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En Espaiia, la tuberculosis bovina nacional programa de erradicacion (BTB) se basa en la prueba anual de cada piel = animales
de 6 semanas de edad mediante la prueba de la tuberculina solo o comparativa y el uso paralelo de la interferén-gamma

(IFN- y) ensayo como una prueba de diagnéstico complementarias en los rebafios infectados. Hay varias versiones de este
ultimo. Recientemente, un nuevo IDvet comercial IFN y ensayo ha sido autorizado para su uso en el programa, pero no hay
evidencia cientifica limitada sobre su desempefio en diferentes contextos epidemiolégicos. Por lo tanto, se llevaron a cabo

dos estudios para evaluar el rendimiento del ensayo IDvet. En el estudio 1, un analisis de concordancia entre el nuevo IDvet

y la Bovigam IFN- y Se llevé a cabo el ensayo en uso en Espafia durante mas de 10 afios. En el estudio 2, los resultados del
ensayo de IDvet cuando se aplica en una prueba tandemwith sola intradérmica de la tuberculina (SIT) se utilizaron para

evaluar la concordancia entre ambas pruebas y estimar su sensibilidad (Se) y especifico de la ciudad (Sp) mediante un

modelo de clase latente Bayesiano . Se recogieron datos de campo de los rebafios de ganado ubicadas en Madrid y Castilla

y Ledn (Espafia). Para el estudio 1, la seleccién manada se basa en una alta prevalencia esperada de los reactores al IFN y ensayo,
mientras que las manadas fueron seleccionados al azar para estimar sensibilidad y especificidad del nuevo ensayo IDvet en

el estudio 2. Acuerdo entre los resultados obtainedwith ambos kits para IFN y ensayo era pobre (kappa = 0,20), y un receptor
de funcionamiento andlisis caracteristico (ROC) indicd un bajo SE de la nueva IDvet con relacién a la Bovigam en una gran
medida bTB poblacién infectada. El analisis de clase latente Bayesiano estima el Se del ensayo IDvet ser 36,7% [intervalo

de probabilidad posterior 95% (PPI) 14,7-78,8%)] con estimada Sp cerca de 100% cuando el corte recomendado por el
fabricante (35) se aplicé. En los valores de corte alternativos de 16 y 4, la Se estimado del ensayo IDvet aumento a 49,0%

(PPI: 24,8 2 94,1%) y 56,0% (PPI: 30,8 a 96,3%), respectivamente, mientras se mantiene una alta especificidad . Los
resultados sugieren que el nuevo ensayo IDvet puede tener una sensibilidad mas baja que la Bovigam para el diagnostico de

bTB en los rebafios de ganado en Espafia, y que el ajuste de su corte podria ser considerado.
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INTRODUCCION

La tuberculosis bovina (BTB), causada por los miembros de la

Tuberculosis micobacteriana complejo (principalmente M. bovis, y en un grado menor, M.
caprae) es una enfermedad zoonética importante con una distribucién global que tiene
importantes implicaciones tanto para la salud animal y humana ( 1 ). La implementacion de
programas de control y erradicacion ha dado lugar a una disminucion significativa de la
prevalencia bTB y para la erradicacion de la enfermedad en muchos paises
industrializados ( 1 - 3 ). Sin embargo, la erradicacién e Orts ff no han tenido un éxito
uniforme, en parte porque las pruebas de diagnéstico disponibles actualmente no pueden

determinar correctamente el M. bovis

estado de infeccion de todos los animales sometidos a prueba ( 4 ). M. bovis infeccién en el
ganado suele ser crénica, puede permanecer subclinica durante un largo periodo, y el ganado
infectado puede llegar a ser infecciosa mucho antes de que muestren signos clinicos de bTB ( 4 ).
Cuando estan presentes, los signos clinicos de bTB no son patognoménicos. Como resultado,

las estrategias de control se han basado en la deteccion temprana y la eliminacion de los
animales infectados de un rebafio mediante la aplicacion de pruebas de diagnéstico ante mortem
y vigilancia post-mortem de rutina en matadero. Por lo tanto, la determinacién de la precisiéon de

las pruebas de diagnéstico para bTB es de suma importancia ( 5 ).

Las pruebas de diagnéstico utilizados para la deteccién de bTB en el ganado se
basan principalmente en la deteccién de la respuesta inmune mediada por células (CMI),
que se activa en las primeras etapas de la infeccion ( 6 ). Una técnica de diagndstico
popular para este proposito, la prueba de la tuberculina solo intradérmica (SIT), se basa
en la inoculacion del derivado puri bovina proteina ed fi (PPD) en la piel del cuello o en el
pliegue caudal ( 7 ). En ciertas configuraciones de la respuesta a la PPD aviar inoculado
en el otro lado del cuello también se mide y se compara con la respuesta bovina en lo
que se conoce como la prueba Unica intradérmica de tuberculina cervical comparativa
(SICCT), que se utiliza como la prueba de deteccion de rutina en los paises como el
Reino Unido e Irlanda. En los Ultimos 25 afios, una herramienta de diagnostico adicional

para medir la respuesta CMI, el interferén-gamma (IFN- y)

ensayo de liberacion, se ha utilizado cada vez mas ( 8 ). Esta prueba se basa en la
deteccion de IFN y producida por los linfocitos presentes en las muestras de sangre
estimulados con antigenos especificos fi (tipicamente bovina y PPD aviar); muestras de
sangre se centrifugan a continuacion después de la estimulacién y se analiza el plasma
resultante utilizando un sandwich ELISA ( 8 ). A modo de prueba auxiliar a prueba en la
piel, el IFN y ensayo ha dado lugar a una mayor sensibilidad cuando se utiliza en los
rebafios infectados ( 9 ), En parte porque puede identificar a los animales en una etapa de
la infeccién antes de la prueba SIT ( 10 ). Por lo tanto, en la Union Europea su uso auxiliar
se recomienda en los rebafios infectados ubicados en zonas con bTB endémica (anexo B
de la Directiva 64/432 / CEE), tales como determinadas zonas de Espafia ( 11). La
primera disponible en el mercado IFN y de prueba (Bovigam, Thermo Fisher Scientific c,
Waltham, MA, EE.UU.) ( 12 ) Se ha utilizado en varios paises europeos, entre ellos
Espafia, y su rendimiento ha sido ampliamente evaluados en condiciones de campo (4, 9,

13 - 19 ). Recientemente, otra versién del IFN y

ensayo se ha convertido en comercialmente disponible (Screen ID r © Rumiante

IFN y, IDvet, Grabels, Francia), pero debido a su reciente desarrollo existe poca
informacion disponible sobre sus prestaciones en entornos epidemiolégicos di ff
Erent.

La evaluacion de la precision de la prueba (es decir, la sensibilidad, Se y especificidad,

Sp) es un reto cuando el estado de infeccion no puede ser

determinado porque, por ejemplo, una prueba de referencia perfecta no existe o es demasiado
invasivo para su uso generalizado, como es el caso para bTB, en el que la prueba de referencia
habitual, el aislamiento del agente causante, es costoso, lento y tiene una muy limitada la
sensibilidad en una gran proporcion de los animales infectados ( 4 ). analisis de clase latente es un
enfoque moderno para la estimacion de la precision de las pruebas de diagndstico en ausencia

de una prueba perfecta de referencia ( 20 , 21 ). En el anlisis de clase latente bayesiano, los
parametros (por ejemplo, las sensibilidades, especificidades, y prevalencias) puede estimarse
mediante la combinacién de un conocimiento previo con la informacion de los datos actuales.
modelos de clase latente bayesianas se han utilizado para estimar el rendimiento diagnédstico de
las pruebas de BTB ( 5, 22 - 27 ), A menudo revelando discrepancias importantes entre los

conocimientos previos y los datos del estudio.

En Espafia, un programa nacional de erradicacion de bTB esta en su lugar desde los
afios 80, y desde el afio 2006 contempla la adicién del IFN y
prueba como una prueba auxiliar para aumentar la sensibilidad de diagnéstico de acuerdo
con la normativa europea y espafiola. Durante este periodo la prevalencia manada bTB
ha disminuido de> 10 a 2,87% en 2016, pero los avances en la Ultima década ha sido
mas limitado ( 11 ). A continuacién, se realizé un estudio para evaluar el rendimiento de la
nueva IFN comercial y prueba (llamada prueba a partir de entonces IDvet) que ha sido
recientemente autorizada para su uso como parte del programa de erradicacion de
espafol bTB. Se recogieron datos de campo para lograr dos objetivos, a saber, para
llevar a cabo un andlisis de concordancia entre la nueva prueba IDvet y la Bovigam IFN- y ensayo
(llamado a partir de entonces prueba Bovigam), que ha sido utilizado en Espafia por mas
de 10 afios (estudio 1) y para evaluar la concordancia entre el IDvet y SIT pruebas y

estimar su Se y Sp en la ausencia de un estandar de oro (Estudio 2) .

Materiales y métodos Poblacion de

estudio

Estudio 1. Evaluar la Prueba IDvet mediante la prueba de Bovigam como
referencia

El nuevo IFN y ensayo (Pantalla ID r © Rumiantes IFN-g, IDvet,
Grabels, Francia) y el IFN preexistente y prueba (Bovigam =

Thermo Fisher Scientific ¢, Waltham, MA, EE.UU.) se compararon utilizando los
resultados de 1.181 ganado de 18 rebafios situados en las regiones de Madrid [884
ganado (74,9%) de 11 rebafios] y Castilla y Leon [297 bovinos (25,1%) a partir de 7
rebafios], en el centro y centro-oeste de Espafia, respectivamente. Estas manadas fueron
seleccionados de entre los que estan siendo probado usando el IFN- y ensayo durante el
programa de erradicacion de bTB en 2015 y 2016 en base a una alta prevalencia
esperada de los reactores al IFN y ensayo. Una explicacion detallada sobre la situacion
epidemioldgica en el que la prueba se lleva a cabo en Espana esta disponible en otros
lugares ( 28 ). La mayoria de la muestra (84,1% de los animales y 88,9% de los rebafios)
estaba representada por los rebafios de carne (993 animales y 16 rebarios), seguido de
toro fi luchando (103 animales y una manada) y rebafios lecheros (85 animales y un

rebafio ).

2. Estimacion estudiar la sensibilidad y especificidad de la prueba en el campo IDvet

Los resultados del ensayo se obtuvieron de 8.426 bovinos (78 rebafios) sometidos a la
prueba de SIT y prueba IDvet durante 2016. Las manadas fueron de nuevo situado en el
Madrid [22 rebafios, 1.550 animales (18,4%)] y Castilla y Ledn [56 rebafios, 6.876

animales (81,6%)] regiones, y
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que fueron seleccionados al azar entre los rebafios infectados bTB confirmado en las
dos regiones en el afio 2016 en el que el IFN y ensayo habia sido ejecutado de acuerdo
con el programa de erradicacion espafiol ( 11 ). Beef fue de nuevo el tipo de produccién
predominante (19 rebafnos y 1.204 animales en Madrid; 41 rebafios y 4.382 animales en
Castilla y Leon), seguido de la leche (un rebafio-44 animales y 10 animales
rebafos-1676 en Madrid y Castilla y Leon, respectivamente ), toro fi luchando (dos
rebafios-300 animales y dos rebafios-339 animales en Madrid y Castilla y Leon,
respectivamente), y las explotaciones mixtas (3 vacas y 481 animales, todos en Castilla

y Leon).

Pruebas de diagnéstico

Prueba de tuberculina intradérmica cervical (SIT)

La prueba SIT se realizé de acuerdo a la normativa europea y espafiola (RD2611 /
1996, la transposicion del anexo A de la Directiva 64/432 / CEE) por los
profesionales de campo en todos los> 6 animales weekold en la manada por
inoculacion intradérmica de 0,1 ml de la o fi cial PPD bovino (CZ Veterinaria,
Porrifio, Espaifia) en la zona anterior del cuello ( 29 ). Después de 72 h, los animales
con una

> aumento de 2 mm de espesor del pliegue cutéaneo (o con la presencia de signos
clinicos en el sitio de la inoculacion) se consideraron los reactores (interpretacion severa)
siguiendo el Programa Nacional de Erradicacion de Espariol tuberculosis bovina ( 11) Y

sacrificados dentro de los 15 dias.

IFN y Ensayo

muestras de sangre heparinizada se recogieron de cada animal antes de la

inyeccion intradérmica de los PPD, y se entregan al laboratorio en Madrid o Castilla y
Leon plazo de 8 h de la recogida a temperatura ambiente, de acuerdo con el

Programa Nacional de Erradicacion Espafiol tuberculosis bovina ( 11). La
estimulacién con PPD bovina y aviar (CZ Veterinaria) a una concentracion final de 20 p
g/ ml, y nil fosfato antigeno bu ff er solucién salina (PBS) se llevo a cabo como se
describe en otro lugar ( 8 ). Las muestras de plasma se recogieron después de

centrifugacion y se almacenan a - 20 - C hasta el ensayo para la deteccion del IFN y con

uno o ambos ELISA sandwich evaluado aqui.

Bovigam r ©IFNy

La prueba Bovigam se llevd a cabo siguiendo los procedimientos descritos en
otra parte ( 12 ). Un animal se considerd positivo cuando la densidad 6ptica (OD)
de la alicuota estimuladas con PPD bovino menos la DO del nil (bovina IFN) era 2
0,05 y mayor que la DO de la muestra estimulada con PPD aviar menos el nil
(IFN aviar), y negativo en cualquier otro caso ( 11).

pantalla de Ider@iﬁ(‘i’argj)%r;tes IFN v, IDvet

. La prueba IDvet se realizé de acuerdo a las instrucciones del fabricante (IFNG ver
0617 ES). Brevemente, las muestras se dividieron en tres alicuotas y se incubé con
PBS (blanco), bovino (muestra activada) o aviar (muestra de control) PPD. Cuando
los valores de DO> 2,5 se obtuvieron en el blanco o tanto el control y la muestra
activada (sugerente de reacciones no especi fi ¢) las muestras se diluyeron 1: 5 con
el fin de llevar los niveles de OD en la regién lineal de la medicion de OD y volvieron

a analizar tal como se indica por la

fabricante. Resultados A continuacién, se transforman en coeficientes de muestra-topositive (S

/P):

SP =?  muestra activada OD - control de OD de la muestra OD - 100
: significa control positivo kit - meankit OD :

control negativo

Las muestras se consideraron positivas cuando la relaciéon S/ P era
2 35 de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Ademas, se evaluaron puntos ff

alternativa de corte o, tal como se describe a continuacion.

Analisis estadistico

Analisis de concordancia

Concordancia entre los resultados cualitativos obtenidos tanto de IFN vy kits (estudio 1)
y entre la prueba y la prueba IDvet SIT (estudio 2) se midié mediante la estadistica
kappa. (ROC) curvas caracteristicas de operacion del receptor se utilizaron para
evaluar el rendimiento de la prueba IDvet en di ff Erent cortar-o ff s en relacién con el
Bovigam (estudio 1), con un indice de Youden utiliza para evaluar los valores 6ptimos
de corte o FF. Las mismas pruebas se realizaron utilizando sélo los datos de ganado
vacuno. Estos andlisis se llevaron a cabo utilizando SPSS V. 20 (IBM Inc., Chicago,
IL, EE.UU.) y el “Proc” (30 ) Y “ROCR” ( 31 ) Paquetes de en R 3,4 ( 32).

Andlisis de clase latente
Hemos seguido las directrices para los informes de diagnéstico de la enfermedad en los estudios

que utilizan modelos de clases latentes bayesianos () (STARDBLCM 21 ).

Un modelo de clases latentes bayesiano se utilizo para estimar la sensibilidad y especificidad de
la prueba y la prueba SIT IDvet en los rebarios infectados (estudio
2), en ausencia de un estandar de oro ( 33, 34 ). Se consideraron las muestras que
pertenecen a dos di poblaciones ff Erent basados en la regién de origen (Madrid y
Castilla y Leodn) de los rebafios y las dos pruebas se supone que es condicionalmente
dependiente ( 33 ), Ya que ambos se basan en la deteccion de la respuesta inmune

mediada por células ( 10 ).

distribuciones beta anterior para la sensibilidad y especificidad de las pruebas de sentarse y IDvet
se construyeron de acuerdo a los valores reportados / estimada (5,7, 35 -
38 ) ( Tabla 1) basado en el valor mas probable y un intervalo de credibilidad del 95%
bajo el uso de ParameterSolver V3.0 (Universidad de Texas MD Anderson Cancer
Center). Para la prueba IDvet, grandes desviaciones estandar anteriores se utilizaron
para reflejar la incertidumbre en su sensibilidad y especificidad debido a la falta de
informacion previa para este kit y los hallazgos del estudio 1 (ver Resultados).
Covarianzas entre la prueba SIT y prueba IDvet para subpoblaciones infectados y no
infectados eran especi fi como se ha descrito previamente ( 39 ), Y estos parametros se
modelaron con distribuciones previas uniformes relacionados con el Se y Sp de las
pruebas ( 40 ) ( Archivo 1).

Basado en datos recogidos en 2014-2015 de rebafios infectados en Castilla y
Ledn y Madrid, la distribucion previa comun para la prevalencia bTB se le asignd
un modo de 5% y un percentil 95 de 20% [especificamente, beta (0,99, 13,4)] para
ambas regiones.

Un analisis de sensibilidad para evaluar el impacto de las distribuciones previas en los
resultados del modelo se realizé usando di ff uso uniforme (0, 1) distribuciones
alternativamente para el Se y Sp de cada prueba. Las estimaciones del modelo (medianas

y posteriores 95% posterior
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TABLA 1| las de la ibilic y de la prueba y la prueba SIT IDvet.
Prueba de diagndstico Medida de las estimaciones previas Referencia
rendimiento
El modo y el quinto distribucion beta Autores, afio Informado / estimado
percentil valores
prueba SIT Sensibilidad (%) 69 (> 40) alpha: 5.65 Alvarezetal. (5) 69,4 (40.1-92.2)
beta: 2,71
de la Ria-Domenech et al. (4 ) 83,9 (63.2-100)
Monaghan etal. (7)) 68-95
Wood et al. (37) 68,1
Wood et al. (36) 65,6 (56.6-73.9)
especificidad (%) 95 (> 75) alpha: 8.65 Alvarezetal. (5) 99,4 (98.7-99.9)
beta: 0,73
de la Riia-Domenech et al. (4 ) 96,8 (75.5-99.0)
Monaghan etal. (7)) 96-99
Wood etal. (37) 96.7
prueba IDvet Sensibilidad (%) 90 (> 50) alpha: 3.35 Alvarezetal. (5) 89,3 (77.5-97.2)
beta: 0,62
de la Riia-Domenech et al. (4 ) 87,6 (73.0-100)
Gormley etal. (35) 88
Nufiez-Garcia et al. ( 38 ) 67 (49-82)
Wood et al. (37 ) 81.8
Wood et al. (36) 80,8 (72.8-87.3)
especificidad (%) 90 (> 80) alpha: 33,1 Alvarezetal. (5) 85,7 (84.4-87.6)
beta: 3,97
de la Riia-Domenech et al. (4 ) 96,6 (85.0-99.6)
Gormley etal. (35) 95
Nufiez-Garcia et al. ( 38) 98 (96-99)
Wood etal. (37) 99.1
Wood etal. (36) 90

intervalos de probabilidad, PPI) se compararon con los obtenidos usando las distribuciones
previas informativas. Los modelos fueron también sélo se ejecutan utilizando los datos de ganado
de carne como un analisis de sensibilidad adicional. Ademas, corte-o ff s para la prueba IDvet
alternativa (S /P ratio=16y

4) fueron evaluados.

Tres cadena de Markov Monte Carlo carreras se llevaron a cabo a fin de evaluar
visualmente la convergencia y la mezcla de las cadenas. La convergencia también se
evalué mediante la Gelman-Rubin diagnéstico ( 41 ). Posterior inferencia se basé en
5.000 iteraciones después de descartar los primeros 2500 como burn-in. La
autocorrelacion se elimina a través de adelgazamiento de las cadenas mediante la
recopilacion de uno de cada 10 muestras consecutivas. Todos los analisis se realizaron
utilizando OpenBUGS V. 3.2.3 (42 ) Llamada a través de R, version 3.4 ( 32 ) Utilizando el
paquete de “R20penBUGS” ( 43 ). El codigo OpenBUGS se ofrece como material

complementario ( Archivo 1).

RESULTADOS

Analisis de concordancia

El nimero de reactores para cada prueba en ambos estudios se muestran en la Tabla

2. Acuerdo entre los resultados obtenidos con la Bovigam y las pruebas IDvet
(Estudio 1) era pobre (kappa =

0.20), con la mayor parte de los resultados discordantes ser positivo en el

antigua y negativa en la nueva prueba ( Tabla 2). El analisis ROC indic6 que en la
recomendada por el fabricante corta-o ff de 35 para la IDvet, Se con relacion a la
prueba Bovigam fue baja (Se = 15,1% y = Sp 99,9%). se logré acuerdo mejor cuando la
reduccion del FF Cuto s (16 y 4) fueron utilizados (Kappa = 0,52y 0,71, con Se =38,8 y
65,5, respectivamente, y Sp> 98,5%). se obtuvo para la AUC (: Un alto valor de 92,5%
(89,6 a 95,3% CI 95%) Figura 1). El punto de corte ff-o 6ptimo de acuerdo con el indice
de Youden en relacion con el Bovigam fue 1,3 (produciendo Se = 81,3% y = Sp 94,2%).
Cuando sélo se consideraron ganado de carne, se obtuvieron valores muy similares
Kappa independientemente del corte-o ff utilizado (0,20, 0,52, y 0,70 para el corte-o ff s
35, 16 y 4, respectivamente), con también una muy alta AUC (90,9% ) y un punto de

corte o ff 6ptima similar (1,7).

Acuerdo entre la prueba y la prueba IDvet SIT (estudio
2) fue ligeramente mas alto (Kappa = 0,34), aunque todavia no se observaron erences ff
importante di ( Tabla 2). Cuando los resultados se analizaron por separado por el tipo de
produccioén, el acuerdo fue mayor para el ganado vacuno (Kappa = 0,43) y cerca de
cero para lacteos y mixtos rebafios (Kappa = 0,08 y - 0,01, respectivamente), mientras
que no se pudo calcular para el ganado toro fi luchando debido a la falta de reactores
SIT. Para los valores de ff corte-O de 16 y 4, el acuerdo entre las pruebas se redujo a

valores de Kappa de 0,27 y 0,14, respectivamente ( Tabla Suplementaria 1).
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TABLA 2 | Nimero de reactores a la prueba IDvet y a la prueba Bovigam realizado sobre 1.181 bovinos (estudio 1), y el nimero de reactores a la prueba IDvet y a la prueba SIT (interpretacion severa) realizado en 8.426 bovinos (estudio

2) de Madrid y Castilla y Ledn (Espana).

prueba IDvet (35) Total

negativos positivos
estudio 1 prueba Bovigam (0.05) negativos 1087 1 1181
positivos 82 "
estudio 2 Madrid prueba SIT (int grave) negativos 1509 8 1548 8426
positivos 22 9
Castillay Leon prueba SIT (int grave) negativos 6738 76 6878
positivos 35 29

o
o -
Q]
@©
- 2
2 ©
2
>
= AUC: 92.5% (89.6%—-95.3%)
c
@
[=}
n I -
Q4
59
o -
T T T
100 50 0
Specificity (%)
FIGURA 1 | curva ROC de la realizacién de la prueba IDvet con relacion a la prueba Bovigam en 1.181 muestras de animales analizados con ambas pruebas. Los puntos de cruce de la ubicacién del punto de corte éptimo para la
maximizacion de indice del Youden para la prueba IDvet (1.3) junto con el Sp y Se en esta linea de corte.

Analisis de clase latente
El analisis de clase latente Bayesiano produjo estimaciones posteriores (mediana y el
95% PPI) para la prueba de IDvet de Se = 36,7% (14.7-
78,8%), con muy alta Sp ( Tabla 3). La distribucién posterior de Se para la prueba IDvet se
cambié por debajo de su distribucion previa ( Suplementaria Figura 1), mientras que lo
contrario era cierto para su Sp. Por el contrario, las estimaciones posteriores de la
realizacion de la prueba SIT fueron en gran medida de acuerdo con la informacion
anterior.

la dependencia condicional entre la prueba y la prueba SIT IDvet se estimé
en muy baja tanto en los infectados (correlacion coe fi ciente de resultados
positivos: - 0.002, 95% PPI - 0,13-0,09) y no infectado (correlacion Coe fi ciente de
resultados negativos:
0.002, 95% PPI1 0,00 a 0,004) poblaciones, lo que sugiere una posible independencia
condicional entre los resultados de cada prueba. Tenga en cuenta que, en general, la

independencia condicional se produce cuando Sp son de cerca del 100%.

Un analisis de sensibilidad ( Suplementaria Cuadro 2) dado como resultado no hay cambios
importantes en la distribucion posterior de Se y Sp para ambas pruebas (las magnitudes de

todos los erences ciento di ff fueron <8%),

excepto cuando un uniforme antes se utilizo para el SE del ensayo de prueba IDvet donde se
observé un porcentaje de disminucion de 41% para la mediana posterior (36,7 vs. 21,6). Las
estimaciones de prevalencia fueron similares en los analisis que priors Erent di ff utilizado (por
ejemplo, la superposicion de 95% PPI de), y eran 23 veces mas altos en la region de Madrid
que en Castilla y Leon. Cuando sélo se utilizaron los valores de los rebafios de carne de
vacuno en el andlisis, el PPl 95% para la sensibilidad de la prueba IDvet fue similar (19-88%),
pero se encontr6 un valor de la mediana mas alta (60,9%), mientras que los cambios en las
estimaciones posteriores para la sensibilidad de la prueba SIT y las especificidades de ambas
técnicas fueron pequefios (12% de la mediana de las estimaciones). Se obtuvieron

estimaciones similares cuando se utiliza un burn-in de 20.000 iteraciones posteriores y

50.000 itera totales.

Al corte-o ff puntos de 16 y 4 para la interpretacion de la prueba IDvet, la Se estima
que del IFN y ensayo aumentd (como se esperaba) a
49,0 y 56,0%, respectivamente, mientras que el mantenimiento de una alta especificidad ( Tabla
3). Las estimaciones posteriores para la realizacion de la prueba SIT y la prevalencia bTB no

eran una ff ected por el corte-o ff aplicado en la prueba IDvet ( Tabla 3).
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TABLA 3 | estimaciones posterior (mediana y el 95% de intervalo de probabilidad posterior) para la sensibilidad, especificidad y la media de la distribucién de la prevalencia (%) obtenidos para la combinacién de prueba IDvet y sentarse

prueba en 8.426 ganado de Madrid y Castilla y Leon (Espana), para diferentes distribuciones previas y puntos de corte alternativos IDvet.

Modelo priores Prueba de diagnéstico Sensibilidad Especificidad Predominio
Madrid Castillay
Leon
Original priors originales 78.68 99.53 1.85 0.64
ba SIT
(Tabla 1) pruena (49,28-95,00) (98,95-99,98) (05123,34) (0,04a1,43)
36.69 98.78
IDvet 35a
(14,66-78,81) (98,41-99,18)
puntos de corte alternativos para IDvet priors originales 76.59 99.55 1.90 0.69
ba SIT
(Tabla 1) pruebe (47,06-94,51) (98,95-99,99) (0,59 a 3,50) (0,04 a 1,56)
49.03 97.86
IDvet 16b
(24,85-94,13) (97,38-98,36)
priors originales 76.41 99,61 1.96 0,78
prueba SIT
(Tabla 1) (46,11-94,41) (98,99-99,99) (0,70 23,62) (0,06a1,71)
55.98 93.89
IDvet 4c
(30,76-96,34) (93,25-94,57)

una De corte recomendado por el fabricante.
saqunio De corte para la interpretacion = dieciséis.

do De corte para la interpretacion = 4.

No hubo evidencia de falta de convergencia de las cadenas de Markov utilizado
para simular de la distribucion posterior ( Suplementaria Figura 2), como se indica
mediante la evaluacion gréfica de las cadenas y la estadistica de Gelman-Rubin

<1,001 para todos los parametros.

DISCUSION

Mdltiples factores relacionados con el huésped, el patégeno y el medio ambiente pueden
ff una ect la realizacién de una prueba de diagnéstico, y, por lo tanto, la extrapolacién de
los resultados obtenidos en di ff Erent contextos epidemiolégicos pueden conducir a
conclusiones parciales y engafosas. Por esta razén, en los estudios presentados aqui
que trata de estimar, mediante el uso de una variedad de enfoques analiticos, el
rendimiento de la nueva prueba IDvet comercial bajo condiciones de campo en rebafios
infectados por bTB de Espafa. A pesar de que ambas pruebas Bovigam y IDvet
comparten el mismo objetivo (IFN y producida por linfocitos estimulados con PPD
bovina), cuando los resultados obtenidos en ambos ensayos se compararon (estudio 1),
el acuerdo era pobre (Kappa = 0.20). Ademas, el SE de la prueba IDvet en relacién con
la prueba Bovigam en una poblacién formada por bTB fuertemente infectado rebafos de
ganado fue muy baja (15,1%), aunque dada la limitada especificidad de la Bovigam (con

estimaciones de entre

84,4y 99,6%) (4,5, 35 -38) Una proporcién de falsas reacciones positivas a esta
prueba se podia esperar, y por lo tanto esta cifra podria ser una subestimacion de
la verdadera sensibilidad. Sin embargo, los altos valores de AUC obtenidos cuando
las lecturas cuantitativos obtenidos en la prueba de |IDvet se compararon con la
respuesta cualitativa en la prueba Bovigam (92,5, 90,9% cuando se consideraron
solamente los animales de carne) sugirié que era de hecho una estrecha relacion
entre la respuesta medido en ambas pruebas. Ademas, el andlisis ROC sugiere
que la disminucion de la ff cuto en la prueba IDvet (lo que requiere un menor rencia

ff di entre la respuesta registrada en la muestra estimulada con bovino

PPD en comparacion con el PPD aviar para definir un animal como un reactor) podria

dar lugar a un aumento sustancial en el acuerdo entre ambas pruebas ( Figura 1), a

pesar de los calculos Erent di ff utilizados para definir el estado positivo (ver Material y
Métodos). Ademas de la comparacion de las respuestas después de la in vitro estimulacion
con aviar y bovina PPD para definir un reactor considerado tanto en las pruebas

Bovigam y IDvet, el protocolo de la prueba IDvet incluye un paso adicional (dilucion de

las muestras) para evitar reacciones falsos positivos debido a la sensibilizacion con

otros microorganismos de reaccion cruzada, tales como Mycobacterium avium subsp.

paratuberculosis, que se sabe que un ff ect el rendimiento de IFN y ensayos basados en
rumiantes domésticos ( 44 ). Aunque esto podria haber contribuido teéricamente a la
observada di ff erences entre ambas pruebas, menos de 1% de las muestras incluidas
en el estudio 1 tuvo que ser diluida debido a las altas lecturas en las muestras de
control y activado, y por lo tanto esto no era una fuente importante de variacién en

nuestro estudio.

Un acuerdo limitado entre la prueba y la prueba IDvet SIT (kappa = 0,34; estudio 2)
también se observé. Esto es consistente con un escenario de campo en el que los
animales son sometidos a pruebas de la piel frecuente y SIT-reactores han sido ya
eliminado cuando el IFN y ensayo se introdujo por primera vez en los rebafios infectados
(7,10,12, 45 - 47). Este acuerdo limitado entre la prueba de SIT y la prueba IDvet, junto
con las estimaciones posteriores bajas para los términos codependencia obtenidos en el
andlisis de clase latente (correlacion gama Coe fi ciente: - 0,13-0,09 y 0,00 a 0,004, de
los animales infectados y no infectados, respectivamente) estan de acuerdo con las
estimaciones obtenidas para la prueba Bovigam ( 5 ), Y reforzar la utilidad potencial de la
aplicacion de IFN y ensayos basados en paralelo a la prueba SIT para maximizar la
sensibilidad de diagnéstico ( 45 , 48 , 49 ). En el caso de la prueba IDvet, sin embargo, los
resultados del modelo de clase latente Bayesiano (estudio 2) confirmo la aparente
inferior SE de la prueba IDvet en comparacion con la prueba de Bovigam observada en

el estudio 1, ya que las estimaciones posteriores de la IDvet Se eran
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significativamente mas bajos que los estimado recientemente para la prueba Bovigam usando un
mas amplio-previa (36,7, 95% PPI similares, aunque 14.7-

78,8, frente a 89,3, 95% PPI 77,5-97,2 estimado previamente para la prueba Bovigam) ( 5 ).
La gran incertidumbre en las estimaciones posteriores IDvet de Se puede también ser
influenciada por el pequefio nimero de reactores IDvet en la muestra ( Tabla 2). En contraste,
los resultados obtenidos para el ensayo de SIT en este estudio y la anterior fueron
comparables, con estimaciones mas altas mediana obtenidos aqui, pero PPI muy similar
(78,7, 95% PPI 49,3-95,0, en comparacion con 69,4, 95% PP1 40,1-92,2 ) ( 5 ). Cuando sélo
se analizaron los datos de los rebafios de carne de vacuno, se obtuvo una posterior mayor
valor mediana para SE de la IDvet (60% en comparacién con 37% en el andlisis de todos los
animales), aunque la PP1 95% fue similar, y los valores eran, sin embargo, sigue siendo
inferior a las estimaciones anteriores obtenida para la prueba Bovigam asi como las
distribuciones previas usadas en el andlisis. De hecho, el andlisis de sensibilidad revel6 un
conflicto entre la informacion que se aplique para el SE de la prueba IDvet en este estudio y
los datos, porque cuando una previa no informativa se utilizé los célculos posteriores para su
Se fueron aiin mas bajos en comparacién con el uso de la previa informativa utilizando todos
los animales ( Suplementaria Cuadro 2) o sélo ganado de carne (datos no mostrados). Esto
confirma la hipétesis de que la prueba tenia un IDvet fi signi cativamente menor de Se en

comparacion con la prueba temprana ( Tabla 3).

Nuestros resultados contradicen los obtenidos en estudios experimentales llevados a
cabo en Francia, Bélgica y México, en los que los valores altos de Se (88,3, IC 95%: 81,1 a
95,5) y Sp (99,0, IC 95%: 98,4-99,6) fueron reportados ( 50 ). Esos ensayos sin embargo
participan un nimero relativamente limitado de animales ( n = 77) ya positiva a cualquiera de
PCR, la cultura o la prueba de SIT, lo que representa una subpoblacion potencialmente
sesgada de todos los animales infectados presentes en un rebafio infectado, lo que podria

conducir a una sobreestimacion de la sensibilidad de la prueba ( 51 ).

Similar a la observacion de estudio 1, los resultados de estudio 2 sugieren que
una disminucion en el valor ff corte-o en la interpretacion de la prueba IDvet podria
aumentar sustancialmente la sensibilidad de la prueba (ver Tabla 3 y Figura 1), de
acuerdo con un estudio anterior ( 47 ), Mientras se mantiene una alta especificidad fi
(mediana de los valores posteriores> 93,9%). Teniendo en cuenta que en la UE se
aplica la prueba Bovigam para maximizar el nimero de animales infectados
detectados, esto puede ser un enfoque razonable cuando se analizan muestras
procedentes de rebafios infectados. Sin embargo, puede ser necesaria una validacion

adicional de esta hipotesis.

En este caso, se utilizé un enfoque de doble poblacion, porque se espera que los
rebafios infectados ubicados en la misma region con los niveles actuales de prevalencia
similares, como se refleja en la o fi cial bTB informa de los afios anteriores ( 52 ). De hecho,
la relacion entre la prevalencia bTB estimado en cada regién (Madrid / Castilla y Leon; Tabla
3)

y el reportado en el afo 2016 es similar, 2.9 y 2.6, respectivamente, a pesar de que las estimaciones

posteriores estaban por debajo de los valores mas probable anteriores.

El uso de un analisis de clase latente permitido superar las limitaciones del enfoque
estandar de oro, ya que todas las pruebas de referencia disponibles para la tuberculosis
bovina tienen baja sensibilidad particularmente en las primeras etapas de la infeccion,
cuando su deteccion es mas critico ( 4, 53 ). Sin embargo, para la comparacion entre el
rendimiento de la IDvet y Bovigam pruebas de un modelo de clase latente

No se utilizé debido a que la poblacién habia sido seleccionado en base a una alta prevalencia
esperada de la infeccion. Por lo tanto, la poblacién evaluada no era representativa de la
situacién campo, de modo que soélo se permite una comparacion de la realizacién de las
pruebas en ese contexto muy especifico. Aln asi, los resultados obtenidos en esa poblacién
potencialmente sesgados sugerido que la prueba IDvet Se podria tener un menor en
comparacion con la prueba Bovigam. Para el estudio 2, se seleccionaron los animales al azar
de los rebafios infectados en el que la prueba de SIT y el IDvet estaban siendo implementadas
de manera rutinaria, y por lo tanto fueron considerados verdaderamente representativa de la

situacién en la que el rendimiento de la prueba estaba destinado a ser determinado.

En conclusién, nuestros resultados sugieren que la prueba IDvet puede tener una
sensibilidad mas baja que la Bovigam para el diagnéstico de bTB en los rebafios de ganado
en Espafia cuando se aplica el corte-o ff recomendado por el fabricante. La disminucion de
la corte o FF puede dar lugar a un aumento sustancial de la sensibilidad al tiempo que se
mantiene un alto especificidad, a pesar de la generalizacién de ese resultado seria

necesario veri fi cacion en la configuracion epidemioldgicos alternativos y condiciones.
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