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INFORME DE LA REUNION DEL GRUPO AD HOC DE LA OIE SOBRE EL REEMPLAZO
DEL PATRON INTERNACIONAL DE TUBERCULINA BOVINA
Paris, 6-8 de junio de 2017

El Grupo ad hoc sobre el reemplazo del patron internacional de tuberculina bovina (en lo sucesivo el Grupo) se reunié
en la sede de la OIE del 6 al 8 de junio de 2017.

1.

Apertura

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. Agradecid a los participantes por
su disponibilidad para trabajar en el proyecto antes y durante la reunién del Grupo. Reconocié los progresos
realizados por el Grupo al seleccionar a dos donantes potenciales de tuberculinas candidatas y la importancia de la
reunién actual para revisar y finalizar el protocolo para la preparacion y validacién de un nuevo Patrén
internacional de tuberculina bovina (ISBT-2).

El Dr. Stone recordé6 al Grupo la importancia de su compromiso y de sus tareas. Dijo que los Paises Miembros de
la OIE cuentan con la prueba intradérmica para controlar y erradicar la tuberculosis bovina y que cada tuberculina
estandar nacional debe ser validada con respecto a un Patron Internacional de buena calidad. Un patron
internacional de tuberculina es una herramienta esencial para ayudar a los Paises Miembros de la OIE a combatir o
erradicar la tuberculosis bovina, una enfermedad prioritaria para la salud del hombre y los animales.

El Dr. Steven Edwards observé que en la reunién anterior del Grupo se habia invitado a un representante de la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) que habia asistido. Sin embargo, el representante, el Dr. David Wood,
se habia jubilado recientemente y no se habia designado otro representante que asistiera a la presente reunion.
Considerd que, como la OMS brinda su apoyo al proyecto, la presencia de un representante tal vez no fuese
estrictamente necesaria, pero que la OIE deberia seguir informando a esta organizacién del avance del proyecto.
También inform6 de que el Dr. Douwe Bakker se habia retirado del Grupo y que seria reemplazado por el Dr. Ad
Koets. El Grupo y la OIE dieron la bienvenida al Dr. Koets como nuevo miembro y agradecieron al Dr. Bakker
por su contribucién a esta labor.

Los Dres. Mei Mei Ho y Ad Koets no pudieron estar presentes en esta ocasion, pero la Dra. Ho pudo responder a
algunas preguntas durante la reunién por correo electrénico, y el Dr. Koets se unié brevemente a la reunién por
teleconferencia el 7 de junio.

Designacion del presidente y del redactor del informe

La reunidn fue presidida por el Dr. Steven Edwards, y la redaccién del informe se confié al Prof. Glyn Hewinson,
con el apoyo de la Secretaria de la OIE. El Grupo aprob6 el temario propuesto.

Los términos de referencia del Grupo, el temario y la lista de participantes se adjuntan como apéndices I, Il y 1lI,
respectivamente.
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3.

Términos de referencia

3.1.

3.2.

Examen de los progresos realizados para la adquisicion de tuberculinas a granel candidatas y la
formulacién en ampollas de prueba para su evaluacidon en el laboratorio

El Dr. Glen Gifford inform6 de los avances del proyecto hasta el momento. Observd que habia casi un afio de
retraso con respecto a las etapas contempladas en la reunién anterior del Grupo, debido a las dificultades para
obtener la financiacion. Record6 que en mayo de 2017 la OIE, en colaboracién con la Dra. Ho, del instituto
MHRA-NIBSC 1, habfa contactado con los fabricantes de tuberculina para solicitar donaciones de
tuberculinas que pudiesen constituir el patrén ISBT-2. Se recibieron cuatro consultas y tres fabricantes
aceptaron donar la tuberculina y entregar a la OIE un dosier completo con los datos necesarios para la
evaluacién. El Grupo reviso estos datos en comparacion con un conjunto predeterminado de criterios
validados. Las decisiones para seleccionar las tuberculinas candidatas se tomaron por teleconferencia el 18 de
mayo de 2017, tal como se indica en los apéndices V, VI y VII.

El informe de este proceso de toma de decisiones se establece en el "Informe de la reunién del Grupo ad hoc
de la OIE sobre el reemplazo del patron internacional de tuberculina bovina: Consulta por teleconferencia el
18 de mayo de 2017". El Grupo revis6 y aprobé el informe, que se adjuntara al acta de la reunién de la
Comisién de Normas Bioldgicas de septiembre de 2017.

Se seleccionaron dos tuberculinas candidatas de los fabricantes, designados M1 y M2, para su evaluacion
ulterior, a reserva de que se responda satisfactoriamente a las preguntas planteadas por el Grupo. Ambos
proveedores ya habian confirmado su disponibilidad para suministrar la tuberculina. Ademaés, ambos tendrén
que proporcionar informacidn sobre la ausencia de efectos inmunolégicos indeseables de los productos antes
de que pasen a la etapa de pruebas de laboratorio. EI Grupo observd que tal vez no hubiese muchos
laboratorios capaces de ensayar el nuevo patron usando Mycobacterium bovis vivo para sensibilizar a los
animales de prueba.

El Grupo examind también la idoneidad de las preparaciones actualmente disponibles de M1y M2. La
Dra. Ho confirm6 que una concentracion proteica del material a granel ligeramente menor podria ser
aceptable, dado que el volumen de llenado podria ajustarse antes de la liofilizacién para obtener la
concentracion proteica deseada del producto final. También informé al Grupo que el fenol residual en el
producto disponible de M1 (a aproximadamente el 0,03 %) es menor que la concentracion de fenol en el
actual patron ISBT-1, y esta concentracion no tuvo efectos adversos sobre la liofilizacion. Por consiguiente,
el Grupo concluy6 que, en vez de esperar a que M1 produzca otro lote sin fenol, teniendo en cuenta el retraso
que llevaba el proyecto, el trabajo sobre el patrén internacional deberia avanzar y la idoneidad de los lotes se
revisaria tras la evaluacién de las preparaciones de las ampollas de prueba, tal como se indica méas abajo.

Identificacion de posibles laboratorios colaboradores, finalizacién de los protocolos y calendarios para
evaluar la potencia, especificidad e inocuidad del patron ISBT candidato y redaccion de informes de
sintesis

El Grupo examiné y modifico el "Protocolo para la evaluacion y adopcién de un nuevo patrén internacional
de tuberculina bovina" que figura en el apéndice Il del Informe de la reunién del Grupo ad hoc de la OIE
sobre el reemplazo del patron internacional de tuberculina bovina, Paris, 24-26 de noviembre de 2015
(Informe de la reunién de 2015). 2 El protocolo revisado se adjunta a este informe como apéndice IV. El
Grupo fundament6 estas modificaciones en las secciones pertinentes, tal como se indica mas abajo.

El Grupo propuso incorporar mas detalles en el "protocolo para la sensibilizacién de cobayas con M. bovis
vivo", para armonizarlo con la Farmacopea Europea.

El Grupo resalto la necesidad de que un experto en estadistica revise los protocolos antes de empezar el
trabajo, incluso la evaluacion preliminar. Este punto se abordé en una teleconferencia con el Dr. Ad Koets en
el curso de la reunion. El Dr. Koets se comprometio a avanzar en este aspecto del proyecto consultando el
disefio experimental y los procedimientos analiticos con un experto en estadistica, 0 un epidemidlogo, de su
instituto.

1

2

Medicines and Healthcare products Regulatory Agency-National Institute for Biological Standards and Control, Potters Bar,
Hertfordshire EN6 3QG, Reino Unido

Informe de la reunién del Grupo ad hoc de la OIE sobre el reemplazo del patron internacional de tuberculina bovina - Anexo 5
del
(http://www.oie.int/fileadmin/Home/esp/Internationa_Standard_Setting/docs/pdf/BSC/E_BSC_Feb2016.pdf)

Informe de la reunion de la Comisién de Normas Bioldgicas de la OIE
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a) Evaluacién preliminar de las tuberculinas candidatas y sensibilizacion de cobayas con M. bovis
termoinactivado

El Grupo decidi6 que la validacion preliminar del proceso de liofilizacion y de la idoneidad de las
preparaciones seleccionadas se llevara a cabo en los dos Laboratorios de Referencia de la OIE para la
tuberculosis bovina en Argentina y Francia, tal como se explica en el apéndice Il de este informe, usando
la cepa M. bovis AN5 termoinactivada. En particular, el laboratorio de referencia de la OIE en Argentina
realizara los ensayos de potencia y especificidad con las preparaciones de las ampollas de prueba,
mientras que el laboratorio de referencia en Francia efectuara solamente los ensayos de potencia. El
Dr. Capsel informé al Grupo de que los Laboratorios de los Servicios Veterinarios Nacionales del
USDA 2 suministrarian el agente sensibilizante M. bovis AN5 termoinactivado a los laboratorios de
referencia de la OIE y a los demas laboratorios participantes en el Estudio Colaborativo Internacional. El
USDA ha secuenciado el genoma de la mencionada cepa M. bovis AN5. El Grupo tomd nota de que la
inactivacion de M. bovis AN5 se obtenia por calentamiento del agente sensibilizante a 90 °C durante 35
minutos.

El Grupo examind el procedimiento de evaluacion preliminar de las tuberculinas candidatas.

Dado que el protocolo de ensayo de potencia del USDA usaba una concentracion proteica de la
tuberculina relativamente alta, el Grupo recomend6 que para la evaluacion preliminar de las ampollas de
prueba, los dos laboratorios de referencia comparen el protocolo del USDA con el procedimiento
preconizado por la OIE en el Capitulo 2.4.6 sobre la tuberculosis bovina del Manual de las pruebas de
diagnostico y de las vacunas para los animales terrestres (Manual Terrestre) de la OIE. El objetivo sera
comparar el efecto de la liofilizacion sobre la potencia y también comparar las dos formulaciones del
"agente sensibilizante”, que contienen M. bovis AN5 mezclada con aceite mineral (método del USDA) o
con un adyuvante incompleto de Freund (método de la OIE). Tras la evaluacion de estos resultados, el
Grupo decidira qué protocolo final se usard para el Estudio Colaborativo Internacional. Este estudio
comparativo aumentara el nimero de cobayas a 16 por laboratorio.

b) Evaluacion de M. bovis termoinactivado frente a M. bovis vivo para la sensibilizacion en los estudios
de potencia

El Grupo hizo hincapié en que el Estudio Colaborativo Internacional deberia enfocarse en obtener el
reemplazo del patrén ISBT-1 y no en la validacién de M. bovis termoinactivado frente a M. bovis vivo
para la sensibilizacion para evaluar la potencia de la tuberculina en las cobayas. Sin embargo, el Grupo
reconocio que el estudio ofrecia la oportunidad de generar datos para determinar si la sensibilizacion con
ANS5 vivo se podia reemplazar por M. bovis AN5 inactivado.

Por lo tanto, el Grupo recomend6 que se informase a la EDQM # sobre los disefios de estudio. La EDQM
podria identificar eventuales deficiencias que afectarian a las posibilidades de utilizar los datos para la
evaluacion de M. bovis termoinactivado para sensibilizacion en los estudios de potencia, y podria
considerar la modificacion del protocolo actual en la Farmacopea Europea. °

¢) Estudio Colaborativo Internacional para evaluar la idoneidad para los fines previstos, usando solo
M. bovis termoinactivado para sensibilizacién a reserva de que los resultados del estudio de
evaluacion previo sean satisfactorios

El Grupo observé que no seria posible formular recomendaciones al respecto mientras no se dispusiera de
los datos de la evaluacion preliminar y de su andlisis por un experto en estadistica.
4. Examen del calendario, presupuesto e informes
4.1 Calendario, plazos, resultados

El calendario provisional para la produccion del patron ISBT-2 se reviso teniendo en cuenta los progresos
realizados en determinadas etapas:

e Aprobacién de la propuesta de produccién de un patron ISBT-2 de tuberculina bovina, por la
Comisién de Normas Biolégicas: febrero de 2016 [concluida].

¢ Definicion de criterios de seleccion del material a granel: febrero de 2016 [concluida].

3 Departamento de Agricultura de Estados Unidos
Direccion Europea de Calidad del Medicamento y Asistencia Sanitaria

5 Monografias de la Farmacopea Europea sobre los derivados proteinicos de la tuberculina, (Tuberculin PPD, Bovine
[01/2008:0536]
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e Envio por la OIE, con ayuda del NIBSC, de una solicitud a los fabricantes del material a granel
invitandoles a presentar un dosier por escrito que incluya los datos técnicos, y contacto con los
laboratorios de referencia para las pruebas preliminares: marzo de 2017 [concluida].

¢ Seleccion de tuberculinas candidatas a ISBT-2 mediante una teleconferencia del Grupo: mayo de 2017
[concluida].

¢ Revisidn del protocolo, calendario y presupuesto: junio de 2017 [concluida].
e Seleccion del material a granel y envio al NIBSC para julio-agosto de 2017.
e Llenado preliminar de ampollas para agosto de 2017.

¢ Revisidn por un experto en estadistica del protocolo para el Estudio Colaborativo Internacional para
septiembre de 2017.

¢ Invitacién a participar en el Estudio Colaborativo Internacional (contacto con los Delegados y Puntos
focales para los laboratorios de la OIE) para septiembre de 2017.

¢ Preparacion del agente sensibilizante normalizado: cepa M. bovis AN5 termoinactivada para cobayas
para finales de 2017.

e Evaluacion del material de llenado preliminar por dos Laboratorios de Referencia de la OIE para
finales de 2017.

¢ Llenado principal de of 5000 ampollas para mediados de 2018.

¢ Inicio del Estudio Colaborativo Internacional para mediados de 2018 y finalizacién para mediados de
20109.

e Presentacion de datos para el anélisis estadistico para mediados de 2019.

e Presentacion de un informe escrito a la Comision de Normas Bioldgicas para enero de 2020 y
validacion por la Asamblea Mundial para mayo de 2020.

e El NIBSC fue designado depositario del patron ISBT-2 y garantizara su almacenamiento y
distribucion adecuados en condiciones seguras.

¢ Documento sobre la caracterizacion del patron ISBT-2 revisado por expertos.
4.2 Costes previstos, financiacion actual y ayuda en especie, actividades aun no financiadas

Tras examinar el presupuesto con la Dra. Emily Tagliaro, jefe de la unidad del Fondo Mundial de la OIE, el
Grupo consider6 que las contribuciones en especie de los Paises Miembros de la OIE cubririan parte de los
costes y que la OIE tendria que buscar una financiacion para el resto del presupuesto. La Dra. Tagliaro se
informara de otras opciones de financiacion.

4.3. Informes internos, comunicacion de resultados

El Grupo recomendé que se publicase un documento sobre la caracterizacion del patrén ISBT-2 revisado por
expertos, ademas del informe interno a la Comision de Normas Biolégicas.

4.4. Imprevistos
El Grupo identificé los siguientes imprevistos:

¢ Si no hubiese suficientes laboratorios capaces de participar en el Estudio Colaborativo Internacional,
entonces deberia aumentarse el nimero de animales de prueba en cada laboratorio participante, segin
la recomendacién del experto en estadistica.

e Si no se contase con suficientes recursos tras la ronda inicial de bisqueda de fondos, se recurriria a
otros organismos de financiacion.

e Si ninguno de los lotes candidatos fuese satisfactorio, la OIE tendra que seleccionar otros lotes para
evaluarlos.
5. Otros asuntos
El Grupo respondid a diversas otras preguntas planteadas por la OIE:

a) ¢El Grupo apoya la realizacidon de un analisis genémico comparativo para caracterizar cada uno de los
aislados de M. bovis utilizados como in6culos para producir las tuberculinas candidatas?

El Grupo aprobd esta propuesta y recomendd que los genomas de los in6culos de M. bovis AN5 sean
secuenciados por los proveedores de las tuberculinas candidatas, o que los fabricantes proporcionen el ADN
al Laboratorio de Referencia de la OIE para la tuberculosis bovina en el Reino Unido para su secuenciacién.
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6.

7.

b)

d)

¢El Grupo apoya la recomendacion de que las autoridades reguladoras nacionales consideren la
posibilidad de efectuar un analisis genémico de los aislados de M. bovis usados para la produccion de
tuberculinas bovinas?

El Grupo apoyé esta sugerencia y recomendd ademas que se utilice la secuenciacién gendmica para
caracterizar una cepa ANS de referencia.

Para identificar la cepa de referencia, el Grupo recomend6 que se pidiese a los laboratorios que participen en
el Estudio Colaborativo Internacional y utilicen M. bovis AN5 vivo para sensibilizar a las cobayas que
presenten la secuencia genomica de la cepa ANS utilizada para la sensibilizacion. De lo contrario, los
participantes podrian enviar el ADN gendmico de estas cepas al Laboratorio de Referencia de la OIE para la
tuberculosis bovina en el Reino Unido para su secuenciacion.

¢El Grupo ad hoc apoya la realizacién de un andlisis protedmico de los aislados de M. bovis AN5? ;Hay
restricciones técnicas para la realizacion o interpretacion de los estudios protedmicos de M. bovis
termoinactivado?

El Grupo no recomendé el uso del analisis protedmico de los aislados de M. bovis AN5 dentro del marco de
este estudio.

¢La OIE deberia considerar la posibilidad de suministrar reactivos de referencia normalizados (por
ejemplo, cultivos de in6culos de M. bovis AN5 y reactivos termoinactivados) para su uso por las
autoridades reguladores nacionales en la calibracién de los patrones nacionales de referencia de la
tuberculina bovina y los lotes de produccién en funcion del nuevo patrén ISBT-2?

El Grupo aprobd esta sugerencia y recomendé que se vincule esta actividad a la iniciativa del biobanco de la
OIE. El Grupo recomendo que este material de referencia se conserve en los Laboratorios de Referencia de la
OIE para la tuberculosis bovina y que se cobre una tasa de recuperacion de los gastos por el suministro de
reactivos a terceros.

El Grupo recomendé también que no se someta el indculo M. bovis AN5 de trabajo a méas de cinco pasajes de
produccion y que se revise el capitulo pertinente del Manual Terrestre para incluir esta recomendacion.

Conclusiones

6.1. Comentarios y recomendaciones

1. Existe la preocupacién de que los suministros del ISBT-1 se estan agotando. EI Grupo recomienda, por
lo tanto, que se respete estrictamente el calendario del proyecto;

2. El Grupo recomienda firmemente que el Fondo Mundial de la OIE busque las opciones de financiacion
con caracter urgente, lo que incluye una mayor concienciacion entre los Delegados de la OIE;

3. El Grupo recomienda que el patrdn ISBT-2 sea considerado fundamental para la aplicacion de la hoja
de ruta de la Alianza Tripartita sobre la tuberculosis zoonética, en el marco de la iniciativa "Una Sola
Salud";

4.  El Grupo recomienda que se revise el capitulo sobre la tuberculosis bovina del Manual Terrestre de la
OIE, incluido el apartado sobre la tuberculina.

Finalizacién y aprobacion del borrador del informe

El Grupo ad hoc finalizé y aprob6 el borrador del informe.

.../Apéndices
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Apéndice |

REUNION DEL GRUPO AD HOC DE LA OIE SOBRE
EL REEMPLAZO DEL PATRON INTERNACIONAL DE TUBERCULINA BOVINA

Paris, 6-8 de junio de 2017

Términos de referencia

e  Examinar los progresos en la adquisicion de las tuberculinas a granel candidatas y en la formulacién de las
ampollas de prueba en el NIBSC.

. Identificar los laboratorios que posiblemente colaboren en los ensayos de las tuberculinas candidatas para el nuevo
patrén ISBT.

e  Ultimar los protocolos para la caracterizacion de las tuberculinas candidatas para el nuevo patron ISBT, y para la
evaluacion de su potencia, especificidad e inocuidad.

e  Examinar el calendario, el presupuesto y los informes.
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Apéndice 11

REUNION DEL GRUPO AD HOC DE LA OIE SOBRE
EL REEMPLAZO DEL PATRON INTERNACIONAL DE TUBERCULINA BOVINA

Paris, 6-8 de junio de 2017

Temario

1. Apertura
2. Designacion del presidente y del relator
3. Términos de referencia

3.1. Examinar los progresos realizados hasta la fecha para la adquisicidn de las tuberculinas a granel candidatas y
la formulacion de las ampollas de prueba para su evaluacion en el laboratorio

3.2. ldentificar los laboratorios que posiblemente colaboren y ultimar los protocolos y calendarios para evaluar la
potencia, especificidad e inocuidad de las tuberculinas seleccionadas para el nuevo patron ISBT, y preparar
informes de sintesis

4. Examen del calendario, presupuesto e informes

4.1 Calendario, plazos, resultados.
4.2 Costes previstos, financiacion actual y apoyo en especie, actividades ain no financiadas.
4.3. Informes internos y comunicacién de resultados.

4.4. Imprevistos
5. Otros asuntos
6. Conclusiones
6.1. Comentarios y recomendaciones

7.  Finalizacion y aprobacion del borrador del informe
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Apéndice |11

REUNION DEL GRUPO AD HOC DE LA OIE SOBRE
EL REEMPLAZO DEL PATRON INTERNACIONAL DE TUBERCULINA BOVINA

MIEMBROS

Paris, 6-8 de junio de 2017

Lista de participantes

Dr. Steven Edwards
(Presidente)

c/o OIE 12 rue de Prony

75017 Paris, FRANCIA

Tel.: (+33-[0]1) 44.15.18.88
Fax: (+33-[0]1) 42.67.09.87
steve-oie@cabanas.waitrose.com

Dr. Bernardo Alonso

Gerencia de Laboratorios (GELAB) del
Servicio Nacional de Sanidad y
Calidad, Agroalimentaria (SENASA)
Avda A. Fleming 1653, 1640 Martinez
Pcia de Buenos Aires, ARGENTINA
Tel.: (+54-11) 48.36.19.92/11.73

Fax: (+54-11) 48.36.19.92
balonso@senasa.gov.ar

Dr. Ad Koets

(participd por consulta telefénica)
Central Veterinary Institute
Wageningen

PAISES BAJOS

ad.koets@wur.nl

Dra. Maria Laura Boschiroli-Cara
Anses, Unité Zoonoses Bactériennes
Laboratoire de santé animale

23 avenue du Général de Gaulle
94706 Maisons-Alfort Cedex
FRANCIA

Tel.: (+33-[0]1) 49 77 13 00

Fax: (+33-[0]1) 49 77 13 44
Maria-laura.boschiroli@anses.fr

Dra. Mei Mei Ho

(particip6 por consulta electrdnica)
Principal Scientist,

Bacteriology Division, MHRA-
NIBSC,

Blanche Lane, South Mimms,
Potters Bar, Herts., EN6 3QG,
REINO UNIDO

Mei.Ho@nibsc.org

Dra. Lucia de Juan

Laboratorio de Referencia de la Unién
Europea para la Tuberculosis bovina,
Centro de Vigilancia Sanitaria
Veterinaria VISAVET, Universidad
Complutense Madrid, Avda. Puerta de
Hierro s/n, 28040 Madrid, ESPANA
dejuan@visavet.ucm.es

REPRESENTANTE DE LA COMISION DE NORMAS BIOLOGICAS

Prof. Glyn Hewinson

Animal and Plant Health Agency
New Haw, Addlestone

Surrey KT15 3NB

Weybridge

REINO UNIDO

Tel.: (+44-1932) 34.11.11

Fax: (+44-1932) 34.70.46
glyn.hewinson@apha.gsi.gov.uk

Dr. David Wood

(invitado pero no pudo asistir,
jubilado)

Coordinator, Technologies Standards
and Norms (TSN) Team, Essential
Medicines and Health Products (EMP)
Department, Health Systems and
Innovation (HIS) Cluster, World Health
Organization, Avenue Appia 20, 1211
Geneva 27, SUIZA

woodd@who.int

Dr. Randal Capsel

National Veterinary Services
Laboratories, USDA, APHIS,
Veterinary Services, P.O. Box 844
Ames, lowa 50010,

ESTADOS UNIDOS DE AMERICA
Randy.T.Capsel@aphis.usda.gov

Dr. Mehdi El Harrak

(Miembro)

R&D Director, MCI Santé Animale,
BP278 ZI SO, 28810 Mohammedia
MARRUECOS

Tel.: +212- 662 88.33.78
elharrak_m@hotmail.com

SEDE DE LA OIE

Dr. Matthew Stone

Director general adjunto

Normas internacionales y ciencia, OIE
12 rue de Prony

75017 Paris, FRANCIA

Tel.: (33-1) 44.15.18.88

Fax: (33-1) 42.67.09.87
m.stone@oie.int

Dra. Elisabeth Erlacher-Vindel
Jefe, Depto. de Ciencias y nuevas
tecnologias
e.erlacher-vindel@oie.int

Dra. Emily Tagliaro
Jefe, Unidad del Fondo Mundial

e.tagliaro@oie.int
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Dr. Glen Gifford
Comisionado

g.gifford@oie.int

Dra. Simona Forcella
Comisionada, Depto. de Estatus

s.forcella@oie.int
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Apéndice IV

Protocolo para la evaluacién y adopcion de un
nuevo patron internacional de tuberculina bovina (revisado en junio de 2017)

El primer patrén internacional del derivado proteinico purificado (PPD) de tuberculina bovina fue designado por la
OMS ¢ en 19867 y se conserva actualmente en el Laboratorio Internacional de Patrones Bioldgicos de la OMS: MHRA-
NIBSC &, en el Reino Unido. Habida cuenta de la disminucién de stocks del patrén internacional de tuberculina bovina,
se ha elaborado una propuesta para la evaluacion y calibracion de un patron de sustitucion. El objetivo es producir un
nuevo patron internacional de tuberculina bovina para satisfacer las necesidades mundiales durante los préximos 20
afios. Para esta tarea sera necesario realizar ensayos con animales y, por ende, fondos para financiarlos. Se ha acordado
que la OIE guie la evaluacién y designacion del patrén de sustitucién. Un grupo de expertos dirigird y supervisara el
estudio. Entre las instituciones asociadas al estudio, cabe destacar los Laboratorios de Referencia de la OIE para la
tuberculosis bovina, otros expertos reconocidos y el MHRA-NIBSC (en calidad de depositario del patrén actual y
experto en la evaluacidn, designacion y almacenamiento de preparaciones normalizadas de referencia). El protocolo
para el estudio propuesto se explica a continuacion.

Los resultados y datos brutos se transmitiran al MHRA-NIBSC para el analisis estadistico y evaluacion por el grupo de
expertos del estudio.

1. Produccién

Se invitar4 a los fabricantes de tuberculina a donar el material a granel candidato junto con certificados de andlisis
que indiquen la toxicidad, esterilidad, efecto sensibilizante, especificidad y potencia. Se seleccionardn dos
materiales candidatos como minimo para su ulterior procesamiento y evaluacion usando métodos acordes a los
procesos de produccion reconocidos. La tuberculina se obtendra a partir de fracciones hidrosolubles preparadas
calentando en vapor libre y filtrando posteriormente cultivos de M. bovis de la cepa AN5 en un medio liquido
sintético. La fraccidn activa del filtrado, consistente principalmente de proteinas, se aislara por precipitacion, se
lavara y se volvera a disolver en una solucién amortiguadora de glucosa-fosfato sin conservante. El preparado
estéril final se almacenara en el MHRA-NIBSC como material a granel en espera de la calibracion del nuevo
patrén. Para el analisis inicial, se producird un pequefio nimero de ampollas de prueba liofilizadas, cada una de las
cuales contendrd de 2 mg de proteina. Después, el stock a granel de las preparaciones seleccionadas que den
resultados satisfactorios en la evaluacion preliminar serd liofilizado en ampollas de 2 mg. Estas se utilizaran en un
Estudio Colaborativo Internacional para determinar las unidades/potencia de las preparaciones, una de las cuales
sera seleccionada como nuevo patron internacional de tuberculina bovina. Se definira en unidades internacionales
mediante calibracion en contraste con el patrén actual.

2. Evaluacién preliminar

El objetivo de la evaluacién preliminar es verificar el proceso de liofilizacion y la idoneidad de las preparaciones
candidatas. Dos Laboratorios de Referencia de la OIE para la tuberculosis bovina llevaran a cabo una evaluacion
preliminar en cobayas sensibilizados con M. bovis termoinactivado de la cepa AN5. Se les suministrara el patron
internacional actual y las dos preparaciones candidatas preliofilizadas y liofilizadas, que se evaluaran segin se
explica a continuacion.

2.1. Potencia

Para cada preparacion candidata, sensibilizar como minimo ocho cobayas albinos, cada uno de los cuales
debe pesar entre 300 g y 500 g, mediante una inyeccién intramuscular profunda de una dosis adecuada de
M. bovis termoinactivado de la cepa AN5, suspendida en una solucién amortiguadora y transformada en una
emulsion con el adyuvante incompleto de Freund o un aceite mineral para comparar las posibles diferencias
en la preparacion. Transcurridas al menos cuatro semanas tras la sensibilizacion de los cobayas, afeitar los
costados de los animales para disponer de espacio para un maximo de cuatro puntos de inyeccién en cada
lado. Preparar diluciones de la tuberculina candidata que se vaya a evaluar y de la preparacion normalizada

6 Organizacion Mundial de la Salud

7 WHO - Proposed international standard for purified protein derivative (ppd) of bovine tuberculin - THE INTERNATIONAL
COLLABORATIVE ASSAY: http://apps.who.int/iris/bitstream/10665/78132/1/WHO_BS_86.1518 eng.pdf

8 Medicines and Healthcare products Regulatory Agency - National Institute for Biological Standards and Control, Potters Bar,
Hertfordshire EN6 3QG, Reino Unido
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de referencia utilizando una solucién salina isotonica amortiguadora de fosfatos (pH 6,5-7,5) que contenga
0,005 g/l de polisorbato 80. Utilizar al menos tres dosis de la preparacién normalizada y otras tantas de la
preparacion candidata que se vaya a evaluar. Escoger las dosis de modo que las lesiones producidas tengan
un diametro comprendido entre 8 y 25 mm. Distribuir aleatoriamente las diluciones entre los puntos
valiéndose de un cuadrado latino. Inyectar cada dosis intradérmicamente a un volumen constante de 0,1 o
0,2 ml. Transcurridas entre 24 y 28 horas, medir los didmetros de las lesiones y calcular el resultado de la
prueba utilizando los métodos estadisticos habituales, basandose en el supuesto de que los diametros de las
lesiones son directamente proporcionales al logaritmo de la concentracion de las tuberculinas.

La prueba no sera valida a menos que los limites de error (con una confianza p = 0,95) sean superiores al
50 % e inferiores al 200 % de la potencia calculada, la potencia declarada del estandar representa el 100 %.
La potencia calculada estara entre el 66 % y el 150 % de la potencia declarada de la tuberculina. La potencia
declarada sera al menos igual a 30 000 Ul/mg.

Para esta prueba se necesitaran 38 cobayas albinos por laboratorio.®

La evaluacion preliminar incluird también la prueba de un protocolo, proporcionado por el USDA, para la
sensibilizacion de cobayas con M. bovis termoinactivado mezclado con aceite mineral. Para esta prueba se
necesitaran 16 cobayas por laboratorio (32 en total).

2.2. Especificidad

Los estandares candidatos se analizaran, en un Laboratorio de Referencia de la OIE para la tuberculosis
bovina, en comparacion con el patron de tuberculina PPD aviar mediante un ensayo de cuatro puntos en
cobayas sensibilizados con M. avium (cepa D4ER) termoinactivado, que comprenda dos diluciones seriadas
de 1/25 de cada tuberculina. Se escogen cantidades de 0,03 mg y 0,0012 mg de la tuberculina PPD aviar de
prueba que corresponden a aproximadamente 1500 y 60 Ul, porque estas dosis dan buenas reacciones
cutneas de facil lectura. En un ensayo, los estdndares candidatos se comparan con el patrén internacional de
tuberculina bovina en ocho cobayas aplicando ocho inyecciones intradérmicas por animal, empleando un
disefio equilibrado completo de cuadrado latino. La lectura de los resultados y la evaluacion estadistica son
idénticas a las de la prueba de potencia. La respuesta al PPD bovino en los cobayas sensibilizados con
M. avium debe ser del 10 % o menos en comparacion con el PPD aviar.

Para ello, se requeriran ocho cobayas albinos.
3. Estudio colaborativo internacional

El estudio sera coordinado por el MHRA-NIBSC, bajo la direccién del grupo de expertos del estudio y bajo la
supervision de la Comision de Normas Bioldgicas de la OIE. EIl MHRA-NIBSC enviard un cuestionario a los
participantes potenciales, con preguntas, por ejemplo, sobre el ensayo de potencia que pueden realizar utilizando
cobayas o0 bovinos, la sensibilizacion usando M. bovis vivo o termoinactivado y, en el caso de los bovinos, con
reactores naturales o infectados experimentalmente. Se pedira a los participantes que indiquen su capacidad y
disposicion para realizar los ensayos requeridos usando un protocolo de estudio comdn en un plazo concreto. El
grupo de expertos del estudio elegira a los participantes sobre la base de las respuestas. El nimero previsto de
laboratorios participantes es el siguiente: diez para los cobayas sensibilizados con M. bovis vivo, diez para los
cobayas sensibilizados con M. bovis termoinactivado de la cepa AN5, cinco para los bovinos reactores
sensibilizados naturalmente y cuatro para los bovinos sensibilizados por infeccién experimental. Si no se alcanza
los nimeros previstos, el grupo de expertos del estudio revisara el disefio del estudio.

3.1 Sensibilizacion de cobayas con M. bovis termoinactivado

El protocolo propuesto se completard una vez se hayan terminado las evaluaciones preliminares y los anélisis
estadisticos.

Se pedira a cada participante que pruebe cada una de las preparaciones candidatas en tres experimentos
separados. Se utilizaran en total 10 cobayas por cada preparacién candidata por experimento. Se producira un
stock estandar de agente sensibilizante (AN5 termoinactivado) en una suspensién acuosa a una concentracion
de 50 mg (peso humedo) de ANS5 termoinactivado por ml de solucion amortiguadora acuosa. Cada
laboratorio participante elaborard una preparacion de trabajo con AN5 termoinactivado en aceite mineral a
partir de los reactivos de stock suministrados. Combinar 2 ml de agente sensibilizante del stock con 3 ml de
adyuvante de aceite mineral ligero (Fisher Scientific Sigma Chemical Company o un proveedor equivalente,
nimero MDL: MFCD00131661) para una concentracion final de 20 mg/ml.

9 El nimero de animales propuestos incluira animales de reserva para imprevistos.
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Para cada preparacion candidata, sensibilizar como minimo ocho cobayas albinos, cada uno de los cuales
debe pesar entre 300 g y 500 g, y utilizar los dos cobayas adicionales no sensibilizados para los controles.

Calentar y mantener la preparacién del stock de trabajo a aproximadamente 45° C y extraer con una jeringa el
agente sensibilizante calentado. Inyectar a 8 cobayas mediante inyeccion intramuscular profunda con 0,05 ml
de agente sensibilizante en cada pata trasera (el volumen total por animal es igual 0,1 ml).

Inyectar a los cobayas no sensibilizados mediante inyeccién intramuscular (0,5 ml por pata trasera) con
0,1 ml de solucion salina estéril calentada previamente 45 °C.

Treinta y cinco (+/- 2) dias después de la sensibilizacion, esquilar el abdomen y los costados de cada cobaya
y dejarlos descansar en sus jaulas un minimo de cuatro horas antes de administrar las inyecciones de
tuberculina. Preparar diluciones de las tuberculinas candidatas que se vayan a evaluar y del preparado de
referencia utilizando una solucién salina isotonica amortiguadora de fosfatos (pH 6,5-7,5) que contenga
0,005 g/l de polisorbato 80 para contener 50, 10, 2 y 0,4 ug de proteina/ml, esto corresponde a 1625 Ul/ml,
325 Ul/ml, 65 Ul/ml y 13 Ul/ml respectivamente. Distribuir aleatoriamente las diluciones entre los puntos de
inyeccion valiéndose de un cuadrado latino. Con el cobaya en posicidn lateral, inyectar cada dosis
intradérmicamente a un volumen constante 0,1 ml. Administrar cuatro inyecciones en cada costado de cada
cobaya. Asimismo, inyectar las cuatro diluciones de las tuberculinas de referencia y candidatas en los
cobayos no sensibilizados de control. Transcurridas entre 24 y 28 horas, medir los didmetros de las lesiones
con calibres y entre 48 y 52 horas después de la inyeccion, medir de nuevo los didmetros. Registrar los dos
didmetros perpendiculares del eritema de cada punto de inyeccion. Calcular el resultado de la prueba
utilizando los métodos estadisticos habituales, basandose en el supuesto de que los didmetros de las lesiones
son directamente proporcionales al logaritmo de la concentracion de las tuberculinas.

Esta prueba requerira un total de 60 cobayas por laboratorio.
3.2 Sensibilizacién de cobayas con M. bovis vivo

Se pedira a cada participante que pruebe cada una de las tuberculinas candidatas en tres experimentos
separados. Para cada tuberculina candidata, sensibilizar a ocho cobayas, de un peso de entre 400 g a 600 g,
mediante la inyeccidén intramuscular profunda de 0,0001 mg de masa himeda M. bovis vivo de la cepa AN5
suspendido en 0,5 ml de una solucion de 9 g/l cloruro de sodio para la sensibilizacion de cobayas con
M. bovis vivo. Cuatro semanas después de la sensibilizacion, afeitar los costados de los animales para
disponer de espacio para un maximo de cuatro puntos de inyeccién en cada lado. Preparar diluciones (40, 20,
10 y 5 Ul/ml) de la tuberculina candidata que se vaya a evaluar y de la tuberculina de referencia usando una
solucién salina isoténica amortiguadora de fosfatos (pH 6,5-7,5) que contenga 0,005 g/l de polisorbato 80.
Distribuir aleatoriamente las diluciones entre los puntos valiéndose de un cuadrado latino. Inyectar cada dosis
intradérmicamente a un volumen constante de 0,2 ml. Transcurridas 24 horas, medir los didmetros de las
lesiones usando calibres y calcular los resultados de la prueba utilizando los métodos estadisticos habituales,
basandose en el supuesto de que los diametros de las lesiones son directamente proporcionales al logaritmo
de la concentracion de las tuberculinas inyectadas.

Esta prueba requerira un total de 50 cobayas por laboratorio.
3.3 Bovinos reactores

Conforme a lo estipulado en el Manual Terrestre de la OIE, los bovinos deben proceder de rebafios
infectados que contengan casos de campo confirmados que hayan reaccionado positivamente entre 3 y
15 mm en la prueba cutanea de tuberculina y de preferencia también positivamente en el ensayo de liberacion
del interferdn gamma. Los bovinos infectados deben permanecer aislados durante 8 semanas como minimo.
Las tuberculinas candidatas son evaluadas en contraste con el patron internacional de tuberculina bovina
mediante un ensayo de cuatro puntos usando dos diluciones seriadas de 1/5 de cada tuberculina candidata.
Para el estandar, se inyectan 0,1 y 0,02 mg de tuberculina PPD, ya que estos volimenes corresponden a
aproximadamente 3250 y 650 UIl. Las tuberculinas candidatas se diluyen de tal manera que se apliquen los
mismos pesos de proteinas. El volumen de la inyeccién es de 0,1 ml, y la distancia entre los puntos de
inyeccion de la zona cervical media es de entre 15 y 20 cm. En un ensayo, las tuberculinas candidatas se
comparan con el patrén internacional de tuberculina bovina en ocho bovinos reactores, aplicando ocho
inyecciones intradérmicas por animal a ambos lados del cuello y empleando un disefio equilibrado completo
de cuadrado latino. El espesor cutaneo en cada punto de cada inyeccién se mide en décimas de milimetro con
calibradores, del modo més exacto posible, antes de la inyeccion y transcurridas 72 horas después de la
inyeccion.

Los resultados se evaltan estadisticamente usando los mismos métodos normalizados para ensayos de lineas
paralelas empleados en las pruebas de potencia en cobayas.
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4.

3.4

3.5

Se pedird a cada participante que pruebe cada una de las preparaciones candidatas en tres experimentos
separados. Esta prueba requerira al menos 24 bovinos reactores de 6 meses de edad como minimo.

Ganado bovino infectado experimentalmente

Se pedira a los participantes que propongan su método de infeccion experimental, incluida la dosis y cepa de
M. bovis que se utilizara para la sensibilizacién. Transcurridas 6 semanas como minimo tras la infeccion, se
llevara a cabo la prueba de la tuberculina tal como se indica mas arriba. Para ello, se requeriran al menos 8
animales de 6 meses de edad como minimo.

Se pedira a cada participante que pruebe cada una de las tuberculinas candidatas en tres experimentos
separados. Esta prueba requerira al menos 24 bovinos de 6 meses de edad como minimo.

Pruebas de estabilidad

El MHRA-NIBSC preparard muestras para la prueba de estabilidad térmica. Las ampollas de las
preparaciones de llenado definitivo se incubardn a varias temperaturas (es decir, -20 °C, 4°C y 37 °C)
durante diferentes periodos de tiempo (es decir, 3, 6, 12 y 24 meses). Esas muestras solo tendran que ser
analizadas una vez por un Laboratorio de Referencia que utilice cobayas sensibilizados con AN5
termoinactivada. Dependiendo el avance del estudio colaborativo internacional, es posible que la prueba de
estabilidad de duracién més larga no se haya completado cuando todos los demas datos en apoyo de la
adopcidn del nuevo patrdn estén listos. En este caso, tras la adopcion del patron, se podran analizar muestras
de otros momentos en el tiempo y la fecha de expiracion podréa ajustarse en funcién de los resultados (esta es
una practica comun para otros estandares).

Una prueba de estabilidad con dos preparaciones candidatas, usando tres temperaturas y cuatro momentos en
el tiempo requerira un total de 144 cobayas, comparando muestras de dos temperaturas de incubacion (4 °C o
37 °C) con la muestra almacenada a -20 °C.

Informe del estudio colaborativo internacional

El grupo de expertos del estudio preparard un borrador del informe, se enviard a cada participante una copia del
borrador y el codigo usado para identificar su propio laboratorio. Los participantes deben confirmar que:

i) Sus datos han sido interpretados correctamente en el andlisis;
ii) El material propuesto es adecuado para ser utilizado como patrén de referencia a los efectos definidos y

iii) La cantidad de unidades propuesta es adecuada.

El informe final se presentara a la Comision de Normas Biol6gicas de la OIE.

Se redactara un manuscrito para su publicacion, previa revision por expertos, en una revista internacional apropiada.
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Apéndice V

Original: Inglés
Mayo de 2017

INFORME DE LA REUNION DEL GRUPO AD HOC DE LA OIE SOBRE EL REEMPLAZO
DEL PATRON INTERNACIONAL DE TUBERCULINA BOVINA
Consulta por teleconferencia el 18 de mayo de 2017

El Grupo ad hoc de la OIE sobre el reemplazo del patron internacional de tuberculina bovina (en lo sucesivo, el Grupo)
evalud los dosieres presentados por tres fabricantes, donantes potenciales de las tuberculinas candidatas para la
produccion del nuevo Patron internacional de tuberculina bovina (ISBT-2).

La Comision de Normas Bioldgicas (en lo sucesivo, la Comision), decididé que esta evaluacion podria realizarse por
correspondencia entre los expertos del Grupo. La secretaria de la OIE facilité la comunicacion, que se llevo a cabo por
via electrénica. Se organiz6 una teleconferencia el 18 de mayo de 2017 para facilitar las deliberaciones y preparar el
informe.

Los miembros del Grupo habian analizado previamente los dosieres. Los expertos presentaron sus principales
conclusiones a los demas participantes del Grupo, en un inicio por via electronica y después durante la conferencia. El
Grupo evalud exhaustivamente si los proveedores potenciales de la tuberculina a granel satisfacian los criterios de
seleccion definidos en la primera reunion en noviembre de 2015.

Antes de la teleconferencia, el Grupo habia pedido informacién adicional a los donantes potenciales y habia recibido
precisiones de parte de dos de ellos.

1. Apertura

La Dra. Simona Forcella, del departamento de Estatus, y el Dr. Glen Gifford, del departamento de Ciencias y
nuevas tecnologias, dieron la bienvenida al Grupo, en nombre de la Dra. Monique Eloit, Directora general de la
OIE, y le agradecieron su compromiso con la labor de la OIE y su apoyo. La Dra. Forcella reconoci6 el trabajo
efectuado, no solo durante la reunién, sino también antes con la revisién de los dosieres presentados por los
donantes potenciales.

La Dra. Forcella recordd el objetivo de la teleconferencia e insistié en la importancia de reemplazar rapidamente el
actual patron ISBT (ISBT-1), antes de que se agoten los stocks actuales. Asimismo record6 a los participantes la
importancia de mantener la confidencialidad sobre las cuestiones sensibles abordadas en la reunion y resalté que el
informe de esta reunién deberia ser transparente, cada decisién deberia estar fundamentada cientificamente y
claramente documentada a fin de poder comunicarla a la Comision de Normas Bioldgicas y, por dltimo, a los
Paises Miembros de la OIE.

2. Aprobacidén del temario y designacion del presidente y del redactor del informe

El Dr. Steven Edwards presidié la reunion y el Prof. Glyn Hewinson se encargd de redactar el informe, con el
apoyo de la Secretaria de la OIE. El Grupo aprobo el temario propuesto.

Los términos de referencia del Grupo el temario se presentan en el apéndice | y la lista de participantes se
presentan en el apéndice II.

3. Examen de los términos de referencia
3.1. Antecedentes y términos de referencia
El Grupo fue convocado por primera vez por la OIE del 24 al 26 de noviembre de 2015. El principal objetivo

en dicha ocasidn era desarrollar un protocolo para producir un nuevo patron ISBT (ISBT-2), en la medida en
que las existencias del actual patron ISBT-1 se estan agotando.
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3.2.

En su reunion de febrero de 2017, la Comisidn aprob6 la propuesta de que el National Institute for Biological
Standards and Control (NIBSC) contactase con los proveedores potenciales de tuberculina a granel en
nombre de la OIE. Posteriormente, se contactaron a varios fabricantes y se han identificado tres donantes
potenciales de la tuberculina de sustitucion.

Segun el calendario del protocolo elaborado por el Grupo en noviembre de 2015, la criba inicial de
tuberculinas candidatas debia efectuarse sobre la base de los documentos de sintesis presentados por los
donantes potenciales. Se necesitaba una teleconferencia del Grupo ad hoc para deliberar sobre los dosieres de
los donantes potenciales de tuberculinas a granel candidatas y seleccionar dos tuberculinas para su evaluacién
ulterior.

El objetivo de la teleconferencia era examinar la documentacién y los resultados de las pruebas presentados
por los donantes potenciales de las tuberculinas a granel candidatas y seleccionar dos tuberculinas para su
formulacién en ampollas de prueba en el NIBSC. Estas tuberculinas candidatas seran evaluadas
posteriormente en estudios de laboratorio que se efectuaran en los Laboratorios de Referencia de la OIE para
la tuberculosis bovina y en laboratorios colaboradores.

Resumen de los procedimientos empleados para contactar con los fabricantes de tuberculinas bovinas
y solicitar donaciones de tuberculinas a granel candidatas

El Dr. Glen Gifford resumid los procedimientos seguidos para contactar con los fabricantes de tuberculinas
bovinas y solicitar donaciones de tuberculinas a granel candidatas.

Informé al Grupo de que se habia contactado a 18 fabricantes donantes explicandoles el proyecto, los
requisitos de informacion sobre el material potencial donado y el proceso de decision, incluida la hoja de
puntuacion que el Grupo usaria para la evaluacion. La OIE recibid las respuestas de cuatro donantes
potenciales, y tres de ellos presentaron los documentos requeridos. Fueron identificados como Fabricante 1,
Fabricante 2 y Fabricante 3 para proteger su confidencialidad. Los expertos examinaron los dosieres, y los
resiimenes de sus conclusiones se comunicaron al Grupo.

Discusién de las evaluaciones por el Grupo ad hoc de la documentacién y los resultados de las
pruebas presentados por los donantes potenciales

El Grupo debatié y evalué cada uno de los documentos presentados por los tres donantes potenciales, para
demostrar su cumplimiento con los criterios de seleccion del material a granel.

1)

Descripcion del protocolo de fabricacion y del sistema de control de calidad para la produccién del
derivado proteinico purificado de la tuberculina bovina

El Grupo considerd que el fabricante 1 (M1) habia presentado una documentacion muy pormenorizada y
clara que acreditaba un protocolo claro y un buen registro de seguimiento.

El fabricante 2 (M2) habia presentado una descripcion breve pero suficientemente clara para demostrar un
buen protocolo.

El fabricante 3 (M3) habia presentado una informacion pormenorizada y clara. Sin embargo, el Grupo
observé que este fabricante ya no utilizaba métodos de precipitacion quimica como, por ejemplo, sulfato de
amonio o acido tricloroacético, sino concentrados por ultrafiltracion, usando una membrana (20 kDa). La
disminucion del peso molecular de la ultrafiltracién es importante, ya que las proteinas de menor peso
molecular son altamente inmunogénicas (por ejemplo, ESAT-6 y CFP10, de aproximadamente 10 kDa). El
Grupo coment6 que si la reduccion era excesiva, el fabricante podria perder estos importantes antigenos de
bajo peso molecular. EI Grupo determind que un patrdn internacional debe ser producido con un
procedimiento normalizado, y que el procedimiento adoptado por M3 no era alin un procedimiento aceptado,
aunque podria serlo en el futuro. ElI Grupo lamentd que M3 no hubiese proporcionado la informacion
adicional, incluyendo las especificaciones de la reduccion del peso molecular.

El Grupo reconocié que todos los fabricantes habian declarado cumplir las normas de la Farmacopea

Europea para la fabricacion de la tuberculina bovina, tal como lo demostraron las referencias citadas en los
dosieres.
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2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

Resumen que demuestra un historial de produccién consecuente a largo plazo con el uso del producto
en los programas de control de la tuberculosis bovina (bTB)

El Grupo reconocié que los tres fabricantes poseian un historial de produccion de larga data; M1 desde 1982
y M2 desde 1996. M3 también poseia un historial de produccion de larga data; sin embargo, utilizaba la
nueva metodologia de ultrafiltracién para la produccién de tuberculina solo desde 2005 y tenia un nuevo
inéculo original desde 2013.

Resumen del uso a gran escala o en un nimero significativo de animales.

El Grupo reconocié que los tres fabricantes cumplian los requisitos, y que cada uno habia suministrado la
tuberculina bovina utilizada en millones de animales.

Supervisién reglamentaria de los productos comercializados incluyendo: criterios de comercializacién
e identificacion de la autoridad reguladora responsable.

El Grupo reconocio6 que los tres fabricantes cumplian los requisitos, y que estaban inscritos legalmente en los
registros de las autoridades competentes.

A efectos de continuidad de los criterios de calidad, el nuevo patrén internacional de tuberculina
estandar 2 (ISBT-2) debe tener caracteristicas de rendimiento en lo posible similares a las del actual
patron internacional de tuberculina bovina 1 (ISBT-1).

El Grupo consider6 que el ISBT-1 tenia una potencia de 32 500 Ul/mg y observé que M1 tenia una
tuberculina con caracteristicas de rendimiento similares a las del ISBT-1. M2 tenia un producto normalizado
de menor potencia (25 000 Ul/mg); sin embargo, M2 informé al Grupo de que, en caso de ser seleccionado,
produciria un lote de tuberculina de una potencia similar a la del ISBT-1. La caracterizacion de la tuberculina
producida por M3 en comparacion con el ISBT-1 no quedaba clara. ElI Grupo observé que M3 producia una
tuberculina de potencia superior (50 000 Ul/mg).

Certificado de analisis. Debe incluir datos sobre la toxicidad, esterilidad, efecto sensibilizante,
especificidad y potencia que cumplan los requisitos para el derivado proteinico purificado de la
tuberculina previstos en la Farmacopea Europea, monografia para bovinos (01/2008:0536) 0 su
equivalente en otras normas reglamentarias.

El Grupo convino en que el dosier presentado era conforme al formato del cuestionario del Articulo 1.6.7.

El Grupo determin6é que las caracteristicas criticas mas importantes eran la esterilidad, especificidad y
potencia, y que dos de los tres donantes potenciales de las tuberculinas a granel candidatas habian
proporcionado una informacién pormenorizada. M3 no proporciond informacién sobre la especificidad.

Cantidad por produccion de un solo lote. Las tuberculinas a granel deben tener un contenido de
proteinas en el rango de 10-12 g; con una concentracion adecuada para la dilucién ulterior en una
solucién amortiguadora de glucosa-fosfato (pH 6,5-7,5) para el llenado a 2 mg/1 ml/ ampolla.

El Grupo observé que, de acuerdo con la informacién proporcionada, M1 y M2 podrian alcanzar un
contenido de proteinas en un rango de 10-12 g; con una concentracién adecuada para la dilucién ulterior en
una solucién amortiguadora de glucosa-fosfato (pH 6,5-7,5) para el llenado a 2 mg/1 ml/ ampolla. El Grupo
observé que M3 habia informado de que la concentracion de proteinas de su producto era variable en funcion
del lote producido. El Grupo convino en que el contenido proteinico de un patrén internacional deberia ser
constante.

Uniformidad. ElI material a granel debe ser suficiente para llenar entre 5000 y 6000 ampollas. El
producto debe ser presentado como producto Gnico a granel homogéneo o en forma de ampollas de
vidrio transparente o neutro. Toda la documentacion y etiquetado deben ser en inglés.

El Grupo convino en que segln la informacion suministrada por M1 y M2, sus productos cumplirian los
requisitos. El Grupo observé que M3 habia respondido que este requisito no se aplicaba y que no lo cumplia.
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9

10)

11)

12)

13)

14)

15)

Potencia. La potencia estimada por mg deberia ser en lo posible similar a la del actual patrén ISBT-1,
+ 32 500 unidades internacionales (Ul) por mg segun los calculos en cobayas.

El Grupo observé que la potencia de las preparaciones de campo actualmente utilizadas, dependiendo de la
legislacion local, es variable: B2000 (la dosis minima requerida), B2500 y B3000 contienen 2000, 2500 y
3000 Ul por dosis de 0,1 ml, respectivamente. Para una especificidad éptima, siempre se ha recomendado
una concentracion de 1 mg por ml. De ahi que, una potencia de 32 500 Ul/mg seria solo ligeramente superior
a, por ejemplo, B3000, lo que permitiria una mejor comparacion en el ensayo de lineas paralelas. El
contenido de cada ampolla debe ser de +2 mg, lo que permitiria conservar los esquemas de dilucién actuales.

El Grupo convino en que todos los fabricantes cumplian con las normas de la Farmacopea Europea.

Especificidad. La especificidad debe cumplir los requisitos estipulados en el Capitulo 2.4.6,
«Tuberculosis bovina» del Manual de las pruebas de diagnostico y de las vacunas para los animales
terrestres (Manual Terrestre).

El Grupo convino en que el patrén internacional deberia estar normalizado en este aspecto. El Grupo observé
gue ninguno de los fabricantes cumplia este requisito de la OIE para las pruebas de especificidad, por lo que
decidio pedirles que realizaran las pruebas de especificidad para la tuberculina bovina en el caso de que
fuesen seleccionados para la evaluacion ulterior.

Liofilizacién. Para la liofilizacién, el material a granel no debe contener fenol. Tradicionalmente, el
material a granel suele almacenarse a+4 °C en presencia de fenol, utilizado como conservante. Se
reconoce que las empresas tal vez tengan que adaptar los procedimientos especificamente para
suministrar material a granel sin fenol.

El Grupo observé que M1 suministraria la tuberculina a granel con una baja concentracion de fenol y que
habia declarado que esto no afectaria a la liofilizacién. Segun esta declaracion, si M1 fuese seleccionado, se
le pediria que fundamentase por escrito que el nivel de fenol no afectaria a la liofilizacién o que produjese un
lote sin fenol. M2 y M3 informaron de que podian suministrar un lote sin fenol.

El Grupo consider6 que deberia precisarse el calendario para el suministro por cada proveedor de lotes sin
fenol, y que el NIBSC deberia determinar basandose en fundamentos cientificos si se podia aceptar un
producto con baja concentracién en fenol.

Cepa de produccién. Mycobacterium bovis (M. bovis) AN5:

El Grupo acord6 que todos los fabricantes usaran una cepa viva AN5 de Mycobacterium bovis,
adecuadamente referenciada.

Establecimiento de un sistema de lote de ind6culos certificados para garantizar la continuidad del
patron ISBT-2 en el futuro.

El Grupo observo que los tres fabricantes tenian establecido un sistema de lotes de in6culos certificados.

La cepa de produccion del PPD bovino debe ser secuenciada.

El Grupo considerd que ninguno de los tres fabricantes habia secuenciado M. bovis, pero que debia exigirse
la secuenciacion para las tuberculinas candidatas seleccionadas para la evaluacion en el laboratorio, de
manera que la secuencia de la cepa utilizada para producir el patron ISBT-2 esté bien definida. EI Grupo
propuso profundizar el debate sobre esta cuestion en la siguiente reunion especial que se celebrara del 6 al 8
de junio de 2017, en la sede de la OIE. El Grupo convino en que también discutiria si se pondria a
disposicion una cepa normalizada para la produccion de tuberculina y los reactivos correspondientes para las
pruebas de potencia

Se debe presentar el historial de origen y transito de M. bovis AN5.

El Grupo considerd que este tema ya se trataba exhaustivamente en el punto 12.
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16) Se deben explicar los pormenores de los métodos de produccion.

El Grupo observé que de los tres fabricantes, M1 y M2 habian presentado una descripciéon pormenorizada y
satisfactoria de los protocolos de produccidn; mientras que M3 habia presentado una descripcién incompleta
y, por lo tanto, habria que solicitarle mas informacion.

17) La realizacion de los ensayos con cobayas debe ser conforme a las directrices basicas contempladas en
el Manual Terrestre de la OIE.

El Grupo convino en que M1 y M2 habian realizado los ensayos de potencia en cobayas y que habian
explicado los pormenores satisfactoriamente.

M3 no dio informacion sobre este tema; sin embargo, sefialé que cumplia con lo estipulado en la
Farmacopea Europea.

En este sentido, el Grupo observé que la Farmacopea Europea exigia que las pruebas de potencia se
realizaran utilizando M. bovis vivo para sensibilizar a las cobayas; mientras que el Manual Terrestre de la
OIE acepta las pruebas de potencia usando M. bovis vivo o inactivado para sensibilizar a los animales y el
titulo 9 del Cdédigo de Regulaciones Federales (9 CFR) exige la sensibilizacién con M. Bovis inactivado. Un
estudio disefiado por el Grupo ad hoc determinard qué método es aceptable. EI Grupo aprecié que la
Farmacopea Europea esté al tanto del proyecto de la OIE de reemplazar el actual patrén internacional de
tuberculina bovina, y que esté dispuesta a examinar las conclusiones del estudio colaborativo internacional,
supervisado por el Grupo, para actualizar sus requisitos en consecuencia.

18) Descripcion pormenorizada de los ensayos con cobayas.

El Grupo observo que M1 y M2 habian suministrado informacion adicional para describir el ensayo con
cobayas.

5. Seleccién de dos fabricantes que donaran las tuberculinas candidatas que el NIBSC formulara
en ampollas de prueba parala evaluacién de laboratorio.

El Grupo decidi6 que, aunque el producto de M3 tenia varios puntos fuertes, era la tuberculina candidata que, por
los motivos arriba mencionados, no cumplia todas las caracteristicas exigidas. La cuestion esencial es que el
patrén internacional debe ser producido de manera normalizada (es decir, usando los métodos de fabricacion
generalmente aceptados). El Grupo lamenté que el producto M3 no cumpliese este requisito, y que no hubiese
aportado la informacién complementaria solicitada sobre la caracterizacion de la tuberculina.

Con respecto a M1, aunque parece ser un buen candidato, un problema importante es la inclusion de fenol en el
lote. EI Grupo decidié pedir pruebas con fundamentos cientificos sobre el impacto del fenol. El Grupo decidi6 que,
basandose en las pruebas aportadas, el producto de M2 parecer ser un candidato idoneo, pero hay algunos puntos
gue necesitan ser precisados.

El Grupo decidi6 por unanimidad que se deberian seleccionar los productos de M1y M2, a reserva de que se den
respuestas complementarias satisfactorias a las cuestiones que se abordardn en la préxima reunién en junio
de2017.

6. Otros asuntos

El Grupo se reunira de nuevo en la sede de la OIE en Paris del 6 al 8 de junio de 2017 para finalizar la seleccion de
los donantes potenciales.

7. Aprobacidn del informe

El Grupo decidio difundir el informe para su finalizacion.
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Apéndice |
REUNION DEL GRUPO AD HOC DE LA OIE SOBRE EL REEMPLAZO
DEL PATRON INTERNACIONAL DE TUBERCULINA BOVINA
Consulta por teleconferencia el 18 de mayo de 2017

Antecedentes

Se requiere organizar una teleconferencia del Grupo ad hoc para discutir los dosieres de los donantes potenciales de
tuberculinas a granel candidatas y seleccionar dos que seran evaluadas ulteriormente.

Términos de referencia

1. El objetivo de la teleconferencia es revisar la documentacion y los resultados de las pruebas presentados por los
donantes potenciales de las tuberculinas a granel candidatas y seleccionar dos que se enviaran al National Institute
for Biological Standards and Control (NIBSC), donde se formulardn en ampollas de prueba. Estas tuberculinas
candidatas se evaluaran posteriormente mediante estudios en los Laboratorios de Referencia de la OIE para la
tuberculosis bovina y en los laboratorios colaboradores.

Temario provisional
Apertura
Designacion del presidente y del redactor del informe

Aprobacion del temario

A w0 Dp P

Examen de los términos de referencia

4.1 Resumir brevemente los procedimientos seguidos para contactar con los fabricantes de tuberculina bovina
y solicitar donaciones de tuberculinas a granel candidatas.

4.2 Discutir las evaluaciones efectuadas por el Grupo ad hoc de la documentacion y los resultados de las
pruebas presentados por los donantes potenciales.

4.3 Seleccionar dos fabricantes que donaran las tuberculinas candidatas que seran formuladas en ampollas de
prueba en el NIBSC para la evaluacion de laboratorio.

5. Otros asuntos

6. Aprobacion del informe
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Apéndice 11

REUNION DEL GRUPO AD HOC DE LA OIE SOBRE EL REEMPLAZO
DEL PATRON INTERNACIONAL DE TUBERCULINA BOVINA
Consulta por teleconferencia el 18 de mayo de 2017

MIEMBROS

Lista de participantes

Dr. Steven Edwards
(Presidente)

c/o OIE 12 rue de Prony

75017 Paris, FRANCIA

Tel.: (+33-[0]1) 44.15.18.88
Fax: (+33-[0]1) 42.67.09.87
steve-oie@cabanas.waitrose.com

Dr. Bernardo Alonso

Gerencia de Laboratorios (GELAB) del
Servicio Nacional de Sanidad y
Calidad, Agroalimentaria (SENASA)
Avda A. Fleming 1653, 1640 Martinez
Pcia de Buenos Aires, ARGENTINA
Tel:. (+54-11) 48.36.19.92 / 11.73

Fax: (+54-11) 48.36.19.92
balonso@senasa.gov.ar

Dra. Lucia de Juan Ferré

Laboratorio de Referencia de la Unidn
Europea para la Tuberculosis bovina,
Centro de Vigilancia Sanitaria
Veterinaria VISAVET, Universidad
Complutense de Madrid, Avda. Puerta
de Hierro s/n, 28040 Madrid, ESPANA
dejuan@visavet.ucm.es

Dra. Maria Laura Boschiroli-Cara
Anses, Unité Zoonoses Bactériennes
Laboratoire de santé animale

23 avenue du Général de Gaulle
94706 Maisons-Alfort Cedex
FRANCIA

Tel.: (+33-[0]1) 49 77 1300

Fax: (+33-[0]1) 49 77 13 44
Maria-laura.boschiroli@anses.fr

Dra. Mei Mei Ho

(invitada pero no pudo asistir)
Principal Scientist,
Bacteriology Division, MHRA-
NIBSC,

Blanche Lane, South Mimms,
Potters Bar, Herts., EN6 3QG,
REINO UNIDO

Mei.Ho@nibsc.org

Dr. Randal Capsel

National Veterinary Services
Laboratories, USDA, APHIS,
Veterinary Services, P.O. Box 844
Ames, lowa 50010,

ESTADOS UNIDOS DE AMERICA

Randy.T.Capsel@aphis.usda.gov

REPRESENTANTE DE LA COMISION DE NORMAS BIOLOGICAS

Prof. Glyn Hewinson

Animal and Plant Health Agency
New Haw, Addlestone

Surrey KT15 3NB

Weybridge

REINO UNIDO

Tel.: (+44-1932) 34.11.11

Fax: (+44-1932) 34.70.46
alyn.hewinson@apha.gsi.gov.uk

Dr. Mehdi El Harrak

(Miembro)

R&D Director, MCI Santé Animale,
BP278 ZI SO, 28810 Mohammedia
MOROCCO
elharrak_m@hotmail.com

Nota: El Dr. El Harrak no particip6 en la teleconferencia para evaluar los datos de los fabricantes de las tuberculinas

candidatas.

SEDE DE LA OIE

Dr. Glen Gifford

Comisionado

Departamento de Ciencias y nuevas
tecnologias

g.gifford@oie.int

Dra. Simona Forcella
Comisionada,
Departamento de Estatus
s.forcella@oie.int
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