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INFORME DE LA REUNION DEL GRUPO AD HOC
DE LA OIE SOBRE EL REEMPLAZO DEL PATRON INTERNACIONAL DE TUBERCULINA BOVINA
Y MODIFICACION DEL CAPITULO 3.4.6 SOBRE TUBERCULOSIS BOVINA DEL MANUAL TERRESTRE!
Paris, 5-7 de noviembre de 2019

El Grupo ad hoc sobre el reemplazo del patrén internacional de tuberculina bovina (International Standard Bovine
Tuberculin - ISBT) y la modificacion del Capitulo 3.4.6 sobre tuberculosis bovina del Manual Terrestre [1] (en lo
sucesivo el Grupo) se reunié en la sede la OIE del 5 al 7 de noviembre de 2019.

El Grupo se reuni6 para abordar la necesidad urgente de reemplazar el actual patron internacional de tuberculina bovina
(ISBT) y de establecer un patron de referencia que pueda utilizarse en la calibracion de derivados proteinicos
purificados de la tuberculina y en el desarrollo y evaluacién de pruebas de diagnostico “de segunda generacion” para la
tuberculosis bovina.

La reunién de noviembre de 2019 fue la quinta de una serie de reuniones y teleconferencias del Grupo convocadas por
la Comisién de Normas Biol6gicas (BSC), en las cuales se asignaron a los Grupos las tareas de planificar y coordinar un
proyecto de evaluacién de posibles patrones de sustitucion del actual patrén internacional de tuberculina bovina (ISBT).

El actual patrén ISBT fue designado en 1986 por el Comité de Expertos en Estandarizacién Bioldgica de la OMS una
vez finalizado con éxito un Estudio Colaborativo Internacional [1,2,3,4]. A dia de hay, se conserva en el National
Institute for Biological Standards and Control (NIBSC) del Reino Unido [4], desde donde se distribuye a las agencias
reguladoras y a fabricantes de tuberculina, los cuales lo utilizan como patrén de referencia para la calibracion de
derivados proteinicos purificados de la tuberculina [1,5]. Pero en este momento, se ha agotado la reserva del patron
ISBT de referencia actual y debe reponerse. El proyecto de reemplazo de patréon ISBT implicd la evaluacién y

calibracién de dos tuberculinas candidatas con respecto al patron internacional actual.

Los principales objetivos del Grupo fueron revisar los resultados del proyecto de reemplazo del patrén ISBT actual [4]
y debatir las posibles modificaciones del Capitulo 3.4.6 sobre la tuberculosis bovina del Manual Terrestre de la OIE [1].
Durante la reunidn, el Grupo reuni6 la informacion disponible y prepard un primer informe preliminar sobre el proyecto
de reemplazo del actual patron ISBT, partiendo de la base de que tras la reunién se deberia seguir trabajando a través de
comunicaciones entre los miembros del Grupo mediante correo electrdnico, teléfono y videoconferencias para (a)
debatir los andlisis estadisticos para el Estudio Colaborativo Internacional, (b) terminar las conclusiones y las
recomendaciones relativas al proyecto de reemplazo del patron ISBT y (c) poner en comun las propuestas de
modificacion del Capitulo 3.4.6 sobre la tuberculosis bovina del Manual Terrestre de la OIE hacia mediados de enero
de 2020 con vistas a presentarlas a la Comision de Normas Bioldgicas (BSC) en febrero de 2020.

El objetivo de este informe final para la BSC es resumir los resultados, conclusiones y recomendaciones del proyecto de
reemplazo del patron ISBT (haciendo énfasis en los resultados que se recopilaron durante y después de la reunion de
noviembre de 2019 del Grupo ad hoc). Asi, este informe se basa en los datos que pudieron revisarse en la reunién, que
se celebrod del 5 al 7 de noviembre de 2019, y de otros datos y andlisis estadisticos que se consiguieron hasta mediados
de febrero de 2020.

1. Aperturay bienvenida

El Dr. Matthew Stone, Director general adjunto para Normas internacionales y ciencia, dio la bienvenida a los
participantes en nombre de la Dra. Monique Eloit, Directora general de la OIE. Agradecié a los participantes por
su disponibilidad para trabajar en el proyecto antes y durante la reunion del Grupo. Reconocié el excelente trabajo
de los miembros del Grupo ad hoc inicial para el reemplazo del patron ISBT en cuanto a desarrollo e
implementacién de los protocolos para la preparacion y la validacion de un nuevo Patron internacional de

1 Nota: el informe de este grupo ad hoc refleja las opiniones de sus integrantes y no necesariamente las de la OIE. Debera leerse
junto con el informe de febrero de 2020 de la Comision de normas bioldgicas en el que se exponen el examen y los comentarios
hechos por la Comision sobre el presente informe: http://www.oie.int/es/normas-internacionales/comisiones-especializadas-y-
grupos/comision-cientifica-y-informes/reuniones/

Comisién de Normas Bioldgicas/febrero de 2020 1



AHG el reemplazo del patron internacional de tuberculina bovina/Nov. 2019

tuberculina bovina (ISBT-2), tareas que implicaron contactar con fabricantes para solicitar donaciones de posibles
tuberculinas de referencia, el cribado y eleccion de tuberculinas candidatas, y la coordinacién del posterior andlisis
de laboratorio de dos tuberculinas candidatas utilizandolas en cobayas y en bovinos. El objetivo fue evaluar y
calibrar las tuberculinas candidatas comparandolas con el actual ISBT en una evaluacion preliminar (EP) y en un
Estudio Colaborativo Internacional (ICS).

El Dr. Stone recordoé al Grupo la importancia de su compromiso y de sus tareas inminentes destinadas a a) revisar
los resultados de los estudios de evaluacion de la tuberculina, preparar un informe resumen para presentar a la
Comision de Normas Biologicas y la posterior comunicacion de los resultados y las recomendaciones a los Paises
Miembros de la OIE, y b) preparar la propuesta de modificaciones del Capitulo 3.4.6 sobre la tuberculosis bovina
del Manual Terrestre de la OIE para incluir la actualizacién de la informacién y de la guia relativa a las pruebas de
diagnostico y las vacunas para la tuberculosis bovina.

El Dr. Stone recordo que los Paises Miembros de la OIE se basan en la prueba intradérmica para los programas de
control y erradicacion de la enfermedad en animales domeésticos, asi como para determinar si se cumplen las
exigencias para el comercio internacional. Asi pues, el ISBT sirve como patrén de referencia internacional esencial
para la calibracion de los patrones de referencia nacionales de los Paises Miembros, asi como para la
estandarizacién de los reactivos de trabajo que los fabricantes de tuberculina utilizan para el control interno de
calidad.

Designacion del presidente y del redactor del informe

La reunion fue presidida por el Dr. Steven Edwards, y la redaccion del informe se confié al Prof. Glyn Hewinson,
con el apoyo de la Secretaria de la OIE.

Aprobacion del orden del dia

El Grupo aprob6 el orden del dia propuesto, que se centrd en el proyecto de reemplazo del ISBT, el anélisis e
interpretacion de los resultados, la determinacion de las modificaciones exigidas y la preparacion de un borrador
de las actualizaciones del texto del capitulo sobre la tuberculosis bovina del Manual Terrestre.

Introduccién

El Dr. Edwards agradecid a los miembros de los Grupos ad hoc actual y anterior por sus valiosas contribuciones.
Destacé que el Grupo actual es el responsable de terminar el trabajo iniciado por un Grupo que se reunié en
noviembre de 2015 para planificar los estudios y elaborar un borrador de los protocolos de analisis, y por dos
Grupos posteriores que habian implementado dichos planes. También destacd que algunos miembros del Grupo
actual proporcionan continuidad porque también participaron en los Grupos ad hoc previos, mas tres nuevos
miembros del Grupo que participaron en el ICS. Estos tres nuevos miembros del Grupo también contribuiran a los
debates inminentes sobre posibles modificaciones del capitulo sobre la tuberculosis bovina del Manual Terrestre.

La Lista de participantes, los Términos de referencia y el Orden del dia relativos al Grupo se exponen en los
Apéndices I, 11 y 111, respectivamente.

Finalizacion del Proyecto de Reemplazo del Patron Internacional de Tuberculina Bovina y
Preparacién del Borrador del Informe para la Comisién de Normas Bioldgicas.

El Dr. Glen Gifford resumi6 brevemente la historia y los objetivos del proyecto de reemplazo del ISBT y puso a
los miembros al dia respecto al estado actual de los estudios con animales y el anélisis de los datos. Destacé que el
trabajo empez6 con un Grupo ad hoc que se reunié en noviembre de 2015. Se programaron otras reuniones del
Grupo ad hoc para mayo de 2017 (teleconferencia), junio de 2017, diciembre de 2017 (teleconferencia) y
noviembre de 2019 para planificar, implementar y analizar las distintas fases del proyecto. Cada uno de los
informes archivados de las reuniones del Grupo ad hoc también pueden consultarse en linea, asi como los
apéndices de los informes de las reuniones bianuales de la BSC de la OIE o como_informes de las reuniones del
Grupo ad hoc de la OIE.

El Dr. Gifford también reviso los procesos de validacion y aprobacion que se siguieron cuando se designd el
primer ISBT, en 1986. En resumen, a peticion del Comité de Expertos en Estandarizacion Bioldgica de la
Organizacion Mundial de la Salud, se llevé a cabo un Estudio Colaborativo Internacional para calibrar un patron
de referencia del derivado proteinico purificado (PPD) de tuberculina bovina. Los estudios se llevaron a cabo en
cobayas y en bovinos con una tuberculina candidata que habia sido donada por el Centraal Diergeneskundig
Institut, en los Paises Bajos [2]. A partir de los resultados obtenidos en el Estudio Colaborativo, el Comité de
Expertos en Estandarizacion Biologica de la OMS designé el patrén internacional propuesto como Patron
Internacional del Derivado Proteinico Purificado (PPD) de Tuberculina Bovina y definié la actividad de los
contenidos de cada ampolla como 58 500 unidades internacionales de Derivado Proteinico Purificado (PPD) de
Tuberculina Bovina [3].
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En 1986, la OIE todavia no habia desarrollado el concepto de Laboratorios de Referencia ni habia designado
patrones de referencia, de tal forma que la OMS cubrié esta laguna designando ciertos materiales de referencia
para la veterinaria, algunos de los cuales siguen siendo gestionados por la OMS. Con el fortalecimiento de la OIE
durante los Gltimos afios, y debido a que la OMS se centra principalmente en las enfermedades humanas (incluidos
los aspectos relacionados con el concepto Una Sola Salud), el Grupo ad hoc de noviembre de 2015 acord6 que
parecia apropiado que el nuevo Patr6n Internacional de Tuberculina Bovina fuera evaluado y calibrado mediante
un Estudio Colaborativo Internacional liderado por la OIE y guidado por un panel de expertos en estudios que
podria constituirse con miembros del Grupo ad hoc de noviembre de 2015. Este enfoque recibi6 el respaldo del
Dr. David Wood, representante de la OMS y que formo parte de este Grupo inicial.

Un Grupo ad hoc de la OIE de expertos en tuberculosis bovina, que trabajaba para la Comision de Normas
Biol6gicas (BSC) de la OIE, coordind un proyecto para evaluar posibles sustitutos para el actual Patron
Internacional de Tuberculina Bovina (ISBT). Este patrén de referencia fue designado en 1986 y ahora se ha
agotado. El proyecto implico la evaluacion y la calibracion de dos tuberculinas candidatas respecto al patron
internacional actual.

En el proyecto de reemplazo del patrdn ISBT intervinieron participantes de la Sede de la OIE; un Grupo ad hoc de
expertos en tuberculosis bovina (bTB) de renombre internacional, incluidos cientificos de los Laboratorios de
Referencia de la OIE para la bTB de Francia, Argentina y el Reino Unido, quienes planificaron y coordinaron el
proyecto; el National Institute for Biological Standards and Control (NIBSC) del Reino Unido, que fue
responsable de la produccion de preparaciones liofilizadas candidatas empleando material a granel donado por los
fabricantes, asi como de la conservaciéon y la distribucién de las tuberculinas; y por ultimo, cientificos
colaboradores de tres Laboratorios de Referencia de la OIE para la bTB y de otros 15 laboratorios e institutos de
investigacién nacionales, ademés de un fabricante, los cuales llevaron a cabo los andlisis en los cobayas y los
bovinos. Los colaboradores se encontraban en Argentina, Brasil, Canad4, Etiopia, Francia, India, Italia, Republica
de Irlanda, Paises Bajos, Nueva Zelanda, Rusia, Sudéfrica, Espafia, Reino Unido (Inglaterra e Irlanda del Norte) y
Estados Unidos.

La validacion de las preparaciones candidatas se llevé a cabo en tres fases: (1) un cribado inicial para determinar
las posibles tuberculinas candidatas a partir de un examen de la documentacion de los fabricantes y de los
resultados de las pruebas, (2) una Evaluacion Preliminar (EP) que se llevd a cabo en dos Laboratorios de
Referencia de la OIE para la tuberculosis bovina empleando un “llenado de prueba” pequefio que se probd en
cobayas para determinar la potencia y la especificidad y (3) un Estudio Colaborativo Internacional (ICS) a mayor
escala en el cual se probaron muestras procedentes de un “llenado final” mayor, el cual produjo unas existencias
de aproximadamente 5000 viales de cada preparacién candidata, en laboratorios que contaban con las instalaciones
necesarias en cuanto a cuidado de los animales y biocontencién, y con pericia para llevar a cabo pruebas de
potencia y de especificidad en cobayas sensibilizados de forma experimental, o pruebas de “idoneidad para los
fines previstos” en bovinos sensibilizados de forma experimental o bovinos “reactores” expuestos de manera
natural.

Ademas de la evaluacion preliminar de la potencia y la especificidad, la EP también incluyd una evaluacion de una
formulacion estandarizada de M. bovis termoinactivado en aceite mineral como posible alternativa a M. bovis de la
cepa ANS vivo para la sensibilizacion de cobayas.

En los debates de los miembros del Grupo que tuvieron lugar durante y después de la reunion de noviembre de
2019, se decidi6 que en la reunion de la BSC de febrero de 2020, los resultados, las conclusiones y las
recomendaciones se presentarian a la BSC. No obstante, mas adelante, la BSC recibio los resultados de otros dos
estudios de “idoneidad para los fines previstos” en bovinos infectados de forma experimental, los cuales se
retrasaron temporalmente a la espera de tener acceso a instalaciones de biocontencion, asi como de estudios de
periodo de validez/estabilidad en cobayas que estan en curso y que no terminardn hasta la primavera de 2021. En
consecuencia, estos otros datos de pruebas de “idoneidad para los fines previstos” en bovinos infectados de forma
experimental, y de pruebas de periodo de validez/estabilidad en cobayas no llegarian a tiempo de ser incluidos en
el informe que debe presentarse a la BSC en febrero de 2020. No obstante, en cuanto se disponga de estos datos
adicionales, se afiadiran al Apéndice V1 y se pondran a disposicion a traves de un manuscrito para publicarse en
forma de articulo revisado por expertos.

Resultados, Conclusiones y Recomendaciones
El Grupo destaco que cuando se compar0 el rendimiento de las preparaciones candidatas A y B con el del actual
ISBT en cobayas sensibilizados con una formulacion estandarizada de M. bovis termoinactivado en aceite mineral

0 M. bovis vivo, ambas presentaron caracteristicas de rendimiento satisfactorias. Los resultados analiticos y los
analisis estadisticos se muestran en las tablas resumen del Apéndice V1.
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El Grupo reconoci6 que las respuestas desencadenadas en los cobayas que habian sido sensibilizados con M. bovis
termoinactivado en aceite mineral no serian del todo representativas de la gama de respuestas que se dan en
bovinos “reactores” sensibilizados de forma natural o en cobayas infectados de forma experimental. No obstante, a
la vista de los aspectos relativos a la bioseguridad en el laboratorio y al bienestar animal relacionados con el uso de
M. bovis vivo para la sensibilizacion de cobayas, y con el fin de estandarizar al maximo las pruebas, al llevar a
cabo pruebas de potencia, si es necesario utilizar animales para la calibracion de tuberculinas, el Grupo considerd
gue seria ventajoso utilizar un reactivo de sensibilizacién inactivado estandarizado, como el reactivo que se evalud
en este estudio.

En estudios de “idoneidad para los fines previstos” que se llevaron a cabo en bovinos, ambas preparaciones
candidatas también presentaron caracteristicas de rendimiento satisfactorias tanto en bovinos infectados de forma
experimental como en bovinos “reactores” sensibilizados de forma natural. En los estudios de “idoneidad para los
fines previstos” realizados con bovinos hasta ahora, se ha observado que tanto la preparacion candidata A como la
B, administradas a la dosis recomendada, detectan de manera fiable a los bovinos “reactores” que han sido
expuestos de forma experimental a M. bovis. Las reacciones al patrdon ISBT y a las tuberculinas candidatas
disminuyeron moderadamente cuando se expuso a los bovinos a 1:5 de la dosis recomendada, lo cual dio lugar a
una mayor proporcion de reacciones “sospechosas” y “negativas”.

Dado que se observé que ambas preparaciones candidatas rendian satisfactoriamente en comparacion con el patron
ISBT en las pruebas con cobayas y en las de “idoneidad para los fines previstos” en bovinos, como se explica
arriba, el Grupo llegé a la conclusion de que ambas podrian considerarse apropiadas para reemplazar al actual
patron ISBT. No obstante, dado que la preparacion candidata B presentd caracteristicas de rendimiento
satisfactorias en todos los bioensayos y que su actividad bioldgica y sus propiedades fisicoquimicas son mas
parecidas a las del actual patron ISBT, el Grupo considerd que la preparacién candidata B debe ser la escogida
para convertirse en el nuevo ISBT-2. Ademas, la preparacion candidata B se formul6 a una potencia mayor que la
A,y la B mostré una actividad biolégica proporcionalmente mayor que la A.

Por lo tanto, el Grupo recomendo que, a reserva de que sean satisfactorios los resultados de los dos estudios que
quedan de “idoneidad para los fines previstos” en bovinos infectados de forma experimental y que terminaran en
primavera de 2020, y los estudios de estabilidad /periodo de validez que estan en curso y que terminaran en 2021,
la preparacion candidata B deberia designarse, de forma provisional, como sustituta del patrén ISBT.

Aungue el Grupo recomienda que la preparacion candidata B sea designada como futuro patron de sustitucion del
ISBT, el Grupo también recomienda que la preparacion candidata A se conserve como patrén de referencia
alternativo que pueda utilizarse en caso de que en el futuro se agoten las reservas de la preparacién B o de que esta
no pueda utilizarse por algin motivo.

Dado que el actual patron ISBT también presenté caracteristicas de rendimiento satisfactorias en estos estudios, el
Grupo recomienda que el actual patrén ISBT se conserve y se utilice a reserva de que sean satisfactorios los
resultados de los estudios actuales de “idoneidad para los fines previstos” y los estudios de periodo de
validez/estabilidad. Una vez estos estudios hayan terminado de forma satisfactoria, las existencias del actual
patron ISBT, que se encuentran en el NIBSC, deberan ser sustituidas por la preparacién candidata B.

El Grupo propuso que, en caso de que las recomendaciones relativas al reemplazo del patron ISBT cuenten con el
apoyo de la BSC, en el informe que se envie a los Delegados de la OIE en la 882 Sesién General de la OIE podria
presentarse un breve resumen y una perspectiva general de los resultados de los estudios de validacion, con el fin
de respaldar una Resolucion que recomiende la aprobacion condicional de un nuevo patrén ISBT y la designacion
del nuevo patrén ISBT mediante el voto por parte de los Delegados de la OIE en la 882 Sesion General de la OIE,
en mayo de 2020, a reserva de que sean satisfactorios los resultados de los estudios programados, de dos afios de
duracién, sobre periodo de validez/estabilidad que terminaran en primavera de 2021.

Asi pues, si las conclusiones y recomendaciones del Grupo cuentan con el apoyo de la BSC, a reserva de que los
resultados de los estudios finales de “idoneidad para los fines previstos” y de periodo de validez/estabilidad sean
satisfactorios, los cuales terminaran a finales de 2020 y en 2021, respectivamente, el nuevo ISBT-2 podria
presentarse para ser designado oficialmente en la Sesion General de la OIE de mayo de 2021. A continuacion, el
nuevo ISBT-2 podria ponerse a disposicién para su distribucién a las agencias reguladoras nacionales y a los
fabricantes de tuberculina, que lo utilizarian para la estandarizacion de los materiales de referencia a nivel
nacional, asi como para el control de calidad de las tuberculinas bovinas fabricadas con fines comerciales.
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Financiacion del proyecto y ayuda en especie

El Grupo reconoci6 el apoyo que el proyecto de reemplazo del patrén ISBT recibi6 de varias procedencias, como
las generosas donaciones de tuberculinas candidatas por parte de fabricantes; las contribuciones en especie de los
paises participantes y de los laboratorios de analisis y del NIBSC, que se financiaron a través de los gobiernos
respectivos, la Fundacién Bill & Melinda Gates, y la Comisién Europea, asi como créditos asignados a este fin por
parte de la unidad del Fondo Mundial de la OIE y del Gobierno de Suiza.

Modificacion del capitulo sobre la tuberculosis bovina del Manual Terrestre

Durante de la reunién de noviembre de 2019 y los debates de seguimiento entre los miembros del Grupo, el Grupo
reviso el texto del capitulo actual y preparé un borrador de capitulo con propuestas de modificacion centradas en
los aspectos siguientes:

a. Epidemiologia

b. Pruebas de diagndstico y vacunas disponibles, e idoneidad para distintas finalidades.

c. Guia para la fabricacion y el control de calidad de las pruebas de diagndstico y las vacunas para la
tuberculosis bovina.

d. Ampliacion de la guia relativa a las pruebas de diagndstico que deben utilizarse en camélidos y en ganado
caprino.

Durante estos debates, se hizo evidente que ha habido un avance cientifico considerable en cuanto a los métodos
de diagndstico y a las vacunas desde que este capitulo se actualizd por Ultima vez. Ademdas de preparar las
propuestas de modificacion de los apartados anteriores, el Grupo recomend6 que el titulo del capitulo pasara de
“Tuberculosis bovina” a “Tuberculosis en los mamiferos”, y que pasara a formar parte del apartado “Multiples
especies” del Manual Terrestre. EI Grupo también aconsejé que la BSC y el equipo editorial del Manual Terrestre
de la OIE se plantearan incluir hipervinculos a videos de los procedimientos analiticos basicos en futuras versiones
en linea de este capitulo del Manual Terrestre.

Se acordd que en febrero de 2020 se presentaria a la BSC un borrador de trabajo en el que se mostrarian las
modificaciones propuestas para el capitulo sobre la tuberculosis bovina, con el fin de solicitar la revision por parte
de la BSC y la aprobacion preliminar del texto propuesto. Una vez tenidos en cuenta los comentarios de la BSC y
tras una edicion posterior, antes de la reunion de septiembre de 2020 se presentaria a la BSC una version final con
las modificaciones propuestas. A continuacion, el equipo editorial del Manual Terrestre de la OIE comprobaria el
borrador del capitulo modificado para determinar si deberian aplicarse otras modificaciones y seria afiadido al
ciclo de revision 2020/2021 a la espera de posibles comentarios de los Paises Miembros, con vistas a que la
Asamblea Mundial lo adoptara en mayo de 2021.
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Apéndice |1

INFORME DE LA REUNION DEL GRUPO AD HOC DE LA OIE S
OBRE EL REEMPLAZO DEL PATRON INTERNACIONAL DE TUBERCULINA BOVINA
Y MODIFICACION DEL CAPITULO 3.4.6 SOBRE TUBERCULOSIS BOVINA DEL MANUAL TERRESTRE
Paris, 5-7 de noviembre de 2019

Términos de referencia

1. Finalizar el proyecto y preparar un borrador del informe.

2. Revisar el texto actual del Capitulo 3.4.6 sobre la tuberculosis bovina del Manual Terrestre de la OIE y preparar
un borrador actualizado. Las modificaciones aportarian informacion actualizada relativa a los siguientes aspectos,
incluida una guia en cuanto a las pruebas de diagnéstico para camélidos y ganado caprino (una peticion especifica
de la BSC):

a) Epidemiologia

b) Pruebas de diagndstico y vacunas disponibles, e idoneidad para distintas finalidades.

c) Guia para la fabricacion y el control de calidad de las pruebas de diagndstico y las vacunas para la
tuberculosis bovina.

d) Ampliacidn de la guia relativa a las pruebas de diagndstico que deben utilizarse en camélidos y en
ganado caprino.
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Apéndice 111

INFORME DE LA REUNION DEL GRUPO AD HOC DE LA OIE S
OBRE EL REEMPLAZO DEL PATRON INTERNACIONAL DE TUBERCULINA BOVINA
Y MODIFICACION DEL CAPITULO 3.4.6 SOBRE TUBERCULOSIS BOVINA DEL MANUAL TERRESTRE
Paris, 5-7 de noviembre de 2019

Orden del dia

1. Designacion del presidente y del redactor del informe.
2. Aprobacién del orden del dia.

3. Finalizar el proyecto de reemplazo del ISBT y preparar un borrador del informe para la Comision de Normas
Bioldgicas.

4. Preparar un borrador de la version modificada del Capitulo 3.4.6 sobre la tuberculosis bovina del Manual de las
pruebas de diagnostico y de las vacunas para los animales terrestres.

5. Otros posibles asuntos.

6. Aprobacion del informe.
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Materiales y Preparaciones de Tuberculina Candidatas

El derivado proteinico purificado (PPD) de tuberculina bovina a granel procedié de varios fabricantes2. Los fabricantes
formularon el material recibido a baja concentracion y es estable si se conserva a 2° — 8°C. La informacion referente al

material a granel que proporcionan los fabricantes es la siguiente:

Preparacién candidata A

Preparacién candidata B

Fecha de fabricacion

30 de noviembre de 2017

12 de junio de 2017

Aspecto

Solucidn acuosa de color amarillo claro

Solucidn acuosa de color amarillo claro

VVolumen recibido

~ 7 litros (10 botellas)

12 litres (1 botellas)

Solucién amortiguadora PBS Glucosa-fosfato
Contenido en fenol 0% 0,04% p/vol.
Concentracion proteica 1,37 mg/ ml 1,0 mg/ ml
Concentracion estimada 23 108 IU/ ml 34 630 1U/ ml
pH 6,89 7,0

Se llevaron a cabo

llenados de prueba/ensayo con ambas preparaciones candidatas para determinar el

proceso/condiciones de liofilizacion 6ptimos para la formulacion especifica de cada preparacion candidata. Antes del
proceso de liofilizacion no se utilizd ningin tampon, espesante ni estabilizador. Los Ilenados definitivos del material
candidato se llevaron a cabo en agosto de 2018 en la Standards Processing Division del NIBSC. El liquido a granel de
cada preparacion candidata se removié de forma constante durante el llenado para asegurar la homogeneidad del
Ilenado, y la temperatura se mantuvo a 4° — 8 °C; se utilizaron ampollas de cristal transparente de 5 ml. El liofilizado se
llevé a cabo en condiciones controladas de limpieza (en cabina de flujo laminar) aunque no puede garantizarse que el
material procesado sea estéril.

Los productos terminados se codificaron como 18/148 (Preparacién candidata A) y 18/150 (Preparacién candidata B) y
se conservaron en condiciones de oscuridad y a -20 °C. Se liofilizaron unas cinco mil ampollas generando un Unico lote
para cada preparacion candidata. A continuacion, se indican algunos de los parametros basicos de las ampollas de
llenado definitivo.

Preparacion candidata A Preparacién candidata B
Fecha de llenado definitivo 24 de agosto de 2018 30 de agosto de 2018
NUmero de ampollas llenadas 4471 5706
Aspecto Torta blanca Torta blanca
Masa de llenado media (g) 2,0143 2,0174
Peso seco medio (g) 0,0213 0,0639
Humedad residual media (%) 1,39 5,09
Media de oxigeno en el espacio de cabeza (%) 0,17 0,27

Las ampollas tienen una masa de llenado real media de 2,0 g por ampolla, y el CV objetivo de la precision del llenado
respecto a la masa de llenado es < 0,25% (de un minimo de 150 ampollas que se pesaron y que fueron escogidas
aleatoriamente). Se utilizé nitrogeno para rellenar la cdmara del liofilizador al final del ciclo, logrando asi el espacio de
cabeza de la ampolla. Se certifica que la pureza del nitrégeno evaporado fue del 99,99%. Se llevd a cabo una evaluacién
microbiologica del producto antes y después del procesado, y los recuentos de bacterias, hongos y levaduras fueron
indetectables tanto antes como después del llenado. Habitualmente, el NIBSC no comprueba de forma automatizada la
integridad del recipiente en el 100% de las ampollas tras el cierre. Se realizan comprobaciones visuales de la calidad del
cierre y de la integridad del recipiente en general en el momento del cierre, durante el etiquetado y de nuevo en el
momento de escoger el material que estd listo para enviar a los clientes. EI NIBSC actuara como custodio de la
preparacion, que se conservara bajo garantia de control de la temperatura en el Institute’s Centre for Biological
Reference Materials, en Potters Bar, Hertfordshire, Reino Unido.

2 Las tuberculinas candidatas que fueron escogidas para las pruebas de laboratorio y la validacién fueron donadas por dos
fabricantes comerciales: CZ Veterinaria (Porrino, Espafia) y Thermo Fisher Scientific (Lissieu, Francia). Las tuberculinas
candidatas se codificaron como preparacion candidata A y preparacion candidata B durante la prueba y el andlisis de los datos.
Los cientificos colaboradores que participaron en las pruebas de laboratorio desconocian la identidad de los proveedores.
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Appendix V
Protocol
Protocol for the Evaluation and Adoption of a Replacement International Standard Bovine Tuberculin
Appendix VI

Test Results and Statistical Analyses:
Preliminary Evaluation and International Collaborative Study
Preliminary Evaluation (PE) Tabulated Results.
Table PE1.  Preliminary Evaluation, Guinea Pig Testing: Sensitising Reagents and Adjuvants

Table PE 2. Preliminary Evaluation, Guinea Pig Testing: Lyophilisation

International Collaborative Study (ICS) Tabulated Results

Table ICS 1b. International Collaborative Study (ICS) Guinea Pig Potency Test Results: Average Induration Response
Following Sensitisation with a Standardised formulation of Heat-Inactivated M. bovis in Mineral Qil

Table ICS 2. ICS Guinea Pig Test Results — Induration Response Following Sensitisation with Live M. bovis

Table ICS 3. Cattle ‘Fitness for Purpose’ Testing: Tuberculin Reactions in Experimentally Infected Cattle

Table ICS 4.  Cattle ‘Fitness for Purpose’ Testing: Tuberculin Reactions in Naturally Sensitised ‘Reactor’ Cattle

Statistical Analysis and Potency Estimates for Candidates A and B.

Table S1. Potency estimates for Candidate A: Heat-inactivated M. bovis in mineral oil sensitisation
Table S2. Potency estimates for Candidate B: Heat-inactivated M. bovis in mineral oil sensitisation
Table S3. Potency estimates for Candidate A: Live M. bovis sensitisation
Table S4. Potency estimates for Candidate B: Live M. bovis sensitisation
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Table ICS 1b. International Collaborative Study (ICS) Guinea Pig Potency Test Results: Average Induration
Responses Following Sensitisation with a Heat-Inactivated M. bovis in Mineral Oil

1CS Table 1b. . . International Collaborative Stu'dy:
Guinea Pig Potency Test Results - Induration Response
Average Induration Diameter (mm) at each Dilution:
ISBT (R) and Candidate A (CA) *
Lab ISBT Candidate A

1:20 1:100 1:500 1:2500 1:20 1:100 1:500 1:2500

R1 R2 R3 R4 CAl CA2 CA3 CA4
A (P1) 19.5 15.9 12.9 9.3 18.7 14.7 11.2 7.7
B (P2) 20.4 16.9 14.9 12.2 17.7 14.7 12.0 9.1
C (P4) 17.6 15.7 13.8 11.3 16.6 14.3 12.1 9.9
D (P5) 17.8 15.3 13.4 11.1 16.0 14.5 12.0 8.7
E (P10) 16.2 14.3 12.6 9.3 14.6 12.9 11.4 6.7
F (P11) 19.4 15.4 12.1 8.1 17.5 14.0 9.9 5.9
G (P13) 19.7 15.7 11.5 5.5 19.3 15.5 11.6 6.0
H (P16) 17.1 15.0 12.1 9.5 14.8 12.4 9.6 6.1
1(P17) 16.3 14.0 11.2 8.5 15.4 12.5 €9 8.0
J (P18) 17.9 16.0 14.2 11.9 17.3 15.0 12.5 9.6
AVG 18.2 15.4 12.9 9.7 16.8 14.1 11.2 7.8
STDEV 1.5 0.8 1.2 2.0 1.6 1.1 1.0 1.5
SE 0.5 0.3 0.4 0.6 0.5 0.3 0.3 0.5
AVG +SE 18.7 15.7 13.2 10.3 17.3 14.4 11.6 8.3
AVG 18.2 15.4 12.9 9.7 16.8 14.1 11.2 7.8
AVG - SE 17.7 15.2 12.5 9.0 16.3 13.7 10.9 7.3

Average Induration Diameter (mm) at each Dilution:
ISBT (R) and Candidate B (CB) *
Lab ISBT Candidate B

1:20 1:100 1:500 1:2500 1:20 1:100 1:500 1:2500

R1 R2 R3 R4 CB1 CB2 CB3 CB4
A (P1) 19.4 15.9 12.5 9.4 19.2 15.5 12.4 8.7
B (P2) 19.5 16.9 14.2 11.7 18.7 16.2 13.6 10.6
C(P4) 18.5 15.7 14.0 10.8 17.2 15.3 12.5 9.5
D (P5) 17.4 15.3 13.2 9.9 17.0 15.0 12.6 9.5
E (P10) 16.8 14.3 12.6 9.8 15.9 13.9 12.1 8.6
F(P11) 19.3 15.4 11.7 7.9 18.2 15.1 12.1 7.7
G (P13) 19.2 15.7 12.1 7.6 18.8 15.9 11.4 6.3
H (P16) 16.1 15.0 12.3 9.7 15.3 13.7 9.9 5.8
1(P17) 16.2 14.0 11.5 8.6 16.2 13.6 11.6 9.0
J (P18) 18.0 16.0 14.5 12.3 17.6 15.6 13.7 11.1
AVG 18.0 15.4 12.9 9.8 17.4 15.0 12.2 8.7
STDEV 13 0.8 1.1 1.5 1.3 0.9 1.1 1.7
SE 0.4 0.3 0.3 0.5 0.4 0.3 0.3 0.5
AVG +SE 18.4 15.7 13.2 10.3 17.8 15.3 12.5 9.2
AVG 18.0 15.4 12.9 9.8 17.4 15.0 12.2 8.7
AVG - SE 17.6 15.2 125 9.3 17.0 14.7 11.8 8.1

* Based on average of results from three studies at each site site to compare candidate A and candidate B versus ISBT.

Note: In these ‘heat-map’ tables included in this report, the intensity of the colour noted in each cell is proportional to
the diameter of the induration response, on a graduated scale from dark red to white. Darker shades indicate larger
induration diameters.
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Table ICS 2. Guinea Pig Test Results — Induration Response Following Sensitisation with Live M. bovis

| ICS Table 2. | | Guinea pig assay with live M. bovis sensitisation P4 |

Induration Diameter (mm) at each Dilution for ISBT (R), Candidate A (CA), and Candid. B (CB)

Experiment 1A

1:20 1:100 1:500 1:2500 1:20 1:100 1:500 1:2500

P4 R1 R2 R3 R4 CA1 CA2 CA3 CA4
Animal A1 14.1 12.2 14.4 13.6 10.0
Animal A2 ISt 14.7 p1383] h 15.7 14.5 13.2
Animal A3 14.9 11.3 11.2
Animal A4 13.4 11.6 12.4
Animal A5 ND ND ND ND
Animal A6 12.2 j141%3) 10.9 11.2
Animal A7 14.2 8.2 9.7
Animal A8 10.0

Experiment 1B I Induration di (mm)

P4 R1 R2 R3 R4 CB1 CB2 CB3 CB4
Animal B1 17.1 14.2 13.6 15.1 17.1 5.3 17.4
Animal B2 ND ND ND ND ND ND ND ND
Animal B3 11.7 11.6 10.5 13.5 12.4 10.8 10.6
Animal B4 14.0 12.7 12.2 14.7 10.4 10.0
Animal B5 14.4 14.7 14.3 13.0
Animal B6 11.4 111 11.0 14.8 145 14.1 13.0
Animal B7 143 12.5 9.4 144 125 9.6
Animal B8 14.6 9.4 13.9 115 134 133

Experiment 2A I Induration diameter (mm)

P4 R1 R2 | R3 R4 CAl CA2 CA3 CA4
Animal A1 14.5 13.8 12.7 15.1 13.6 14.0 8.8
Animal A2 12.6 16.6 11.2 13.3 13.4 14.3 14.4
Animal A3 115 12.1 11.0 129 9.9 9.3
Animal A4 12.6 10.7 123 11.8 11.2 10.2 9.6
Animal A5 134 13.0 14.0 124 124 8.7
Animal A6 14.9 14.9 14.6 13.7 12.3 11.3
Animal A7 12.1 9.0 11.5 12.6 9.8
Animal A8 14.3 12.9 10.2 11.9 11.0 13.6

Experiment 2B Induration diameter (mm) |

P4 R1 R2 R3 R4 CB1 CB2 CB3 CB4 |
Animal B1 13.7 134 13.6 129 10.8 7.9
Animal B2 14.1 115 9.8 135 11.6 9.3 171}
Animal B3 13.5 11.4 12.6 11.1 9.6
Animal B4 12.6 8.4 12.9 11.9 8.7 6.9
Animal B5 15.2 13.4 15.4 14.6 12.8
Animal B6 14.7 13.4 11.1 155 12.4 10.7 9.0
Animal B7 17.8 16.6 13.8 16.2 155 11.8 15.2
Animal B8 15.2 135 11.1 ND 14.1 12.5 10.9

Experiment 3A I Induration diameter (mm)

P4 R1 R2 | R3 [ car ] CA3 cA4
Animal A1 133 134 10.5 10.3
Animal A2 13.8 14.0 13.8 12.7
Animal A3 15.2 12.1 12.8
Animal A4 12.2 11.2
Animal A5 15.0 135 13.8 12.8
Animal A6 12.0 13.0 14.2 13.2
Animal A7 13.5 11.8 10.2 10.1 10.4
Animal A8 13.9 12.8 13.9 iz

Experiment 3B Induration di (mm)

P4 R1 R2 R3 R4 CB2 CB3 CB4
Animal B1 16.3 16.4 13.9 12.7 16.3 15.3 12.6
Animal B2 15.7 15.2 14.9 14.0 14.1 13.5
Animal B3 14.0 jIS) 13.6 . 13.0 10.7
Animal B4 15.2 14.6 11.0
Animal BS 15.8 15.7 15.5 14.3
Animal B6 16.9 153 15.4 15.1
Animal B7 15.4 12.6 13.7 9.2
Animal B8 15.4 16.7 14.4 14.6 12.0

Candidate A vs ISBT Induration Diameter
R CA
P4 1:20 | 1:100 1:500 1:2500 1:20 | 1:100 1:500 1:2500
R1 R2 R3 R4 CA1 CA2 CA3 CA4
AVG 143 13.0 11.9 13.7 123 10.9
STDEV 1.3 1.9 1.9 1.7 1.4 1.4 1.6 1.9
SE [ 03 [ o4 0.4 0.3 0.3 03 0.3 0.4
Relative Reaction Di (%) at Each Dilution (Candidate A vs ISBT) 97.9% 95.9% 94.5% 91.4%
Candidate B vs ISBT Induration Diameter
R CB
P4 1:20 I 1:100 1:500 1:2500 1:20 1:100 1:500 1:2500
R1 R2 R3 R4 CB1 CB2 CB3 CB4
AVG 15.1 13.8 12.1 15.7 14.3 13.0 115
STDEV. 1.3 1.6 1.4 19 1.6 1.9 2.2 2.7
SE 0.3 I 0.3 0.3 0.4 03 0.4 0.5 0.6
i Di er (%) at Each Dilution (Candid B vs ISBT) 93.5% 94.8% 94.6% 95.5%
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Table ICS 2. Guinea Pig Test Results — Induration Response Following Sensitisation with Live M. bovis

| Guinea pig assay with live M. bovis sensitisation P4 |
Experiment 1A Induration Diameter (mm) at each Dilution for ISBT (R), Candidate A (CA), and Candidate B (CB)
1:20 1:100 1:500 1:2500 1:20 1:100 1:500 1:2500

P4 R1 R2 R3 R4 CA1 CA2 | CA3 CA4
Animal A1 14.1 12.2 14.4 13.6 10.0
Animal A2 13.9 14.7 14.5 13.2
Animal A3 14.9 11.3 10.6 9.8
Animal A4 13.4 11.6 13.6 9.1
Animal A5 ND ND ND ND ND
Animal A6 12.2 11.3 12.8 11.2
Animal A7 14.2 8.2 10.1 8.7
Animal A8 10.4 8.1

Experiment 1B d ion di (mm)

P4 R1 R2 R3 R4 CB1 CB2 CB3 CB4
Animal B1 17.1 14.2 13.6 15.1 17.1 15.3 17.4
Animal B2 ND ND ND ND ND ND ND ND
Animal B3 11.7 11.6 10.5 13.5 12.4 10.8 10.6
Animal B4 14.0 12.7 12.2 14.7 10.4 10.0
Animal B5 14.4 14.7 14.3 13.0
Animal B6 11.4 11.1 11.0 14.8 14.5 14.1 13.0
Animal B7 14.3 12.5 9.4 14.4 12.5 9.6
Animal B8 14.6 9.4 13.9 11.5 13.4 13.3

Experiment 2A i i (mm)

P4 R1 R2 | R3 R4 CAL CA2 CA3 cA4
Animal A1 14.5 13.8 12.7 15.1 13.6 14.0 8.8
Animal A2 12.6 16.6 11.2 1313 13.4 143 14.4
Animal A3 11.5 12.1 11.0 12.9 9.9 93]
Animal A4 12.6 10.7 12.3 | 11.8 11.2 10.2 9.6
Animal A5 13.4 13.0 14.0 12.4 12.4 8.7
Animal A6 14.6 13.7 123 113
Animal A7 12.1 9.0 11.5 12.6 9.8
Animal A8 12.9 10.2 11.9 11.0 13.6

Experiment 2B (mm) |

Pa CB1 CB2 cB3 cB4 |
Animal B1 13.6 12.9 10.8 7.9
Animal B2 4 13.5 11.6 9.3 7.1
Animal B3 8 J 12.6 11.1 9.6
Animal B4 d b 12.9 11.9 8.7 6.9
Animal B5 B g 15.4 14.6 12.8
Animal B6 b X 2 15.5 12.4 10.7 9.0
Animal B7 1 g 16.2 13.5 11.8 15.2
Animal B8 b 0 ND 14.1 12.5 10.9

Experiment 3A J J (mm)

P4 R1 R2 R3 R4 CA1 { CA2 CA3 CA4
Animal A1 11.9 11.7 12.1 10.5 10.3
Animal A2 13.8 14.0 14.5 13.8 12.7
Animal A3 15.2 143 16.1 12.1 12.8
Animal A4 12.2 13.8 12.2 11.2
Animal A5 15.0 13.5 13.6 14.5 13.8 12.8
Animal A6 12.0 13.0 1532 14.5 13.2 14.2 132
Animal A7 13.5 11.8 10.2 9.3 14.1 10.1 10.4
Animal A8 13.9 12.8 11.2 14.2 13.9 11.7

Experiment 3B

P4 R1 CB3 CB4
Animal B1 15.3 12.6
Animal B2 4 14.1 13.5
Animal B3 o 4 13.0 10.7
Animal B4 , 4 14.6 11.0
Animal B5 y ) y 15.5 14.3
Animal B6 N b 15.4 15.1
Animal B7 . 15.5 13.7 9.2
Animal B8 y s 14.6 12.0

Candidate A vs ISBT Induration Diameter
R CA
P4 1:20 1:100 1:500 1:2500 1:20 ‘ 1:100 1:500 1:2500
R1 R2 R3 R4 CA1l CA2 CA3 CA4
AVG 13.0 11.9 13.7 12.3 10.9
STDEV 13 1.9 1.9 17 1.4 1.4 1.6 1.9
SE [ 03 | o4 0.4 03 03 03 03 0.4
Relative Reaction Di r (%) at Each Dilution (Candidate A vs ISBT) 97.9% 95.9% 94.5% 91.4%
Candidate B vs ISBT Induration Diameter
R ;]
P4 120 [ 1:100 1:500 1:2500 120 [ 1:100 1:500 1:2500
R1 R2 R3 R4 CB1 CB2 CB3 CB4
AVG 15.1 13.8 12.1 14.3 13.0 115
STDEV 13 1.6 14 1.9 1.6 19 2.2 2.7
SE [ 03 | o3 0.3 0.4 0.3 0.4 0.5 0.6
Relative Reaction Di (%) at Each Dilution (Candidate B vs ISBT) 93.5% 94.8% 94.6% 95.5%
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| Guinea pig assay with live M. bovis ion P18
Experiment 1A Induration Diameter (mm) at each Dilution for ISBT (R), Candidate A (CA), and Candidate B (CB)
1:20 1:100 1:500 1:2500 1:20 1:100 1:500 1:2500

P18 R1 R2 R3 R4 CA1 CA2 CA3 CA4
Animal A1 12.4 11.6 11.5
Animal A2 14.7 12.6 11.6
Animal A3 13.1 14.5 143 11.6
Animal A4 15.9 13.2 13.2 15.3 14.5 12.9
Animal A5 16.5 15.1 13.2 13.7 12.8 12.4
Animal A6 17.6 15.7 15.5 14.4 13.8 13.1
Animal A7 14.8 12.4 11.2 13.5 111 9.0
Animal A8 15.6 14.1 12.2 15.6 13.6 13.7

Experiment 1B Induration diameter (mm)

P18 R1 R2 R3 CB2 CB3 CB4
Animal B1 16.1 15.3 16.2 14.6 13.3
Animal B2 14.6 15.2 133 11.4
Animal B3 14.9 14.2 13.7 14.5 13.2
Animal B4 14.5 12.7 13.8 125 12.0
Animal B5 15.4 13.6 14.3 12.6 11.4
Animal B6 15.5 14.1 16.1 14.9 13.8
Animal B7 14.8 14.7 13.2 12.3 10.5
Animal B8 14.9 15.1 14.2 11.0

Experiment 2A Induration di (mm)

P18 R2 R3 R4 CA2 CA3 CA4
Animal A1 15.3 143 12.6 15.0 14.4 11.7
Animal A2 13.6 12.2 10.9 14.7 13.7 11.5
Animal A3 13.7 12.0 11.2 12.8 12.8 10.8
Animal A4 12.8 14.4 12.8 14183
Animal A5 12.7 13.6 11.6
Animal A6 13.0 10.7
Animal A7 13.8 13.4 11.4
Animal A8 9.7 13.7 124

Experiment 2B Induration di (mm)

P18 R2 R3 R4 CB1 CB2 CB3 CB4
Animal B1 15.9 13.9 12.8 14.2 12.4 10.8
Animal B2 13.2 13.4 13.1
Animal B3 13.9 12.6
Animal B4 12.7 10.2
Animal BS 14.9 13.1
Animal B6 15.0 14.2
Animal B7 13.5 12.9
Animal B8 14.6 13.3

Experiment 3A Induration di (mm)

P18 R4 CA3 CA4
Animal A1 13.1 11.6
Animal A2 13.9 11.8
Animal A3 135 12.2
Animal A4 13.1 12.2
Animal A5 14.0 12.9
Animal A6 14.8 13.8
Animal A7 13.6 12.2
Animal A8 12.6 11.3

Experiment 3B Induration di (mm)

P18 R1 R2 R3 R4 CB2 CB3 CB4
Animal B1 1172 16.3 14.9 13.3 16.6 14.7 12.9
Animal B2 15.4 14.6 13.2 15.2 14.3 13.0
Animal B3 14.8 14.0 13.1 16.1 14.2 12.4
Animal B4 16.3 14.6 13.3 15.3 14.1 13.3
Animal BS 16.2 14.6 139 15.6 14.0 12.8
Animal B6 15.9 14.9 13.5 15.7 14.9 13.9
Animal B7 15.5 15.1 13.6 13.7 12.6
Animal B8 15.8 13.8 13.8 14.9 13.4 12.8

Candidate A vs ISBT Induration Di:
R CA
P18 1:20 1:100 1:500 1:2500 1:20 ‘ 1:100 1:500 1:2500
R1 R2 R3 R4 CA1l CA2 CA3 CA4
AVG 15.4 13.8 12.5 14.5 13.3 11.9
STDEV 1.0 0.9 1.0 1.1 0.8 0.8 0.9 1.0
SE 0.2 | 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2
Relative R ion Di (%) at Each Dilution (Candidate A vs ISBT) 95.4% 94.5% 96.4% 94.9%
Candidate B vs ISBT Induration Di:
R CB
P18 1:20 1:100 1:500 1:2500 1:20 ‘ 1:100 1:500 1:2500
R1 R2 R3 R4 CB1 CB2 CB3 CB4
AVG 15.7 14.5 13.2 15.1 13.9 12.5
STDEV 0.6 0.7 0.9 0.9 0.7 0.9 0.9 11
SE 0.1 I 0.1 0.2 0.2 0.1 0.2 0.2 0.2
Relative Reaction Diameter (%) at Each Dilution (Candidate B vs ISBT) 98.6% 96.3% 95.5% 94.6%
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| ICS Table 2. | | Guinea pig assay with live M. bovis sensitisation P18
Experiment 1A Induration Diameter (mm) at each Dilution for ISBT (R), Candi A (CA), and Candidate B (CB)
1:20 1:100 1:500 1:2500 1:20 1:100 1:500 1:2500

P18 R1 R2 R3 R4 CA1 CA2 CA3 CA4
Animal A1 12.9 12.4 11.6 11.5
Animal A2 14.7 13.1 14.7 12.6 116
Animal A3 15.3 13.5 13.1 14.5 14.3 11.6
Animal A4 15.9 13.2 13.2 16.9 15.3 14.5 12.9
Animal A5 16.5 15.1 1532 15.2 37 12.8 12.4
Animal A6 17.6 15.7 155 14.2 14.4 13.8 13.1
Animal A7 14.8 12.4 11.2 JI315) 11.1 9.0
Animal A8 15.6 14.1 12.2 15.6 13.6 13.7

Experiment 1B Induration diameter (mm)

P18 CA2 CA3 CA4
Animal B1 16.2 14.6 13.3
Animal B2 15.2 133 114
Animal B3 13.7 14.5 13.2
Animal B4 13.8 12.5 12.0
Animal B5 14.3 12.6 11.4
Animal B6 16.1 14.9 13.8
Animal B7 13.2 12.3 10.5
Animal B8 50 14.2 11.0

Experiment 2A | Induration diameter (mm)

P18 CA2 CA3 CA4
Animal A1 15.0 14.4 11.7
Animal A2 14.7 13.7 11.5
Animal A3 12.8 12.8 10.8
Animal A4 14.4 12.8 1IR3
Animal A5 15.1 13.6 11.6
Animal A6 14.2 13.0 10.7
Animal A7 13.6 13.4 11.4
Animal A8 15.7 13.7 124

Experiment 2B Induration diameter (mm)

P18 R4 CA1 CA2 CA3 CA4
Animal B1 12.8 14.2 12.4 10.8
Animal B2 4537 13.4 13.1
Animal B3 13.9 13.9 12.6
Animal B4 11.1 12.7 10.2
Animal B5 14.9 13.1
Animal B6 15.0 14.2
Animal B7 13.5 129
Animal B8 14.6 133

Experiment 3A

P18 CA3 CA4
Animal A1 13.1 11.6
Animal A2 13.9 11.8
Animal A3 13.5 12.2
Animal A4 13.1 12.2
Animal A5 14.0 12.9
Animal A6 14.8 13.8
Animal A7 13.6 12.2
Animal A8 12.6 113

Experiment 3B Induration diameter (mm)

P18 R1 | R2 R3 R4 CA1 CA2 CA3 CA4
Animal B1 17.3 16.3 14.9 13.3 16.6 14.7 12.9
Animal B2 15.4 14.6 13.2 15.2 14.3 13.0
Animal B3 14.8 14.0 13.1 16.1 14.2 12.4
Animal B4 16.3 14.6 13.3 153 14.1 133
Animal B5 16.2 14.6 13.9 15.6 14.0 12.8
Animal B6 15.9 14.9 13.5 5.7 14.9 13.9
Animal B7 15.5 15.1 13.6 13.7 126
Animal B8 15.8 13.8 13.8 14.9 13.4 12.8

Candidate A vs ISBT Induration Diameter
R CA
P18 120 | 1100 1:500 1:2500 120 | 1100 1:500 1:2500
R1 R2 R3 R4 CAl CA2 CA3 CA4
AVG 15.4 13.8 12.5 14.5 133 11.9
STDEV 1.0 0.9 1.0 1.1 0.8 0.8 0.9 1.0
SE 0.2 | 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2
Relative Reaction Di (%) at Each Dilution (Candidate A vs ISBT) 95.4% 94.5% 96.4% 94.9%
Candidate B vs ISBT Induration Diameter
R CB
P18 120 | 1100 1:500 1:2500 120 | 1:100 1:500 1:2500
R1 R2 R3 R4 CB1 CB2 CB3 CB4
AVG 15.7 14.5 13.2 15.1 13.9 12.5
STDEV 0.6 0.7 0.9 0.9 0.7 0.9 0.9 1.1
SE 0.1 | 0.1 0.2 0.2 0.1 0.2 0.2 0.2
Relative Reaction Diameter (%) at Each Dilution (Candidate B vs ISBT) 98.6% 96.3% 95.5% 94.6%
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Table ICS 3. Tuberculin Reactions in Experimentally Infected Cattle

I ICS Table 3. I Tuberculin Reactions in Experimentally Infected Cattle P6 I

Skin Thickness Increase (mm) at each Dilution: Undilute (1:1)
or Diluted (1:5) for ISBT (R), Candidate A (CA), and Candidate B (CB)
R CA CcB

Experiment 1

1:1 1:5 1:1 1:5 1:1 1:5
P6 R1 R2 CA1l CA2 CB1 CB2

Animal 1

Animal 2

Animal 3

Animal 4

Animal 5
Animal 6
Animal 7

STDEV 6.0 6.6 8.6 3.7 5.8 4.3
SE 2.3 2.5 3.2 1.4 2.2 1.6

Summary Data: Skin Thickness Increase (mm)

Experiment 2 R CA CB

1:1 1:5 1:1 1:5 1:1 1:5
P6 R2 CAl CA2 CB1

Animal 1

Animal 2

Animal 3

Animal 4

Animal 5

Animal 6

STDEV 9.7 5.6 4.9 2.6 9.2 5.2
SE 4.0 2.3 2.0 1.1 3.8 2.1

Summary Data: Skin Thickness Increase (mm)

Experiment 3 R CA CB

1:1 1:5 1:1 1:5 1:1 1:5
P6 R2 CAl CA2 CB1

Animal 1

Animal 2

Animal 3

Animal 4
Animal 5
Animal 6

STDEV 3.8 13 4.1 2.0 2.9 2.9
SE 1.6 0.5 1.7 0.8 1.2 1.2

Skin Thickness Increase (mm) at each Dilution: Undilute (1:1)
or Diluted (1:5) for ISBT (R), Candidate A (CA), and Candidate B (CB)

P6 R CA CB
1:1 1:5 1:1 1:5 1:1 1:5
R1 R2 CAl CA2 CB1 CB2
AVG (3 Expts)
STDEV 6.5 5.0 6.3 3.4 6.2 4.0
SE 1.6 1.2 1.5 0.8 1.5 1.0
Total 'Suspect' 0 0 0 0 0 0
Total 'Negative' 0 0 0 0 0 0
[ ‘Positive’: 40mmormore |
'Suspect': 2.0-3.9 mm
'Negative': 0.0 - 1.9 mm
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Table ICS 3.

AHG el reemplazo del patron internacional de tuberculina bovina/Nov. 2019

Tuberculin Reactions in Experimentally Infected Cattle

ICS Table 3. I

Tuberculin Reactions in Experimentally Infected Cattle P14 I

Skin Thickness Increase (mm) at each Dilution: Undilute (1:1)
or Diluted (1:5) for ISBT (R), Candidate A (CA), and Candidate B (CB)

Experiment 1

R CA CB

1:1 1:5 1:1 1:5 1:1 1:5

P14
Animal 1
Animal 2
Animal 3
Animal 4
Animal 5
Animal 6

STDEV

R1 R2 CAl CA2 CB1 CB2

1.9 1.9 1.6 1.6 2.8 1.8

SE

0.8 0.8 0.7 0.6 1.2 0.7

Summary Data: Skin Thickness Increase (mm)

Experiment 2

R CA CB

1:1 1:5 1:1 1:5 1:1 1:5

P14
Animal 1

Animal 3
Animal 4
Animal 5
Animal 6

STDEV

R2 CAl CA2 CB1

4.4 2.5 2.9 2.9 4.2 2.6

SE

1.8 1.0 1.2 1.2 1.7 1.1

Summary Data: Skin Thickness Increase (mm)

Experiment 3

R CA CB

1:1 1:5 1:1 1:5 1:1 1:5

P14
Animal 1

Animal 3

Animal 4
Animal 5

R2 CAl CA2 CB1

STDEV 3.4 2.6 4.5 2.5 2.9 2.6
SE 1.4 1.1 1.8 1.0 1.2 1.0
Skin Thickness Increase (mm) at each Dilution: Undilute (1:1)
or Diluted (1:5) for ISBT (R), Candidate A (CA), and Candidate B (CB)
P14 R CA cB
1:1 1:5 1:1 1:5 1:1 1:5
R1 R2 CAl CA2 CB1 CB2
AVG (3 Expts) 12.0 8.4 12.1 9.0 10.9 7.9
STDEV 3.3 2.2 3.2 2.4 3.2 2.2
SE 0.8 0.5 0.7 0.6 0.7 0.5
Total 'Suspect’ 0 0 0 1 0 0
Total 'Negative' 0 0 0 0 0 0
[ ‘Positive’s 40mmormore |
'Suspect': 2.0-3.9 mm
'Negative': 0.0 - 1.9 mm
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Table ICS 4. Tuberculin Reactions in Naturally Sensitised ‘Reactor’ Cattle

ICS Table 4

Tuberculin Reactions in Naturally Sensitised 'Reactor' Cattle P2

Experiment 1

Skin Thickness Increase (mm) at each Dilution: Undilute (1:1) or
Diluted (1:5) for ISBT (R), Candidate A (CA), and Candidate B (CB)

R CA CB
1:1 1:5 1:1 1.5 1:1 1:5
P2 R1 R2 CAl CA2 CB1 CB2
Animal 1 9.0 6.0 6.0 4.0 5.0 5.0
Animal 2 16.0 11.0 11.0 5.0 15.0 5.0
Animal 3 15.0 7.0 19.0 5.0 10.0 4.0
Animal 4 14.0 11.0 5.0 5.0 8.0 5.0
Animal 5 11.0 9.0 15.0 12.0 15.0 7.0
Animal 6 13.0 9.0 11.0 8.0 18.0 9.0
Animal 7 13.0 7.0 4.0 5.0 7.0 2.0
Animal 8 9.0 7.0 11.0 5.0 5.0 5.0
Animal 9 13.0 8.0 11.0 4.0 8.0 8.0
Animal 10 15.0 11.0 11.0 8.0 7.0 5.0
AVG 12.8 8.6 10.4 6.1 9.8 5.5
STDEV 2.4 1.9 4.6 2.5 4.6 2.0
SE 0.8 0.6 1.4 0.8 1.5 0.6
Skin Thickness Increase (mm) at each Dilution: Undilute (1:1) or
Diluted (1:5) for ISBT (R), Candidate A (CA), and Candidate B (CB)
P2 R CA CB
1:1 1:5 1:1 1.5 1:1 1:5
R1 R2 CAl CA2 CB1 CB2
AVG (3 Expts) 12.8 8.6 10.4 6.1 9.8 5.5
STDEV 2.4 1.9 4.6 2.5 4.6 2.0
SE 0.8 0.6 1.4 0.8 1.5 0.6
Total 'Positive’ 10 10 10 10 10 9
Total 'Suspect’ 0 0 0 0 0 1
Total 'Negative' 0 0 0 0 0 0

'Positive' : 4.0 mm or more
'Suspect' : 2.0-3.9 mm
'Negative' : 0.0-1.9 mm
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Table ICS 4.

AHG el reemplazo del patron internacional de tuberculina bovina/Nov. 2019

Tuberculin Reactions in Naturally Sensitised ‘Reactor’ Cattle

ICS Table 4

| Tuberculin Reactions in Naturally Sensitised 'Reactor’ Cattle P3

Skin Thickness Increase (mm) at each Dilution: Undilute (1:1) or
Diluted (1:5) for ISBT (R), Candidate A (CA), and Candidate B (CB)

Experiment 1 R A B
1:1 1:5 1:1 1:5 1:1 1:5
P3 R1 R2 CA1 CA2 CB1 CB2
Animal 1 2.8 2.2 2.3 2.4 3.3 2.4
Animal 2 5.8 4.9 6.2 3.6 7.3 3.8
Animal 3 5.4 3.8 4.6 2.8 5.0 3.1
Animal 4 13.0 9.4 11.8 7.7 5.9 6.5
Animal 5 3.0 4.2 4.6 4.7 5.9 4.7
Animal 6 10.0 5.6 11.9 6.5 12.6 9.3
AVG 6.7 5.0 6.9 4.6 6.7 5.0
STDEV 4.0 2.4 4.0 2.1 3.2 2.6
SE 1.7 1.0 1.6 0.9 1.3 1.0

Summary Data: Skin Thickness

Increase (mm)

Experiment 2 R CA CB
1:1 1:5 1:1 1:5 1:1 1:5
P3 R1 R2 CAl CA2 CB1 CB2
Animal 1 4.4 3.0 3.4 4.1 5.7 3.1
Animal 2 10.0 6.9 8.8 5.5 9.4 5.4
Animal 3 10.1 9.6 11.8 7.0 9.6 9.0
Animal 4 7.8 5.1 7.1 4.9 5.8 2.9
Animal 5 9.6 8.7 11.8 6.5 10.7 7.8
Animal 6 5.4 0.6 5.4 3.7 5.1 2.0
AVG 7.9 5.7 8.1 5.3 7.7 5.0
STDEV 2.5 3.4 3.4 1.3 2.4 2.9
SE 1.0 1.4 1.4 0.5 1.0 1.2
Summary Data: Skin Thickness Increase (mm)
Experiment 3 R CA CB
1:1 1:5 1:1 1:5 1:1 1:5
P3 R1 R2 CAl CA2 CB1 CB2
Animal 1 7.0 3.2 7.4 6.4 7.0 5.9
Animal 2 3.5 4.7 6.2 2.4 6.6 4.7
Animal 3 5.8 1.2 2.1 2.1 4.0 1.8
Animal 4 6.7 5.7 4.1 5.5 5.5 1.7
Animal 5 4.7 5.6 7.7 2.6 6.1 3.3
Animal 6 5.5 2.6 6.0 3.1 5.8 4.6
AVG 5.5 3.8 5.6 3.7 5.8 3.7
STDEV 1.3 1.8 2.1 1.8 1.0 1.7
SE 0.5 0.7 0.9 0.7 0.4 0.7
Skin Thickness Increase (mm) at each Dilution: Undilute (1:1) or
Diluted (1:5) for ISBT (R), Candidate A (CA), and Candidate B (CB)
P3 R CA CB
1:1 1:5 1:1 1:5 1:1 1:5
R1 R2 CAl CA2 CB1 CB2
AVG (3 Expts) 6.7 4.8 6.8 45 6.7 4.6
STDEV 3.0 2.5 3.3 1.9 2.0 2.2
SE 0.7 0.6 0.8 0.4 0.6 0.6
Total 'Positive’ 15 11 15 10 17 9
Total 'Suspect’ 3 5 3 8 1 7
Total 'Negative' 0 2 0 0 2

'Positive’
'Suspect'
'Negative'

: 4.0 mm or more
: 2.0-3.9 mm
: 0.0-1.9 mm
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Table ICS 4. Tuberculin Reactions in Naturally Sensitised ‘Reactor’ Cattle

| ICS Table 4 | Tuberculin Reactions in Naturally Sensitised 'Reactor’ Cattle P8 |

Skin Thickness Increase (mm) at each Dilution: Undilute (1:1) or
Diluted (1:5) for ISBT (R), Candidate A (CA), and Candidate B (CB)

Experiment 1 R A B
1:1 1:5 1:1 1:5 1:1 1:5
P8 R1 R2 CA1 CA2 CB1 CB2
Animal 1 9.0 7.0 12.0 7.0 9.0 3.0
Animal 2 8.0 5.0 10.0 4.0 4.0 3.0
Animal 3 6.0 5.0 7.0 3.0 7.0 5.0
Animal 4 5.0 4.0 7.0 5.0 5.0 4.0
Animal 5 6.0 0.0 4.0 4.0 4.0 3.0
Animal 6 7.0 5.0 6.0 3.0 8.0 5.0
AVG 6.8 4.3 7.7 4.3 6.2 3.8
STDEV 1.5 2.3 2.9 1.5 2.1 1.0
SE 0.6 1.0 1.2 0.6 0.9 0.4

Summary Data: Skin Thickness Increase (mm)

Experiment 2 R CA CB
1:1 1:5 1:1 1:5 1:1 1:5
P8 R1 R2 CA1 CA2 CB1 CB2
Animal 1 8.0 4.0 8.0 5.0 7.0 2.0
Animal 2 5.0 3.0 4.0 4.0 5.0 4.0
Animal 3 6.0 5.0 8.0 4.0 7.0 4.0
Animal 4 5.0 3.0 9.0 5.0 7.0 2.0
Animal 5 13.0 6.0 11.0 7.0 13.0 6.0
Animal 6 7.0 1.0 11.0 8.0 12.0 4.0
AVG 7.3 3.7 8.5 5.5 8.5 3.7
STDEV 3.0 1.8 2.6 1.6 3.2 1.5
SE 1.2 0.7 1.1 0.7 1.3 0.6

Summary Data: Skin Thickness Increase (mm)

Experiment 3 R CA CB
1:1 1:5 1:1 1:5 1:1 1:5
P8 R1 R2 CA1 CA2 CB1 CB2
Animal 1 8.0 4.0 15.0 7.0 5.0 4.0
Animal 2 7.0 4.0 5.0 7.0 5.0 5.0
Animal 3 7.0 4.0 14.0 7.0 12.0 8.0
Animal 4 19.0 12.0 22.0 12.0 19.0 16.0
Animal 5 4.0 3.0 5.0 2.0 5.0 2.0
Animal 6 15.0 10.0 16.0 12.0 15.0 10.0
AVG 10.0 6.2 12.8 7.8 10.2 7.5
STDEV 5.7 3.8 6.7 3.8 6.1 5.0
SE 2.3 1.6 2.7 1.5 2.5 2.1

Skin Thickness Increase (mm) at each Dilution: Undilute (1:1) or
Diluted (1:5) for ISBT (R), Candidate A (CA), and Candidate B (CB)

P8 R CA CB
1:1 1:5 1:1 1:5 1:1 1:5
R1 R2 CAl CA2 CB1 CB2
AVG (3 Expts) 8.1 4.7 9.7 5.9 8.3 5.0
STDEV 3.8 2.6 4.9 2.4 4.2 3.5
SE 0.9 0.7 1.1 0.7 1.0 0.8
Total 'Positive’ 18 13 18 15 18 12
Total 'Suspect' 0 3 0 3 0 6
Total 'Negative' 0 2 0 0 0 0
'Positive’ : 4.0 mm or more
'Suspect’ : 2.0-3.9 mm
'Negative' : 0.0-1.9 mm
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Table ICS 4. Tuberculin Reactions in Naturally Sensitised ‘Reactor’ Cattle

| ICS Table 4 | Tuberculin Reactions in Naturally Sensitised 'Reactor’ Cattle P9 |

Skin Thickness Increase (mm) at each Dilution: Undilute (1:1) or
Diluted (1:5) for ISBT (R), Candidate A (CA), and Candidate B (CB)

Experiment 1 R A B
1:1 1:5 1:1 1:5 1:1 1:5
P9 R1 R2 CAl CA2 CB1 CB2
Animal 1 5.4 3.5 5.9 3.3 5.2 4.3
Animal 2 11.9 7.2 9.5 7.2 9.9 6.5
Animal 3 11.0 7.1 24.0 5.8 14.4 7.8
Animal 4 4.1 4.1 5.0 3.2 8.2 4.7
Animal 5 4.2 3.0 3.9 2.6 4.6 3.4
Animal 6 8.0 2.8 7.2 5.6 6.2 5.7
AVG 7.4 4.6 9.3 4.6 8.1 5.4
STDEV 3.4 2.0 7.5 1.8 3.7 1.6
SE 1.4 0.8 3.1 0.8 1.5 0.7

Summary Data: Skin Thickness Increase (mm)

Experiment 2 R CA CB
1:1 1:5 1:1 1:5 1:1 1:5
P9 R1 R2 CA1 CA2 CB1 CB2
Animal 1 6.2 5.4 6.2 5.2 6.2 1.0
Animal 2 2.2 1.2 4.9 0.2 1.9 1.4
Animal 3 4.4 4.2 8.7 7.2 10.8 6.7
Animal 4 9.3 4.2 9.4 4.5 6.4 5.6
Animal 5 0.4 0.3 1.5 0.7 0.9 0.2
Animal 6 8.7 7.7 6.6 5.8 12.0 6.4
AVG 5.2 3.8 6.2 3.9 6.4 3.5
STDEV 3.5 2.7 2.8 2.8 4.5 3.0
SE 1.4 1.1 1.2 1.2 1.8 1.2

Summary Data: Skin Thickness Increase (mm)

Experiment 3 R CA CB
1:1 1:5 1:1 1:5 1:1 1:5
P9 R1 R2 CAl CA2 CB1 CB2
Animal 1 6.0 3.9 5.6 4.6 4.9 4.3
Animal 2 7.9 7.8 6.9 5.0 9.9 5.5
Animal 3 9.6 8.5 11.5 4.0 8.3 8.1
Animal 4 13.3 12.7 10.9 6.6 7.9 8.8
Animal 5 4.5 2.1 3.7 3.1 3.7 2.8
Animal 6 6.6 6.0 9.5 6.9 8.1 5.2
AVG 8.0 6.8 8.0 5.0 7.1 5.8
STDEV 3.1 3.8 3.1 1.5 2.3 2.3
SE 1.3 1.5 1.3 0.6 1.0 0.9

Skin Thickness Increase (mm) at each Dilution: Undilute (1:1) or
Diluted (1:5) for ISBT (R), Candidate A (CA), and Candidate B (CB)

22

P9 R CA CB
1:1 1:5 1:1 1:5 1:1 1:5
R1 R2 CA1 CA2 CB1 CB2
AVG (3 Expts) 6.9 5.1 7.8 4.5 7.2 4.9
STDEV 3.7 3.2 5.3 2.1 3.6 2.6
SE 0.8 0.7 1.1 0.5 0.8 0.6
Total 'Positive’ 16 11 15 11 15 13
Total 'Suspect' 1 5 2 5 1 2
Total 'Negative' 1 2 1 2 2 3
'Positive’ : 4.0 mm or more
'Suspect' : 2.0-3.9 mm
'Negative' : 0.0-1.9 mm
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Table ICS 4. Tuberculin Reactions in Naturally Sensitised ‘Reactor’ Cattle

| ICS Table 4 | Tuberculin Reactions in Naturally Sensitised '‘Reactor’ Cattle P13 |

Skin Thickness Increase (mm) at each Dilution: Undilute (1:1) or
Diluted (1:5) for ISBT (R), Candidate A (CA), and Candidate B (CB)

Experiment 1 R A CB
1:1 1:5 1:1 1:5 1:1 1:5
P13 R1 R2 CA1l CA2 CB1 CB2
Animal 1 5.0 2.0 7.0 5.0 4.0 3.0
Animal 2 4.0 3.0 4.0 3.0 5.0 1.0
Animal 3 0.0 0.0 2.0 2.0 2.0 2.0
Animal 4 3.0 0.0 2.0 0.0 3.0 2.0
Animal 5 1.5 0.5 2.5 1.5 2.5 1.5
Animal 6 1.0 0.0 1.0 0.0 2.0 0.0
AVG 2.4 0.9 3.1 1.9 3.1 1.6
STDEV 1.9 1.3 2.2 1.9 1.2 1.0
SE 0.8 0.5 0.9 0.8 0.5 0.4

Summary Data: Skin Thickness Increase (mm)

Experiment 2 R CA CB
1:1 1:5 1:1 1:5 1:1 1:5
P13 R1 R2 CA1 CA2 CB1 CB2
Animal 1 2.0 0.0 3.0 0.0 0.0 0.0
Animal 2 4.0 2.0 3.0 2.0 5.0 2.0
Animal 3 4.0 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0
Animal 4 4.0 3.0 4.0 4.0 4.0 3.0
Animal 5 2.5 1.5 1.5 1.0 2.5 2.0
Animal 6 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
AVG 2.8 1.6 24 1.7 24 1.7
STDEV 1.6 1.4 1.4 1.6 2.1 1.4
SE 0.7 0.6 0.6 0.7 0.8 0.6

Summary Data: Skin Thickness Increase (mm)

Experiment 3 R CA CB
1:1 1:5 1:1 1:5 1:1 1:5
P13 R1 R2 CA1 CA2 CB1 CB2
Animal 1 4.0 2.0 3.0 2.0 3.0 2.0
Animal 2 0.0 0.0 0.0 0.0 1.0 0.0
Animal 3 12.0 8.0 10.0 8.0 13.0 11.0
Animal 4 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 0.5
Animal 5 3.0 2.0 1.0 1.0 3.0 1.0
Animal 6 6.0 5.0 7.0 7.0 6.0 0.0
AVG 4.3 3.0 3.7 3.2 4.5 2.4
STDEV 4.3 3.0 4.0 3.4 4.5 4.3
SE 1.8 1.2 1.6 1.4 1.9 1.7

Skin Thickness Increase (mm) at each Dilution: Undilute (1:1) or
Diluted (1:5) for ISBT (R), Candidate A (CA), and Candidate B (CB)

P13 R CA CB
1:1 1:5 1:1 1:5 1:1 1:5
R1 R2 CAl CA2 CB1 CB2
AVG (3 Expts) 3.2 1.8 3.1 2.3 3.3 1.9
STDEV 2.9 2.0 2.5 2.2 3.0 2.6
SE 0.7 0.5 0.6 0.6 0.7 0.6
Total 'Positive' 8 2 5 4 6 1
Total 'Suspect’ 4 7 7 5 8
Total 'Negative' 6 9 6 9 4 9
iRosiiiveg Tl0lnmiotmose Note: Animals did not conform to
'Suspect' : 2.0-3.9 mm . - X
) selection criteria for testing. Data
‘Negative' : 0.0-1.9 mm

not included in summary
calculations.

Comisién de Normas Bioldgicas/febrero de 2020



AHG el reemplazo del patron internacional de tuberculina bovina/Nov. 2019

Table ICS 4. Tuberculin Reactions in Naturally Sensitised ‘Reactor’ Cattle

| ICS Table 4 | Tuberculin Reactions in Naturally Sensitised 'Reactor' Cattle P15 |

Skin Thickness Increase (mm) at each Dilution: Undilute (1:1) or
Diluted (1:5) for ISBT (R), Candidate A (CA), and Candidate B (CB)

Experiment 1 R A )
1:1 1:5 1:1 1:5 1:1 1:5
P15 R1 R2 CA1l CA2 CB1 CB2
Animal 1 0.5 -0.7 -0.6 -0.2 2.0 -0.3
Animal 2 4.6 4.6 5.5 5.0 4.8 5.5
Animal 3 6.8 4.8 6.9 3.5 6.4 5.0
Animal 4 4.3 3.1 2.4 0.2 2.4 2.9
Animal 5 8.8 9.8 10.3 11.7 13.6 16.9
Animal 6 4.8 2.8 5.7 2.6 6.0 1.7
AVG 5.0 4.1 5.0 3.8 5.9 5.3
STDEV 2.8 3.4 3.8 4.3 4.2 6.1
SE 1.1 1.4 1.5 1.8 1.7 2.5

Summary Data: Skin Thickness Increase (mm)

Experiment 2 R CA CB
1:1 1:5 1:1 1:5 1:1 1:5
P15 R1 R2 CAl CA2 CB1 CB2
Animal 1 3.8 3.1 3.9 1.7 3.8 2.1
Animal 2 4.4 3.2 4.3 2.7 4.0 3.1
Animal 3 0.9 6.7 12.4 5.9 9.3 7.0
Animal 4 10.7 7.2 10.8 6.3 12.7 8.4
Animal 5 -0.1 1.4 3.1 2.0 3.5 1.9
Animal 6 1.6 1.7 3.8 2.4 2.6 2.9
AVG 3.6 3.9 6.4 3.5 6.0 4.2
STDEV 3.9 2.5 4.1 2.0 4.1 2.8
SE 1.6 1.0 1.7 0.8 1.7 1.1

Summary Data: Skin Thickness Increase (mm)

Experiment 3

R CA CB
1:1 1:5 1:1 1:5 1:1 1:5
P15 R1 R2 CA1l CA2 CB1 CB2
Animal 1 11.8 6.4 11.7 3.9 8.9 7.4
Animal 2 2.8 4.0 3.8 3.5 3.9 5.2
Animal 3 2.3 0.8 2.8 3.0 1.5 3.9
Animal 4 6.3 3.6 5.6 3.2 17.0 4.5
Animal 5 -0.3 0.6 0.3 -0.7 0.0 0.1
Animal 6 5.1 2.4 4.4 2.6 6.0 2.9
AVG 4.7 3.0 4.8 2.6 6.2 4.0
STDEV 4.2 2.2 3.8 1.7 6.2 2.4
SE 1.7 0.9 1.6 0.7 2.5 1.0

Skin Thickness Increase (mm) at each Dilution: Undilute (1:1) or
Diluted (1:5) for ISBT (R), Candidate A (CA), and Candidate B (CB)

P15 R CA CB
1:1 1:5 1:1 1:5 1:1 1:5
R1 R2 CAl1l CA2 CB1 CB2
AVG (3 Expts)| 4.4 3.6 5.4 33 6.0 45
STDEV 3.8 2.8 4.1 3.1 5.0 4.2
SE 0.8 0.6 0.9 0.7 1.1 0.9
Total 'Positive’ 10 7 10 4 10 8
Total 'Suspect' 3 6 6 10 6 6
Total 'Negative' 5 5 2 4 2 4
'Positive' : 4.0 mm or more
'Suspect’ : 2.0-3.9 mm
'Negative' : 0.0-1.9 mm
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Table S1. Potency estimates for candidate A (IlU/ampoule): Heat-inactivated M. bovis in mineral oil

sensitisation

Lab code Assay 1 Assay 2 Assay 3 GM
A 34275 36442 36656 35775
B 19910 9129 11763 12883
C Pr 34026 27317 30488
D 19400 Pr 50047 31159
E 16510 19260 15893 17161
F 35801 22875 28803 28679
G 86530 46861 NP 63678
H Pr Pr Pr -

I 32741 31810 34667 33051
J NP 22394 NP 22394
GM (all assays) 27136

GM (all assays; weighted) 26705

GM (of lab GM) 27873

Inter-lab GCV 58%

Table S2: Potency estimates for candidate B (IU/ampoule): Heat-inactivated M. bovis in mineral oil

sensitisation

Lab code Assay 1 Assay 2 Assay 3 GM
A 42309 70746 55745 55053
B 31964 48282 48308 42088
C 22295 38885 32848 30537
D 30178 46576 77918 47845
E 26911 35445 41708 34138
F NL 51312 50205 50755
G 43297 48703 55930 49040
H NP Pr NP -

I 106436 55760 55184 68930
J 44374 NP 32493 37971
GM (all assays) 45062
GM (all assays; weighted) 44722
GM (of lab GM) 44975

Inter-lab GCV 29%

NL: Non-Linearity (p<0.01)
NP: Non-Parallelism (p<0.01)
Pr: Assay precision requirement not met

GM: Geometric Mean
GCV: Geometric Coefficient of Variation
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Table S3. Potency estimates for candidate A (IlU/ampoule): Live M. bovis sensitisation

AHG el reemplazo del patron internacional de tuberculina bovina/Nov. 2019

Lab code Assay 1 Assay 2 Assay 3 GM
C 53088 Pr Pr -
J 13210 42916 45152 29471

GM (all assays)

GM (all assays; weighted)

GM (of lab GM)

Inter-lab GCV

Table S4. Potency estimates for sample B (candidate B) (IU/ampoule): Live M. bovis sensitisation

Lab code Assay 1 Assay 2 Assay 3 GM
C Pr Pr 47804 -
J 32904 32156 38898 34526

GM (all assays)

GM (all assays; weighted)

GM (of lab GM)

Inter-lab GCV

GM: Geometric Mean
GCV: Geometric Coefficient of Variation

NL: Non-Linearity (p<0.01)
NP: Non-Parallelism (p<0.01)
Pr: Assay precision requirement not met
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