera aerosols amb M. tuberculosis en suspensio, a
una concentracié predeterminada i que son inhalats gracies a una mascareta d’anestésia. Els
calculs de la dosi ultra baixa d’inocul és la que prediu una dosi de retencio (és a dir, el nimero
d’organismes que s’assumeix que queden retinguts als pulmons) d’aproximadament 5 bacils

viables (138,187,224,234).

D’aquesta forma, es genera una infeccié que simula la que ocorre de forma natural per inhalacié

de microgotes (aerosols) infeccioses procedents de secrecions respiratories o salivals.
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En el present estudi es considera que la setmana d’aquesta inoculacié correspon a la setmana 0 o
inici de I'experiment. D’aquesta manera, la referéncia cronologica que es fa servir per denominar
les diferents adquisicions de escaners de TC al llarg de I’estudi pren el moment de la infeccié com

el punt d’origen (i no pas del moment de la vacunacio).

4.2.2. Imatges de TC

Obtenciod dels escaners TC

S’obtenen un total 123 escaners procedents dels 35 macacos estudiats, a cadascun dels quals se’ls
han practicat 3 o 4 escaners durant el periode post-infeccio, tal i com s’exposa a Sharpe et al.
(2016) (224), White et al. (2020) (120) i White et al. (2021) (232). El primer escaner s’adquireix
constantment a la setmana 3 i la resta son variables perod estables per cada estudi, amb una

separacio de 4, 5 o 6 setmanes entre escaners consecutius (Figura 33).
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Figura 33. Esquema temporal de I’'adquisicio de les TC.
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De forma més detallada, a 4 cynomolgus control se’ls adquireix un escaner a les setmanes 3, 8 i
11; la resta de cynomolgus control i els cynomolgus vacunats (9 macacos en total) tenen una TC a
les setmanes 3, 8 i 15. Per un altre costat, hi ha 4 rhesus control dels que s’obtenen imatges a les
setmanes 3, 8 i 11; a la resta de rhesus control i a tots els rhesus vacunats (18 macacos en total)
se’ls adquireix un escaner a les setmanes 3,7, 11 i 16, amb I'excepcidé dels rhesus amb mort

prematura que no tenen realitzada la ultima TC de la setmana 16.

Parametres técnics de I'adquisicid i reconstruccio de les imatges TC

Les imatges son adquirides a un escaner de TC multidetector de 16 fileres (o corones) (Lightspeed
16, General Electric Healthcare; Milwaukee, WI, USA). Prévia sedacié del macaco i en respiracio
lliure, s’apliquen els seglients parametres tecnics per I'obtencid de les imatges: 120kVp de
voltatge de tub i 100-150mAs d’amperatge efectiu amb modulacié automatica de dosi, amb una
col-limacié d’adquisicié de 0.625mm. Es realitzen reconstruccions de les imatges amb algoritme
d’alta resolucié i finestra de pulmdé amb un centre de finestra de -600 unitats Hounsfield i una
amplada de 1600 unitats Hounsfield (dit d’'una altra forma, nivells de window width i window level
WW: 1600 WL: -600, respectivament) i també es fan reconstruccions estandards amb finestra de

mediasti WW:350 WL:40, ambdues amb un gruix d’imatge corresponent a la propia col-limacié.

La qualitat de les imatges és considerada bona i equivalent a la imatge medica en humans.

Protocols d’actuacié en les intervencions als macacos

Per cada intervencié que se’ls fa i que pugui resultar estressant o dolorosa, o bé procediments
que precisin immobilitat (com el moment de la infeccié o la realitzacié dels escaners TC), els
animals sén sedats amb quetamina intramuscular (Ketaset 10mg/kg; Fort Dodge Animal Health

Ltd., Southampton, UK).

Al final de I'estudi sén sotmesos a eutanasia, que es duu a terme ja sota anestésia profunda,
mitjancant una injeccié intracardiaca amb una dosi letal de pentobarbital sodic (Doletha
140mg/kg; Vétoquinol UK Ltd., Towcester, UK). Cal exposar que hi ha hagut quatre morts

prematures de macacos degut a I'avang de la malaltia, tot seguint criteris veterinaris de benestar,
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i han tingut lloc per eutanasia en el moment que s’ha considerat que hi havia un patiment
innecessari. Aquestes morts s’han donat en tres rhesus control i un rhesus amb vacuna

aerosolitzada, durant la fase final de I’estudi entre les setmanes 11 i 14.

4.3, Procediment

Analisi de les lesions pulmonars tuberculoses a les imatges de TC

El periode d’analisi de les imatges s’estén des de febrer 2018 fins a I'agost de 2019.

L'avaluacid de les imatges les duu a terme la propia autora del present treball, que és radiocloga
toracica amb més de 10 anys d’experiéncia, de forma cega (sense coneixement de I'espécie de

macaco, el seu estat de vacunacié ni dades cliniques) durant el periode d’analisi de les imatges.

Els escaners sén examinats amb el programa informatic d’analisi i visualitzacié avancada
d’imatges radiologiques Philips IntelliSpace Portal software (2015 Koninklijke Philips N.V.). Es fan
reconstruccions multiplanars axials, coronals i sagitals en 0.625mm i 1.87mm de gruix (per
disminuir la ratio senyal/soroll de les imatges), aixi com projeccié d’intensitat maxima (maximum

intensity projection o MIP) per detectar els noduls més petits.

L’aplicacié Tumor Tracking del programa ja mencionat s’utilitza per analitzar el volum i els eixos
majors i menors de cada condensacid pulmonar. Es una analisi semi-automatica que requereix la
identificacid manual de cada una de les condensacions i el software en delimita externament els
marges de la lesid, basant-se en la interfase que es crea entre I'afectacié de densitat de parts toves
envoltada de paréenquima pulmonar de densitat propera al gas. Delimita aquestes condensacions
amb una linia corba poligonal i tendéncia a I'esfericitat en tots els seus plans (amb deteccié
volumetrica). A continuacid, aquests marges es corregeixen de forma manual, habitualment per
excloure possibles estructures vasculars que han quedat inclosos o per adequar amb major
precisio els limits de les lesions amb morfologia amorfa o allargada. Finalment, cada condensacié

és analitzada com un volum i de forma automatica se n’extreuen els valors de les variables a estudi

63



Patrons de progressio de la tuberculosi pulmonar en model experimental animal amb macacos mitjangant
I"avaluacié per tomografia computada - Isabel Nogueira Marfias

Material i métodes

mencionades. Si les lesions sén grans, el propi software pot detectar la mateixa lesié en diferents

escaners de seguiment, pero tanmateix s’ha d’ajustar manualment la seva analisi.

Per cada condensacié a més també s’analitza la preséncia de cavitacid.

La distancia entre cada condensacid i la pleura més propera es detecta visualment amb
reconstruccions multiplanars i es mesura de forma manual amb una linia recta, tot col-locant el

calibrador o caliper sobre el marge de la lesié més proper a la pleura.

Els micronoduls es valoren de forma visual i manual, doncs el software del que es disposa no té
prou precisio per fer una analisi ni deteccié per seguiment automatitzats, i per tant, sén
identificats, comptats, localitzats i si s’escau també mesurats manualment per cada escaner

aplicant sempre la mateixa forma de procedir.

Addicionalment, es determina el volum pulmonar de cada macaco usant I'aplicacié de COPD del
software Philips IntelliSpace Portal, que permet |'avaluacié de la via aeria principal i el volum de

cadascun dels pulmonars de forma separada (Figura 34).

Figura 34. Exemple de I'estudi volumeétric tridimensional dels pulmons i de I'arbre traqueobronquial principal (en la
primera TC adquirida a un cynomolgus vacunat).
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Localitzacid de les lesions: sistema de segmentacié broncopulmonar

La localitzacid de les lesions (consolidacions i micronoduls aillats) es fa mitjancant la segmentacio
broncopulmonar anatomica, fet que requereix del seu coneixement previ. Cada segment té
assignat un nimero, aquesta estructuracié parenquimatosa és extrapolable als macacos pero
adaptant-se a la presencia d’'un segment addicional al pulmé dret que correspon al lobul
infracardiac. Donat que en humans el segment apicoposterior del 10bul superior esquerra es
denomina 11-12, en el present treball es decideix fer la seglient adaptaciéo en els macacos:
s’anomena 11 al lobul infracardiac (dret) i se li atribueix el 12 al segment apicoposterior superior
esquerra. D’aquesta forma, la localitzacié també es converteix en una variable quantitativa

discreta.

S’ha treballat en la realitzacié d’'un mapa visual dels segments broncopulmonars en macacos, que
ha culminat amb la configuracié d’'un model amb imatges TC axials on es delimiten aquestes

estructures anatomiques en un mapa de colors (Figura 35).

N (*

Figura 35. Representacid dels segments broncopulmonars en macaco, sobre reconstruccions axials amb finestra de
pulmé en imatges axials de la primera TC adquirida a un rhesus vacunat inhalatoriament, realitzat per Dr. Marti
Catala i Isabel Nogueira.

D’esquerra a dreta, es mostren els tres talls més representatius: camps superior, mig i inferior. Mapa de colors pulmé
dret: 1, vermell; 2, verd fosc, 3, blau fosc, 4, cian; 5, taronja; 6, lila; 7, groc; 8, blau clar; 9 fucsia; 10, verd clar; 11, blau
mari. Mapa de colors pulmé esquerre: 12, vermell; 13, verd fosc; 14, blau focs; 15, taronja; 16, cian; 17, lila; 18, groc;
19, blau clar; 20 fucsia.
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4.4. Definicio de les variables

4.4.1. Variables de les lesions per imatge

La nomenclatura de les variables es fonamenta en descriptors estandards de la semiologia
radiologica, que es troba detallada al Glossari de la Fleischner Society i en textos radiologics basics
(188,189,249). Aixi mateix, sén els termes que han estat usats préviament en estudis que es basen
en I'analisi de tuberculosi pulmonar en NHP a través de imatges TC, tot destacant Sharpe et al.
(2018) (253). Corresponen a conceptes acceptats i reproduibles d’alteracions pulmonars, que ja

han estat explicats a I'apartat 1.2.3.

Les consolidacions sén prou grans com per poder fer un seguiment precis en escaners
consecutius. En el present estudi, sén lesions que modifiquen la seva grandaria al llarg del temps
i tenen una mida de 4.5 mm o superior (equivalent a 0.044 cm?); hi ha condensacions que
apareixen de nou i s’inclou en la recollida de dades a partir d’aquell escaner TC. Algunes pateixen
cavitacio central. També s’inclouen parametres que permetin avaluar I'impacte de la pleura sobre

les condensacions tuberculoses.

En el present treball es considera que els micronoduls mesuren de 1 fins a 4.4 mm de diametre
(que equival a un volum maxim de 0.044 cm?3). Es pren com a diametre minim 1mm perque les
imatges TC no tenen prou resolucid per identificar lesions de menor mida amb precisid i
reproductibilitat i, per un altre costat, es decideix que han de ser inferiors a 4.5 mm perquée
s’observa que gairebé totes les lesions majors augmenten de mida i perden I'esfericitat durant el
seguiment. A més, 4.5 mm és la mida maxima que presenten la majoria dels noduls del macaco

rhesus amb disseminacié miliar.

Es defineixen dos subgrups de micronoduls:

e Micronoduls Associats. Es troben a la periferia de les condensacions pulmonars,
com satel-lits, i presumiblement es generen a partir d’aquesta condensacié inicial
o “mare” (8,65,258). Es descriuen com els micronoduls situats dins d’'una “zona

anular” o “radi d’influéncia” al voltant d’una condensacié, on I'amplitud d’aquesta
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corona circular correspon a l'eix menor de la condensacié. Per tant, estan
intimament vinculades a les consolidacions. En anglés se les ha anomenat
Daughter Micronodules.

e Micronoduls Aillats. S6n els que no estan associats a cap consolidacié (que no
compleix criteris de micronodul associat); aixi doncs, sén micronoduls

independents. En anglés se les ha anomenat Isolated Micronodules.

Variables de la consolidacio

Localitzacid: s’identifica en quin segment broncopulmonar se situa cada condensacid, fent servir
la nomenclatura numeérica exposada a l'apartat 1.4.3. (que dona un valor a cadascun dels

segments, entre 1i 20). Aquesta localitzacié es fa manualment. Variable categorica ordenada.

Eixos axials major i menor de la consolidacié: Es determinen els eixos major i menor
(perpendiculars entre ells) en el pla axial de TC on la lesié és més gran, mesurat en mil-limetres.
Aquesta quantificacid es calcula de forma automatica, tal i com esta exposat a I'apartat 4.3.

(Figures 36 i 37). Variable quantitativa continua.

Volum de la consolidacid: Es determina el volum de cada consolidacid i es mesura en centimetres
cubics. Aquesta quantificacié es calcula de forma automatica amb verificacié manual posterior
(semi-automatica), tal i com esta exposat a |'apartat 4.3. (Figures 36 i 37). Variable quantitativa

continua.
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Figura 36. Exemple de condensacié pulmonar amb avaluacié temporal de lesié a lingula inferior (segment 15) de
RUVO03.

A l'esquerra, la TC a les 3 setmanes on s’observa micronodul aillat de 3,1 mm i 0,018 cm3. Al centre, la TC a les 8
setmanes on s’observa creixement de la lesié, amb condensacié de 10,3 x 13,1mm i 0,83 cm3. A la dreta, la TC a les
15 setmanes on s’ha incrementat més la condensacié i mesura 14,5 x 23,7 mm amb 3,41 cm3.

Figura 37. Exemple de valoracié tridimensional d’'una consolidacié en reconstruccions multiplanars axial, sagital i

coronal (d’esquerra a dreta).
Correspon a condensacié amb petita cavitacié central que mostra ampli contacte pleural a la TC4 de RIDVO02. La seva

analisi objectiva uns eixos axials de 24 x 31,4 mm i un volum de 2,308 cm3, en contacte pleural moderat (tipus 2).

Cavitacio: Es valora la preséncia de cavitacio a l'interior de la consolidacié, amb presencia (SI) o

abséncia (NO); es fa manualment. (Figura 38). Variable categorica dicotomica.
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Figura 38. Exemple de cavitacio.
S’observa una condensacié amb cavitacié molt extensa al segment apicoposterior esquerra (12) a la TC4 de RAEV06.
Addicionalment també s’identifica condensacié contralateral.

Distancia pleural: Es defineix com la distancia més curta entre la periféria des de cada consolidacid
fins a la pleura més propera (incloent cissures pleurals) (Figura 39) i es mesura manualment en
mil-limetres. L’abséncia de distancia o distancia = 0 mm equival a contacte. Variable quantitativa

continua.

11.5mm

Figura 39. Exemple de distancia pleural.
Es mostra condensacio al segment laterobasal del lobul inferior dret (9) a 11.5 mm de la pleura més propera que és
la costal, en la TC3 de RIDV02
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Tipus de contacte pleural: Es determina el grau de contacte entre una consolidacid i la pleura

(incloent cissures pleurals), per metode visual. Variable categorica:

e Sense contacte: valor 0

e Contacte focal: valor 1. La consolidacié i la pleura contacten en un punt.

e Contacte moderat: valor 2. Menys del 50% del marge de la consolidacio esta
en contacte amb la pleura.

e Contacte ampli: valor 3. Més del 50% del marge de la consolidacio esta en

contacte amb la pleura.

Nombre micronoduls associats: Es quantifica manualment el nombre d’aquestes lesions que té
cada una de les consolidacions analitzades a cada escaner (Figura 40). En ocasions el seu nombre
és elevat, fet que dificulta el comptatge; en el cas dels micronoduls associats, se’n determinen fins

a un maxim de 10. Variable quantitativa discreta.

Figura 40. Exemple de micronoduls associats.

La imatge de I'esquerre és la original i la dreta amb les mesures sobreposades. A partir de la consolidacio inicial, es
pren el seu eix menor i es fa una corona que el radi sigui aquest valor. Els micronoduls inclosos es consideren associats
i en aquest cas se n’objectiven dos. Correspon a un complex lesional situat a la lingula inferior (15) de la TC3 de
RUV10.
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Variables de micronoduls aillats

Nombre: Es quantifica manualment el nombre d’aquestes lesions que hi ha a cada segment
broncopulmonar en cada escaner (Figura 41). En ocasions, el seu nombre és elevat, fet que
dificulta el recompte; en el cas dels micronoduls aillats, se’n determinen fins a un maxim 20 per

segment broncopulmonar. Variable quantitativa discreta.

Mida: Es mesura manualment cada una d’aquestes lesions i s’arrodoneix la seva mida fins a

categoritzar-les com de 1, 2, 3 0 4 mm. Variable quantitativa discreta.

Figura 41. Exemple de micronoduls aillats.

A I'esquerra s’observen diversos micronoduls aillats (fletxes verdes) de petita mida i bilaterals a camps pulmonars
superiors de RIDV02, i a la dreta s’observa un micronodul gros de 4.2 mm (volum de 0.041 cm?) al segment anterior
del Iobul superior esquerre (13) de RIDV04. Les imatges nodulars no marcades corresponen a estructures vasculars.
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4.4.2. Variables dels macacos

Els macacos presenten unes caracteristiques diferencials que en permet definir variables per

I'estudi estadistic.

Genotip de macaco: els macacos inclosos sén rhesus o bé cynomolgus i se’ls pot anomenar amb

lainicial Ri C, respectivament. Variable categorica dicotomica.

Estat de vacunaci6 amb BCG: els animals poden estar no vacunats o bé vacunats. Variable

categorica dicotomica.

Ruta de vacunacidé: la ruta pot ser intradermica (anomenada també amb les sigles ID) o bé

aerosolitzada (anomenada també amb les sigles AE). Variable categorica dicotomica.

4.5. Grups experimentals

Un cop es conclou I'analisi de les imatges, es defineixen cinc grups experimentals entre els trenta-
cinc macacos, basat en I'espécie de macaco i en el seu estat de vacunacid. D’aquest forma, es

configuren els seglients grups:

e Cynomolgus no vacunats. Esta format per 10 macacos cynomolgus. S6n també
anomenats cynomolgus unvaccinated (CUV) en anglés.

e Cynomolgus vacunats. Esta format per 3 macacos cynomolgus vacunats amb BCG
intradérmica. S6n també anomenats cynomolgus intradermal BCG-vaccinated (CIDV) en
angles.

e Rhesus no vacunats. Esta format per 11 macacos. S6n també anomenats rhesus
unvaccinated (RUV) en anglés.

¢ Rhesus vacunats via aerosol o inhalada. Esta format per 6 macacos rhesus vacunats
amb BCG aerosolitzada. Sén també anomenats rhesus aerosolised BCG-vaccinated

(RAEV) en angles.
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e Rhesus vacunats via intradérmica. Esta format per 5 macacos rhesus vacunats amb BCG
via intradermica. Son també anomenats rhesus intradermal BCG-vaccinated (RIDV) en

angles.

Aixi doncs, els macacos no vacunats conformen el grup control i mostren la progressié natural de
la malaltia tuberculosa. Per contra, els macacos vacunats mostren I'efecte del farmac profilactic,

tot incloent possibles diferéncies entre les dues vies d’administracié.

4.6. Analisi estadistica

La recollida de dades s’ha dut a terme utilitzant els programari Excel® de Microsoft, seguida d’'una

fase de lectura i validacié de la base de dades.

Les analisis que inclouen valors desconeguts s’han fet interpolant la mitjana amb les dades
disponibles. A les grafiques exposades als resultats, s’ha indicat i marcat amb linies discontinues

guan hi ha valors desconeguts.

A continuacio, s’ha procedit a fer la seva analisi. El tractament estadistic de les dades obtingudes

compta amb I'assessorament de la UTE de I'lGTP, amb especial mencié del dr. Marti Catala Sabaté.

Estadistica descriptiva

S’ha realitzat per a cadascuna de les variables d’interés de la base de dades. Per a les variables
guantitatives, es calcula la mitjana, la mediana i el rang. Per a les qualitatives, s’han utilitzat

freqliéncies absolutes i relatives.

Significacio estadistica

L'estudi estadistic s’"ha implementat amb les plataformes de MATLAB i Prism.
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Per I'analisi de variables continues s’han fet servir el test d’analisi de la variancia (ANOVA) i el test

de Kruskal-Wallis, separades en grups.

Per I'analisi de variables discretes s’han fet servir el test de Chi-quadrat de Pearson i el test exacte

de Fisher.

S’ha escollit un nivell de significacié a=0,01, i per tant, s’Than pres com a significatives totes les

diferéncies observades amb p<0,01.
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5. RESULTATS
5.1. Consideracions generals

L’analisi anatomica inicial de les imatges TC corrobora que es poden identificar els lobuls
pulmonars, separats per cissures pleurals, aixi com les beines o eixos broncovasculars, i per tant,

es poden localitzar els segments broncopulmonars (Figura 42).

Figura 42. Exemple de beines broncovasculars (cercles blaus) i cissures (fletxes) en les imatges TC axials en finestra
de pulmé del TC a les 3 setmanes de RIDV02.

La imatge de I’esquerra és un tall a nivell subcarinal i mostra beina broncovascular dels segments posterior i anterior
del Iobul superior dret (2 i 3) en el seu eix longitudinal. La imatge de la dreta és un tall basal supradiafragmatic que
mostra les beines broncovasculars de les bases pulmonars en eix transversal. Les cissures majors s’assenyalen amb
fletxa verda i la cissura interpulmonar posterobasal amb fletxa taronja.

La inspeccid de les TC també confirma que els cynomolgus sén de menor mida i presenten un
volum pulmonar inferior als rhesus, tant el pulmd dret com l'esquerra. A més, la dimensio

d’aquests organs presenta una correlacio lineal directa amb el pes dels individus (Figura 43).
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Figura 43. Grafiques de dispersio del volum pulmonar.

(A) Representacié del volum dels lobuls pulmonars i (B) del volum pulmonar total associat al pes en rhesus i
cynomolgus.

La malaltia tuberculosa activa progressiva amb cavitacié i disseminacid broncogena és la forma
més habitual en el present estudi, i es mostra a la Figura 44. S’hi pot observar |’evolucid de la
petita lesid inicial que augmenta de mida esdevenint una consolidacié amb cavitacié central, iamb
posterior aparicié de micronoduls associats al seu voltant aixi com noves lesions a distancia
(micronoduls aillats i condensacions), que creixen, fan coalescéncia i algunes de les quals

evolucionen al seu torn amb cavitacio.
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Figura 44. Imatges TC axials consecutives en finestra de pulmd, a nivell de camps superiors. Evolucio de la tuberculosi
activa progressiva en un rhesus vacunat amb BCG intradérmica (RIDV) a la setmana 3 (imatge A), setmana 11 (imatge
B) i setmana 16 (imatge C) post-infeccio.

S’observa la lesié original (imatge A), que correspon a un micronodul aillat de 2.1 mm al segment anterior del lobul
superior dret (cap de fletxa blava). Posteriorment (imatge B) aquest s’incrementa de mida tot evolucionant cap a
consolidacié (fletxa blava) i sorgeixen dos micronoduls associats (cap de fletxa groga). Finalment (imatge C) la
condensacié encara creix lleument i apareix un focus de cavitacio al seu interior (fletxa vermella). A demés, s’han
generat micronoduls aillats distribuits als dos pulmons (caps de fletxes verdes). Cal fixar-se que els imatges nodulars
no senyalitzades corresponen a vasos pulmonars (venes i artéries).

Cal destacar que l'individu RUVO5 mostra una afectacid per tuberculosi miliar i desenvolupa
centenars de micronoduls pulmonars distribuits difusament i homogéeniament (Figura 45), aixi
com afectacié extrapulmonar miliar (sobretot a melsa, fetge i ronyons). A pesar que aquesta
disseminacié profusa esta documentada i en altres estudis publicats s’inclou aquest individu sota
I'etiqueta de “widespread discrete pulmonary nodules”, és inusual i denota distribucié
hematogena extrema i descontrolada del M. tuberculosis. El present treball esta focalitzat en la
disseminacié broncogena i la pneumonia tuberculosa i, en conseqiiencia, s’han eliminat les seves
dades de I’analisi estadistic degut a que es considera una malaltia o entitat tuberculosa diferent.
En tot cas, la seva inclusié aporta un increment de més de 1000 micronoduls aillats (concretament,
se’n comptabilitzen 627 en la TC de la setmana 7 i 1032 en la TC de la setmana 11), fet que crea

un biaix rellevant i pot ser considerat com a factor de confusio.
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Figura 45. Tuberculosi miliar en la tltima TC del RUV05, amb reconstruccions multiplanars axial i coronal (imatges de
la dreta i esquerra respectivament) en finestra de pulmad. S’observen incomptables micronoduls pulmonars bilaterals
distribuits de forma aleatoria al parénquima pulmonar.

5.2. Identificar patrons de distribuciéo de la malaltia tuberculosa pulmonar en

imatges TC

En global s’identifiquen i analitzen 2564 lesions (amb I'exclusié del macaco afectat per tuberculosi
miliar). Per un costat, hi ha 332 consolidacions pulmonars tuberculoses, de les quals se’n troben
293 en rhesus i 39 en cynomolgus. Per un altre costat, es detecten un total de 2232 micronoduls,
gue son generats principalment pels rhesus tot sumant-ne 1927, mentre que se n’identifiquen
305 en cynomolgus (Taula 2). Aixi doncs, hi ha un valor mitja per cada animal de 106 lesions en

rhesus i de 26 en cynomolgus.
Les dades recollides revelen que les lesions globalment augmenten amb el temps.

S’evidencia una diferencia molt amplia entre les dues especies de macacos, en referencia a la xifra
de lesions i la seva mida, que sén majors en els rhesus de forma significativa, tot desenvolupant

un nombre molt més elevat de micronoduls i condensacions.
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Taula 2. Taula sumaria de quantificacié de lesions, per grups experimentals.

Condensacions Micronoduls Total lesions
Associats Aillats Total

Cuv 29 75 218 293 322

CIDV 10 1 11 12 22
Cynomolgus 39 76 229 305 344

RUV 125 428 322 750 875

RAEV 81 424 141 565 646

RIDV 87 368 244 612 699

Rhesus 293 1220 707 1927 2220

Total 332 1296 936 2232 2564

CUV: cynomolgus no vacunats; CIDV: cynomolgus vacunats; RUV: rhesus no vacunats; RAEV: rhesus amb vacuna
inhalada; RIDV: rhesus amb vacuna intradérmica.

La distribucié de les condensacions pulmonars es pot valorar en funcio de la seva localitzacié entre
pulmd dret i esquerre, anomenat lateralitat, com es mostra a la Taula 3. La distribucid és
heterogénia entre els grups experimentals i entre els genotips de macaco, pero globalment hi ha
una reparticid6 homogénia entre ambdds pulmons. Per tant, no s’observa una predisposicio a la

lateralitat de la infeccio.

La Figura 46 exposa |'afectacié tuberculosa a cada lobul, en base al proporcié del parénquima
pulmonar ocupat per lesions tuberculoses (aquestes majorment equivalen a les condensacions, ja
gue els micronoduls son molt poc voluminosos en el seu conjunt). Aquest parametre és equivalent
a I'analisi del volum de condensacions pero aportant una perspectiva biologica perque, com s’ha
exposat abans, els rhesus sdn uns animals de major mida que els cynomolgus (i per ende, els seus

pulmons) i, per tant, I'impacte de la mida d’una lesié és diferent que en un pulmo més petit.
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Taula 3. Lateralitat de les condensacions en els grups experimentals

Pulmé dret Pulmé esquerre
Cuv 10 23
CIDV 9 3
C 19 26
RUV 55 71
RAEV 55 43
RIDV 59 35
R 169 149
Total 188 175

CUV: cynomolgus no vacunats; CIDV: cynomolgus vacunats; C: cynomolgus totals; RUV: rhesus no vacunats; RAEV:
rhesus amb vacuna inhalada; RIDV: rhesus amb vacuna intradérmica; R: rhesus totals.
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Figura 46. Diagrama boxplot que mostra el percentatge d’afectacié tuberculosa pulmonar en cada lobul, expressat
com a fraccié de volum ocupat lobar.

CUV: cynomolgus no vacunats; CIDV: cynomolgus vacunats; RUV: rhesus no vacunats; RAEV: rhesus amb vacuna
inhalada; RIDV: rhesus amb vacuna intradérmica; All: conjunt total cynomolgus i rhesus. RULL: lobul superior dret;
RML: lobul mig dret; RLL: lobul inferior dret; ICL: Iobul infracardiac; LUL: lobul superior esquerre; LML: lobul mig
esquerre o lingula; LLL: lobul inferior esquerre.
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Aixi doncs, el pulmd esquerre, tot i comptar amb un nombre discretament menor de
condensacions, presenta una proporcid més elevada de pulmé ocupat o afectat. Existeix una
manca de diferéncies significatives respecte la localitzacié de les lesions, tot i que s’observa una

tendéncia lleu a una major afectacié dels lobuls superiors, que és major al costat esquerre.

En alguns casos d’afectaci6 molt profusa amb grans lesions segmentaries, lobars o inclus
pulmonars, la valoracié precisa de les condensacions resulta complexa. A més, desapareixen els
microndduls i, tot i ser macacos amb molta malaltia, no aporten microndduls al comptatge

general.

Tanmateix, aquesta situacié esta habitualment associada a oclusions bronquials rellevants (quan
s’estenosa més d’un 70% de la llum endotraqueal) i, fins i tot, poden comportar ateléctasis i
hiperinsuflacié pulmonar. El bronqui estenosat amb major freqiéncia és el bronqui principal

esquerra (Figura 47), observat en 6 casos, mentre que el dret ho ha estat en 4 casos.

2

Figura 47. Imatge TC coronal en finestra de pulmé que mostra amputacié del bronqui principal esquerre (fletxa
vermella) en la TC de la setmana 11 de CUV07, amb pérdua de volum al pulmé homolateral i afectacié tuberculosa
extensa.
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La Taula 4 presenta una analisi detallada de les condensacions, amb especial esment al nombre

generat per cada animal aixi com a I'evolucié de la mida de les condensacions, desglossats per

grups experimentals.

També s’inclouen les lesions transicionals, que és un concepte creat en el present treball per

definir aquells micronoduls aillats que creixen per sobre de 4.4 mm de diametre (equivalent a

0.044 cm?) des d’una TC original a la TC consecutiva, tot convertint-se en consolidacions. Per tant,

son micronoduls aillats, perd s’exposen en aquesta taula per evidenciar que inicialment sén

identificables tot i que molt petits i se’n pot fer un seguiment.

Taula 4. Resum de les condensacions pulmonars i lesions transicionals, per grups experimentals.

Quantificacio Condensacions per .
. . Volum condensacions
condensacions animal Lesions
" % total M Ran Mitjanaa TC | Mitjanaa TC | transicionals
lesions ¢ g inicial (cm®) final (cm®)

Cuv

29 9 2 [0-6] 0.085 0.883 16
CIDV

10 45 4 [0-6] 0.013 0.194 13

C

39 11 2 [0-6] 0.085 0.539 29
RUV

125 14 13 [1-25] 0.356 1.593 27
RAEV

81 12 15 [0-20] 0.19 2.278 40
RIDV

87 12 15 [12-25] 0.172 0.986 62

293 13 14 [0-25] 0.239 1.339 129

TOTAL
332 13 10.5 [0-25] 0.162 0.94 158

= Mediana de lesions per individu. n = nombre total de lesions.
CUV: cynomolgus no vacunats; CIDV: cynomolgus vacunats; C: cynomolgus totals; RUV: rhesus no vacunats; RAEV:
rhesus amb vacuna inhalada; RIDV: rhesus amb vacuna intradérmica; R: rhesus totals.
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Es mostra la mediana de condensacions per cada animal associat al seu rang. El percentatge que
s’observa es correspon amb la relacid entre la lesié concreta respecte el global de lesions per cada
grup experimental (és a dir, el conjunt de condensacions i micronoduls). Cal tenir en compte que
els grups experimentals no estan ben equilibrats a nivell d’animals i els grups de macacos control
practicament en doblen el nombre; per tant, la rellevancia de la quantitat de lesions totals és
relativa, i s’ha de prendre la quantitat de “lesions per animal” com I'indicador fiable en la valoracié

comparativa.

Aixi doncs, els rhesus generen moltes més condensacions i cada un d’ells desenvolupa fins a 7
vegades més condensacions per macaco que els cynomolgus. No obstant, hi ha un rang de
distribucié molt ampli especialment en els rhesus, on fins i tot es recompten un minim de 20
condensacions en 4 macacos (fins a un maxim de 25). A més, aquestes condensacions dels rhesus
sén molt més voluminoses i ja presenten una mida mitjana a l'inici de I'estudi que practicament
triplica la dels cynomolgus (els no vacunats en concret, doncs els vacunats estrictament no fan
condensacions primerenques); en I'dltim escaner el volum mitja en els rhesus és més del doble

gue en |'altre genotip.

Es pot advertir que el grup de cynomolgus vacunats té un comportament diferenciable, amb un
petit nombre de condensacions, que endemés sén de petita mida i representen practicament la
meitat del conjunt de les lesions que generen (al contrari que la resta dels grups experimentals).
De fet, totes les lesions inicials sén microndduls aillats, ja que el seu volum mitja és inferior de
0.044 cm?, i sén identificades com a lesions transicionals. Les condensacions apareixen en la
segona TC, on la meitat encara sén, pero, lesions transicionals. Aixi doncs, les condensacions dels
cynomolgus destaquen per la seva mida reduida, essent de menor volum de tots els grups

experimentals, amb un diametre mitja de 7.2 mm al final de I'estudi.

En I'extrem oposat hi ha els rhesus no vacunats. Aquests generen la major quantitat de
condensacions i inicialment sén les més grosses, amb un volum en el primer escaner que és
aproximadament el doble que el dels rhesus vacunats (amb un diametre mitja de 8.8 mm).
Tanmateix, al finalitzar I'estudi, el grup amb les lesions de major mida sén els rhesus amb vacuna
inhalada, exhibint un diametre mitja de 15.2 mm (més del doble que els cynomolgus vacunats).
Per altra banda, els rhesus vacunats mostren una mediana de lesions per macaco una mica

superior als rhesus control.
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Cal esmentar que un dels cynomolgus control mostra una tendencia lleu al decreixement de la

mida de les seves condensacions al final de I'estudi.

Les lesions transicionals apareixen sobretot en la fase primerenca, és a dir, entre els dos primers
escaners, i es pot observar que gairebé la meitat de les condensacions son micronoduls en aquesta
etapa com es reflecteix a la Taula 4. En els escaners successius, les lesions transicionals passen a

ser practicament anecdotiques excepte en els cynomolgus vacunats.

5.2.1. Detall de la distribucio dels micronoduls

La xifra de micronoduls es va incrementant a mesura que avanca el temps, tant els associats com
els aillats. Pero, curiosament, en alguns individus s’observa una quantitat major dels aillats en el
primer escaner respecte el segon. No obstant, és una qliestié de categoritzacid, ja que succeeix
en els macacos amb moltes lesions transicionals que, per tant, sén identificades com a
micronoduls inicialment pero en la TC consecutiva sén condensacions, fet que dona lloc a una

reduccié de la xifra de les lesions petites (com a conseqliéncia de categoritzacio).

Donat que no ha estat possible I'analisi de cadascun dels micronoduls en forma de seguiment
temporal (al contrari que les consolidacions), sind que s’ha obtingut una quantificacié en cada TC,
pel cOmput en total s’exposa el nombre de micronoduls de I'escaner que conté la major quantitat
per tal d’evitar el comptatge repetitiu d’aquests elements i habitualment coincideix amb I’dltim

escaner adquirit.

La Taula 2 i la Taula 5 exposen que els cynomolgus generen significativament menys micronoduls,
resultant practicament anecdotics en els vacunats. Per contra, com es reflecteix a la Taula 5, els
rhesus en desenvolupen una mitja de 473 micronoduls en cada un dels grups experimentals, fet
gue representa més de 6 vegades la quantitat generada pel conjunt de cynomolgus, sense

diferéncies significatives entre els grups control i vacunats dels rhesus.
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EG Micronoduls Associats Micronoduls Aillats
n Me Rang % n Me Rang %
cLv 75 55 [0 30] 23 | 211 | 55 [0 110] 68
CIbV 1 0 [01] 5 11 4 [16] 50
c 76 3 [0 30] 22 | 214 4 [0 110] 67
RUV 428 36 [2 96] 49 | 319 30 [183] 37
RAEV 424 54 [0 151] 66 | 137 | 185 [14 37] 22
RIDV 368 55 45138] | >3 | 241 29 piu7 | P
R 1220 51 [0 151] 55 | 697 | 29 [1117] 32
TOTALE 1 1296 | 275 [0 151] 51 | ou1 20 [0117] 37

M. = Mediana de lesions per individu. n = nombre micronoduls. % = proporcié de micronoduls respecte el total de
lesions. CUV: cynomolgus no vacunats; CIDV: cynomolgus vacunats; C: cynomolgus totals; RUV: rhesus no vacunats;
RAEV: rhesus amb vacuna inhalada; RIDV: rhesus amb vacuna intradérmica; R: rhesus totals.

Globalment, s’identifiquen més micronoduls associats que aillats, comportament que també
mostren els rhesus. En canvi, els cynomolgus generen una xifra molt major de micronoduls aillats

gue d’associats.

L’analisi percentual de la distribucié dels micronoduls associats i aillats és representada en format
visual a la Figura 48. Aquesta analisi posa de manifest que hi ha un major percentatge del
microndduls associats en global, comportament que també s’observa en rhesus. No obstant, en
els cynomolgus succeeix a la inversa i presenten una proporcié notablement major de micronoduls

aillats.
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Figura 48. Grafiques lineals de la distribucié percentual dels micronoduls, per grups experimentals. Es mostra
I’evolucio dels percentatges mitjans de micronoduls per cada fase en cada grup experimental. Es ressalta amb color
I’area sota de corba (AUC), que correspon als micronoduls associats; d’aquesta forma, I'area inversa es representa en
blanc i correspon als micronoduls aillats. A més, s’afegeix el nombre total de cada tipus de micronodul.

Gris: total; vermell: rhesus no vacunats; taronja: rhesus amb vacuna inhalada; magenta: rhesus amb vacuna
intradérmica; blau: cynomolgus no vacunats; cian: cynomolgus vacunats.

5.2.2. La relacid entre les condensacions i els micronoduls associats

La Taula 6 es mostren les condensacions amb micronoduls associats aixi com els micronoduls
associats per cada consolidacid, exposant-ne la quantitat, el percentatge que representen

respecte el nombre de condensacions totals, la mediana i el rang.
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Taula 6 Distribucié de consolidacions amb micronoduls associats i els micronoduls associats per cada consolidacid,
per grups experimentals

Consolidacions amb Micronoduls Associats Mi(z:roonns.oﬁiéﬁéper

n % Me Rang N-n Me Rang
(ﬁgz\g) 19 66 2 [04] 10 3 [115]
(ﬁ':[ig) 1| 10 0 [01] 9 1 [11]
CVPNOQ‘;')QJUS 20 51 1 [0 4] 19 3 [115]
(NR:Li\Z/S) 11| 9 12 [1 24] 14 3 [1 15]
(Ff\IA:E;’) 79| 100 15 [0 19] 0 35 [115]
(ﬁ':%;’) 84 95 14 [11 24] 3 3 [115]
(,FEIEZS;,O,S) 274 95 14 [0 24] 19 3 [115]
(,\L"g'z) 294 90 9 [0 24] 38 3 [115]

N= quantitat de condensacions totals del grup experimental. n= nombre de complexes lesionals “condensacié amb
micronoduls associats”. Me: mediana. CUV: cynomolgus no vacunats; CIDV: cynomolgus vacunats; cyn: cynomolgus
totals; RUV: rhesus no vacunats; RAEV: rhesus amb vacuna inhalada; RIDV: rhesus amb vacuna intradérmica; rhe:
rhesus totals.

S’hi observa que en global els rhesus generen 9 vegades més condensacions amb micronoduls
associats que els cynomolgus. No obstant, destaca de nou el grup de cynomolgus vacunats, ja que
només en genera una, que computa com a 0 de mediana per individu i que, a més, tan sols dona

lloc a un Unic micronodul.

En l'altre extrem, els rhesus les desenvolupen abundantment i representen més del 90% del
conjunt de les seves condensacions en total. El grup de rhesus vacunats amb aerosol és el que en
genera més per individu, amb una mediana de 15, i aquest mateix grup és el que genera més
micronoduls associats per condensacié, amb una mediana de 3.5 per individu (tota la resta de

rhesus i els cynomolgus control en fan 3).
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La Taula 7 presenta la distribucié de condensacions amb micronoduls associats per cada grup
experimental. Es calcula una taula de contingéncia sobre la distribucié de condensacions (en base

al percentatge), amb i sense micronoduls associats.

Es posa de manifest que hi ha una associacié estadisticament significativa entre el global de les
dues espeécies de macacos aixi com entre els dos grups de cynomolgus. S’observa que els rhesus
desenvolupen més condensacions amb microndduls associats que els cynomolgus i, alhora, els

cynomolgus no vacunats en desenvolupen significativament més que els vacunats.

Tanmateix, no es detecta una associacio significativa entre els grups de rhesus vacunats i per tant,
no s’observen diferéncies respecte la ruta d’administracid de la vacuna.

Si que s’aprecia una diferéncia propera a la significacié entre els rhesus no vacunats i els vacunats,
es podria dir que sembla existir una tendéencia dels vacunats a generar més condensacions amb
micronoduls perd novament es tracta d’una analisi en qué hi ha una pérdua de dades en el grup

control i per tant és un resultat de significat més aviat incert.

Taula 7. Taula de contingéncia. Diferéncies en la distribucié de les condensacions amb o sense micronoduls associats
entre els grups experimentals. Els nimeros corresponen al valor de p amb test de Fisher.

EG Cuv CIDV C RUV RAEV  RIDV R
Cuv ND
CIDVvV | 0,0014 ND
C ND ND ND
RUV ND ND ND ND
RAEV ND ND ND 0,0585 ND
RIDV ND ND ND 0,0355 >0,999 ND
R ND ND <0,0001 ND ND ND ND

ND: No calculat. CUV: cynomolgus no vacunats; CIDV: cynomolgus vacunats; C: cynomolgus totals; RUV: rhesus no
vacunats; RAEV: rhesus amb vacuna inhalada; RIDV: rhesus amb vacuna intradérmica; C: rhesus totals.

Per donar fi a aquest apartat, s’exposen unes relacions entre micronoduls i la mida de les

condensacions. La Figura 49 mostra la relacié entre el nombre de micronoduls associats i el volum
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de les condensacions, on es pot observar una correlacié lineal directa que és estadisticament
significativa en el conjunt dels macacos, particularment en els rhesus i, també practicament, en
els cynomolgus control. Aixi doncs, a mesura que s’incrementa el volum de les condensacions es

generen més micronoduls associats.
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Figura 49. Grafica de dispersié que mostra el volum de les consolidacions en funcié del nombre de micronoduls
associats, per grups experimentals.

Gris: total; vermell: rhesus no vacunats; taronja: rhesus amb vacuna inhalada; magenta: rhesus amb vacuna
intradérmica; blau: cynomolgus no vacunats; cian: cynomolgus vacunats.

De igual manera, la Figura 50 mostra la relacid entre el nombre de micronoduls aillats i el
percentatge d’ocupacio del parenquima pulmonar (que també es pot concebre com la carrega de
malaltia). S’hi observa una correlacid lineal directa que és significativa en el conjunt dels macacos
particularment en ambdds grups control i, també practicament, en els rhesus amb vacunat

intradérmica. Per tant, a major volum ocupat de pulmd, major nombre de microndduls aillats.
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Figura 50. Grafica de dispersi6 que mostra la porcio de pulmé ocupada per lesions en funcié del nombre de

micronoduls aillats, per grups experimentals.

Gris: total; vermell: rhesus no vacunats; taronja: rhesus amb vacuna inhalada; magenta: rhesus amb vacuna

intradérmica; blau: cynomolgus no vacunats; cian: cynomolgus vacunats.

5.3. La cavitacio de les condensacions

La cavitacié és un fenomen que s’objectiva per TC a l'interior de les condensacions i ocorre

majorment en rhesus. D’aquests, un 77.3% dels animals desenvolupen cavitacié al llarg de 16

setmanes, on els grups control i amb vacuna inhalada mostren les taxes més altes.

Des del punt de vista de les condensacions, el 34.4% dels rhesus control mostren cavitacid, seguits

dels grups amb vacuna inhalada (28.4%) i, per ultim, amb vacuna intradérmica (24.3%).
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Només s’observen condensacions cavitades en un macaco cynomolgus. Es tracta d’'un animal
control que mostra extensa afectacié pulmonar esquerra amb dues condensacions cavitades que
afecten gran part del Iobul superior i de l'inferior, en context d’oclusié del bronqui principal

esquerre per conglomerat adenopatic.

L'analisi més detallada en rhesus Figura 51 revela que la cavitacid es troba relacionada amb la
mida de la consolidacié de forma estadisticament significativa (p<0.0001), de manera que a major
volum de lesidé, major possibilitat de cavitacié. Encara més, aquest fet és més probable en lesions

més grans de 2 cc, les quals presenten una taxa de cavitacio del 57%.

Des d’un altre punt de vista, i de forma remarcable, el 84.4% de les lesions de 0 a 1cc no caviten,

i, aquelles de 0 a 2 cc, tampoc ho fan en un 79.8%.
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Figura 51. Grafiques de barres que mostren la fraccié de condensacions cavitades distribuides per rangs de volum, en
els rhesus.

La figura detalla les lesions inferiors de 1 cc, que correspon al grup que conté el major nombre de

condensacions. En aquest cas se’n destaca que el percentatge de cavitacié és inferior al 10%. El
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fet que les lesions entre 4 a 7 cc presentin menor taxa de cavitacid que les lesions entre 2 a 4 cc
és una troballa inesperada, de causa indeterminada, pero seria atribuible a I'atzar donat que es

tracta d’'una mostra petita.

No es troben diferéncies estadisticament significatives respecte la distribucié anatomica de les

condensacions cavitades i el 32% es troben als lobuls superiors.

De forma puntual, s’ha identificat gas a I'interior d’'una massa adenopatica hilar dreta en un rhesus
amb vacuna aerosolitzada, que és compatible amb cavitacié adenopatica per necrosi caseosa i

fistulitzacié amb la via aéria.

5.4. L'efecte de la vacuna BCG en macacos rhesus i cynomolgus

Aquest apartat es dedica a valorar les diferéncies entre els diversos grups experimentals que posin
de manifest I'eficacia de la vacuna. S’exposen dades que ja s’han tractat amb anterioritat sota el
focus de les diferéncies entre les especies de macacos, que ara es redirigeix per valorar I'impacte

de la vacuna, tot profunditzant en d’altres aspectes.

5.4.1. Evolucio natural de la tuberculosi pulmonar

L’evolucié de les lesions en els animals no vacunats o grups control es representa a la Figura 52,
on el curs natural de la infeccid tuberculosa hi queda exposada de forma visual i s’aprecia

clarament una afectacido més severa als rhesus.
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Figura 52. Esquema visual de I’afectacié pulmonar tuberculosa en macacos cynomolgus i rhesus control. El simbol +
indica mort prematura.

Els pulmons dels individus estan adaptats a la mida real de cadascun d’ells i estan remodelats prenent com a model
la morfologia de RUVO03. Les lesions es localitzen en un pla bidimensional (2D) d’acord a la seva situacié segmentaria
recollida en la base de dades. No inclou informacié sobre cavitacio ni distancia real fins a pleura.

Els cynomolgus inicialment generen un nombre baix de lesions i poc voluminoses, globalment ben
controlades, que experimenten un increment molt lleu amb el temps. Tanmateix, els individus

CUVO06 i CUV0O7 mostren un comportament diferent amb un creixement desproporcionat de
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I"afectacio del pulmd esquerre a la fase final, i en aquests macacos alhora s’identifica I'oclusié del

bronqui principal esquerra.

Es molt interessant el comportament del macaco CUV10, que tot i demostrar-se que ha estat
infectat amb éxit gracies a la conversid del PPD i IGRAs, no desenvolupa cap lesié visible per TC

durant les setmanes que dura I'estudi.

Contrariament, les lesions als rhesus sén abundants i grosses des de la setmana 3, tot
experimentant creixement i disseminacio global amb el temps, com s’aprecia especialment en els
individus RUV03, RUV04, RUV06, RUV0O7, RUV08 i RUV09. No obstant, alguns d’ells mostren cert
control de forma inherent, com els individus RUV01 i RUV02, tot assemblant-se a I’evolucié dels
cynomolgus, i inclius RUV10 mostra lleu grau de regressio espontania a la fase final. A part, en
destaca RUVO05, que desenvolupa una afectacié pulmonar extrema degut al debil control que fa

de la malaltia, i que correspon a tuberculosi miliar profusa com ja s’ha exposat amb anterioritat.

La Figura 53 exposa en forma de grafiques les dades recollides en els cynomolgus i rhesus controls,
i per tant, I'evolucid tuberculosa natural. S’'observa en la Figura 53 A que hi ha una diferéncia
estadisticament significativa respecte la quantitat de condensacions, essent els rhesus els que

desenvolupen més condensacions en global i de mitjana per individu.

El volum de les condensacions s’exhibeix en la Figura 53 B expressat en base al percentatge del
parenquima pulmonar que es troba ocupat per tuberculosi, i s’observa un augment practicament

constant en els rhesus i un augment molt contingut en els cynomolgus

Les Figures 53 C i D mostren I'evolucié dels micronoduls, tot mostrant la quantitat mitjana per
macaco dels aillats i dels associats respectivament, observant-se un increment en ambdues
especies i que els rhesus en fan un nombre major. No obstant, les quantitats sén més similars en
els aillats, tot apreciant-se una diferéncia amplia entre els associats degut a que els cynomolgus

en generen un nombre molt reduit.

Les condensacions es caviten freqlientment en els rhesus i de forma significament superior a les

dels cynomolgus (només caviten les lesions de CUV07), tal i com s’observa a la Figura 53 D.
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Figura 53. Grafiques de barres i linies per I'analisi dels macacos no vacunats. Blau: cynomolgus; Vermell: rhesus.
Diferéncia estadistica significativa s’identifica (**). Linies de color discontinues: etapes amb pérdua de dades. A:
Quantitat de condensacions en cada macaco; linia discontinua: valor media; linia blava: valor media cynomolgus;
linia vermella: valor media rhesus. B: Evolucié del percentatge del volum pulmonar ocupat. C: Evolucié de la quantitat
de micronoduls aillats. Linia gruixuda: mitjana. D: Fraccio de cavitacié de les condensacions. E: Evolucié de la quantitat
de micronoduls associats. Linia gruixuda: mitjana

Cal remarcar que, contrariament als grups vacunats (que sén mostres homogenies), els grups
control sén heterogenis en la fase final perqué una meitat finalitza amb un tercer escaner a la
setmana 11 i I'altra meitat té un quart i Ultim escaner entre les setmanes 15-16. Aixi doncs, hi ha
una péerdua de dades que és deguda al propi disseny dels estudis de provinenga aixi com a les
morts prematures degudes a la tuberculosi. D’aquesta forma, la fase final esta representada en la
grafica amb una linia discontinua i esta conformada només per dades reals recollides (sense
estimacions); per tant, I'estabilitzacié de I'augment que es mostra és possible que tan sols sigui

degut a una pérdua de dades.
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5.4.2. L’efecte de la vacunacio i 'impacte de la seva via d’administracié

Per comencar 'apartat que avalua I'eficacia del profilactic, es mostren el nombre de lesions de
cada grup experimental per cada adquisicio de TC a la Taula 8. S’hi pot observa el total de lesions

i la seva mitjana pel conjunt de macacos control i vacunats.

Taula 8. Quantificacid de lesions totals per cada TC per grups experimentals.

TC1 | TC2 | TC3 | TC4

Cuv 30 71 | 129

CIDV 10 16 15

RUV 149 | 505 | 725 | 389
RAEV 107 | 271 | 397 | 445
RIDV 80 | 231 | 434 | 680
Total control 179 | 576 | 854 | 389

Total vacunats 197 | 518 | 846 | 1125

Mitjana control 90 | 288 | 427 | 389

Mitjana vacunats | 66 173 | 282 | 562

CUV: cynomolgus no vacunats; CIDV: cynomolgus vacunats; RUV: rhesus no vacunats; RAEV: rhesus amb vacuna
inhalada; RIDV: rhesus amb vacuna intradérmica.

Es posa de manifest una reduccid del nombre de lesions, pero en l'analisi estadistica no

s’identifiquen diferéncies significatives entre els grups control i vacunats.

Per continuar abordant la qliestid, es prossegueix amb una representacid dels macacos vacunats
gue permet percebre I'escenari global. L'evolucio de les lesions pulmonars es presenta de forma
visual a la Figura 54 on es reflecteix el curs de la infeccid tuberculosa en cynomolgus i rhesus 21
setmanes després de I'administracié del farmac profilactic. S’aprecia que els cynomolgus vacunats
desenvolupen un grau lleu i contingut de malaltia i que els rhesus mostren una progressié

globalment similar als no vacunats.
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Figura 54. Esquema visual de I'afectacié pulmonar tuberculosa en macacos cynomolgus i rhesus vacunats. El simbol
T indica mort prematura.

Els pulmons dels individus estan adaptats a la mida real de cadascun d’ells, i estan remodelats prenent com a model
la morfologia de RUVO03. Les lesions es localitzen en un pla bidimensional (2D) d’acord a la seva situacié segmentaria
recollida en la base de dades. No inclou informacié sobre cavitacio ni distancia real fins a pleura.

En aquesta figura també es fa palés la diferéncia en el nombre d’individus que conformen cada

grup, destacant que la mostra dels cynomolgus és petita.

97



- Isabel Nogueira Mafas

En la Figura 54 A s’observa que tots els cynomolgus vacunats desenvolupen escasses lesions de
petita mida, que sén practicament inapreciables en la fase inicial i mostren un discret increment

evolutivament.

Per contra, novament els rhesus vacunats desenvolupen una forma de malaltia tuberculosa
abundant i progressiva Figura 54 B. Se’n destaca els individus RAEV04, RAEV05, RAEV06, RIDV02,
RIDVO3 i RIDV04, dels quals s’identifica obstruccié del bronqui principal esquerra en RAEV06 i
RIDVO02, i del dret en RAEV04. No obstant, també existeix oclusié del bronqui dret en RIDV01 i de
I’esquerre en RIDVO5, sense un increment rellevant de les lesions com succeeix en els altres

macacos.

Tanmateix, alguns d’ells mostren una forma més continguda de la malaltia, tot generant en global
forca lesions pero de petita mida. Queda perfectament exemplificat pel macaco RAEVO01, pero

també sén valids RAEV02, RAEVO03 i RIDVO5.

Seguidament es presenta la confrontacié entre macacos control i vacunats per espécies. La Figura
55 exposa en forma de grafiques les dades recollides en els cynomolgus i permet comparar
visualment el grup control i el vacunat. No es detecten diferéencies respecte a la mitjana de
condensacions que desenvolupa cada cynomolgus, i hi ha un major nombre d’aquestes lesions en
el grup control perqué conté més del triple de macacos, com es mostra a la Figura 55 A. L’evolucié
del volum de les lesions s’exposa en forma de percentatge pulmonar ocupat per lesions
tuberculoses a la Figura 55 B, on s’observa que globalment es tracta de lesions petites que no
afecten de forma rellevant el conjunt de I'espai pulmonar, excepte un cynomolgus no vacunat
(CUVO07). Com ja s’ha vist amb anterioritat (apartat 4.1.), gran part de les lesions dels cynomolgus
vacunats corresponen a micronoduls perque no sén prou grossos com per ser considerats

condensacions.
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Figura 55. Grafiques de barres i linies per I’analisi dels cynomolgus control (blau) i vacunats (cian Linies de color
discontinues: etapes amb pérdua de dades. A: Quantitat de condensacions en cada macaco; linia discontinua: valor
media; linia blava: valor media cynomolgus; linia vermella: valor media rhesus. B: Evolucio del percentatge del volum
pulmonar ocupat.

La Figura 56 exposa en forma de grafiques les dades recollides en els rhesus i permet comparar
visualment els grups control i vacunats. No existeixen diferencies significatives respecte les
condensacions, micronoduls, taxa de cavitacid ni ocupacié pulmonar. Tanmateix, de forma
desglossada, es poden apreciar tendéncies interessants com que els rhesus amb vacuna
intradérmica sén els que presenten una mitjana de lesions per macaco més elevada (Figura 56 A)
pero els vacunats amb aerosol presenten major percentatge d’ocupacié pulmonar per tuberculosi
i per tant, genera lesions de major mida (Figura 56 B). Al seu torn, els rhesus control sén els que

presenten major percentatge de condensacions cavitades (Figura 56 C).
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Figura 56. Grafiques de barres i linies per I’analisi dels rhesus control i vacunats. Vermell: control; taronja: vacuna
inhalada; magenta: vacuna intradérmica. A: Quantitat de condensacions en cada macaco; linia discontinua: valor
media; linia blava: valor media cynomolgus; linia vermella: valor media rhesus. B: Evolucio del percentatge del volum
pulmonar ocupat. C: Evolucié de la quantitat de micronoduls aillats. Linia gruixuda: mitjana. D: Fraccié de cavitacid
de les condensacions. E: Evolucio de la quantitat de micronoduls associats. Linia gruixuda: mitjana

L'analisi de I’evolucid del creixement de les condensacions es pot fer amb una normalitzacié Figura
57, en queé el volum maxim de cada lesié pren el valor de 1 i la resta es posicionen percentualment.
S’aprecia que hi ha lesions que disminueixen el seu volum excepte els cynomolgus vacunats, en
els que només s’observa creixement. No obstant, aquest decreixement es dona en condensacions
de diferents macacos, sense que hi hagi individus que controlin la malaltia on predomini la

disminucié del volum de les lesions a I'estadi final, amb I’excepcié de CUVO1.
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Figura 57. Normalitzacié del creixement de les condensacions per cada grup experimental.

S’identifica un patré de creixement homogeni i equivalent entre tots els grups experimentals, amb
I’excepcid dels cynomolgus vacunats. La tendéncia general és un creixement rapid durant la fase
primerenca amb una estabilitzacid relativa de la velocitat de creixement posterior; s’observa
decreixement en la fase final en grups experimentals on hi ha pérdua de dades i per tant, té un

significat real incert.

Per contra, doncs, els cynomolgus vacunats presenten una velocitat de creixement alentida a la

fase primerenca i una acceleracio posterior.

La Taula 9 exposa una analisi percentual dels subtipus de micronoduls respecte el total de lesions

identificades en cada grup experimental.
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Taula 9. Distribucié de micronoduls. Nombre total i proporcions respecte el total de lesions de cada subtipus de
micronoduls i per cada grup experimental.

Nombre (n) Percentatges (%) Nombre (n)
EG Total lesions | M. Associats M. Aillats M. Associats | M. Aillats

Cuv 322 23% 68% 75 218
CIDV 22 5% 50% 1 11
C 344 22% 67% 76 229
RUV 875 49% 37% 428 322
RAEV 646 66% 22% 424 141
RIDV 699 53% 35% 368 244
R 2220 55% 32% 1216 708

CUV: cynomolgus no vacunats; CIDV: cynomolgus vacunats; C: cynomolgus totals; RUV: rhesus no vacunats; RAEV:
rhesus amb vacuna inhalada; RIDV: rhesus amb vacuna intradérmica; R: rhesus totals.

Aquesta analisi torna a evidenciar que el pes del conjunt de lesions en els cynomolgus recau sobre
els micronoduls aillats, i en els rhesus recau sobre els microndduls associats perd de forma poc

marcada, ja que el percentatge de lesions en aquests macacos queda més equilibrat.

A continuacid, la distribucidé percentual dels subtipus de micronoduls es valora amb una taula de
contingencia (Taula 10), on es detecten associacions amb significacid estadistica. Aixi doncs,
s’objectiva que els cynomolgus generen un percentatge major de micronoduls aillats que els
rhesus, o dit d’una altra forma, en els rhesus es dona un percentatge superior de micronoduls

associats.

Destaquen les diferencies significatives observades entre els dos grups de rhesus vacunats: els
intradérmics desenvolupen una major proporcié de micronoduls aillats, o bé, menor proporcié

de micronoduls associats.

També s’observa que els rhesus control generen un percentatge més elevat de micronoduls aillats
i més reduit dels associats que els rhesus amb vacuna inhalada, fet que no succeeix entre els
rhesus control i els vacunats intradermics. Pero tal i com s’ha esmentat, té un significat incert

donada la pérdua de dades en els no vacunats.
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D’altra banda, no s’objectiven diferéncies significatives entre els cynomolgus control i vacunats,

probablement per falta de potencia estadistica degut al baix nombre de lesions (sobretot dels

vacunats).

Taula 10. Taula de contingéncia. Diferéncies de la distribucié dels micronoduls associats i aillats basats en la seva
proporciod. Els nimeros corresponen a valor de p amb test de Fisher.

EG Cuv CIDV C RUV RAEV RIDV R
Cuv ND
CIDV | 0,3057 ND
C ND ND ND
RUV ND ND ND ND
RAEV ND ND ND <0,0001 ND
RIDV ND ND ND 0,2431 <0,0001 ND
R ND ND <0,0001 ND ND ND ND

ND: No calculat. CUV: cynomolgus no vacunats; CIDV: cynomolgus vacunats; C: cynomolgus totals; RUV: rhesus no

vacunats; RAEV: rhesus amb vacuna inhalada; RIDV: rhesus amb vacuna intradérmica; R: rhesus totals.

A la Taula 11 s’exposen dades dels rhesus, que tot i que ja s’han anat presentant al llarg de

I"apartat, es mostren aqui de forma concentrada per facilitar la seva valoracio.

Taula 11. Analisi de lesions en rhesus.

Condensacions Micronoduls
n Me Volum final Associats n Assoc. Me Aillats n Aillats M.
RUV 195 13 1.593 428 36 319 30
RAEV | g 15 2278 424 54 137 19
RIDV | g7 15 0.986 638 55 241 29
Rhesus | 593 14 1.339 1220 51 697 29

n: nombre; Me: mediana per macaco; RUV: rhesus no vacunats; RAEV: rhesus amb vacuna inhalada; RIDV: rhesus
amb vacuna intradérmica; rhe: rhesus totals.
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Els dos grups vacunats mostren una mediana idéntica o similar de condensacions i del nombre de
micronoduls associats per cada macaco. Tanmateix, els vacunats amb aerosol desenvolupen

lesions de major mida mentre generen una menor quantitat de micronoduls aillats.

De totes formes, la comparativa del volum final de les condensacions s’ha de fer amb precaucio.
Cal tenir en compte que la pérdua de dades es dona sobretot en els rhesus control, que alhora és
el grup amb major nombre d’animals i que per tant, els rangs de mides més extrems queden
diluits; per un altre costat, si es revisa la Figura 54, s’observa que els RAEV sén pocs i alguns

animals amb lesions grans, que prenen més influéncia en el calcul de mitjanes.

Per acabar aquest apartat, s’exposa una valoracié de les lesions transicionals desglossades per les
diferents etapes i els grups experimentals. Es mostren a la Taula 12, on el seu nombre es
contextualitza en referencia al nombre de condensacions identificades en la segona TC de cada

etapa.

Taula 12. Lesions transicionals. Quantitat de lesions transicionals respecte el nombre de condensacions i percentatge
en els grups experimentals exposades per etapes.

TClaTC2 TC2aTC3 TC3aTC4
Cuv 15/27 56% 1/29 3.4%
CIDV 9/9 100% 4/10 40%
C 24/36 66.7% 5/39 12.8%
RUV 23/120 26.7% 2/124 1.6% 2/58 3.45%
RAEV 39/77 50.7% 1/80 1.3% 0/66 0%
RIDV 50/66 75.8% 7/85 8.2% 5/87 5.8%
R 112/263 42.6% 10/289 3.5% 7/211 3.3%
Total 136/299 45.5% 15/328 4.6%

CUV: cynomolgus no vacunats; CIDV: cynomolgus vacunats; C: cynomolgus totals; RUV: rhesus no vacunats; RAEV:
rhesus amb vacuna inhalada; RIDV: rhesus amb vacuna intradérmica; R: rhesus totals.
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Per aquesta avaluacid, el nombre de condensacions no és constant per cada grup experimental,
ja que es tenen en compte lesions de nova aparicid en els escaners de seguiment. En cada casella
s’exposa el nombre de lesions transicionals respecte el total de condensacions per cada etapa i

també el percentatge que representen.

Aixi doncs, en la fase primerenca s’observa que, grollerament, la meitat de les lesions sén
transicionals, és a dir, que la meitat de les condensacions sén tan petites inicialment que es
categoritzen com a micronoduls, i és equivalent entre tots els grups experimentals. En la fase
intermédia destaca de forma significativa que el percentatge de lesions transicionals és encara
elevat (40%) en els cynomolgus vacunats, i també s’observa una tendéncia rellevant en els rhesus
vacunats amb BCG intradérmica, amb un percentatge superior al 8%. Les lesions transicionals
presenten un percentatge molt baix durant la fase intermédia en els macacos no vacunats i els
rhesus vacunats amb BCG aerosolitzada, similar al percentatge de lesions transicionals de tots els

macacos en la fase tardana (on només hi ha rhesus).

5.5. L'impacte de la pleura en la contencio de la tuberculosi pulmonar

L’avaluacid de la relacié entre condensacions i la pleura es mostra a la Figura 58. El grup de les
lesions més petites (fins a 0.5 cc, que conformen el grup per mida més nombrds) principalment
no estan en contacte, sobretot en els rhesus (que al seu torn, sdn els macacos amb els pulmons
més grans). A partir d’aquest volum, les condensacions majoritariament contacten amb la pleura

en tots els grups experimentals.
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Figura 58. Grafica de barres que mostra les proporcions de lesions que contacten o no amb la pleura distribuits per
rangs de volum de les condensacions, per cada grup experimental.

Linia vertical: mitjana de condensacions en contacte (gris clar) i no en contacte (gris focs) amb la pleura. CUV:
cynomolgus no vacunats; CIDV: cynomolgus vacunats; RUV: rhesus no vacunats; RAEV: rhesus amb vacuna inhalada;
RIDV: rhesus amb vacuna intradérmica; All: macacos totals.

Per un altre costat, s’ha valorat si el contacte amb la pleura modifica el comportament de la
condensacié. S’ha fet un seguiment de les lesions entre dos escaners consecutius, tot focalitzant-
se en la seva distancia amb la pleura i analitzant simultaniament la seva variacié de la mida. Aixi
doncs, es detecten les lesions que es mantenen allunyades de la pleura, les que hi continuen en
contacte i finalment aquelles que canvien i hi fan contacte, relacionat a increments o disminucions

del volum de cada lesié, com s’exposa visualment en un diagrama de boxplot a la Figura 59.
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Figura 59. Diagrama de boxplot que mostra la relacié entre les condensacions i el contacte pleural, per grups
experimentals.

NC: no contacte; MC: fan contacte; IC: en contacte; CUV: cynomolgus no vacunats; CIDV: cynomolgus vacunats; RUV:
rhesus no vacunats; RAEV: rhesus amb vacuna inhalada; RIDV: rhesus amb vacuna intradérmica; All: macacos totals.

S’aprecien diferencies practicament significatives (p value = 0.04) en els cynomolgus per aquelles
condensacions que persisteixen en contacte amb la pleura, ja que resten amb estabilitat del
volum, és a dir, no continuen augmentant de mida. No s’identifica cap impacte de la pleura sobre
les condensacions en els rhesus, que continuen globalment augmentant de mida. Per tant, es
detecta una constriccié o reduccid de la mida de les lesions atribuible al contacte amb la pleura

en els cynomolgus; no aixi en els rhesus.

Addicionalment, les condensacions que fan contacte pleural representen el conjunt menys
nombrds i sén també les que mostren una major variacio del seu volum tot exhibint doncs una

alta taxa de creixement.
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6. DISCUSSIO

Escenari global

La tuberculosi és una malaltia infecciosa de transmissié aéria que afecta sobretot els pulmons i
que té una elevada prevalenca, especialment en paisos de rendes baixes i en persones VIH+. Es
una de les principals causes de mortalitat mundial i ha causat més morts que cap altra malaltia
infecciosa en solitari durant segles. L'assoliment del seu control, i fins i tot I'ideal de la seva
erradicacio, obliga a millorar les estratégies en diagnostic, profilaxis i tractament.

Aquesta fita crea la necessitat d’establir models experimentals animals validats que permetin
simular la malaltia en humans, on els NPH tenen un paper cabdal, aixi com eines de monitoritzacid
i quantificacié de la tuberculosi per poder comparar diferents farmacs i nous protocols. Es en
aquest camp on les tecniques d’'imatge estan demostrant una gran eficiéncia i sén capaces
d’identificar i mesurar la malaltia sobretot a nivell pulmonar, i encara més, es preveu un
desenvolupament i expansié futura amb la implementacié de la intel-ligencia artificial. En el
moment actual, les imatges diferencien malaltia activa de latent o cronica en una percentatge alt
dels casos, i hi ha descrits des de fa anys inclis decades uns patrons radiologics en humans que es
relacionen amb alta probabilitat de tuberculosi activa pulmonar: els noduls cavitats i el patré

d’afectacié de petita via aéria en “arbre en brot”.

Tanmateix, les técniques d’imatge encara no estan ampliament consolidades en investigacié i es
detecta una manca d’analisi profunda, en base a la semiologia radiologica, que sigui capa¢ de
trobar i afegir nous patrons de contencié o progressid de la malaltia, especialment enfocats cap
als propis models experimentals. Per tant, la identificacid de nous patrons radiologics amb valor
pronostic es pot considerar un factor clau per detectar diferéncies en estudis comparatius. A
demés, es podria afegir que aquesta deteccid fos el més precog possible per tal d’escurgar els
temps necessaris de monitoritzacié en els treballs experimentals i, per tant, reduir el consum de
recursos en les investigacions. Fins al moment, perd, aquests estudis d’imatge fan analisis
globalment simplificades on s’identifiquen i compten lesions més aviat amb |'objectiu de
comprovar que les técniques detecten la tuberculosi pulmonar aixi com el nivell d’afectacio

pulmonar (o carrega tuberculosa) en els models animals.
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Com s’ha comentat, un dels pilars fonamentals de la lluita contra la malaltia sén els farmacs
profilactics antituberculosos. La BCG és una vacuna centenaria pero continua sent la Unica
aprovada i és eficag per prevenir les formes més greus de la malaltia, tot i que presenta disparitat
en la prevencié de la tuberculosi pulmonar. Aquest vacci és motiu d’investigacions ja des dels anys
1960s, que en l'actualitat estan enfocats en I'avaluacié de diferents rutes d’administracio, i
aporten un volum rellevant d’estudis amb NHP. No obstant, no hi ha massa experiéncia acumulada
de la valoracié de la BCG fonamentada en imatges diagnostiques en model animal, amb especial
interés en macacos, tot i que han sorgit alguns estudis durant els Ultims anys en relacid a rutes
alternatives d’administracié. White et al. (2020)(120) analitza imatges TC en macacos

rhesus i és dels estudis que més aprofundeix en I'analisi radioldgica, on usa un score
qualitatiu i quantitatiu per I'estimacié de la carrega de malaltia tuberculosa pulmonar
(253); Sharpe et al. (2016) (138) i més recentment Sibley et al. (2021)(229) utilitzen
la RM per determinar la carrega de tuberculosis en pulmons ex-vivo de macacos, a
través de la técnica d’estereologia (187), aixi com un comptatge dels noduls i lesions
coalescents; Darrah et al. (2020) (137) i DiFazio et al. (2016) (255) adquireixen PET-
TC en macacos i avaluen el grau d‘activitat tuberculosa, tot mesurant I'avidesa global
del parénquima pulmonar per la FDG, aixi com un comptatge de lesions (a les que
anomenen granulomes). A demés, existeixen algunes experiéncies que inclouen
d’altres models animals, com Kraft et al. (2004) (186), que analitza pulmons ex-vivo
de conillets d’Indies amb RM i descriu la seva aparenca per imatge, la distribucié

anatomica de les lesions i un comptatge dels noduls.

Escenari concret de I'estudi d’investigacio actual

El present estudi té com a objectiu la identificacid de patrons radiologics i valoracié de I'impacte
de la vacuna BCG en la tuberculosi pulmonar, tot aglutinant macacos procedents d’estudis
experimentals per aconseguir una mostra amb major nombre d’animals, més representativai amb
major potencia estadistica. Per dur-lo a terme, es fa una recol-leccié d'imatges de TC realitzades
in-vivo a macacos control i a macacos vacunats que han estat infectats experimentalment amb
tuberculosi.

Per tant, aquests escaners provenen de diferents estudis, on a cada animal se’ls han adquirit de 3
a 4 escaners de monitoritzacio al llarg de 16 setmanes (com a maxim) i que, per tant, permeten
estudiar el comportament de la tuberculosi pulmonar amb criteris morfologics i de temporalitat.
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Per un altre costat, es compta amb un nombre inusualment elevat d’individus NHP gracies a
I’addicid dels diversos treballs. Aquest fet és poc freqlient en estudis experimentals amb models
animals superiors i es considera que aquest treball és rellevant i d’alt valor cientific, a pesar de les

limitacions.

En I'estudi actual es valoren items radiologics amb major profunditat i detall del que s’ha realitzat
anteriorment amb els resultats publicats a Sharpe et al. (2016), White et al. (2020) i White et al.
(2021) (120,224,232) principalment ampliant les variables (referents a les imatges de TC) i afegint
parametres d’evolucié temporal. Per tant, es tracta d'una extensié dels propis estudis

experimentals d’origen, enfocada cap a I'estudi de la tuberculosi per la imatge.

Cal destacar que els macacos sén una mostra homogenia. Els animals inclosos es consideren
equivalents ja que estan vacunats amb el mateix farmac profilactic, han estat infectats amb el
mateix métode i amb dosis equivalents d’inocul amb la mateixa soca de M. tuberculosis i, a demés,

han estat cuidats i tractats en identiques condicions.

Malauradament, els grups experimentals amb els que es treballa, pero, resulten heterogenis, amb
un nombre menor de cynomolgus (sobretot el grup vacunat) i una sobre representacio de rhesus
control, aixi com cert grau de disparitat temporal entre escaners de monitoritzacié. Tanmateix,
s’ha de contextualitzar que sén treballs d’alta transcendéncia cientifica i etica que consumeixen
molts recursos i que s’han d’ajustar cap al minim necessari de macacos perque I'estudi sigui valid
estadisticament. A demés, hi ha menys estudis que tinguin el cynomolgus com a model animal

NPH que de rhesus, fet que es reflexa també a I’'hora de configurar la mostra actual.

En termes de I'analisi de les imatges TC, la seva valoracié s’ha basat en la semiologia radiologica
de la tuberculosi (ampliament tractada en la literatura radiologica en humans) aixi com en la
caracteritzacié descrita als estudis amb models de macacos i en especial, els items desenvolupats

al score publicat per Sharpe et al. (2018) (253).

La planificacio inicial del present treball, amb I’analisi preliminar de les imatges per tal
de definir les variables radioldogiques concretes, va conduir cap a la focalitzacio en els

micronoduls per tal de fer una classificaci6 més profunda d’aquests, amb la idea
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principal de fer-la en funcié de la seva densitat (calci o no) aixi com de la seva

localitzacié i distribucié en el parénquima pulmonar.

Per un costat, es pretenia identificar els micronoduls calcificats ja que en imatges TC
de tuberculosi és una troballa habitual, per tal de classificar els micronoduls en
granulomes immadurs (no calcificats) o madurs (calcificats) (72). Perd no se’n van
detectar en cap dels escaners.

Després del desconcert inicial, la literatura consultada va aportar el fet que en les TC
realitzades a macacos amb tuberculosi, la majoria dels granulomes calcificats

s’identifiquen a partir de la setmana 20 post-exposicié al bacil (238), i per tant, es va

abandonar aquesta idea inicial.

Per un altre costat, es va decidir classificar els micronoduls en funcié de la seva
localitzacié i distribucio en els pulmons. L'analisi preliminar de les imatges va permetre
percebre que es podien dividir en funcié de si estaven agrupats o aillats, valorant la
seva proximitat o associacié amb les condensacions, fet que no es descriu préviament
en la literatura publicada en el nostre coneixement. S’intuia que aquesta classificacid
dels micronoduls podria aportar troballes rellevants, que podria relacionar-se amb el
nivell d’inflamacié i alhora podria ser coherent amb el Model de Bombolles (65).
Simultaniament, es fa una localitzacié espacial anatomica (en base als segments

broncopulmonars).

La semiologia de la tuberculosi pulmonar per imatge TC inclou la pneumonia broncocéntrica o
I’equivalent patrd radiologic “d’arbre en brot” o “tree-in-bud” (en anglés) com una troballa
rellevant (80,195,196,200,202,259). Tanmateix, és dificil fer el seu seguiment perque els seus
marges sén massa imprecisos per una valoracidé quantitativa (més enlla de qualitativa dicotomica
si / no), i a més, no es diferencien sempre de forma clara de la resta de les lesions tuberculoses i
en especial, dels micronoduls; per tant, sén dificils de monitoritzar en estudis evolutius degut a la
seva complexitat morfologica i existeix alta possibilitat d’error en la seva mesura. Per aquestes
raons, no es van incloure com a variable radiologica les lesions “d’arbre en brot” en el present

treball.

Addicionalment, també esmentar que en algunes investigacions experimentals previes es valora
la confluéncia o coalescéncia de les lesions per imatge, com és el cas de Sharpe et al. (2018) (253).

No obstant, és un parametre complexe de mesurar i el propi estudi esmentat ja no I'inclou en la
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seva proposta de score; per tant, tampoc s’ha inclos com a descriptor en el present treball.
Tanmateix, és un parametre exposat a la literatura tuberculosa que es vincula amb el creixement

de les lesions i progressié de la malaltia, i és coherent amb el Model de Bombolles (65).

També s’ha d’exposar la decisié de no incloure per I'analisi estadistica el macaco rhesus no
vacunat RUVO05, degut a que desenvolupa tuberculosi miliar (disseminacié hematogena amb
afectacié pulmonar) enlloc de tuberculosi pulmonar amb disseminacié broncopulmonar, ja que
corresponen a entitats tuberculoses diferents i donen lloc a patrons d’afectacié pulmonars propis
i identificables. La seva inclusié, de totes formes, suposaria un biaix pel gran nombre de

micronoduls que aporta (més de 1000).

6.1. Identificar patrons de distribucié de la malaltia tuberculosa pulmonar en

imatges TC

Els rhesus mostren una progressio globalment descontrolada de la malaltia tuberculosa pulmonar
i els cynomolgus mostren contencid d’aquesta, en conformitat amb el que ja esta descrit
préviament a les publicacions de Sharpe et al. (2016), White et al. (2020) i White et al (2021)
(120,224,232) (basats en els mateixos estudis experimentals), aixi com amb la resta de literatura
al respecte (210,211,222-225,228,229,260). Aixd corrobora que de forma natural les diferents
especies o genotips de macacos presenten una resposta immunitaria variable, on el cynomolgus
d’origen indonesi és capac¢ d’enfrontar-se a la infeccié per Mycobacterium tuberculosis més

eficagment que el rhesus d’origen indi.

La caracteritzacié inicial de les dades recollides posa de manifest una distribucié homogénia de
les condensacions dins del parénquima pulmonar, sense tendéncia a desenvolupar més

condensacions al pulmé dret o esquerra. Aquest fet es pot vincular al metode d’infeccié
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experimental del M. tuberculosis, ja que la seva aerolitzacié provoca una distribucié difusa de
I'inocul tal i com succeeix en la infeccié natural. D’altra forma, les infeccions experimentals

intratraqueal o intrabronquial si que condicionen lateralitat de la infeccié.

Addicionalment, s’ha identificat una tendencia a major carrega lesional al pulmé esquerre (major
volum ocupat per malaltia tuberculosa), que en algunes ocasions s’associa a obstruccié del seu
bronqui principal com a conseqliencia de masses adenopatiques mediastiniques i hilars. La
obstruccio bronquial significativa (més del 70%) esta associada a major expansié de la tuberculosi
pulmonar homolateralment i seria atribuible a desregulacid en la dinamica de moviment
respiratori i a drenatge insuficient dels fluids alveolars%). Amb I'estenosi significativa bronquial
també es pot observar ateléctasi o hiperinsuflacio (195,196,253). Afegir que el bronqui principal
esquerre és més llarg, tot facilitant la seva oclusid. Per tant, la oclusié bronquial probablement
sigui un factor de mal pronostic i és principalment secundari al desenvolupament de masses

adenopatiques mediastiniquesi hilars; el seu control podria comportar evolucions més favorables.

En I'analisi quantitativa, els rhesus mostren moltes més lesions que els cynomolgus amb
significanca estadistica, tant condensacions com micronoduls. En conseqiiéncia, s’identifica una
quantitat superior de condensacions per cada rhesus, que no obstant mostren un rang ampli de
variabilitat. A la vegada, aquestes condensacions sén més voluminoses i ocupen major proporcioé

del parénquima pulmonar amb un increment evolutiu.

En la fase primerenca es destaca que els rhesus control ja generen lesions de petita-moderada

mida i, en I'extrem contrari, els cynomolgus vacunats no generen condensacions.

El desenvolupament de lesions voluminoses després de la infeccié amb M. tuberculosis requereix
d’una resposta inflamatoria forta i intensa, com es descriu als estudis de Marzo et al. (2014), Prat
et al. (2016) i Cardona (2015, 2016) (65,258,261,262), que donen lloc a extenses lesions
exsudatives tipiques de la tuberculosi activa progressiva, en concordanca amb el model de
Bombolles. Els rhesus produeixen lesions molt inflamatories amb alta infiltracié de neutrofils, fet
gue es pot relacionar amb la progressio de la malaltia i la generacié de micronoduls associats. Per

contra, els cynomolgus desenvolupen lesions amb poc component inflamatori i més contingudes
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gue es pot relacionar amb una capacitat menor de produir reinfeccions endogenes i de generar

micronoduls associats.

El present treball també introdueix el concepte de les lesions transicionals, que corresponen a les
condensacions que inicialment presenten la mida d’'un micronddul i no poden ser etiquetades
encara com a tals. En el fons es tracta de la valoracié evolutiva de la mida de les condensacions
pero, degut al disseny de I'estudi, corresponen a una variable diferent per sota d’un llindar
establert. Tot i que en una analisi simplificada aquestes condensacions s’haurien comencat a
valorar en la seglient TC consecutiva, com que és possible fer una identificacié precog¢ i un
seguiment temporal, s’opta per incloure aquest terme ja que el treball es concep des d’una
perspectiva biologica, que permet percebre millor el comportament de la malaltia. Es posa de
manifest que practicament la meitat de les condensacions, abans de desenvolupar-se, sén lesions
transicionals en la fase inicial. Els rhesus control presenten menys lesions transicionals que la resta
de rhesus, fet atribuible a que hi ha poc control de la infeccié i les lesions detectades en el primer

escaner a la tercera setmana ja sdn prou grans com per anomenar-les consolidacions.

Aixi doncs, les lesions transicionals permeten valorar una progressio o contencio de la tuberculosi
qgue es vincula amb la velocitat d’evolucid, ja que una estabilitat de les lesions transicionals
comporten una restriccié del seu creixement i per tant, un control de la malaltia, com es detalla

ens apartats 5.2.i5.4.2.

6.1.1. Detall de la distribucié dels micronoduls

Globalment hi ha més micronoduls associats que aillats, tot i que esta influenciat pel gran nombre

d’aquestes lesions en els rhesus, fet que suposaria un biaix.

Respecte la distribucié dels micronoduls, es detecta un comportament diferent entre ambdues
especies ja que els rhesus desenvolupen significativament una majoria de micronoduls associats,
i els cynomolgus, per contra, de micronoduls aillats. Aixo es demostra en les analisis qualitatives i

percentuals, on també s’identifica un nombre molt superior de micronoduls per animal en els
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rhesus aixi com un rang ampli de distribucié en ambdues espécies. També es pot expressar com a
ratio Micronoduls associats / Micronoduls aillats, que és de 1.32 pels rhesus i 0.34 pels

cynomolgus.

D’aquesta forma, un domini dels micronoduls associats, que equival a una ratio associats / aillats
> 1, presenta pitjor pronostic. De la mateixa manera, una proporcié major de micronoduls aillats
respecte els associats, que equival a una ratio associats / aillats < 1, es relaciona amb contencid

de la malaltia.

Es interessant apreciar que en la fase primerenca, i al contrari del succeeix subsegiientment, tots
els grups de macacos presenten un major percentatge de micronoduls aillats respecte els
associats. Pero sobretot és un comportament magnificat en els grups vacunats, tant rhesus com
cynomolgus, i per tant, la contencid inicial de la malaltia és un efecte atribuible a la vacunacio (tal

i com es mostrava a la Figura 48).

Per tant, la presencia d’una proporcié major de micronoduls associats que d’aillats correspon a un

nou patro radiologic que es vincula amb progressié de la malaltia tuberculosa.

6.1.2. La relacid entre les condensacions i els micronoduls associats.

Les valoracions comparatives entre diferents variables demostren que, en global, a major volum
de condensacié, major nombre de micronoduls associats; de la mateix manera, a major volum
pulmonar ocupat per lesions tuberculoses, major és el nombre de micronoduls aillats, i en ambdds
casos de forma estadisticament significativa. Aixi doncs, I'empitjorament de les condensacions es
vincula fortament a I'empitjorament dels micronoduls i es contextualitza dins de la progressié de

la malaltia tuberculosa pulmonar.

La investigacio feta combinant diverses variables ha posat de manifest que el binomi format per
les condensacions i els micronoduls associats és d’alta transcendéncia. Els rhesus desenvolupen

una proporcié molt majoritaria d’aquesta combinacié de lesions amb una diferéncia significativa
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respecte els cynomolgus. A demés, els cynomolgus vacunats en generen significativament menys
gue els no vacunats. La lesié complexa “condensacions amb micronoduls associats” és un nou
element a avaluar i que implica pitjor evoluciéd de la malaltia tuberculosa, ja que hi ha una
correlacié entre la seva abséncia i formes de tuberculosi contingudes, aixi com la seva preséncia i

formes de tuberculosi amb afectacié pulmonar avangada.

Per tant, les condensacions amb microndduls associats constitueixen un nou patré radiologic que
permetria pronosticar I'evolucié de la malaltia tuberculosa pulmonar. La seva monitoritzacio ha
de permetre identificar els individus amb progressié o descontrol de la malaltia, inclus de forma
precog, i pot ser una variable valida en estudis de valoracions comparatives entre nous profilactics
i protocols terapéeutics. D’aquesta forma, del present estudi es desprén un patré radiologic per TC

gue s’associa a progressié de la malaltia.

El complexe lesional de condensacions amb micronoduls associats és congruent amb les
reinfeccions endogenes exposades en la Hipotesi Dinamica (60) i amb el Model de Bombolles de
sabd (65) i representen la generacid de nous focus infecciosos al voltant de la condensacié inicial.
Aquesta lesié original (condensacid) genera focus de noves infeccions al seu voltant (micronoduls
associats), i aquests sén atribuibles a fenomens de reinfecci6 endogena amb disseminacié
bronquial degudes a nous inoculs infecciosos generats amb la tos i amb els fluxos aeris de la propia
respiracio. Els nous inoculs es poden formar a partir dels mateixos focus amb tuberculosi activa o
bé procedir dels productes inflamatoris-infecciosos que es troben en els fluids broncoalveolars de
drenatge i que contenen, entre d’altres, macrofags espumosos amb M. tuberculosis viables
(encara que siguin dorments). Aixi doncs, donen lloc a nous nuclis infecciosos satél-lit al voltant
de la condensacié mare i que al seu torn poden créixer i fer coalescéncia entre ells, tot

desenvolupant condensacions de gran mida, tal i com s’exposa en el Model de Bombolles de sabé.

Els processos que promouen la disseminacid i la conformacié de grans lesions tuberculoses
condueixen al fracas de I'eficacia de la resposta immune i, en conseqliéncia, a la tuberculosi activa
de curs progressiu. Tal i com ja exposa Prats et al. (2016) (65) la disrupcié d’una resposta
inflamatoria exagerada, les reinfeccions endogenes i la confluencia de lesions comporten el

descontrol de la malaltia pulmonar.
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El present treball aporta un patré radiologic congruent amb aquests tres factors locals implicats
en la progressid de la malaltia, i per tant, podria predir I’evolucié de la seva progressio aixi com
una potencial utilitat en I'avaluacié comparativa de farmacs profilactics i terapéutics per futurs
estudis. A més, el complex lesional condensacions amb micronoduls associats és una conformacié
radiologica que podria ser distingible amb analisis d’intel-ligéncia artificial, tot facilitant-ne la
valoracié de gran quantitat d’imatges de forma més rapida, precisa i reproduible que amb

meétodes semi-automatics i automatics de mesura.

Per concloure I'apartat de patrons de distribucié de malaltia tuberculosa per imatge, es destaca
gue els micronoduls associats sén claus: estan implicats en els dos nous patrons radiologics

identificats i que s’associen a progressié de malaltia tuberculosa pulmonar.

6.2. La cavitacio de les condensacions

La cavitacié en la tuberculosi és un fenomen relacionat amb la progressié de la malaltia i amb
pitjor pronostic (44,54-58,194) ja que implica necrosi abundant del parénquima pulmonar amb
intensa activitat infecciosa i inflamatoria, que es vinculen a major carrega bacil-lar i per tant, major
taxa de contagiositat tot convertint-se en un problema de salut publica (61). A més, les cavitacions
no estan vascularitzades i no hi penetra el tractament antibiotic amb pitjors taxes de resposta al
tractament. Per tant, la deteccid de la cavitacid és un parametre important per definir el pronostic,
aplicar mesures més drastiques per la prevenciod de la disseminacid poblacional i re-adequacid del

protocol terapéutic si s’escau.

La taxa de lesions cavitades en macacos rhesus al nostre estudi esta al voltant del 35%, que
concorda amb la incidéncia reportada a la literatura en NHP i que es mou en un ampli rang del O-

63% (54). Tanmateix, no s’han apreciat diferéncies en la distribucié de la cavitacid, tot i que en la
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literatura es descriu una major freqiiencia als I0buls superiors (54,195,196), perd sén conclusions
gue s’extreuen principalment d’estudis amb humans i que és possible que no siguin valids en

macacos.

Destaca que la cavitacid s’associa de forma significativa al volum de les lesions, de manera que a
major volum, major probabilitat que aparegui; es dona especialment en consolidacions majors de
2 cc, on més de la meitat de les lesions pateixen cavitacié. Tot i que no és estadisticament
significatiu, es detecta que els rhesus amb vacuna intradérmica tendeixen a una menor taxa de
cavitacid i, alhora, generen condensacions més petites que la resta de rhesus; tot i ser incert,

podria ser degut a proteccid oferta per la vacuna.

Unicament s’identifica un cynomolgus control en el qué caviten les condensacions i correspon a

un macaco amb molta malaltia tuberculosa.

6.3. L'efecte de la vacuna BCG en macacos rhesus i cynomolgus

6.3.1. Evolucié natural de la tuberculosi pulmonar

Els grups control o no vacunats de macacos rhesus i cynomolgus sén molt interessants perque
permeten contemplar la progressid natural de la malaltia (tot tenint en compte que es tracta d’una
infeccié deliberada realitzada experimentalment), aportant informacié valuosa que ha de

permetre avangar en el coneixement de la patogénia tuberculosa.

S’observa que els rhesus desenvolupen una carrega significativament més elevada de tuberculosi
pulmonar, en molts casos desbocada, i que els cynomolgus sén capacos en general de mantenir
la infeccid per M. tuberculosi en un nivell baix de progressio, amb un lent avang. Per tant, com ja
s’ha esmentat previament i en concordanga amb la literatura, els cynomolgus contenen la malaltia

de forma innata i sense conéixer-ne clarament les causes.

Els rhesus mostren una forma de tuberculosi activa i rapidament progressiva en tots els individus

estudiats, amb un creixement accelerat en etapa interméedia i certa estabilitzacio als estadis
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tardans, si bé és cert que alguns d’ells aconsegueixen alentir la velocitat i assimilar-se a la infeccié
dels cynomolgus menys controladors. Tanmateix, la majoria progressa velogment i alguns d’ells

de forma catastrofica.

Contrariament i molt interessant, un dels cynomolgus control mostra tuberculosi latent (CUV10),
ja que no fa lesions objectivables en estudis d’'imatge pero es demostra infeccié per conversié del
PPD. La resta dels cynomolgus mostren formes de tuberculosi activa i lentament progressiva.
Aquestes troballes concorden amb la literatura prévia en que es descriu que els cynomolgus
mostren un rang més ampli de malaltia pulmonar, de forma més analoga als humans que no pas
els rhesus, tot i que la taxa de tuberculosi latent estigui descrita fins a un 60% (210,223,228) i en
humans s’estima en un 90% (1,2). Aquest és I"inic individu dels 13 cynomolgus, incloent els
vacunats, que desenvolupa una forma latent en aquest estudi (8%), en qué estan infectats amb
ultra-baixa dosi d’inocul, i la xifra del 60% sembla inassolible. Cabria la possibilitat que en alguns
es faci servir el terme “tuberculosi latent” d’una forma menys restrictiva que en I'actualitat (i que
inclouria contencié de la malaltia), o bé fossin estudis molt més curts; sembla que aquest concepte
de laténcia en cynomolgus s’arrossega en la literatura tot i que podria ser poc acurat en
I"actualitat. Malgrat que no hi ha un estandard per definir en concret la tuberculosi activa o latent
en NPH, en el present estudi s’assumeix el concepte que s’aplica en humans i que esta exposat a
la Taula 1 de 'apartat 1.1.5. (proposta ampliament implantada de classificacié de I'espectre de la

infeccid tuberculosa per la ATS).

També es pot esmentar que els Unics cynomolgus en els que la malaltia creix
desproporcionadament existeix una oclusié del bronqui principal i és assumible que jugui un paper

primordial en I'evolucié d’aquests macacos.

Per finalitzar aquest apartat, i un cop discutit el curs natural de la malaltia en els genotips de
macaco rhesus i cynomolgus, cal abordar I'Gs d’aquests dos models experimentals en estudis amb
farmacs antituberculosos.

Per un costat, donat que els rhesus generen una tuberculosi progressiva i freqiientment rapida i
descontrolada, es considera que sén un bon model per comparar vacunes, ja que es pot identificar

millor una possible contencié o abséncia de malaltia.
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Per un altre costat, donat que els cynomolgus de forma innata poden controlar la infeccid, no sén
en general un bon model per avaluar diferencies entre farmacs (sobretot vacunes) perque el fet
gue no mostrin malaltia tuberculosa podria ser gracies a aquest o bé, i de forma indiferenciable,
per la propia resposta immune de I'animal. No obstant aix0, és un model molt interessant per
I'estudi de la tuberculosi latent o lentament progressiva, tot i que implica estudis llargs amb alt

consum de recursos.

6.3.2. L'efecte de la vacunacid i 'impacte de la seva via d’administracié

L’evolucié natural de la tuberculosi en macacos mostra un ampli espectre de formes de malaltia,
des de I'evolucid rapidament progressiva a formes més contingudes i inclus s’observa un cas de
lleu regressié espontania en rhesus. Globalment, i un cop més, es pot observar que els cynomolgus
fan millor contencié de la malaltia amb menor carrega de tuberculosi pulmonar i progressié

alentida.

Els macacos vacunats no presenten diferéncies rellevants respecte els controls, sobretot els
rhesus, en la valoracié completa de I’evolucié. No obstant, es detecta un efecte inicial de la vacuna
amb una reduccié del total de les lesions a la setmana 3, com ja exposa White et al. (2020) (120)

en els rhesus, si bé, no s’identifica una significacié estadistica.

Destaca que els cynomolgus vacunats desenvolupen molt poques lesions i aquestes mostren una
mida petita, tot exhibint una capacitat de restriccio de I'afectacié pulmonar de forma significativa
respecte els rhesus i inclis major a la que ja s’observa de forma innata en els cynomolgus. No
obstant, no es detecten diferencies significatives respecte el control pel que fa al nombre de
condensacions generades per macaco ni en la comparativa percentual entre els micronoduls i els
seus dos subtipus, si bé s’aprecia una tendencia a una generacié menor dels associats per part
dels cynomolgus vacunats. Aquest fet, pero, possiblement estigui afectat pel baix nombre

d’individus en la mostra.

S’observa que tres dels rhesus vacunats amb aerosol (la meitat) i un intradérmic mostren

tuberculosi activa lentament progressiva (com s’observa a la Figura 54), mostrant un major control
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de la malaltia pulmonar; tanmateix, no és significatiu. També s’identifiquen formes rapidament
progressives, algunes associades a oclusié bronquial i d’altres no i, per tant, sense que s’aprecii

una influéncia franca d’aquest fenomen.

L’analisi normalitzat del creixement de les condensacions mostra que els cynomolgus vacunats
presenten un patré diferenciable a la resta de grups; aquest creix de forma alentida durant les
primeres setmanes amb un augment posterior. Aquest comportament és invers a la resta de

macacos, que fan un creixement rapid o accelerat inicial, amb certa estabilitzacié posterior.

Aixi doncs, aquests patrons de creixement exposen que hi ha un augment molt acusat de les
lesions entre la fase inicial i la intermeédia, amb una estabilitzacié relativa posterior (tot i que amb
tendéncia al augment). Per contra, s’observa un increment alentit de les lesions que s’estén fins
la fase intermédia en els cynomolgus vacunats, pero després augmenten el seu volum de forma
més accelerada; és a dir, mostren un clar alentiment de la progressio de les lesions tot i que en un

moment donat, la malaltia s’expandeix rapidament (com es veu en fases més inicials a la resta de

grups).

Respecte la distribucid percentual entre els subtipus de micronoduls, es posa de manifesta una
proporcié molt baixa de microndduls associats a linici, que augmenta per estabilitzar-se
posteriorment, seguint un patré similar a I'increment de les condensacions. En la fase primerenca,
un domini quantitatiu i percentual dels micronoduls aillats és esperable ja que la malaltia és molt
inicial i encara no ha desenvolupat prou les condensacions i per tant, hi ha una quantitat menor
de micronoduls associats. Perd la rellevancia d’aquesta proporcid recau en que s’objectiva una
diferéncia de distribucio entre els grups control i els vacunats, on la proporcié de micronoduls
associats és practicament nul en aquests ultims (no aixi en els control i especialment en els
rhesus), tot observant un efecte inicial de la vacuna amb la contencid dels micronoduls associats
(cal recordar que I'efecte inicial de la vacuna observat per White et al. (2020) (120) fa referéncia

al total de lesions).

Per tant, I'interes en I’estudi actual és que I'analisi de les lesions és més detallat i, desglossant els

micronoduls, es detecta un efecte concret de la vacuna sobre les proporcions de cada subtipus.
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Aixi doncs, una proporcié molt baixa de micronoduls associats es relaciona amb la contencid inicial
de la malaltia com a conseqiiéncia de la vacunacié. Per tant, no tots els micronoduls es comporten

igual i pren sentit la classificacié en subtipus de micronoduls per tecniques d’imatge.

L'impacte de la via d’administracié de la vacuna BCG es pot analitzar en els rhesus. Tot i que cap
de les rutes aconsegueix reduir el nombre de condensacions i que ambdues rutes aparentment

redueixen de forma similar el nombre de micronoduls, es detecten algunes diferéncies.

Per una banda, els rhesus amb BCG inhalada redueixen el nombre total de microndduls, més que
els rhesus amb la BCG intradérmica, i a més generen una proporcido menor de micronoduls aillats.
Aixi doncs, I'efecte protector del vacci inhalat es basa en la reduccié del nombre total de
micronoduls amb especial influéncia sobre els aillats, fet que podria relacionar-se amb una millor
difusié del profilactic pel parénquima pulmonar amb conseqiient millor estimulacié del sistema
immune; per contra, tindria menys efecte sobre el control del desenvolupament de micronoduls
guan es generen focus amb alt component inflamatori, com és el cas dels microndduls associats
al voltant de les condensacions. Alhora, i en concordancga, aquests rhesus vacunats amb BCG
inhalada generen lesions de major mida al final de I’estudi, fet que es relaciona amb pitjor control
de la de la malaltia i amb pitjor progressio, que a més, afegeix una major probabilitat de cavitacio
en les condensacions de major mida empitjorant més el pronostic (tot i que en I'estudi present, la

major taxa de cavitacié s’observa en els rhesus control).

Per una altra banda, s’observa que la reduccid del total de micronoduls es més debil en rhesus
amb BCG intradermica, el seu efecte apareix sobre ambdds tipus de micronoduls i en grau similar.
Per tant, la troballa significativa al respecte és que els intradermics desenvolupen una menor
proporcié de microndduls associats, oferint major proteccié per la progressié de la malaltia
tuberculosa. Podria ser conseqiiencia d’una estimulacié del sistema immune diferent (respecte la
vacuna inhalada aerosolitzada) i que fos capag¢ de frenar la cascada d’inflamacid i resposta

cel-lular, amb menor concentracié de neutrofils.

Tanmateix, el global de troballes no ha estat contundent per detectar diferencies entre les vies
d’administracié de la BCG, ja que no es detecten diferéncies en el nombre de condensacions

generades per macaco, sobretot, i tampoc en micronoduls aillats. Seria precis un nou estudi dirigit
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gue tingués un disseny capag de discernir comportaments diversos de la malaltia tuberculosa en

funcié de la ruta de la BCG.

S’afegeix el problema que els rhesus fan una carrega de malaltia molt elevada que dificulta la
valoracié de diferencies per imatge, i els cynomolgus fan molta contencid i la valoracié de les

diferencies ve dificultada per I'altre extrem.

Finalment, els rhesus generen un nombre molt superior de lesions transicionals que els
cynomolgus, si bé la proporcié a la fase primerenca és similar entre ambdues espécies i és
indiferent de I’estatus vacunacional. No obstant, a la fase intermeédia, s'observa que els macacos
vacunats encara mostren creixement de lesions (des de micronoduls a condensacions), i aixo és
atribuible a un efecte de contencié de la malaltia i una progressio alentida, tot destacant el grup
de cynomolgus vacunats de forma significativa. En la mateixa fase intermedia, els macacos no
vacunats no mostren practicament lesions transicionals, fet que implica que les lesions ja han

adquirit la mida de condensacié en la fase primerenca, i el mateix succeeix a la fase tardana.

No obstant, en el fons el que succeeix és que les lesions transicionals no sén rellevants per se:
representen el nexe d’unié entre les variables “micronodul” i “condensacions” en una analisi
estadistica, pero realment corresponen totes elles al continu biologic dels focus d’infeccié per M.
tuberculosis. El veritable interés de les lesions transicionals és que es correlacionen perfectament
amb la velocitat de creixement de les lesions, doncs el grup que manté més temps lesions

transicionals indica que és capag de contenir el creixement durant més temps.

6.4. L'impacte de la pleura en la contencio de la tuberculosi pulmonar

Aquest treball mostra que les consolidacions en contacte amb la pleura aturen el seu creixement,
frenen la progressido de la malaltia en els cynomolgus (indiferentment del seu estatus de

vacunacio) i en mitiga el creixement en els rhesus. Tot i que la pleura podria actuar com una

124



- Isabel Nogueira Mafas

barrera natural evitant el seu augment, s’ha de tenir en compte que les lesions podrien continuar
progressant cap a la resta del pulmé, doncs les condensacions es troben basicament envoltades
per parénquima pulmonar preservat (intacte) a les imatges de TC i per tant, no és qliestio de falta

d’espai ja que un cop contacten amb la pleura tenen la possibilitat de continuar expandint-se.

Aqguesta troballa s’ha de destacar perqué pot ser fonamental pel control local de la tuberculosi,
més enlla del sistema immunitari, tot conformant una xarxa fibrosant de contencié en forma
d’encapsulacié. Aquest efecte protector no s’identifica en rhesus i podria ser degut a una major
resposta inflamatoria que faria inatil I'encapsulacid, ja que sobrepassaria la capacitat de contencid
dels fibroblasts. Tanmateix, la malaltia tuberculosa humana s’assembla més a la que mostren els
cynomolgus i per tant, aquest podria ser un mecanisme de contencid local de la malaltia important

i no prou examinat ni documentat.

Es conegut que en els granulomes madurs i en les lesions cavitades s’hi troben fibroblasts,
miofibroblasts i fibres de col-lagena organitzada al seu voltant, que contenen la inflamacié tot
encerclant-la fermament (52,54,55,72) i semblen derivar dels septes interlobulillars o septes
secundaris en el model muri (72), i també s’ha descrit la seva participacid en bestiar (263). A més,
nous estudis amb macacos descriuen que, a part dels fibroblasts residents a I'interstici pulmonar,
sembla que també hi ha una contribucid externa a partir de la migracié de certs macrofags des de
sang periférica, atrets per la inflamacio, que fan una transformacié a miofibroblasts (264), tot i
gue esta fonamentat en investigacions sobre la fibrosi pulmonar en context de pneumopatia

fibrosant en humans i que principalment donen lloc a la fibrosi idiopatica (265-267).

Els macacos, pero, no presenten aquest tipus de septes intersticial i la pleura podria jugar un rol
similar gracies a que la subcapa interna de la pleura visceral es molt rica en teixit connectiu lax
amb fibroblasts (66,67). Aixi doncs, la pleura podria promoure la contencié d’una lesid quan
aquesta hi entrés en contacte i podria generar una encapsulacié de la tuberculosi conduida per

I"abundant poblacié de fibroblasts (35).

Es per aquest motiu que s’ha considerat molt rellevant avaluar la relacié entre les condensacions
i la pleura en les imatges TC i, per tant, s’han inclos parametres que no estaven recollits en estudis

precedents.

125



- Isabel Nogueira Mafas

Tot i que els resultats de I'estudi present sén estadisticament significatius, no sén contundents i
no s’aprecien clarament en analisis simples. Seria recomanable dissenyar estudis dirigits a I'estudi
concret d’aquesta encapsulacio i la participacio dels septes interlobulillars i de la pleura com a
minim; per tant, s’haurien d’incloure un altre model animal experimental amb mamifer superior
gue contingués aquestes estructures anatomiques i des d’aqui es proposa el model sui o el capri,
per la seva relativa accessibilitat i perqué sdn models experimentals animals validats que compten

amb experiéncia prévia i literatura publicada.

Per un altre costat, el tipus de contacte pleural que fan les consolidacions (contacte focal, moderat
o ampli) no ha mostrat resultats a destacar ja que no s’han identificat diferéncies de
comportaments entre els subgrups, possiblement per ser massa categoritzat. En tot cas, i com

s’acaba d’exposar, és interessant la dicotomitzacié entre contacte i no-contacte.

Finalment, afegir que els conceptes d’aquest treball d’investigacié, aqui desenvolupat com a tesi
doctoral, també han donat lloc a la publicacié de I'article I. Nogueira et al (2023) [268] a la revista

indexada Pathogens, amb factor d’impacte alt. Es pot consultar a continuacid, a I'annex.

6.4. Fortaleses i limitacions del treball

La investigacid translacional és fonamental per la generacié de coneixement i per I'avancament
cientific, sobretot en ciencies mediques. Els estudis amb model animal experimental amb NHP sén
el nexe d’unié entre la investigacid i I'aplicacié en humans, i per tant, treballar amb macacos

aporta un alt valor cientific.
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Hi ha pocs estudis publicats de tuberculosi amb model experimental animal amb macacos que
analitzin els pulmons amb escaner de TC. Per tant, el present estudi és una oportunitat per

aprofundir i eixamplar aquests coneixements i aportar noves eines per |'avaluacié de la malaltia.

S’ha disposat d’'un nombre inusualment alt de NPH gracies a I'addiciéd de grups de macacos
experimentalment equivalents, i que provenen de diversos estudis robustos i validats on s’han

aplicat métodes experimentals capdavanters.

Les imatges de TC de les que s’ha disposat han estat obtingudes amb tecnologia actualitzada i
idéntica a la usada en el diagnostic clinic en humans. Per tant, sdn d’alta qualitat i la seva avaluacid

pot ser tan acurada i precisa com permeti la propia técnica.

Les noves aplicacions que incorporen els programaris o softwares de post-processat de la imatge
faciliten la identificacio, caracteritzacié i seguiment de les lesions, aixi com la reproductibilitat
d’aquesta analisi; un exemple és I'aplicacié Tumor Tracking, emprada en el present estudi tal i

com esta exposat a |'apartat 4.3.

Els escaners de TC s’han practicat amb els animals vius (és a dir, in-vivo). Aquest fet es considera
molt rellevant perque s’apropa més a l'aplicacié o translacid en humans, ja que permet una
valoracio de les imatges de TC amb pulmons expandits i ventilats, que és equivalent a la valoracio

amb persones.

Tot i el valor cientific que suposa investigar amb macacos, els treballs sén dificultosos i estan
subjectes a una regulacié estricta que obliga a fer els estudis amb el minim nombre possible
d’animals. Aixo finalment comporta, tal i com succeeix en aquest estudi, que la mostra estigui

composada per un nombre objectivament baix de macacos.

Per un altre costat, el fet de que la mostra s’hagi creat a partir de diferents estudis, amb un disseny
i objectius diferents, ha provocat desigualtats. Els grups experimentals resultants sén heterogenis;
aquests no estan ben equilibrats, amb una sobre representacio tant d’animals no vacunats i com

de rhesus. També hi ha lleu diversitat temporal en el periode entre els escaners de seguiment.
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Existeix una perdua de dades degut a I'eutanasia de quatre animals aixi com la manca d’un quart
escaner de seguiment en alguns macacos degut a diferencies de dissenys dels estudis originals

d’on provenen les imatges.

L’avaluacid de les imatges TC ha estat feta per una Unica persona i, per tant, no s'han considerat

les possibles diferencies intra i interobservador en la interpretacié de les imatges.

La quantificacié dels micronoduls és un procés manual subjecte a errors, que s’incrementa amb la
major quantitat de noduls, i es considera que la identificacié d’'un nombre major d’aquests esta
subjecte a un marge més ampli d’error. De totes formes, aquesta situacié (més de 10 micronoduls

associats i més de 20 micronoduls aillats) s’"ha donat en pocs casos.

Existeix una major complexitat per mesurar la malaltia en el macacos amb tuberculosi molt
evolucionada, amb dificultat de precisié per identificar correctament els limits de cadascuna de

les condensacions, que en ocasions son coalescents.

En els macacos amb major afectacié pulmonar i condensacions més voluminoses, hi ha menys
micronoduls (assumiblement fusionats a les condensacions). Aquest menor nombre pot ser
interpretat com un comportament estadistic favorable si no es té en compte la resta de lesions i

variables que aporten informacié sobre una malaltia realment avangada.

L’eutanasia precog de quatre macacos ho han estat com a conseqiiéncia d’un patiment innecessari
degut a malaltia tuberculosa. Aquesta perdua de dades de tuberculosi molt avangada fa que en
els grups més afectats (sobretot rhesus vacunats) hi hagi una major influencia estadistica dels
macacos amb menys alteracions pulmonars i per tant, la malaltia estigui infradimensionada.

Aquest fet pot fer perdre poténcia estadistica en algunes comparatives de variables.

No s’han observat noduls calcificats, que seria un aspecte cabdal de la TC per valorar granulomes
madurs. No obstant, és un fet esperable donat que la literatura descriu una aparicié molt tardana
d’aquests en imatges TC en NHP (succeeix majorment a partir de la setmana 20) i el present estudi

es perllonga com a maxim fins a la setmana 16.

Les variables usades per la valoracid de la tuberculosi en imatges de TC no resolen els casos en

gue hi hagi una franca dominancia de pneumonia broncocentrica.
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7. CONCLUSIONS

Les conclusions extretes son:

Y/
°

0:0

Les imatges de TC permeten identificar patrons de distribucié de la malaltia tuberculosa
pulmonar en un model experimental amb macacos.

El complex format per condensacions amb microndduls associats constitueix un patré
radiologic identificable en imatges de TC que es vincula a una pitjor una progressié de la

malaltia tuberculosa pulmonar i s’ajusta a la proposta del Model de Bombolles.

Una major proporcié de micronoduls associats envers els aillats es relaciona amb

progressié de la malaltia tuberculosa pulmonar.

La vacuna BCG protegeix contra la tuberculosi pulmonar en la fase inicial de la malaltia a

les dues especies de macacos, fent una contencid temporal.

La vacuna BCG per via intradérmica podria conferir major efecte protector pulmonar, ja

gue mostra major contencié dels microndduls associats.

En els cynomolgus, indistintament del seu estat de vacunacid, el contacte de les

condensacions amb la pleura presenta un efecte de restriccié del seu creixement.
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8. LINIES DE FUTUR

Tenint en compte les limitacions exposades anteriorment, aixi com els canvis tecnologics que ja

s’estan esdevenint, es plantegen unes linies per treballs futurs.

El desenvolupament de la intel-ligencia artificial ha de permetre, en un futur proper, la
identificacio de patrons radiologics que contribueixin a la comprensié més profunda de la malaltia

i a la recerca de noves vacunes i farmacs antituberculosos.

Les conclusions d’aquest estudi condueixen a la continuitat d’aquesta linia de recerca amb noves

mostres de macacos i configuracié de grups experimentals homogenis.

Seria d’interés la realitzacié d’estudis que aprofundeixin amb I'avaluacié de I'efecte de la ruta

d’administracié de la BCG en models experimentals, tot aconseguint una mostra major.

La realitzacid d’estudis amb model animal de mamifer superior que presenti septes interlobulillars
dirigits a I'avaluacié del seu rol en la contencié local de la malaltia permetria aconseguir unes

conclusions més extrapolables als humans.
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Abstract: Tuberculosis (TB) is still a major worldwide health problem and models using non-human
primates (NHP) provide the most relevant approach for vaccine testing. In this study, we anal-
ysed CT images collected from cynomolgus and rhesus macaques following exposure to ultra-low
dose Mycobacterium tuberculosis (Mtb) aerosols, and monitored them for 16 weeks to evaluate the
impact of prior intradermal or inhaled BCG vaccination on the progression of lung disease. All
lesions found (2553) were classified according to their size and we subclassified small micron-
odules (<4.4 mm) as ‘isolated’, or as ‘daughter’, when they were in contact with consolidation
(described as lesions > 4.5 mm). Our data link the higher capacity to contain Mtb infection in
cynomolgus with the reduced incidence of daughter micronodules, thus avoiding the develop-
ment of consolidated lesions and their consequent enlargement and evolution to cavitation. In the
case of rhesus, intradermal vaccination has a higher capacity to reduce the formation of daughter
micronodules. This study supports the “Bubble Model” defined with the C3HBe /Fe] mice and pro-
poses a new method to evaluate outcomes in experimental models of TB in NHP based on CT images,
which would fit a future machine learning approach to evaluate new vaccines.

Keywords: tuberculosis; BCG vaccine; aerosol vaccination; non-human primate; macaque; bubble
model; computed tomography scanner

1. Introduction

Understanding the dynamics of tuberculosis (TB) disease is essential for the design
of better strategies against it, as TB is a cause of high morbidity and mortality worldwide.
Mycobacterium tuberculosis (Mtb) infects about 10 million people every year and a quarter of
humanity is estimated to be infected. Moreover, it has been the deadliest single infectious
disease for decades, killing nearly 1.5 million people annually [1]. Unfortunately, this
mortality has been overtaken by SARS-CoV-2 in 2020, a further consequence of which has
been a devastating impact on TB care resulting in an estimated additional half a million TB
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deaths, thus going back to a mortality level similar to that of 2010 [2,3]. Defeating TB is not
yet a feasible goal in the short term, but endeavours must continue to focus on the three
cornerstones of prevention, early diagnosis and treatment, and advance the development
of new vaccines, biomarkers and drugs with shortened protocols [4-6].

The granuloma is the hallmark of the host response against Mtb infection, appear-
ing as a characteristic round histologic structure and ranging in size from 1-3 mm in
diameter [7-12]. There are several studies that describe granuloma subtypes, mainly
based on their cell proliferation, matrix quality and pattern distribution under a micro-
scope [9-11,13-16]. In the context of image analysis, granulomas are expected to profusely
mineralize and thus be identifiable as calcified micronodules on CT scan images collected
from macaques mainly from 20 weeks after experimental infection [11].

Vaccination is one of the essentials for controlling the disease. The Bacille Calmette—
Guérin (BCG) vaccine is an attenuated strain of Mycobacterium bovis, which was first used
in 1921 and still plays a pivotal role in high endemic TB countries, despite low efficacy in
some regions [17,18]. BCG has demonstrated protection against TB death and disseminated
disease, especially against childhood tuberculous meningitis and miliary disease, but
has also shown disparate results in the protection afforded to adults and pulmonary
involvement [19-24]. Even though new vaccine candidates are in development [25-27], the
centenary vaccine remains as the only licensed vaccine [1] and clinical trials are currently
ongoing to explore the efficacy of BCG novel protocols, such as the use of alternative
delivery routes such as inhaled (or aerosolized) [28-32], or in revaccination regimens [33,34].

The investigation of prevention strategies and treatments depends on well-characterized
experimental animal models. The most clinically relevant experimental model is provided
by non-human primates (NHP) as they resemble humans in almost every aspect and mimic
human physiological patterns. Macaques are widely reported to manifest the same TB
disease as people do [35], also sharing comparable efficacy after BCG vaccination and
chemotherapy [36-39]. It is worth emphasizing that the investigation of BCG vaccination
in macaques allows the exploration of the whole spectrum of the protection status seen in
humans, as the vaccine confers a protective effect in cynomolgus macaques and limited
protection in rhesus [28,29,40,41]. The model in rhesus macaques is the one that robustly
reproduces active TB lesions [14,36,42-45]. In contrast, cynomolgus macaques reveal a
greater similarity with the wide spectrum of outcomes that follow human-Mtb interaction,
especially the Asian cynomolgus (with Indonesian and Chinese genotypes), which are
better able to contain the progression of the infection, reflecting mainly a latent TB infection,
and more limited progression towards active disease [14,15,29]. However, Mauritanian
genotype cynomolgus macaques are more susceptible to TB disease, showing outcomes of
TB infection more akin to those found in rhesus macaques [45,46].

One important consideration when designing experimental models is to use the route
of natural infection and an optimal challenge dose that is sufficient to induce measurable
disease, but not at a level that could overwhelm potentially protective effects induced by
vaccination and confound the evaluation assessment [14,15,30,36,38,44,47]. The infection
after experimental exposure to aerosols containing ultra-low dose inoculum has been
demonstrated to closely resemble naturally occurring Mtb exposure, causing disease-
induced changes in the lung that can be monitored [14,48]. The evaluation method should
be sensitive to allow the detection of subtle differences among prophylactic candidates.

TB disease dynamics are not yet entirely understood. In fact, there is still no canonical
hypothesis to explain the progression from latent to active disease. Daughter lesions
have already been described during active TB development, appearing near larger lesions,
and being associated with the advance of local infection. The ‘Bubble Model’, firstly
conceived by Prats et al. [49] and inspired by soap bubble formation together with previous
concepts [5,49-53], hypothesized that progression to active TB was the consequence of
the intensity of the inflammatory response in the initial micronodules, the induction of
daughter micronodules around the initial nodule and the coalescence of all these lesions
that cause the formation of a consolidated lesion, with cavitation capacity. However,
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this model was built on data obtained from the murine model with C3HeB/Fe] mice by
Marzo et al. [54]. Supportive data obtained from the NHP model would endorse future
confirmation in humans.

Image analysis plays a fundamental role in TB disease assessment. Chest X-ray was
classically used for diagnosis and still remains a basic tool due to its widespread availability
and sufficient sensitivity. Recently, high-quality diagnostic images such as computed
tomography (CT), positron emission tomography—computed tomography (PET-CT) and
magnetic resonance imaging (MRI) have emerged. However, to our knowledge, there
have been limited opportunities to characterize the development of Mtb-induced disease,
particularly the early events after infection. Scanning enables the collection of high-quality
data in a non-invasive way, allowing the examination of features of particular interest
such as lung consolidations, nodules, micronodules (daughter and isolated), cavitation,
tree-in-bud lesions and their distribution [5,11,46,48,49,54-62]. CT scanning allows the
acquisition of high-quality images in a few seconds (notably faster than MRI and PET-
CT), thus minimizing interference caused by respiratory motion, and being also the most
available and economical three-dimensional imaging technology. A score system for the
estimation of TB burden disease in the NHP model based on CT images developed by
Sharpe et al. [63] has been reported.

The aim of this study was to evaluate the progression of Mtb infection in experimental
NHP models through the spatial monitoring of the micronodules. We found that the
identification of consolidations associated with daughter micronodules would be a useful
tool to evaluate the efficacy of new vaccines.

2. Materials and Methods
2.1. Animals

Images were obtained from 35 macaques aged 3—4 years; 13 cynomolgus macaques
(Macaca fascicularis, of Indonesian genotype) and 22 rhesus macaques (Macaca mulatta, of
Indian genotype). The macaques enrolled in the studies were obtained from established
closed breeding colonies in the United Kingdom and absence of previous exposure to my-
cobacterial antigens was confirmed by tuberculin skin test as part of colony management
procedures and by screening for IFN-y ELISPOT (MabTech, Nacka, Sweden) responses to
tuberculin-PPD (SSI, Copenhagen, Denmark), and pooled 15-mer peptides of ESAT6 and
CFP10 (Peptide Protein Research LTD, Fareham, UK). BCG vaccinations were delivered
to sedated animals either as a 100 uL intradermal (ID) injection using Danish strain 1331
(SSI, Copenhagen, Denmark) delivered to the upper left arm, or by exposure to aerosolised
BCG Danish strain 1331 created using an Omron MicroAir mesh nebuliser (Omron Health-
care UK Ltd., Milton Keynes, UK) and a modified paediatric anaesthesia mask. The BCG
vaccine was prepared for intradermal administration according to manufacturer’s instruc-
tions for administration to humans. One ml of Sautons diluent was added to a vial of
BCG vaccine to give a suspension of BCG at an estimated concentration of between 2
and 8 x 10° CFU/mL. The vaccination dose was selected to be equivalent to a standard
adult intradermal dose [13,14,28]. The macaques were experimentally infected with Mtb
(Erdman strain K 01) ultra-low dose aerosol exposure (presented dose 19-26 CFU) as
previously described [14], and following exposure to MTB, macaques were housed in facili-
ties compliant with the Advisory Committee for Dangerous Pathogens Level 3 (ACDP3)
regulations. Compatible social groups were housed in accordance with the Home Office
(UK) Code of Practice for the Housing and Care of Animals Used in Scientific Procedures
(1989), and the National Committee for Refinement, Reduction and Replacement (NC3Rs)
Guidelines on Primate Accommodation, Care and Use, August 2006 (NC3Rs, 2006). Cages
were approximately 2.5 M high by 4 M long by 2 M deep, constructed with high level
observation balconies and with a floor of deep litter to allow foraging. Additional envi-
ronmental enrichment was afforded by the provision of toys, swings, feeding puzzles and
DVDs for visual stimulation. In addition to standard old-world primate pellets, diet was
further supplemented with a selection of fresh vegetables and fruit. For each procedure,
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sedation was applied by intramuscular injection with ketamine hydrochloride (10 mg/kg)
(Ketaset, Fort Dodge Animal Health Ltd., Southampton, UK). None of the animals had
been used previously for experimental procedures and each socially compatible group was
randomly assigned to a particular study treatment. The study design and all procedures
were approved by the UKHSA Porton Down Animal Welfare and Ethical Review Body,
and authorised under an appropriate UK Home Office project license.

Animals were sedated at regular intervals to measure body weight and temperature,
red blood cell (RBC) haemoglobin levels and erythrocyte sedimentation rate (ESR) and for
collection of blood samples, X-radiographs or CT scans. Animal behaviour was observed
throughout the studies for contra-indicators and the time of necropsy, if prior to the end
of the planned study period, was determined by experienced primatology staff based on
a combination of the following adverse indicators: depression or withdrawn behaviour,
abnormal respiration (dyspnoea), loss of 20% of peak post-challenge weight, ESR levels
elevated above normal (>20 mm), haemoglobin level below normal limits (<100 g/dL),
increased temperature (>41 °C) and abnormal thoracic radiograph.

The studies reported describe individuals with active TB that was either controlled
during the study period or progressed to levels that met humane endpoint criteria. TB was
not latent in any of the subjects.

2.2. Experimental Groups

Once CT images analysis was concluded, we defined five experimental groups among
the thirty-five macaques, based on the genotype and their vaccination status: cynomolgus
unvaccinated (CUV, n = 10), cynomolgus intradermal-BCG-vaccinated (CIDV, n = 3), rhesus
unvaccinated (RUV, n = 11), rhesus aerosolized, or inhaled, BCG-vaccinated (RAEV n = 6)
and rhesus intradermal-BCG-vaccinated (RIDV, n = 5). These groups together with CT scan
schedule are shown in Figure 1 and Supplementary Figure S1.

BCG Mitb cT

CUV (n=10) XA VA M—, R

CIDV (n=3) ~@ b W A N

RUV (n=11) A YA% :

RAEV (n=6) ~@ XA A A A

RIDV (n=5)  ~@——————f A /-
A T T

T T 1
3 7 8 11 15 16
Time (in weeks)

o=

-21

Figure 1. Study schedule. Macaques received BCG vaccination (green circles) delivered by aerosol
or intradermal injection, or were left as unvaccinated controls. All animals received ultra-low dose

aerosol challenge with Mtb 21 weeks after. Gray triangles indicate application of ‘in vivo’ CT scanning.

Light grey triangles indicate the time points where not all animals were scanned and the number
between brackets shows in how many of them this was effectively performed. In blue, unvaccinated
cynomolgus (CUV). In cyan, intradermal-vaccinated cynomolgus (CIDV). In red, unvaccinated
rhesus (RUV). In orange, aerosol-vaccinated rhesus (RAEV). In purple, intradermal-vaccinated
rhesus (RIDV).

2.3. CT Images

We analysed 123 computed tomography (CT) scans obtained from subjects enrolled
in different studies [13,14,28] where sequential images were acquired from each macaque
on three or four occasions during the post-infection period from the 3rd to the 16th week
(Figure 1 and Supplementary Figure S1).
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Chest multidetector CT scans were obtained by using a 16 slice Lightspeed CT scanner
(General Electric Healthcare, Milwaukee, WI, USA), from sedated subjects while free
breathing. Technical parameters applied: tube voltage, 120 kVp; tube current modulation,
100-150 mA. Reconstructions were made using a high spatial frequency algorithm and
lung window at a slice thickness of 0.625 mm. These technical parameters are extracted
from the original animal experimental studies [13,14,28].

2.4. TB Lung Lesions Analysis from CT Images

CT scans were evaluated by a medical consultant radiologist with expertise in respi-
ratory diseases and her supervisor. Both were blinded to vaccination status and clinical
data. Data show the consensus between both. Images were then examined in Philips
IntelliSpace Portal software (2015 Koninklijke Philips N.V.) by multiplanar reformatting
axial, coronal and sagittal, and maximum intensity projection (MIP) to detect the smallest
nodules. The Tumor Tracking tool from the mentioned software was used to analyse the
volume and main axis of each lesion. We used standard image descriptors, accepted and
reproducible concepts from radiologic lexicon detailed on Fleischner Society Glossary as
well as in previous studies based on CT images [63].

A.  Micronodule is a small solid lung nodule with smooth margins.

B.  Consolidation (also referred to as consolidated lesion) is a pneumonic patch or necrotiz-
ing consolidative process that occupies and even destroys alveoli, and it is described in
CT images as a soft tissue lesion within lung parenchyma showing irregular margins.

C.  Cavitation corresponds to the appearance of gas within lung consolidations. It is de-
scribed as a central radiolucency image, which matches with gas density, surrounded
by soft tissue [8,57].

D. Pleural distance is defined as the distance between the margin of each consolidation
to the closest pleura or fissure.

2.5. Statistical Assessment

To compare the mean and variance of the different observations in the two groups we
used the one-way ANOVA test and Kruskal-Wallis test to determine the existence of signif-
icant differences. To compare the observed distribution of data into discrete categories, we
built a contingency table and the Fisher’s test. Implementation was conducted in MATLAB
and Prism. We computed the mean with available data. In the plots, we indicated with a
dashed line if there were missing data. Recollected data are available in the Supplementary
Material (Supplementary File raw data).

3. Results
3.1. Preliminary Images” Assessment and Anatomy

We were provided with high-quality CT scan images, similar to those acquired for
medical diagnosis in humans. A first anatomical examination corroborated that cynomol-
gus macaques had a smaller lung volume than rhesus macaques (Supplementary Figure S2).
Overall, 323 consolidations were identified; 285 were found in rhesus and 38 in cynomolgus,
with a median of 14 and 2 lesions per animal, respectively (Table 1). A total of 2228 mi-
cronodules were detected, the majority of which (1924) were found in rhesus macaques,
while 304 micronodules were detected in cynomolgus (Table 2). Collected data revealed
that lesions globally increase over time. Right lung lobes developed more consolidations
in number but left lung lobes presented with a higher proportion occupied by disease. A
non-significant trend was seen for the major involvement to occur in the upper lobes, which
was higher in the left side (Supplementary Figure 53). Further CT scans” inspection showed
the Iung lobes to be separated by pleural fissures as well as bronchovascular bundles,
thus presenting the same airway anatomy pattern seen in humans. The right lung is the
largest and is composed of upper, middle, lower and infracardiac (or accessory or azygous)
lobes, and the left lung is composed of upper, middle (or lingula) and lower lobes [64-69].
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However, in our study, the fissure for the middle left lobe was frequently incomplete or
even absent.

We established the following measurements per each lesion:

For micronodules, we considered all lesions with a maximum axis ranging from 1 to
4.4 mm (which equates to a maximum volume of 0.044 cm?). Their length mainly falls
in the granuloma’s size (1-3 mm), but we also included rounded spherical lesions with a
maximum axis under 4.5 mm, as they tended to be stable. In contrast, almost all lesions
above 4.5 mm increased or showed an instable size. We defined two subgroups: (a) Daugh-
ter micronodules, found around consolidations, such as satellites, that are presumably
generated from that consolidated lesion [5,49,54]. They are located within an annular
zone, where the amplitude of this circular crown corresponds to the consolidation’s short
axis; they were counted for each CT scan (Figure 2). (b) Isolated micronodules, the ones
independent or not associated with a consolidated lesion (Figure 3). The size and number
of them were determined together within their bronchopulmonary segment.

Consolidations are large enough to be followed up and carefully tracked over consecu-
tive scans, and their axis (mm) and volume (cm?) were measured (Figure 4). We considered
that these kinds of lesions modify their size over time and are equal or bigger than 4.5 mm.

Figure 2. Consolidation with daughter micronodules. Left picture shows original CT image from a
lesion located in the inferior lingular bronchopulmonary segment at 11th week scan in an unvacci-
nated rhesus (RUV10). Right picture exposes that daughter micronodules are those situated within a
surrounding area that has the same length as the consolidation’s short axis. At same time, this figure
exhibits the lesional complex consisting of a consolidation with daughter micronodules.

4.2mm

8.

Figure 3. Isolated micronodules. Left picture shows several small isolated micronodules distributed

on both upper lung lobes in an intradermic-vaccinated rhesus (RIDV02) at 3rd week scan. Right
picture exhibits a large isolated micronodule (4.2 mm) located in the anterior bronchopulmonary
segment in the left upper lobe at 3rd week scan in an intradermic-vaccinated rhesus (RIDV04). Notice
that nodular images not labelled correspond to pulmonary vessels.
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A

Figure 4. CT tridimensional evaluation. Example of a cavitated consolidation in an intradermic-

vaccinated rhesus (RIDV02) at 16th week (pictures from left to right: axial, sagittal and coronal CT
scan planes). Its main axis measures 31.4 mm and its volume reaches 2.308 cm?.

Cavitations must have a greater size than the surrounding bronchial calibre, for
avoiding misinterpretation with air bronchogram. It was assessed qualitatively, being
present (yes) or absent (no).

In pleural distance measurements we also determined the lung volume from each
animal, using the COPD tool from the Philips IntelliSpace Portal software, which allowed
the evaluation of the main airway and volume from both lungs separately.

We also observed foci of bronchocentric pneumonia, detected as a ‘tree-in-bud’ pattern
in CT images, which is a common CT finding in active lung TB [58-61,70,71]. However,
we did not include them in our analyses due to their lack of homogeneity and instability,
which made them difficult to demarcate and to follow-up.

RUVO05 presented with miliary tuberculous disease and developed hundreds of lung
micronodules distributed diffusely and homogeneously (as well as extrapulmonary miliary
disease). Such profuse dissemination is well known and has been described in other studies
as ‘widespread discrete pulmonary nodules’ [63,72]. It is uncommon and denotes extremely
uncontrolled infection with hematogenous dissemination. Our study was focused on
pulmonary pneumonia and airway dissemination; hence, we removed the data collected
from this animal from the statistical evaluation due to the different TB disease.

Table 1. Distribution of the lesions, comprising all time points and experimental groups.

EG Consolidations Daughter Micronodules Isolated Micronodules
Median Range % Median Range % Median Range %
CUV (n = 320) 2 [06] 9 55 [030] 23 55 [0110] 68
CIDV (n = 22) 4 [06] 45 0 [01] 5 4 [25] 50
C(n=342) 2 [06] 11 3 [0 30] 22 4 [0 110] 67
RUV (n=871) 1235 [125] 14 36 [296] 49 30 [183] 37
RAEV (n = 643) 145 [019] 12 54 [0151] 66 185 [14 37] 22
RIDV (n = 697) 15 [1224] 12 55 [45 138] 53 29 [21117] 35
R (n=2211) 14 [025] 13 51 [0 151] 55 29 [1117] 32
TOTAL (n = 2553) 10.5 [0 25] 13 27.5 [0 151] 51 20 [0117] 37

EG: Experimental group. CUV: unvaccinated cynomolgus; CIDV: intradermal-BCG-vaccinated cynomolgus;
C: total cynomolgus; RUV: unvaccinated rhesus; RAEV: aerosol-BCG-vaccinated rhesus; RIDV: intradermal-
BCG-vaccinated rhesus; R: total rhesus. n means the total number of lesions per each experimental group.
Median shows the value separating the higher half from the lower half of the number of each type of lesion per
experimental group.
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Table 2. Distribution of micronodules, comprising all time points and experimental groups.
Number (n) Fraction
EG Total DM M DM/IM
cuv 293 75 218 034
CIDV 12 1 11 0.09
C 304 75 229 0.33
RUV 752 428 324 1.32
RAEV 564 424 140 3.03
RIDV 611 368 243 151
R 1924 1216 708 1.72

DM: Daughter micronodules; IM: isolated micronodules; EG: experimental group. CUV: unvaccinated cynomol-
gus; CIDV: intradermal-BCG-vaccinated cynomolgus; C: total cynomolgus; RUV: unvaccinated rhesus; RAEV:
aerosol-BCG-vaccinated rhesus; RIDV: intradermal-BCG-vaccinated rhesus; R: total rhesus.

3.2. Mtb-Induced Disease Is Worse in Rhesus Macaquies

In order to exemplify the complexity of the operational procedure, Figure 5 illustrates
a particular evolution in one case (RIDV02). Overall development of the natural infection in
control groups is summarized in Figure 6. The temporal evolution of the lesions is shown
per animal, based on the size and localization per lobe in a 2D representation. Each pair
of lungs is reshaped according to each individual volume (adapted to the image obtained
from macaque RUV04).

At first sight, this summary highlights the greater severity of the infection in rhesus. In
particular, at week 3, cynomolgus developed a low number of lesions, with a small volume,
which were usually well controlled and exhibited minimal enlargement with time. Lesions
were not identified in one individual (CUV10), although infection was confirmed by other
methodologies. Other individuals showed a decline in condition only at the late phase
(15th week) of the study, e.g., CUV07, in which an extraordinary growth of consolidations
was detected on CT images that was probably due to total main bronchus stenosis (despite
it being uncommon in cynomolgus).

In contrast, lesions in rhesus were abundant and larger at week 3, usually exhibiting
enlargement and dissemination over time. Poor control leading to extreme disease was
evident in RUV05 (which developed profuse miliary dissemination, described above)
and also in RUV06 and RUV0S; these animals had to be euthanized before finishing the
monitoring period due to progressive disease that met humane endpoint criteria. However,
there was at least one case in a rhesus where a spontaneous weak regression of lesions was
observed (RUV10) (Figure 6).

Cynomolgus macaques developed significantly fewer lung consolidations and mi-
cronodules, resulting in a smaller pulmonary volume occupation than that seen in rhesus
macaques, as shown in Table 1 and Figure 7. Cynomolgus also had a significantly lower
percentage of daughter micronodules than rhesus (Tables 1 and 2, and Figure 8). The overall
ratio of daughter/isolated micronodules for non-vaccinated macaques comprising all time
points was 1.32 and 0.34 for rhesus and cynomolgus, respectively. Similarly, the number of
consolidated lesions associated with daughter micronodules was also significantly lower
in cynomolgus (Table 3). These data reflect a higher containment of lesions” progression
in cynomolgus.

The size of consolidated lesions was highly dependent on the number of daughter
micronodules. This is reflected in Figure 9 where a clear and significant correlation is noted
between the size of the consolidated lesions and the number of daughter micronodules,
regardless of the vaccination status. This positive slope is markedly higher in rhesus. In
addition, a greater portion of occupied pulmonary volume is correlated to a higher number
of isolated micronodules (Supplementary Figure 54), so the higher the infectious involve-
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ment of lungs, the higher the rate of pulmonary dissemination (local and endobronchial
reinfections, which fits with the Dynamic Hypothesis [52]).

T

.

A B

Figure 5. Pulmonary TB progression. Lesions from 3rd to 16th post-challenge week in an
intradermic-vaccinated rhesus (RIDV02). (A): A 3rd week CT shows a lesion in the anterior bron-
chopulmonary segment in the right upper lobe that initially is a 2.1 mm isolated micronodule (light
blue arrowhead). (B): An 11th week scan exhibits its progression to a consolidation (dark blue arrow)
and the development of two daughter micronodules (yellow arrowhead). (C): CT performed at
16th week shows a higher enlargement of the consolidation, in which arose a cavitation (red arrow).
Moreover, some small isolated micronodules (green arrowheads) appeared distributed on both lungs.
Notice that nodular images not labelled correspond to pulmonary vessels.
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Figure 6. Evolution of lesions in unvaccinated macaques. The size and location of TB lesions
determined from computed tomography (CT) scan taken at specific times after initial infection are
shown in each pair of lungs. Lesions (consolidations and micronodules), in black, are represented as
spheres of the measured volume and located in the segment where they are identified. (A) In blue,
reconstructions of CT scans from each unvaccinated cynomolgus. (B) In red, reconstructions of CT
scan collected from each unvaccinated rhesus. Macaques RUV05, RUV06 and RUV08 marked with
dagger symbol were euthanized before the end of the study.
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Figure 7. Analysis of unvaccinated macaques. (A) displays the number of identified consolidations
for each macaque at the end of the study. In light blue, each non-vaccinated cynomolgus (CUV)
macaque is represented. In blue, the mean number of lesions for CUV macaques. In light red,
each non-vaccinated rhesus (RUV) macaque is represented. In red, the mean number for RUV
macaques. Dotted black line shows the mean value for all non-vaccinated macaques. (B) shows the
occupied lung fraction for each macaque. (C) shows the number of isolated micronodules for each
macaque. (D) shows the fraction of consolidations that present cavitation in any CT scan. E shows the
number of daughter micronodules for each macaque. In (B-E) each circle represents an experimental
measurement from computed tomography (CT) scans. Light lines represent the evolution for each
macaque. Darker lines are the mean lines’ value. Dotted lines are used when one or more macaques
are not considered because they were euthanized, or the study ended before that time point. Data is
analysed through one-way ANOVA test (** p < 0.01).
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Figure 8. Fraction of daughter micronodules. Number of total isolated micronodules (Nj) and
number of total daughter micronodules (Np) are shown in grey. Total number of micronodules is
computed considering all CT scans independently. Total fractions are depicted in blue for unvac-
cinated cynomolgus (CUV); in cyan, for intradermal-vaccinated cynomolgus (CIDV); in red, for
unvaccinated rhesus (RUV); in orange, for aerosol-vaccinated rhesus (RAEV); and in purple, for
intradermal-vaccinated rhesus (RIDV).
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Table 3. Distribution of consolidations associated with daughter micronodules, comprising all time

points and experimental groups.

e Consolidations with DM DM per Consolidation

n Yo Median Range Median Range

CUV (n =29) 19 66 2 [04] 3 [115]
CIDV (n =10) 1 10 0 [01] 1 [11]
Cin=39) 20 51 1 [04] 3 [115]
RUV (n =121) 11 92 115 [124] 3 [115]
RAEV (n = 80) 79 99 145 [019] 35 [115]
RIDV (n = 88) 84 95 14 [11 24] 3 [115]
R (n = 289) 274 95 14 [024] 3 [115]
Total (n = 328) 294 90 9 [024] 3 [115]

DM: Daughter micronodules. EG: Experimental group. CUV: unvaccinated cynomolgus; CIDV: intradermal-
BCG-vaccinated Cynomolgus; C: total cynomolgus; RUV: unvaccinated rhesus; RAEV: aerosol-BCG-vaccinated
rhesus; RIDV: intradermal-BCG-vaccinated rhesus; R: total rhesus. n mean number of lesions.
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Figure 9. Correlation between the volume of consolidated lesions and the number of daughter
micronodules. Light circles represent a single consolidation. Dark circles represent the mean volume
value of all consolidations that present the same number of daughter micronodules. Correlation
value between both quantities is written as r. The significance of correlation value is determined
from the p-value that is shown under correlation value, according to the X test. In blue, unvaccinated
cynomolgus (CUV); in cyan, intradermal-vaccinated cynomolgus (CIDV); in red, unvaccinated rhesus
(RUV); in orange, aerosol-vaccinated rhesus (RAEV); in purple, intradermal-vaccinated rhesus (RIDV);
in grey, all macaques (all).

We also detected some transitional lesions, which correspond to isolated micronodules
that increased to a size of more than 4.4 mm from one CT to the next, thus becoming a
consolidation (Table 1). This enlargement occurred mainly in the early phase between
the third and eighth week post-challenge. Remarkably, rhesus developed directly a large
number of consolidations in the early phase after infection, in contrast to cynomolgus;
hence, transitional lesions represent a higher impact on cynomolgus. Importantly, there is
no significant difference between both macaque genotypes considering the progression of
isolated micronodules towards consolidated lesions.
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3.3. BCG Vaccination in Rhesus Macaques Reduces the Number of Lesions, Although Intradermal
Vaccination Better Controls Daughter Micronodules

Initial evaluation of the impact of vaccination in macaques suggested that a protective
effect appeared by the 3rd week post-challenge (Figures 6, 8 and 10). However, a deeper
analysis revealed that protection measured in terms of infection (i.e., occupied lung fraction
at week 3), did not appear to provide a reliable indicator of later outcome (Supplementary
Figures S5 and S6). When each disease volume fraction was normalized against the
maximum infiltrated lung volume per macaque (Figure 11), it revealed a clear impact of
the vaccination in cynomolgus macaques early after challenge, although it did not last until
the end of the monitoring time.
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Figure 10. Lesions’ evolution in vaccinated macaques. Each pair of lungs show the size and location
of TB lesions determined from computed tomography (CT) scan taken after initial infection. Lesions
(consolidations and micronodules), in black, are represented as spheres of the measured volume and
located in the segment where they were identified. (A) In cyan, the reconstructions of lungs from
intradermal-vaccinated cynomolgus (CIDV) for each CT scan. (B) In orange, the reconstructions of
lungs from aerosol-vaccinated rhesus (RAEV) for each CT scan. In purple, the reconstructions of lungs
from intradermal-vaccinated rhesus (RIDV) for each CT scan. Macaque RAEV04 marked with dagger
symbol was euthanized before the planned end of study, according to the welfare monitoring plan.
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Figure 11. Evolution of normalized occupied lung volume per each individual and experimental
group. Volume of each involved area is divided by the maximum occupied lung volume reached
by each individual. (A) Light blue lines indicate values for unvaccinated cynomolgus (CUV). Blue
line indicates the mean value of all light blue lines. (B) shows light red lines for unvaccinated rhesus
(RUV). Red line is the mean value of all light red lines. (C) shows light cyan lines for intradermal-
vaccinated cynomolgus (CIDV). Cyan line shows the mean value of all light blue lines. (D) shows
light orange lines are for aerosol-vaccinated rhesus (RAEV). Orange line is the mean value of all light
blue lines. (E) shows light purple lines are for intradermal-vaccinated rhesus (RIDV). Purple line
is the mean value of all light blue lines. Dotted line appears for some lesions where data are not
available due to study finalization or euthanized macaque.

Due to the correlation between the volume of the consolidated lesions and the number
of daughter micronodules, we investigated if vaccination had an impact on this fraction of
micronodules in relation to the enlargement of consolidated lesions, and this was the case.
Looking at Figure 8, vaccination clearly reduced this fraction in all vaccinated macaques,
although temporally in rhesus, as it rapidly resumed by week 7 to 8. The reduction in this
parameter only prevails in cynomolgus until the 15th week.

Evaluation of the route of vaccination in rhesus revealed an interesting paradox.
While aerosol vaccination (RAEV) reduced the total number of micronodules, more than
intradermal vaccination (RIDV), a significantly greater fraction of daughter micronodules
were present (3.03) (Table 4). Thus, the protective effect of RAEV relies on the reduction in
the total number of micronodules (Tables 2 and 3) rather than the control of subsequent
consolidation development. Even though the reduction in total micronodules was weaker
in the RIDV, its effect was noted in both types of micronodules, even when this fraction
was slightly higher in RIDV (1.51) than non-vaccinated (RUV) (1.32) (Table 2). At the end,
this means that progression towards consolidation at a hypothetical later time point would
be faster in the RAEV group, followed by RIDV and RUV.

The effect of vaccination in rhesus was also observed as a decrease in the proportion
of consolidated lesions that were associated with daughter micronodules, which was more
pronounced and significant after intradermal (95%) than after aerosol vaccination (99%)
(Tables 3 and 5). This effect was even more pronounced in cynomolgus, although in this case
there was no variation in the proportion of isolated and daughter micronodules between
vaccinated (intradermal) and unvaccinated groups (Tables 2 and 4). This can be explained
because, as indicated above, cynomolgus are able to spontaneously stop the progression of
the consolidated lesions soon after the infection (i.e., before week 3 after challenge).
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Table 4. Differences in the proportion of daughter and isolated micronodules per experimental group.

Contingency table.
EG Ccuv CIDV C RUV RAEV RIDV R
Cuv ND
CIDV 0.3057 ND
C ND ND ND
RUV ND ND ND ND
RAEV ND ND ND <0.0001 ND
RIDV ND ND ND 0.32431 <0.0001 ND
R ND ND <0.0001 ND ND ND ND
EG: Experimental group. CUV: unvaccinated cynomolgus; CIDV: intradermal-BCG-vaccinated cynomolgus;
C: total cynomolgus; RUV: unvaccinated rhesus; RAEV: aerosol-BCG-vaccinated rhesus; RIDV: intradermal-
BCG-vaccinated rhesus; R: total rhesus. Numbers correspond to p-values (Fisher’s test).
Table 5. Differences in the proportion of consolidated lesions associated with daughter micronodules
per experimental group. Contingency table.
EG Cuv CIDV C RUV RAEV RIDV R
cuv ND
CIDV 0.0014 ND
C ND ND ND
RUV ND ND ND ND
RAEV ND ND ND 0.0585 ND
RIDV ND ND ND 0.0355 >0.999 ND
R ND ND <0.0001 ND ND ND ND

EG: Experimental group. CUV: unvaccinated cynomolgus; CIDV: intradermal-BCG-vaccinated cynomolgus;
C: total cynomolgus; RUV: unvaccinated rhesus; RAEV: aerosol-BCG-vaccinated rhesus; RIDV: intradermal-
BCG-vaccinated rhesus; R: total rhesus. Numbers correspond to p-values (Fisher’s test).

3.4. Cavitation Is More Probable in Larger Lesions and Contact with Pleura Appear to Impact on
TB Progression

Cavitation occurred mostly in rhesus and especially at the late phase, where 34.4% of
consolidated lesions developed cavities in non-vaccinated rhesus (RUV), closely followed
by 28.4% of the aerosolized (RAEV) and by 24.3% of the ID (RIDV). Analysis of cavitation
in rhesus (Figure 12) revealed a relationship with lesion size (p < 0.0001): the higher the
consolidation volume, the higher the rate of cavitation, with cavitation more probable in
lesions greater than 2 em3, which represents a rate of 57%. In contrast, almost 80% of lesions
from 0 to 2 cm? did not cavitate. The anatomic distribution of lesions was not found to
influence cavity formation.

We also evaluated the relationship between consolidations and pleura, in order to
investigate if the contact with pleura favoured the encapsulation process of the lesions and
stopped enlargement. As shown in Supplementary Figure S7, the group of smaller lesions
(up to 0.5 em?, which accounts for the higher number of consolidations) were mainly not in
contact with the pleura, especially in rhesus (which have bigger lungs), and from this size
on, consolidations were mainly in contact with the pleura.

The next step was to determine if consolidations changed between two consecutive CT
scans, with respect to their size and distance from pleura. Thus, we evaluated the change
in the volume together with the relationship with the contact with pleura. We explored
the change in the relative volume gradient, explained through a boxplot (Figure 13). In
this regard, differences are significant (p = 0.04 Kruskal-Wallis) in cynomolgus for those
consolidations that make contact with the pleura, as they remain stable in volume. Thus,
pleural contact is protective in cynomolgus, preventing the progression of consolidations,
and this trend is irrespective of their vaccination status. In contrast, in rhesus, consolidations
that enlarge and make contact with pleura do not experience a volume control because the
increase in the size is too fast and large to benefit from the encapsulation process activated
by the pleura.

172



Patrons de progressio de la tuberculosi pulmonar en model experimental animal amb macacos mitjangant
I"avaluacié per tomografia computada - Isabel Nogueira Marfias

Annex

Pathogens 2023,12, 236 150f 21

[C__Inon cavitaweq|
[ csviazas

Cavitation fraction

Volume (em?) Volume (em®)

Figure 12. Relation between the fraction and the volume of cavitated consolidations in rhesus
macaques. (A) Consolidation volume distribution for non-cavitated (light grey) and cavitated (dark
grey) lesions. Vertical lines show the median values for each of the subsets. (B) Cavitation fraction
for the consolidations that are in a desired range of volumes: 0 to 1 cm?, 1to2em?, 3to4em?, 4 to
7 cm? and consolidations bigger than 7 cm?®. The number of non-cavitated consolidations observed is
shown in black, at the top. In white, at the bottom, the number of cavitated consolidations observed.
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Figure 13. Volume increase in the consolidations in relation with the contract with pleura. The
increase in volume is expressed as relative gradient per day between two consecutive CT scans.
Consolidations are classified between: not in contact (NC), if in both CT scans it is not in contact
with pleura; make contact (MC), if it is not in contact in the first CT but it is in contact in the second;
and in contact (IC), if in both CT scans it is in contact with pleura. It is indicated how many cases
are identified for each classification. In blue, unvaccinated cynomolgus (CUV); in cyan, intradermal-
vaccinated cynomolgus (CIDV); in red, unvaccinated rhesus (RUV); in orange, aerosol-vaccinated
rhesus (RAEV); in purple, intradermal-vaccinated rhesus (RIDV); in grey, all macaques (all).

4. Discussion

TB remains a major killer of humankind, and the lack of a surrogate of protection,
means there is a constant need for the field to find experimental models able to elucidate
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new biomarkers and correlates to assist the development of new more effective vaccines.
Nowadays, the macaque is considered the most clinically relevant experimental infection
model of TB given its physiological closeness with humans and the similarity in disease
manifestations. However, the macaque does lack the interlobular septa, present in human
lungs, which have been demonstrated to provide a protective mechanism in the minipig
model [9]. The outcome of experimental infection with Mtb has been widely studied in
macaques, and models established in rhesus and cynomolgus have been used to assess the
efficacy of new drugs and vaccines. Mtb infection in cynomolgus resembles what occurs
in humans, with the display of the whole spectrum of human TB, mainly controlling the
infection and becoming latently infected. In contrast, rhesus experience a rapid dissem-
ination of the infection in the lung, with the development of active TB in almost all the
infected animals, a characteristic that enables the capacity of vaccines to protect against
this progression to be assessed using manageable group sizes [73].

There are little data on vaccines showing significant protection against Mtb challenge
in the macaque model with reports limited to BCG delivered intravenously (IV), for which
the clinical deplorability is debatable, or a CMV-vectored vaccine [74] that is at the preclini-
cal stage of development, and MTBVAC [28]. While there are very little data on immune
responses induced in NHP and humans after exactly the same immunizations, the immune
profiles induced following immunization with MTBVAC were shown to reflect those identi-
fied in human clinical trials [75-77]. This concordance between immune profiles measured
in clinical trials and a macaque preclinical assessment of a novel TB vaccine candidate,
demonstrating significantly improved outcomes after Mtb challenge, is a promising indica-
tion that the protection provided by MTBVAC vaccination to macaques will translate to the
human population.

The ability to demonstrate vaccine efficacy is critical, and the role of the macaque
models in vaccine development is underpinned by the ability to measure vaccine-associated
impacts on the disease that develops following infectious challenge.

Our approach has been to test a new way to interpret data derived from these models
based on the ‘Bubble Model’, that defines the progression from latent to active TB sup-
ported by the interpretation of disease progression defined in the studies on the C3HeB/Fe]
mice [49,54,78,79]. As with humans, the C3HeB/Fe] mouse model establishes that the de-
velopment of a large lesion after the Mtb infection requires a strong inflammatory response
in the initial lesions, the induction of daughter micronodules around them and the coales-
cence of all lesions. To evaluate this concept in macaques, we used CT images obtained
previously from studies using an experimental model of low-dose aerosol exposure, thus
closely resembling what is thought to happen in the natural infectious process, where CT
scans were collected at several time points to monitor the evolution of the infection in each
animal [13,14,28]. In line with previous reports, three weeks after infection, more large
lesions were identified in rhesus compared to cynomolgus, which has been related to the
development of a stronger inflammatory response in the former [14,40]. These lead to an
exudative lesion, a hallmark of progression towards active TB [51] and a key issue for its
development, according to the bubble model.

Thus far, the assessment of new vaccines has been mainly based on the induction
of an immune response and a reduction in disease burden measured using pathology
scoring, which included a semiquantitative approach of the involvement of lungs and other
organs, as well as imaging-based measures through PET-CT [11,45], CT evaluation [28,80],
histology-based measures (e.g., granuloma staging and prevalence), together with bacterial
burden in organs and changes in clinical parameters. There is quite a lot of experience in
using imaging as a tool to evaluate BCG efficacy in animal models, with special interest in
NPH. Some studies appeared during the last few years that mainly focused on BCG alter-
native routes. White et al. [28] analysed CT images in rhesus and used a quantitative score
system for the estimation of TB-induced disease burden [63]; Sharpe et al. [81] and recently
Sibley et al. [29] used MRI images in ex vivo lungs from macaques to determine pulmonary
disease burden applying stereology [46], as well as counting discrete and coalescent lesions;
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Darrah et al. [72] and DiFazio et al. [82] performed PET-CT images in macaques and mainly
evaluated the grade of tuberculous activity by measuring global lung parenchyma FDG
avidity, as well as counting lesions (which were called granulomas). Moreover, there are
some experiences including other animal models, as Kraft et al. [83] analysed ex vivo lungs
from guinea pigs using MRI, and described their imaging appearance, their anatomical
distribution and nodule counting.

Previous analysis of these images highlighted the early reduction in micronodules after
BGC vaccination [28]. Our work was able to advance deeper in the exploitation of these data
by differentiating the nodules related with the consolidated lesions, daughter micronodules,
from the isolated ones. According to the ‘Bubble model’, daughter micronodules emerge
from an initial isolated micronodule, increase in size, consolidate creating larger nodules,
which in turn develop more daughter micronodules, a process that enlarges the lesion
to the point that it becomes visible by chest X-ray, the hallmark for classifying an Mtb
infection as active TB [51]. Data from the C3HeB/Fe] model suggests this progression
mainly develops at the beginning of the infection when there is still a lower impact of the
adaptive immune response. This is characterized by the infiltration of neutrophiles, which
allows the extracellular growth of Mtb, fuelling enlargement and allowing the spread of
close new infectious foci due to the drainage of infected foamy macrophages, which in
turn attracts new neutrophils, causing the development of daughter lesions [54]. This
led us to draw a parallel with the NHI” model. On the one hand, rhesus develop highly
inflammatory lesions with a high neutrophilic infiltration, a process that might be related
with the progression associated to the development of daughter micronodules. Conversely,
cynomolgus develop less inflammatory and more contained lesions [40], which would
link to a reduced capacity to generate daughter micronodules. The lower inflammatory
response, and thus the lower capacity to generate daughter cells, allows the fibroblasts to
encapsulate the lesion, stopping its progression [9], and explains why the vicinity of the
pleura, and its encapsulation capacity, has only a protective effect in cynomolgus.

Our data provide two new measures of pulmonary disease burden induced following
infection with Mtb, namely, the ratio daughter /isolated micronodules and the percentage of
consolidated lesions linked to daughter micronodules identified through CT in macaques.
These measures provided a new tool to evaluate the protective effect of the licenced vaccine
(BCG) and revealed differences in disease progression following either intradermal or
mucosal (inhaled) administration, even when both routes were able to reduce the number
of consolidated lesions and generated a similar reduction in the number of micronodules.
While this mucosal aerosol vaccination was better able to reduce the number of isolated
micronodules, potentially because of a better capacity to reach and stimulate the immune
response in the whole lung, intradermal administration should have an improved ability to
reduce the emergence of daughter micronodules, which are the ones responsible for the
progression towards active TB.

In summary, we defined a new tool for the evaluation of pulmonary disease induced
by Mtb infection, through the description of ‘daughter micronodules’, which provides
a better understanding of the progression of TB and which can be applied for testing
new vaccines. This is also amenable for development as a machine learning tool, as
nodules are easily identifiable in CT images and can be quantified. Enhanced measures
of TB disease burden and progression, such as those reported here, will refine the models
used in the development of new vaccines and reduce the number of animals required,
consequently providing important scientific and welfare benefits. Equally, the use of data
across studies increased the power of the analysis applied and obtained more information
without requiring the use of further macaques in line with the principles of the 3Rs.

Supplementary Materials: The fallowi_ng supporting information can be downloaded at: https://
Www,mdpi,cnm/’article/10.3390/’pathngens]2020236/5‘1. Figune S1: Experimental groups and CT
scan acquisition schedule; Figure S2: Lung size in macaques; Figure 53: Occupied volume fraction
per lung lobe; Figure 54: Correlation between the occupied lung fraction and the number of isolated
micronodules; Table S1: Summary lesions found; Figure 55: Cynomolgus vaccine effect analysis;
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Figure S6: Rhesus vaccine effect analysis; Figure S57: Volume distribution of consolidations in contact
and not in contact with pleura. Supplementary File 52 contains the complete raw data in an excel file.
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