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Resumen

1. RESUMEN

En la presente tesis doctoral se ha explorado la utilidad de la aplicacién de
técnicas de analisis cuantitativo para el estudio de la epidemiologia de

enfermedades de relevancia en sanidad animal y salud publica.

La mayor parte de estudios epidemiolégicos se fundamentan en la
clasificacion de los individuos de la poblacién en las categorias de infectado
y no infectado en funcién de los resultados de una prueba diagnéstica. No
obstante, con frecuencia la fiabiidad de esa prueba no se evalia
previamente, o bien dicha evaluacion tiene lugar en unas circunstancias no
aplicables posteriormente a la poblacion de interés. En esta tesis se aplico la
estadistica Bayesiana en dos escenarios muy diferentes con el fin de estimar la
fiabilidad de pruebas diagnoésticas ante-mortem. En primer lugar, se evalud la
fiabilidad de las pruebas tradicionales de diagndstico de la leishmaniosis, la
inmunofluorescencia indirecta de anticuerpos (IFAT) y la PCR anidada, en
conejos y liebres, recientemente identificados como reservorios competentes
del parasito L. infantum y sobre los que no existia informaciéon previa. En
segundo lugar, se estudid el rendimiento de una prueba recientemente
comercializada para el diagnéstico de la tuberculosis bovina (bTB) basada en
la deteccion de gammae-interferon (kit IDvet), cuyo uso en el Programa
Nacional de Erradicacion de la bTB habia sido autorizado apoyandose en el
funcionamiento de otra prueba basada en el mismo principio. El primer trabajo
revel6 valores de sensibilidad y especificidad de IFAT en torno al 70-80%, lo que
indica que esta prueba tendria potencial como herramienta de cribado de la
leishmaniosis en conejos y liebres. La sensibilidad estimada de la PCR anidada
fue en cambio limitada (<30%), cuestionando la utilizaciéon de esta segunda
prueba en este contexto. En el segundo trabajo, la sensibilidad estimada del
kit IDvet con el punto de corte recomendado por el fabricante fue del 36,7%
(14,7-78,8), significativamente inferior a o estimado con anterioridad para el
kit Bovigam, utilizado en el marco del Programa Nacional de Erradicacion de

la bTB desde hace mas de 10 afios. Estos resultados sugieren la necesidad de
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un reajuste del punto de corte del IDvet para su aplicacion en un escenario

epidemiolégico de bTB como el de Espafia.

Una vez establecida la fiabilidad de la herramienta diagnéstica, ésta puede
emplearse en la evaluacidbn de los patrones espacio-temporales de la
enfermedad. En el tercer trabajo de esta tesis se emplearon técnicas de
analisis espacial, en combinacién con la caracterizacién molecular de
aislados bacterianos, con el fin de identificar posibles areas de persistencia de
la bTB en la Comunidad de Madrid en el periodo 2010-2012, contribuyendo asi
al reconocimiento de los factores que limitan el progreso del Programa de
Erradicacion en esta region. Los resultados indicaron una distribucion
heterogénea de la bTB en la Comunidad de Madrid, con un marcado
agrupamiento de explotaciones positivas en el norte de la regién mantenido
durante los tres afios de estudio. La alta homogeneidad genética de las cepas
aisladas y la autocorrelacion espacial de los coeficientes de transmision
estimados sugirieron la existencia de transmision entre granjas vecinas o bien
el efecto de factores locales condicionando la epidemiologia de la

enfermedad.

El siguiente paso en un estudio epidemiolégico es la integracion de toda la
informacion anterior para el disefio e implementacion de estrategias de
vigilancia y/o control. La evaluacion continuada de la efectividad de dichas
estrategias es fundamental, por lo que los siguientes trabajos de esta tesis
tuvieron como objetivo el abordaje de esta tarea desde enfoques diferentes.
Como sugieren los resultados del segundo estudio, el éxito del Programa
Nacional de Erradicacion de la bTB esta limitado, en parte, porque las pruebas
diagnésticas disponibles no son capaces de determinar correctamente el
estado de infeccidbn por su agente causal [miembros del complejo
Mycobacterium tuberculosis (MTC), principalmente M. bovis], lo que puede
dar lugar a una clasificacion incorrecta de las explotaciones infectadas como
oficialmente libres de bTB (OTF) debido a la ausencia de reactores a la prueba
de la intradermotuberculinizaciéon (IDTB). Por ello, el cuarto trabajo tuvo como
objetivo la estimacion de la sensibilidad a nivel de rebafio del sistema

diagnostico actual, definida como la probabilidad de identificar minimo un
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animal reactor a una prueba aplicada en una poblacién verdaderamente
infectada, en explotaciones OTF de Castilla y Ledn mediante la aplicacion de
un arbol de escenario. Los resultados del modelo revelaron que la IDTB es
capaz de detectar en un primer saneamiento tres de cada cuatro
explotaciones recién infectadas y que, tras dos saneamientos consecutivos en
las mismas explotaciones, este nimero asciende hasta nueve de cada diez, lo
que pone de manifiesto la importancia del analisis rutinario de explotaciones
consideradas libres de enfermedad en areas de alta incidencia. Respecto al
analisis bacterioldgico, se estimdé que éste era capaz de confirmar la presencia
de MTC en un promedio de dos de cada tres explotaciones recién infectadas
y detectadas mediante la IDTB, subrayando la importancia de limitar el
movimiento de ganado en explotaciones positivas a la IDTB incluso cuando no
haya sido posible cultivar el agente causal. Por otro lado, la infecciéon por
Salmonella enterica es endémica en el cerdo en nuestro pais y, debido a que
el consumo de carne de cerdo procesada y/o cocinada incorrectamente
esta considerada una de las fuentes de salmonelosis de origen alimentario,
existe una gran inversion en estrategias para minimizar su prevalencia a nivel
de granja, entre las que se encuentra la vacunacion. Sin embargo, la gran
heterogeneidad de vacunas y protocolos existentes dificultan extraer
conclusiones definitivas sobre su efectividad en campo, por lo que el quinto
trabajo de esta tesis tuvo como objetivo aclarar esta cuestion mediante una
revision sistematica y meta-analisis de la literatura cientifica existente. La
informacion extraida y analizada indicé que la vacunacion frente a
Salmonella presenta una efectividad significativa, aunque moderada (~30%),
en la reduccidon de la prevalencia de colonizacién y/o excrecion de los
serotipos S. Typhimurium y S. Choleraesuis en ganado porcino,

independientemente del tipo de vacuna (atenuada o inactivada) utilizada.
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2. SUMMARY

The present doctoral thesis explored the usefulness of the application of
quantitative analytic methods for the study of the epidemiology of diseases of

relevance in animal and public health.

Most epidemiological studies are based on the classification of individuals from
a given population as infected or uninfected based on the results obtained in
a diagnostic test. However, often the accuracy of the test is not formally
evaluated, or estimates obtained in a different (and non-applicable) context
are merely extrapolated, what can lead to important biases. In this thesis,
Bayesian models were applied in two very different scenarios in order to
estimate the performance of several ante-mortem diagnostic tests. First, the
accuracy of two diagnostic tests traditionally used for diagnosis of leishmaniasis
in other species, the immunofluorescence antibody test (IFAT) and the nested
PCR, was evaluated in rabbits and hares, that were recently identified as
competent reservoirs of Leishmania infantum. Next, the performance of a
recently commercialized test for diagnosis of bovine tuberculosis (bTB) based
on the specific detection of gammae-interferon in the blood of infected animals
that had been authorized for use as part of the Spanish bTB Eradication
Program, the IDvet kit, was assessed. Results of the first study estimated that the
sensitivity and specificity of the IFAT were around 70-80%, thus suggesting the
potential use of the IFAT as a screening tool for diagnosis of leishmaniasis in
rabbits and hares. In contrast, the limited estimated sensitivity of the nested PCR
(<30%) would discourage its use in this context. In the second study the
estimated sensitivity of the IDvet test at the cut-off recommended by the
manufacturer was 36.7% (14.7-78.8), significantly lower than estimates
previously obtained for the Bovigam test, that had been used in the National
bTB Eradication Program for over 10 years. These results point out the need of
adjusting the IDvet cut-off for its application in the Spanish epidemiological

setting.
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Once the accuracy of the diagnostic test has been correctly determined, its
results can be used as the basis for the evaluation of the spatio-temporal
patterns of a disease. In the third study of this thesis, spatial analytic methods
were used in combination with bacterial molecular characterization
techniques to identify clusters of persistence of bTB in the region of Madrid in
the period 2010-2012 to help recognize factors impairing the progress of the
National Eradication Program in this region. Results demonstrated a
heterogeneous distribution of the disease in Madrid, with a significant cluster of
positive herds in the north of the region that was consistently identified
throughout the study period. The high genetic homogeneity of the isolated
strains and the spatial autocorrelation of the estimated transmission
coefficients suggested the existence of local transmission events between
neighboring farms and/or the effect of local factors shaping the epidemiology

of the disease in the region.

The next step in an epidemiological study is the integration of the previous
information in order to design and implement surveillance and/or control
strategies. The constant evaluation of the efficacy of these strategies is
fundamental; therefore, the following two studies in this thesis were focused on
the evaluation of surveillance and control strategies for endemic diseases using
different approaches. As suggested by the results of the second study, the
success of the Spanish bTB Eradication Program is limited due in part to the fact
that currently available diagnostic tests do not correctly determine the
existence of an infection with the causative agent of bTB [members of the
Mycobacterium tuberculosis complex (MTC), primarily M. bovis], what may
lead to the misclassification of bTB infected herds as officially tuberculosis free
(OTF) due to the absence of reactors in the single intradermal tuberculin (SIT)
test. Therefore, the fourth study had the objective of estimating the herd
sensitivity of the current diagnostic scheme at the herd level, defined as the
probability of finding at least one reactor in a diagnostic test applied in a truly
infected population, in OTF herds in the region of Castilla y Le6n using scenario
tree modeling. Model results revealed that the SIT test is able to detect three
out of four newly infected herds in an initial herd-test and that, after two

consecutive herd-tests carried out in the same herds, this number rises to nine
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out of ten. These results highlight the importance of the routine testing of farms
even when considered free of disease in an area of high incidence. Regarding
the bacteriological analysis, according to the model it was able to confirm the
presence of MTC infection in approximately two out of three newly infected
herds detected through the SIT test. This underlines the importance of limiting
cattle movement originating from SIT positive herds even when the causative
agent has not been isolated until the presence of infection can be conclusively
ruled out. On the other hand, infection with Salmonella enterica is endemic in
pig herds in Spain and, because consumption of improperly processed or
cooked porkis considered one of the sources of foodborne salmonellosis, large
efforts are invested in strategies to reduce its prevalence at the herd level,
among which vaccination is one of the main ones. However, the great
heterogeneity in vaccines and vaccination protocols complicates determining
its true efficacy on the field; therefore, the fifth study of this thesis aimed to
clarify this issue through a systematic review and meta-analysis of the peer-
reviewed scientific literature. The information extracted and analyzed
indicated that vaccination against Salmonella leads to a significant although
moderate (~ 30%) reduction in the prevalence of colonization and/or excretion
of S. Typhimurium and S. Choleraesuis serotypes in swine, regardless of the

vaccine type (attenuated or inactivated) used.
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Introduccioén

3. INTRODUCCION

3.1. La epidemiologia en sanidad animal

En el ultimo siglo, y especialmente desde mediados de la década de los
sesenta, se han venido observando cambios en los sistemas de produccién
animal, dirigidos fundamentalmente hacia la optimizacion de la
productividad, derivados de la adopcidon de un enfoque empresarial del
sector pecuario (Infante-Amate et al., 2015; Soto Fernandez et al., 2016). Esas
nuevas condiciones han ido transformando el enfoque de la medicina
veterinaria, tradicionalmente individual, hacia una perspectiva mas
poblacional, haciendo por tanto cada vez mas necesario el aporte de la
epidemiologia (Thursfield, 2007). Desde entonces, la producciéon animal ha ido
creciendo progresivamente a medida que lo hacia la demanda global
(WHO/FAO, 2002), y con ella el reconocimiento de la utlidad de la
epidemiologia en este campo. Hoy en dia la epidemiologia juega un papel
primordial debido al aumento del riesgo de epidemias y emergencia de
enfermedades como consecuencia de la conectividad de los sistemas de

producciéon y mercado a escala global (Perez, 2015).

La epidemiologia en sanidad animal integra diversas disciplinas como la
estadistica, la microbiologia, la biologia molecular y la demografia; su objetivo
es la investigacion sistematica, e idealmente la cuantificacion, de la dinamica
de las enfermedades en poblaciones animales (Dohoo, 2003; Thursfield, 2007;
Perez, 2015), y, como fin ultimo, prevenir y/o controlar los resultados sanitario-
productivos indeseables de la aparicion de dichas enfermedades, sin
descuidar a su vez como estos efectos interaccionan con la salud humana 'y

el medioambiente (Hristovski et al., 2010; Teachers., 2017; Waltner-Toews, 2017).

Existen diversos métodos que pueden aplicarse con el fin de llevar a cabo la
investigacion epidemiolégica de una enfermedad. La vigilancia y los estudios

descriptivos se utilizan para analizar la frecuencia y distribucion de una
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enfermedad en cuestidon (Thursfield, 2007) y, los estudios analiticos permiten
evaluar hipétesis relacionadas con dicha distribucion (Dohoo, 2003) que a su
vez puedan conducir al disefio de medidas preventivas/correctoras, que

puedan reducir la frecuencia de la enfermedad.

3.1.1. Antecedentes histéricos y evolucion

Los epidemidlogos han contribuido a la prevenciéon y el control de las
enfermedades transmisibles incluso antes de que su naturaleza infecciosa
fuese comprendida. Los primeros ejemplos documentados de estudios
epidemioldgicos fueron desarrollados sobre enfermedades del hombre a

mediados del siglo XIX.

En 1847 Ignac Semmelweiss, médico hungaro especializado en obstetricia,
establecio la asociacion entre determinadas practicas y un incremento de la
mortalidad maternal debido a la aparicion de fiebres puerperales en el
hospital general de Viena (Noakes et al., 2008). Dado que la mortalidad era
significativamente superior en la clinica asistida por médicos y estudiantes de
medicina, que en muchos casos habian practicado necropsias a mujeres
fallecidas por fiebres puerperales ese mismo dia, Semmelweiss recomendo
seguir un protocolo de desinfeccion de las manos con hipoclorito calcico
(antes de que la teoria de la infeccidon por gérmenes se hubiera desarrollado),
lo que redujo la mortalidad en el grupo expuesto desde el 18,3% registrado en
abril de 1847 hasta el 1,2% registrado en julio de ese mismo afio, igualando la
tasa registrada en la clinica asistida exclusivamente por matronas, quienes no
practicaban necropsias (Shorter, 1984). Una década después, en 1854 John
Snow, médico inglés, llevé a cabo lo que hoy se denomina una “investigacion
de brote” al analizar los datos sobre las hasta 500 personas que fallecieron por
diarreas en tan soélo 10 dias en el barrio del Soho en Londres; cartografié en un
plano la localizacién de los casos al igual que los pozos de agua alli presentes
(Figura 1) y tomé muestras de estos ultimos (Brody et al., 2000). Por entonces,
predominaba la creencia en la teoria miasmatica de la enfermedad, segun
la cual los miasmas, que eran el conjunto de efluvios malignos que

desprendian cuerpos enfermos, materias corruptas o aguas estancadas, eran
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la causa de enfermedad. Sin embargo, Snow llevaba afios defendiendo la
teoria de que estas diarreas se transmitian por la ingestion de una “materia
morbida”, materia que habia de reproducirse y eliminarse por las
deposiciones, las cuales terminaban en aguas del Tamesis (Cerda Lorca and
Valdivia, 2007). Gracias a esa investigacion fue capaz de demostrar que existia
una relacion entre el consumo de agua procedente de una fuente publica
especifica, ubicada en Broad Street, y el riesgo de padecer cdlera (una
enfermedad cuyo agente etioldgico era entonces desconocido) y asento las
bases de la teoria microbiana de la enfermedad (Newsom, 2006). La clausura
de esta fuente contribuy6 a la disminucion de la epidemia. La metodologia
utiizada por ambos, Semmelweiss y Snow, se caracteriza por la recogida
sistematica de datos, la formulacion de una hipotesis a partir de la exploracion
de dichos datos, larealizacion de unainvestigacion para el contraste de dicha
hipotesis mediante el uso de herramientas analiticas, y la aplicacion de los
resultados de dicha investigacidon para favorecer la toma de decisiones
(Pfeiffer, 2002). Esta metodologia esta considerada el cimiento de la

epidemiologia moderna.
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x Fuente Muertes por célera

Figura 1. Mapa realizado por John Snow sobre el brote de célera en Londres (1854); los
puntos indican la residencia de los afectados por célera, y las cruces la posicion de las

fuentes en el barrio del Soho (adaptado de Pfeiffer, 2008).

Las herramientas analiticas a través de las cuales los estudios epidemiolégicos
pueden alcanzar todo su potencial se empezaron a aplicar en el campo de
la salud publica aun antes, alrededor de 1766, cuando se reconocio el valor y
la aplicabilidad de los modelos matematicos en cuestiones de salud publica.
En ese afo Daniel Bernoulli, matematico y médico neerlandés-suizo, se
encontraba trabajando en el analisis matematico de los beneficios de la
inoculacion del polvo extraido de costras de enfermos de viruela para prevenir
dicha enfermedad y ya concluyd que “en aspectos que estan directamente

relacionados con el bienestar del ser humano, ninguna decision deberia ser
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tomada sin la informacién que un simple analisis y calculo puede aportar”
(Blower and Bernoulli, 2004). Su trabajo constituye la primera aplicacion de un
modelo matematico para el estudio de la dinamica de una enfermedad
infecciosa, y demostré que a pesar de los riesgos que existian para el hombre,
la inoculacioén de viruela era beneficiosa para la sociedad ya que aumentaba
la esperanza de vida en mas de un promedio de 3 afios (Blower and Bernoulli,
2004).

Partiendo de las experiencias de Snow y Semmelweiss, métodos analiticos
similares han sido aplicados para prevenir y controlar el impacto de
enfermedades incluso en ausencia de informacion etiolégica sobre las
mismas. Dichas aplicaciones en el campo de la salud publica fueron
documentadas sobradamente a lo largo de los afios, pero no fue hasta 1866
cuando fue descrita por primera vez su aplicacion en sanidad animal: Wiliam
Farr, médico inglés pionero en la recoleccién de datos estadisticos sobre
enfermedad y mortalidad, aplicé la curva de epidemia o Campana de Farr,
que habia desarrollado con anterioridad y a través de la cual describia el
desarrollo de una epidemia (parecida a una curva normal), en el analisis de
la epidemia de peste bovina acontecida ese afio en Inglaterra, prediciendo

el curso y término de ésta (Farr, 1866).

Unos afios después (1880-1890), Daniel Salmon vy Frederick Kilborne
concluyeron que un insecto (en concreto, una garrapata, Boophilus
annulatus) estaba asociado con una enfermedad del ganado vacuno
denominada “Fiebre de Texas”, aunque el agente causal (Babesia bigemina)
no fue descubierto hasta afios después (Schwabe, 1981). Su conclusion se
baso en las similitudes entre la distribucidon geografica de la enfermedad y la
extension del habitat natural de la garrapata. Este trabajo sent6 la base para
el desarrollo de estrategias de control de la enfermedad, tales como tanques
de bafo con soluciones de arsénico donde se sumergia el ganado para la
eliminacion de las garrapatas (Figura 2), y apunto a la primera hipétesis sobre
un mecanismo de propagacion de un agente causal a través de un vector,
necesario para su desarrollo y transmision. A raiz de este descubrimientoy a lo

largo de la segunda mitad del siglo XIX, predominé el estudio de los problemas
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de salud centrado en el andlisis de los mdltiples factores presentes en el
ambiente que pudieran estar relacionados con el desarrollo de la enfermedad
(Dohoo, 2003).

Figura 2. Estacion de eliminacion de garrapatas del ganado vacuno a finales del siglo

XIX en Estados Unidos (extraido: www.nal.usda.gov/exhibits/speccoll/items/show/7871)

Fue a finales de este siglo, y hasta la mitad del siglo XX, cuando el concepto
de causa multifactorial perdié apoyos debido a que, tras los experimentos de
Koch, la busqueda de agentes etioldgicos especificos domind la investigacion
médica. Robert Koch, médico y microbiélogo aleman, descubrié el bacilo de
la tuberculosis y del célera, y formulé en 1884 los denominados “postulados de
Koch” a raiz de sus experimentos con Bacillus anthracis, que establecen las
condiciones para que un organismo sea considerado la causa de una
enfermedad; posteriormente, estos postulados se generalizaron para el resto
de enfermedades infecciosas (Metchnikoff, 2006; Lakhtakia, 2014). Los
postulados de Koch defendian lo siguiente: el agente patégeno debe estar
presente en los animales enfermos y ausente en los sanos; el agente debe
poder ser aislado en cultivo axénico; el agente aislado debe provocar la
enfermedad en un animal susceptible al serinoculado y; el agente aislado de

las lesiones producidas en este Ultimo animal de experimentacion debe ser
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exactamente igual al aislado originalmente (Evans, 1976). Los numerosos
experimentos y descubrimientos llevados a cabo durante esta “era dorada”
de la microbiologia trajeron consigo numerosos logros como el testeo masivo,
la inmunizacién, tratamientos especificos, al igual que el control de vectores
como métodos para el control de enfermedades. Pero a medida que se
controlaban las enfermedades infecciosas ganaban importancia otras
cronicas, en ocasiones no infecciosas, como causas de morbilidad y
mortalidad, sobre todo en los paises industrializados (Dohoo, 2003). Fue
entonces, a mitad del siglo XX, cuando se reconocié que ciertos agentes
aislados no eran siempre los responsables Unicos de dichas enfermedades, y
se iniciaron estudios a gran escala, tanto en salud publica como en sanidad
animal, con el fin de examinar las multiples causas potenciales de las
enfermedades crénicas. Por ejemplo, en 1957, los britanicos iniciaron una
encuesta a nivel nacional con el fin de investigar y retratar la situacion sanitaria
del ganado, en concreto de la industria lechera, en ese momento (Leech,
1971). Por lo tanto, a principios de la década de los sesenta, crecia de nuevo
la conciencia sobre la existencia de una red compleja de causalidad en el
origen de muchas enfermedades relevantes en salud publica y sanidad

animal.

Cabe resaltar como, a finales de la década de los 80 tuvo lugar un suceso, y
de una importante repercusion mediatica, que nuevamente demostrd la
utilidad de la investigacidon epidemiolégica y coémo la salud publica y la
sanidad animal estan en estrecha conexién: el control de la epidemia de
encefalopatia espongiforme bovina (BSE) en Reino Unido. Esta enfermedad
fue identificada por primera vez en 1986 tras una investigacidn clinica y
patolégica de una vaca derivada al Laboratorio Veterinario Central del
Ministerio de Agricultura de este pais (Wells et al., 1987). Se observé que los
signos clinicos guardaban una gran similitud con aquellos de la tembladera en
ovejas, aunque nunca antes se habian descrito en ganado vacuno. Los casos
de BSE en ganado vacuno fueron en aumento y en 1988-1989 comenzaron las
investigaciones epidemioldgicas, bajo la sospecha de que el rapido desarrollo
de la epidemia podia deberse a la ingesta de carne y productos derivados

de rumiantes enfermos (Wilesmith et al., 1988; Wilesmith et al., 1991; Donnelly
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et al., 1997). Como consecuencia de la evidencia epidemiolégica apuntando
a una asociacion de las proteinas derivadas de rumiantes con la apariciéon de
BSE, y en ausencia de una evidencia convincente de su agente etioldgico, se
llevd a cabo la retirada de estas proteinas de la alimentacién animal,
actuacion que redujo definitivamente la incidencia de la enfermedad (Taylor
and Woodgate, 1997).

Fue en la década de los noventa cuando se desarroll6 la denominada
“investigacion epidemiolégica de campo” (Dohoo, 2003). En este marco de
trabajo se establecié que los elementos que constituyen las caracteristicas
sociales, fisicas y biolégicas que definen un ecosistema deben tenerse en
cuenta en cada estudio epidemiolégico, mientras que la unidad de analisis
puede variar desde el individuo, a grupos (parideras, establo, lote),
explotaciones, municipios, o amplios ecosistemas (Dohoo, 2003). Asi es como
actualmente la investigacion epidemioldgica continla estrechamente ligada
al concepto de multiples factores causales interrelacionados como origen de
las enfermedades, que deben ser tenidos en cuenta para el desarrollo de
estrategias de control y prevencion. El estudio de estas redes causales se ve
muy facilitado por el progreso en el desarrollo de herramientas cuantitativas

de investigacion, objeto de investigacion de esta tesis doctoral.

3.1.2. Aplicacibn de herramientas cuantitativas en epidemiologia

veterinaria

El estudio epidemioldgico de una enfermedad se compone de varios pasos,
desde la mera descripcion de su ocurrencia en una poblacion hasta el
desarrollo de modelos que permitan incluso la prediccién del comportamiento
de un patégeno en otras poblaciones (Figura 3). Para poder alcanzar los
objetivos necesarios en las investigaciones epidemioldgicas existen diferentes

aproximaciones analiticas.
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Figura 3. Fases de la investigacion sistematica de la epidemiologia de una enfermedad

infecciosa (adaptado de Pérez, 2015).

Los estudios epidemiolégicos se basan en la informacion generada en el
campo, entendiéndose éste por el terreno de investigacidon, ya sean
hospitales, explotaciones ganaderas, medio silvestre, etc., cuya recogida es
un paso imprescindible y decisivo para el desarrollo de las siguientes fases del
estudio. Su importancia se identific6 mucho tiempo atras, de modo que a
principios del siglo XVII ya se empezaron a recoger de forma rutinaria datos
sobre morbilidad, mortalidad, causas de fallecimiento y censo de la poblacién
en Reino Unido (Heesterbeek and Roberts, 2015); en primer lugar, debido a los
brotes de peste, y posteriormente empleados para, por ejemplo, el calculo de
la esperanza de vida. John Gaunt fue pionero en la compilacién de dicha
informacion mediante las denominadas “facturas de mortalidad”, que eran
cuentas semanales sobre entierros y bautizos (Graunt, 1977); al igual que
Edmund Halley, quién desarrollé y publicé la primera tabla de vida (Halley,
2016), que posteriormente empled Bernoulli en 1760 para el calculo del
esperado cambio en el promedio de esperanza de vida tras la inoculacion de
viruela (Heesterbeek and Roberts, 2015). Esta practica se extendio
posteriormente al campo de la sanidad y produccién animal, como ya vimos

en el apartado anterior, con la contribucion de William Farr (Farr, 1866).
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En referencia a la recogida de informacién de campo, los avances recientes
en el area de la epidemiologia veterinaria permiten de manera creciente el
analisis del denominado Big Data, que hace referencia a las grandes bases de
datos, especialmente complejas, que no pueden ser analizadas mediante
métodos tradicionales (Song and Ryu, 2015), asi como el desarrollo informatico
de los sistemas de vigilancia de enfermedades, cuyo objetivo es larecogida y
analisis de la informacioén y la comunicacion de los resultados para el apoyo

en latoma de decisiones practicamente en tiempo real (Willeberg et al., 2010).

Para la adecuada recogida y evaluacion de esa informacioén en el campo es
necesario entender los atributos y limitaciones de las pruebas diagndsticas que
se emplean para definir el estado de salud o enfermedad de los individuos
analizados. Importantes progresos en este terreno logrados en las dltimas
décadas estan relacionados con el uso de la estadistica bayesiana para la
estimacion de la precision de las pruebas diagnodsticas en campo en ausencia

de una prueba de referencia (Branscum et al., 2004, 2005).

Siguiendo con el ciclo de analisis de una investigacion epidemiolégica, y una
vez recogida la informacion sobre ocurrencia de una enfermedad en una o
mas poblaciones, posteriormente pueden analizarse los patrones de la
enfermedad con el fin de identificar las relaciones espaciales, temporales o
espacio-temporales que definen su incidencia y prevalencia. Para ello, y
especialmente en ciencias veterinarias desde la década de los 90, se
emplean las herramientas GIS y los analisis geoespaciales y de series
temporales (Ward and Carpenter, 2000a; Ward and Carpenter, 2000b; Perez
etal., 2011a).

La influencia de factores ambientales, antropogénicos y demograficos en la
ocurrencia de una enfermedad pueden ser también cuantificados. Existe una
gran variedad de herramientas y programas informaticos que se emplean en
el analisis multivariable, capaces de incorporar aleatoriedad y jerarquias,
ademas de lidiar con grandes numeros de covariables, lo que permitira
determinar el impacto de multiples factores en la aparicion de una

enfermedad al mismo tiempo (Pfeiffer and Stevens, 2015). Al tratarse los
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agentes etioldgicos de organismos dinamicos que evolucionan, cambian y se
adaptan, estos andlisis se extienden para incorporar también variables sobre
las relaciones genéticas y evolutivas de éstos (Alkhamis, 2015; Cilingir, 2015).
De igual manera, la interfaz con otras poblaciones y sistemas, incluyendo la
naturaleza zoonética de enfermedades, debe ser evaluada para considerar

las potenciales inter-conexiones y relaciones (Perez, 2015).

Tras el conjunto de analisis anterior, esencialmente descriptivo y cuyo principal
objetivo es la generacion de hipdtesis y su evaluacion, la informacion puede
integrarse en modelos epidemiolégicos que describen la dinamica de
enfermedades en una poblaciéon y entre poblaciones diferentes. Estos
modelos se emplean en la evaluacion de estrategias de vigilancia y control,
asi como en la estimacion del riesgo de introduccion de la enfermedad en
poblaciones susceptibles (Perez et al., 2011b; Alvarez et al., 2014a), como

herramienta de apoyo en la toma de decisiones.

3.1.2.1. Evaluacién de técnicas diagnédsticas

La mayor parte de estudios epidemiolégicos se fundamentan en la
clasificacion de los individuos de la poblacién en las categorias de infectado
(o enfermo) y no infectado (o susceptible) en funcién de los resultados de una
prueba diagnéstica para posteriormente evaluar la asociacidon de distintos
factores con dichas categorias. No obstante, con frecuencia la fiabilidad de
esa prueba diagnéstica no se evalia o se asume en funcién de estudios
previos basados en supuestos que no tienen por qué ser aplicables al contexto

en el que se utilizan posteriormente.

La determinacion de la fiabilidad de las pruebas diagnésticas deberia ser un
requisito imprescindible previo a la realizacién de cualquier estudio sobre una
enfermedad en una poblacién, ya que en caso de introducir un error
sistematico en la clasificacion de los individuos puede sesgar de manera
importante los resultados de un analisis (Leeflang et al., 2008; Schmidt and

Factor, 2013).
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En el caso de ciertas enfermedades de importancia en sanidad animal
sometidas a programas de vigilancia y control de enfermedades esta
circunstancia tiene gran importancia, ya que dichos programas se basan
normalmente en la deteccién temprana de animales infectados mediante el
uso de pruebas diagnésticas. En el caso de que estas herramientas no
funcionen adecuadamente dichas tareas de vigilancia y control podrian

llevar a resultados erréneos.

Son numerosos los factores relacionados con el hospedador, el patégeno o el
medio ambiente que influyen en el rendimiento de las pruebas diagndsticas;
por ello, la extrapolacion de resultados obtenidos en diferentes contextos
epidemiolégicos puede dar lugar a conclusiones sesgadas y erréneas
(Thursfield, 2007).

Cuando se aplica una prueba diagnéstica en una muestra de individuos cuyo
estado de infeccion se conoce, la distribucion de los posibles resultados seria

la siguiente (Tabla 1):

Tabla 1. Distribucién de los posibles resultados en una prueba diagndstica en funcién del
estado de infeccion de los individuos analizados (VP= verdaderos positivos; FN= falsos

negativos; FP= falsos positivos; VN= verdaderos negativos).

Estado real de los individuos

Infectados No infectados
Resultadosdela  pogitiyos a=VpP c=FP
prueba
Negativos b =FN d=VN

diagnostica

Por lo tanto, los individuos infectados pueden dar un resultado positivo en la
prueba diagnéstica (a), lo que los convertiria en verdaderos positivos, o dar un
resultado negativo (b), siendo por tanto falsos negativos; de igual forma, los
individuos no infectados pueden reaccionar en la prueba (c) (falsos positivos)

o dar un resultado negativo (d) (verdaderos negativos).
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La sensibilidad (Se) y la especificidad (Sp) son propiedades normalmente
consideradas inherentes a una prueba diagndstica. La sensibilidad es la
probabilidad de identificar los individuos que realmente estan infectados,
mientras que la especificidad es la probabilidad de confirmar que la infeccion
esta ausente cuando realmente es asi (Simundi¢, 2009; Bee Wong and Hsiang
Lim, 2011; Okeh, 2013; Kumar, 2016) como reflejan las ecuaciones (1 y 2) a

continuacion:

Se=—;Sp=C+d 1,2)

Por otro lado, los valores predictivos de una prueba diagndstica indican la
confianza que se puede tener en que un resultado positivo a la prueba
diagnostica sea sindbnimo de presencia de infeccion (valor predictivo positivo,
VPP) o que un resultado negativo sea sinébnimo de ausencia de infeccion
(valor predictivo negativo, VPN) (Kumar, 2016), como reflejan las ecuaciones
(3y 4) a continuacion:

Se x prevalencia
PPV =

3

atc Sex prevalencia + (1 — Sp) * (1 — prevalencia)

Sp * (1 — prevalencia
NPV = p*(1-p )

C))

b+d (1 — Se) * prevalencia + Sp * (1 — prevalencia)

Estos indicadores de la fiabilidad de una prueba diagnéstica dependeran, por
tanto, ademas de la propia sensibilidad y especificidad, de la prevalencia de

la enfermedad (Ver Figura 4).
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PPV — =ememe= NPV
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Figura 4. Valores predictivos positivos (PPV) y valores predictivos negativos (NPV) de una
prueba diagnéstica en funcién de la prevalencia asumiendo una sensibilidad y
especificidad constante del 95% en ambas (extraido de Bee Wong and Hsiang Lim,

2011).

Finalmente, la utiidad de una prueba diagnéstica también se puede evaluar
mediante la razén de verosimilitud (likelihood ratio, LR), que expresa la
probabilidad de que un determinado resultado se observe en infectados vs
dicha probabilidad en individuos no infectados, tratandose de la razén de
verosimilitud positiva (LR+) cuando este resultado es positivo y de la razén de
verosimilitud negativa (LR-) cuando es negativo (Kumar, 2016), como reflejan

las ecuaciones (5 y 6) a continuacion:

a b
a+b Se a+ph 1-—Se
LR _a+b _ ;LR—=&=— 5,6
+ _¢  1-Sp d Sp .6)
c+d c+d

Generalmente, la estimacion de los atributos de las pruebas diagndsticas
descritos anteriormente se realiza por comparacibn con una prueba
considerada de referencia, o gold standard (Kraemer, 1992), con la que se

tiene una amplia experiencia en campo y por tanto se confia en su
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capacidad de clasificar correctamente a los individuos de acuerdo a su
estado real de infeccion (Greiner and Gardner, 2000). En muchas ocasiones,
esta prueba de referencia es cara, de dificil realizaciéon o demasiado invasiva
para su uso extendido, y por ello se recurre a pruebas alternativas, de las que
es necesario conocer su fiabilidad. Dicha fiabilidad se determina entonces en
comparacion con esa prueba de referencia, asumiendo que el rendimiento
de esta Ultima es por tanto perfecto. No obstante, este supuesto es dificil de
cumplir y, especialmente en el caso de ciertas enfermedades de dificil
diagnostico, el asumirlo puede dar lugar a estimaciones sesgadas (Staquet et
al., 1981; Valenstein, 1990). Por lo tanto, el estudio de aproximaciones
analiticas alternativas para la determinacion de la fiabilidad diagndéstica de

las pruebas es una disciplina de gran importancia.

La primera solucion para la estimacion de la fiabiidad de pruebas
diagnésticas en ausencia de un gold standard puede encontrarse en el
trabajo de Hui y Walter (Hui and Walter, 1980), quienes trabajaron bajo el
supuesto de la aplicacién simultanea de dos pruebas diagndsticas (cuyas
sensibiidades y especificidades se desconocian) con resultados
condicionalmente independientes entre si (es decir, el resultado en una
prueba es independiente del registrado en la otra) en individuos
pertenecientes a dos poblaciones con diferentes prevalencias de infeccion (y
asumiendo que la fiabilidad de las pruebas no varia entre poblaciones). Estos
investigadores demostraron que la sensibilidad y la especificidad de ambas
pruebas, al igual que la prevalencia real de infeccién en las dos poblaciones,
podian estimarse basandose en los resultados cruzados de las dos pruebas
(como los recogidos en la Tabla 2), mediante el método de maxima

verosimilitud (maximum likelihood; ML).
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Tabla 2. Distribucién de los resultados a dos pruebas diagnoésticas aplicadas

simultdaneamente en dos poblaciones.

Resultados a la Prueba 1

Positivos Negativos
Resultados Positivos ai a
Poblacién “A”
Prueba 2 Negativos aiz az
Resultados Positivos b1 b21
Poblacién “B”
Prueba 2 Negativos b1z b2z

*a1 (bu) = frecuencia de individuos positivos a ambas pruebas diagndsticas en la
poblacion “A” (poblacion “B”); ai. (bi2) = positivos a la primera prueba y negativos a la
segunda; az (b21) = negativos a la primera prueba y positivos a la segunda; az (b22) =

negativos a ambas pruebas.

Como puede apreciarse, la Tabla 2 esta compuesta por dos tablas 2x2; cada
tabla 2x2 consta de tres grados de libertad, entendiendo éstos por el nimero
de caisillas en la tabla que pueden variar su valor libremente sin que el tamafio
total de la poblacion cambie; por tanto, la Tabla 2 aporta seis grados de
libertad, que equivaldria al niUmero de parametros a estimar (las Se y Sp de
ambas pruebas diagnoésticas y las prevalencias de infeccion de las dos
poblaciones) con los datos observados. Si los grados de libertad superasen el
numero de parametros, la estimacion no podria llevarse a cabo (Hui and
Walter, 1980; Jones et al., 2010).

Las estimaciones ML son el conjunto de estimaciones de los parametros (Sel,
Sp1l, Se2, Sp2 y prevalencias) que con mayor probabilidad (de ahi su nombre)
han generado los datos observados, y que se obtienen maximizando la

funcidn de probabilidad (Tanner, 1996) (Ecuaciones 7-14).

VPj1y2 + FPy1y

Pa11 = DiA *Sel = Se2 + (1 —pid) » (1 —Spl) = (1 — Sp2) = N

™

VPy1 + FNyy + FPyqy +VNy,
N

Pa1z = PiA *Selx (1 —Se2) + (1 —pid) * (1 —Spl) *Sp2 = (8)

FNyy +VPy, + VNyy + FPy,
N

Paz1 = Pid * (1 —Sel) xSe2 + (1 — pid) = Spl « (1 —Sp2) = 9
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FNy1ys + VN
Pazz = PiA* (1 —Sel) « (1 — Se2) + (1 — pid) = Spl = Sp2 = W (10)

VP + FP,
Pp1r = PiB * Sel * Se2 + (1 —piB) = (1 —Sp1) * (1 — Sp2) = w 11)

VP, + FNg, + FPg, + VN,
D1z = PiB *Sel » (1 —Se2) + (1 —piB) * (1 — Sp1) * Sp2 = — 2= “N L B2 (12)

FNg, +VPBZ; VNg 4 +FP32(13)

Dp21 = piB x (1 — Sel) * Se2 + (1 —piB) * Spl+ (1 —Sp2) =

FNg1y, + VN
Phaz = PiB * (1 — Sel) » (1 — Se2) + (1 — piB) * Spl * Sp2 = W (14)

Respecto a las ecuaciones anteriores (7-14), piA 'y pB son las prevalencias de
infeccion en la poblacion “A” y “B”, respectivamente; Sel y Spl son la
sensibilidad y la especificidad de la prueba diagnéstica 1, respectivamente, y;
Se2 y Sp2 son la sensibilidad y la especificidad de la prueba diagnéstica 2,
respectivamente. Asi, la primera ecuacion (pai1) representa la proporcion de
individuos de la poblacién “A” con resultados positivos a ambas pruebas (o la
probabilidad de obtener un resultado positivo a ambas pruebas en la
poblacion A), y es resultado de la suma de los verdaderos positivos que
reaccionan simultdneamente a ambas pruebas (VPa 1y2) y los falsos positivos
simultaneos a ambas pruebas (FPa 1y2). El resto de ecuaciones se compone
también por tanto de sumas de verdaderos/falsos positivos y verdaderos/falsos

negativos a cada una de las pruebas.

Las estimaciones ML pueden obtenerse a través de diferentes métodos
frecuentistas, tales como la técnica de Newton-Raphson (Tanner, 1996) y el
algoritmo de la “Maximizacion de la Esperanza” (Expectation-Maximization,
EM) (Dempster et al., 1977). Estas aproximaciones no obstante se basan en el
supuesto de un tamafo muestral grande, lo que garantizaria unos intervalos
de confianza (IC) precisos (Johnson and Gastwirth, 1991; Johnson and Pearson,
1999; Johnson and Gastwirth, 2000; Johnson et al., 2001), y en la
independencia entre los resultados a las dos pruebas, ambos supuestos no

siempre faciles de cumplir.
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Posteriormente, Hui y Zhou (Hui and Zhou, 1998) investigaron nuevos métodos
para la evaluacion de pruebas diagndésticas sin la necesidad de trabajar bajo
el supuesto anterior de independencia condicional entre los resultados de las
dos pruebas diagnésticas a evaluar (incluyendo en el modelo un término que
representara la correlacion entre pruebas en animales infectados y no

infectados).

La aproximacion Bayesiana:

La metodologia Bayesiana es una herramienta particularmente adecuada
para la resolucion de este problema (Lee, 1989; Gelman, 1995; Tanner, 1996;
James Press, 2018).

La principal diferencia de la aproximacidon Bayesiana con la clasicamente
empleada aproximacion Frecuentista es que esta segunda evalia métodos
asumiendo un muestreo imaginario y repetitivo de un modelo en particular, lo
que define la distribucion de probabilidades correspondiente a los datos
observados, condicionada por parametros desconocidos pero fijos. En
cambio, la aproximacioén Bayesiana asume que dichos parametros no estan
definidos, sino que asume que tienen una distribuciéon de probabilidad, motivo
por el cual requiere de una distribucién previa (prior) de todos los parametros
desconocidos del modelo. Los priors y las probabilidades (dados unos datos
observados concretos) se emplean para el calculo de la distribucion posterior
de los parametros desconocidos y a través del muestreo repetitivo de esta

distribucion emergen todas las inferencias estadisticas (Carlin, 2009).

La estadistica Bayesiana tiene su origen en el teorema de Bayes (Thomas
Bayes, siglo XVIIl), que, de manera simplificada, permite la incorporacion de
unos datos observados (“likelihood o probabilidad”) a una hipétesis original
(“prior”, H) para la obtenciobn de una estimacion actualizada sobre la
probabilidad de dicha hipétesis (Greenland, 1998; Malakoff, 1999) (Ecuacion
15).

Pr(H|Datos) = [Pr(Datos|H) * Pr(H)]/Pr(Datos)  (15)
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Asi, la ecuacion 15 expresa la probabilidad (Pr) de una hipotesis (H) dados
unos datos observados en funcién de la probabilidad de los datos asumiendo
dicha hipdtesis, y la hipoétesis, dividido entre la probabilidad de los datos

(marginal likelihood).

Esta aproximacion es particularmente adecuada para la evaluacion de
pruebas diagnoésticas, ya que permite la incorporaciéon de informacion
cientifica previa (prior) sobre las sensibilidades y especificidades de las
pruebas, al igual que sobre la prevalencia de las poblaciones muestreadas,
para facilitar las estimaciones a partir de unos datos observados (Branscum et
al., 2005). Los priors de los parametros de interés se incorporan en este caso en
forma de distribuciones de probabilidad que pueden formularse a partir de
resultados obtenidos en estudios cientificos anteriores e independientes del
actual. Por tanto, el fruto del analisis Bayesiano seran distribuciones posteriores,
resultado de la combinaciéon de las distribuciones de los priors y los datos
recogidos en el estudio. En las dltimas dos décadas se han publicado
numerosos estudios que demuestran metodolégicamente la validez de esta
aproximacion en la evaluacion de pruebas diagnésticas (Cowling et al., 1999;
Enge et al., 2000; Gardner, 2002; Su et al., 2004; Branscum et al., 2005; Berkvens
et al.,, 2006; Collins and Huynh, 2014; Kostoulas et al., 2017) y, en concreto en
ciencias veterinarias pueden encontrarse numerosos ejemplos de su
aplicacion (Enge et al., 2000; Suess et al., 2002; Georgiadis Marios et al., 2003;
Alvarez et al., 2012; Andritsos et al., 2012; Andritsos et al., 2013; Basso et al., 2013;
Adel et al., 2015; Bermingham et al., 2015a; Buczinski et al., 2015; Chaka et al.,
2015; Chapinal et al., 2015; Bauman et al., 2016; Ahasan et al., 2017; Dufour et
al., 2017; Kostoulas et al., 2017).

Ala hora de formular los priors para la incorporacion de conocimientos previos
en el estudio de fiabilidad de pruebas diagnésticos (asi como en otros en los
que la variable respuesta sea una proporcion cuya funcion de probabilidad -
likelihood - pueda expresarse como una distribuciéon binomial) se suelen utilizar
distribuciones beta, que al estar limitadas en el intervalo [0-1] resultan idoneas
para expresar un conocimiento a priori sobre la sensibilidad, especificidad o

prevalencia (por ser todas ellas proporciones) (Johnson and Gastwirth, 1991;
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Joseph et al., 1995; Mendoza-Blanco et al., 1996; Bedrick et al., 1997; Alvarez
et al., 2012). El procedimiento habitual para construir una distribuciéon beta
para un parametro en particular implica la busqueda bibliografica de
literatura relevante sobre el tema y/o la consulta con expertos con el fin de
definir los valores mds probables de este pardmetro (Bo) y unos limites inferior o
superior (6L y Bu) por encima/debajo de los cuales el investigador estara (1-
y/2) seguro de que el pardmetro de interés serd superior e inferior,
respectivamente. Por ejemplo, para un y=0,1, el investigador estard 95%
seguro que el pardmetro de interés serd superior a 6L (percentil 5) o 95% seguro
que el parametro de interés sera inferior a By (percentil 95), con una moda
igual a Bo. El proceso de estimacién de una distribucién beta a partir de B0y 6./6u
puede hallarse en (Enge et al., 2000), si bien en la actualidad estan disponibles
programas informaticos que lo llevan a cabo como S-plus (Harrell, 2001), Betabuster
(http://www.vetmed.ucdavis.edu/cadms/diagnostic%20tests/software.cfm),

ParameterSolver (University of Texas MD Anderson Cancer Center) o el
paquete estadistico PriorGen (Kostoulas, 2018) en R (RCoreTeam, 2017). Por
ejemplo, para la construccion del prior de sensibiidad de la
intradermotuberculinizacion en el diagnéstico de la tuberculosis bovina,
Alvarez y colaboradores (Alvarez et al., 2012) establecieron a partir de la
bibliografia existente y la consulta con un panel de expertos que el valor mas
probable era 83,9% (moda) y que el percentil 5 estaba por encima del 60%
(implicando que el 95% de la distribucion estaria por encima de dicho valor),
dando lugar a una distribucién beta(a=8,5313542; b=1,8937188) con la

siguiente forma (Figura 5):
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Figura 5. Distribucion beta (moda= 83,9%; percentil 5= 60%) y distribucién uniforme.

En situaciones en las que no existe informacién a priori disponible, o bien se
quiere evitar cualquier tipo de influencia en la estimaciéon de la distribucién
posterior, pueden utilizarse priors no informativos (0 débilmente informativos)
como la distribucion uniforme (figura 5). Podran emplearse priors no
informativos en todos los parametros del modelo siempre que éstos no superen

en numero a los grados de libertad (Branscum et al., 2005).

Tras la especificacion de las distribuciones de los priors de cada uno de los
parametros desconocidos (la sensibilidad y especificidad de ambas pruebas
diagnosticas y la prevalencia de las dos poblaciones en estudio), éstos se
combinan con la informacién derivada de los datos observados en campo
para la estimacion conjunta de las distribuciones posteriores (probabilidades
condicionales dados unos datos concretos). Si la distribucion posterior se
concentra especialmente en torno a un valor concreto indicaria una mayor
probabilidad alrededor de dicho valor. Normalmente la mediana de la
distribucion posterior se emplea para resumir la distribucién en un solo punto,
mientras que la desviacion estandar es un indicador de la precisiéon de esa
estimacion. Finalmente se obtienen los intervalos de probabilidad (1-alfa) que
contienen un porcentaje 1-alfa de la distribucién (de modo que un alfa=0,05

daria lugar al intervalo que, con un 95% de probabilidad, contiene el
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parametro de interés (Enge et al., 2000); por ello se denomina “intervalo de
probabilidad” en lugar de “intervalo de confianza”, ya que la primera
denominacién es mas descriptiva y esta mas estrechamente relacionada con

la interpretacion de este intervalo (Branscum et al., 2005).

Las estimaciones de las distribuciones posteriores se pueden llevar a cabo
mediante simulaciones de Monte-Carlo, basadas en el empleo de una o varias
cadenas que contienen los valores simulados denominadas cadenas Markov,
dado que cada valor solo es dependiente del valor inmediatamente anterior
(Figura 6). Las simulaciones se repiten tantas veces (iteraciones) como sea
necesario hasta alcanzar la convergencia; existe convergencia cuando las
cadenas Markov estan proximas entre si, indicando acuerdo estable entre las
estimaciones de las diferentes cadenas. Debido a que la simulaciéon debe
empezar en algun valor del espacio muestral de cada parametro a estimar, y
que dicho valor inicial puede ejercer una influencia sobre las estimaciones
posteriores durante un niamero limitado de simulaciones, los resultados de las
primeras simulaciones obtenidos se desechan (periodo burn-in) (Johnson et al.,
2001; Gardner, 2002). Esta convergencia también puede evaluarse mediante
el estadistico de Gelman-Rubin (Gelman and Rubin, 1992) que compara la
varianza estimada entre cadenas y la varianza estimada dentro de cada
cadena. Se asume que valores inferiores a 1,1 son indicativos de una

convergencia adecuada de las cadenas.
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Figura 6. Visualizacion de las cadenas Markov (verde, roja y azul) empleadas en la
simulacion de dos parametros; cadenas no convergentes en psi (izquierda), cadenas

convergentes en Spid (derecha).
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Las cadenas pueden muestrearse para la construccion de los intervalos de
probabilidad utilizando distintas técnicas, siendo la técnica de muestreo de
Gibbs una de las mas utilizadas (Gelfand and Adrian, 1990; Gelman, 1995;
Andersen, 1997). En conclusion, el proceso de simulacion genera muchos
valores y un grafico de estos valores puede considerarse una aproximacion
numérica de la correspondiente densidad de probabilidad (Figura 7) (Enge et

al., 2000).
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Figura 7. Graficos de densidad de probabilidad de las estimaciones posteriores tras 300
iteraciones y 9300 iteraciones, respectivamente, en los que se aprecia una distribucion

de probabilidad mas definida y arménica en el segundo caso

En ciertas ocasiones puede observarse autocorrelacion entre muestras de la
distribucion posterior obtenidas en iteraciones consecutivas (Carlin, 2009), lo
que limitaria el nimero real de muestras independientes validas para la
estimacion de dicha distribucion. Para evitar este fendmeno se suele aplicar
un proceso de “adelgazamiento” (thinning), consistente en almacenar solo
una muestra de cada X iteraciones, de modo que el nUmero real de muestras
utilizadas en la estimacion seria Y*N/X (siendo N el niamero total de iteraciones

contenidas en cada cadena asumiendo Y cadenas).

A pesar de sus ventajas la aproximacion Bayesiana despierta también muchas
criticas, especialmente en lo que al uso de informacién subjetiva a priori
respecta (lo que otros consideran una de sus grandes fortalezas) (Gardner,
2002; Carlin, 2009). Si esta informacion previa o prior esta sesgaday se le da un
peso excesivo (traducido en una distribucion del prior muy acotada) de
manera no justificada las estimaciones posteriores pueden ser erréneas. Por

ello, un paso critico en el analisis Bayesiano es el analisis de sensibilidad, en el
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que se evalla el efecto de los priors (su influencia) en el resultado final. Este
analisis de sensibilidad conlleva la sustitucion de los priors por otras
distribuciones (Gardner, 2002) o por distribuciones no informativas (Enge et al.,
2000). Si tras esta sustitucion se observara un cambio drastico de las
correspondientes estimaciones posteriores implicaria una influencia del prior

en el resultado, lo que debe ser reportado y analizado convenientemente.

Si bien la estadistica Bayesiana puede utilizarse para el ejemplo de dos
pruebas independientes y dos poblaciones, pueden formularse modelos para
la estimacion de la fiabiidad de pruebas diagndsticas cuyos resultados no
sean independientes, o en el caso de una o multiples poblaciones (Branscum
et al., 2005) y bajo diferentes tipos de muestreo. A continuacion, se desarrollan

algunos de los aspectos a valorar en este tipo de estudios.

La combinacion de pruebas diagnésticas se emplea en muchos programas
de vigilancia y control de enfermedades del ganado. Cuando estas pruebas
analizan un fenémeno bioldgico similar como, por ejemplo, en caso de que
ambas estén basadas en la deteccién de un mismo mecanismo (véase, una
citoquina en concreto), es esperable que los resultados en un determinado
animal estén correlacionados (Gardner et al, 2000). La dependencia
condicional de las sensibiidades de las pruebas ocurre cuando la
probabilidad de que una prueba detecte correctamente un animal infectado
esta relacionada con la probabilidad de que la segunda prueba lo haga (es
decir, las probabilidades de deteccidon de un animal por cada una de las
pruebas no son independientes). De igual manera ocuriria con la
especificidad, aunque una dependencia de las sensibilidades no implica
necesariamente una dependencia de las especificidades y viceversa. Este
aspecto es muy importante y en caso de que haya una dependencia
condicional entre las pruebas diagnoésticas, ésta debera ser contemplada en
el modelo (Gardner et al.,, 2000; Dendukuri and Joseph, 2001; Georgiadis
Marios et al., 2003; Kostoulas et al., 2017) mediante la introduccion de dos
nuevos parametros: la covarianza entre los resultados de las pruebas en
individuos infectados (covp+) y la covarianza entre los resultados de las

pruebas en individuos no infectados (covp-) que, en un escenario donde se
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aplican dos pruebas diagndsticas en una sola poblacién, se traduciria a
covp+= Sen — Sei1*Sez, y covp-= Spz2 — Sp1*Sp2 (Dendukuri and Joseph, 2001);
siendo Sei1 la proporcion de individuos infectados que son positivos a ambas
pruebas, Se: la proporcion de infectados positivos la prueba 1
(independientemente del resultado en la prueba 2), Sez la proporcion de
infectados positivos a la prueba 2, Spz2 la proporcion de individuos no
infectados que son negativos a ambas pruebas, Sp: la proporcién de no
infectados negativos a la prueba 1 y Sp2 la proporcion de no infectados
negativos a la prueba 2. Las ecuaciones a continuacion (16-19) conforman el
modelo correspondiente al escenario anterior con los términos de covarianza

incluidos (Branscum et al., 2005):

P11 = pi*(Sel*Se2+ covp,)+ (1 —pi) «[(1 —Spl)* (1 —Sp2) + covp_] (16)

P12 = pix[Sel* (1 —Se2) —covp, ]+ (1 —pi) *[(1 —Spl) *Sp2 — cov,_] (17)

Po1 = pi*[(1—Sel)*Se2 —covp,] + (1 —pi) = [Spl* (1 —Sp2) —covp_] (18)

Doz = pi* [(1—Sel) * (1 —Se2) + covp, ]+ (1 —pi) * (Spl *Sp2 + covp_) (19)

Generalmente, el grado de correlacidn entre dos pruebas diagndsticas
basadas en un mismo principio (y cuya dependencia por tanto se sospeche)
se desconoce, y es por ello que normalmente se emplean distribuciones
uniformes (no informativas o débilmente informativas) como priors de estos
parametros (Branscum et al., 2004); es tras el analisis bayesiano, con las
estimaciones posteriores de ambos términos de correlacién, cuando se
confirma si la dependencia entre ambas pruebas es estadisticamente
importante (usando normalmente el criterio de si el intervalo posterior de

probabilidad engloba el valor cero) o no.

Otro aspecto importante en este tipo de estudios es la eleccion de la
poblaciéon diana. Independientemente de que se realice el estudio en una o
multiples poblaciones, los criterios de elegibiidad de las mismas deben
establecerse y justificarse de antemano (Kostoulas et al., 2017). Posteriormente,
nk individuos son seleccionados aleatoriamente de cada poblacion k

(Branscum et al.,, 2005) y, en general, se asume que dicho muestreo es
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multinomial, es decir, que el tamafio de la muestra es menor que el censo de
cada una de las poblaciones (nk < Nk). Sin embargo, también es posible que
se muestree el censo por completo de cada poblacién (nk=Nk), de modo que
la probabilidad de seleccionar un individuo cualquiera sigue una distribucién
hipergeométrica (Su et al., 2004). El modelo y el procesamiento de los datos,
asi como la estimacion de las distribuciones posteriores, difieren en funcién del

tipo de muestreo.

Actualmente, partiendo de la guia STARD (Standards for the Reporting of
Diagnostic Accuracy studies) se ha generado la guia STARD-BLCM (Standards
for the Reporting of Diagnostic Accuracy studies that use Bayesian Latent Class
Models), adaptada especificamente para la comunicacion de estudios sobre
fiabilidad diagnéstica de pruebas estimada mediante la aplicacién de una
aproximacion Bayesiana (Kostoulas et al., 2017). Estas guias, al igual que las
equivalentes para la comunicacion de resultados de estudios experimentales
u observacionales (ElIm et al., 2007; Kilkenny et al., 2010), tienen como objetivo
fomentar la circulaciéon de informacion completa y transparente sobre este
tipo de estudios, especialmente en lo que a disefio, desarrollo y resultados se

refiere, para facilitar su reproduccion y también evitar inferencias sesgadas.

Software:

Uno de los métodos mas habituales para la estimacion de la distribucion
posterior es el denominado muestreo de Gibbs (Gelfand and Adrian, 1990;
Joseph et al., 1995; Mendoza-Blanco et al., 1996; Tanner, 1996; Johnson et al.,
2001) que puede ser implementado a través de diferentes programas
informaticos como WinBUGS (Lunn et al., 2000), OpenBUGS (Lunn et al., 2009),
JAGS (Plummer, 2012), R (RCoreTeam, 2017), S-plus (Harrell, 2001) y SAS (SAS
Institute, Cary NC). En ellos, el investigador Unicamente necesita especificar la
funcién de probabilidad, el likelihood (es decir, los datos recogidos en campo)
y las distribuciones de los priors y, a través del programa, pueden estimarse las
distribuciones posteriores de los parametros del modelo. En funcién del tipo de
distribuciébn que muestran estas estimaciones posteriores existen varias

posibiidades de muestreo: si la distribuciéon pertenece a una familia
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reconocible de distribuciones, se muestrea directamente sin necesidad de
transformacion; si lo anterior no se cumple, se recurre al método de muestreo
por rechazo adaptativo (Gilks and Wild, 1992) o al algoritmo Metropolis
(Robert, 1999).

Ademas de los programas anteriores, R (RCoreTeam, 2017) ha incorporado
recientemente paquetes estadisticos como R20penBUGS (Sturtz, 2010),
R2WinBUGS (Gelman et al., 2005), R2jags (Su, 2015), rjags (Plummer, 2016), que

permiten comunicarse con estos Gibbs samplers.

3.1.2.2. Epidemiologia espacial

Las enfermedades infecciosas exhiben clasicamente un patréon de
agrupacion espacio-temporal, de modo que los casos se presentan en
momentos y lugares cercanos entre si debido a la naturaleza contagiosa de
la enfermedad (Selvin, 1991). En el caso de enfermedades no infecciosas la
proximidad a posibles factores de riesgo ambientales también es importante,
dando lugar con frecuencia a similares patrones (Pfeiffer, 2008). En este
contexto, los objetivos del analisis epidemioldgico espacial son la visualizacion
y descripcion de los patrones espaciales, la identificacion de agrupamientos
de casos de enfermedad o clusters indicativos de un mayor riesgo, y el uso de
esta informacioén para la explicacidon o prediccion de riesgos para la salud
(Ward and Carpenter, 2000a; Stevens and Pfeiffer, 2011). Aunque las técnicas
de analisis espacial han sido utiles en la investigacion del origen de brotes de
etiologia conocida, también tienen su aplicacién en la investigacion de
enfermedades de etiologia desconocida (como la leucemia infantil (Turnbull
et al,, 1990)) y en el estudio del efecto de ciertos factores medioambientales
como la contaminacion sobre la salud (Lilienfeld, 1980). De hecho, se
considera tradicionalmente la investigacion de Snow del brote de cdlera
acontecido en Londres en 1854, previo a la identificacion del agente
etiolégico de la enfermedad, como el primer ejemplo documentado de la
aplicacion de esta metodologia (Pfeiffer, 2002). Pero la utiidad de la
epidemiologia espacial no esta limitada uUnicamente al estudio de

enfermedades: en el terreno de la veterinaria pueden emplearse también
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para generar y evaluar hipotesis sobre las posibles causas de una produccion

suboptima (Ward and Carpenter, 2000a).

La evolucion de la epidemiologia espacial aplicada a la medicina humanay
veterinaria ha ido de la mano del aumento de la interconectividad global
como resultado del desarrollo econdmico global. Al igual que las
oportunidades de emergencia y/o dispersion de enfermedades aumentaban,
también lo hacia la cantidad de datos generados. Y gracias a la revoluciéon
digital de los ultimos 30 afios ha tenido lugar la emergencia de métodos
electrénicos de medida, registro, almacenamiento y distribuciéon de la
informacion, ademas de convertirse Internet en la columna vertebral de la red
de informacién de alcance global (Pfeiffer and Stevens, 2015). Esta
informacién masiva, denominada en inglés Big Data, es complejay de calidad
variable, por lo que, aparte del desarrollo de una infraestructura tecnolégica
y de comunicacion, ha sido necesario el desarrollo de herramientas de
manejo de los datos para que sean accesibles para su analisis (Mayer-
Schonberger, 2014), entre las que figuran los sistemas de informacion

geografica.

En produccién animal, el uso del Big Data tiene un importante potencial para
contribuir a la mejora de la sanidad, produccion y bienestar animal. Un
progreso importante logrado en las Ultimas décadas consiste en el desarrollo
y uso de herramientas para monitorizar y recoger informaciéon de manera
rutinaria de animales y explotaciones (Rutten et al., 2013; Mortari and Lorenzelli,
2014; Morota et al., 2018), entre las que se encuentra el uso de sensores,
imagenes digitales e informacion de sonido. Por ejemplo, para la
monitorizacion de casos de mastitis en granjas de produccion de leche, se
puede recoger informacion sobre la cantidad de leche producida, su
conductividad o su lactato deshidrogenasa a lo largo del tiempo (Wang, 2005)
mediante sensores en las maquinas de ordefio automatico, para junto con los
resultados de las pruebas laboratoriales determinar la incidencia de mastitis y
establecer una intervencion temprana (Sun et al., 2010). Otro ejemplo seria la
utilizaciéon del escaneo de imagenes para determinar el peso de los animales

de produccioén, indicador del manejo de la crianza y la nutricibn en una
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explotacion, de manera que se puedan medir automaticamente las
dimensiones de la imagen de un animal y se establezca su relacién con su
peso mediante ecuaciones (Kongsro, 2014; Gomes et al., 2016); o los sistemas
de identificacion y localizacion del ganado en tiempo real (Pfeiffer and

Stevens, 2015; Stevens and Pfeiffer, 2015).

Los sistemas de informacion geografica también desarrollados en el marco de
esta era del Big Data han facilitado la creacion y desarrollo de almacenes de
informacion georreferenciada especifica de sanidad animal y de
enfermedades a nivel global. Entre los almacenes mas importantes se
encuentran el Disease BioPortal, que permite el acceso a informacién en
tiempo real (o casi) sobre hasta 40 enfermedades animales a nivel local,

regional o global (http://bioportal.ucdavis.edu) (Perez et al., 2011a), el EMPRES

Global Animal Disease Information System, que proporciona informacion
actualizada sobre la distribucion global de enfermedades animales, asi como
sobre riesgos a nivel nacional, regional y global, representados en mapas

(http://www.fao.org/ag/againfo/programmes/en/empres/home.asp) (Martin

et al., 2007c; Farnsworth et al., 2010), el EMPRES-i genetic module, médulo que
combina informacién epidemiolégica de brotes con la caracterizacion
genética de virus influenza (OpenFluDB) (Claes et al., 2014), el FAO
GeoNetwork, que permite el acceso a mapas interactivos y descargables e
imagenes de satélites con sus correspondientes bases de datos con informacion

espacial (http://www.fao.org/geonetwork/srv/en/main.home), el Global Livestock

Production and Health Atlas, atlas electrénico e interactivo que contiene
estadisticas globales sobre produccion y sanidad animal, y que también permite la
visualizacion cartografica de estadisticas sobre el sector ganadero a nivel nacional

(http://www.fao.org/ag/againfo/home/en/news_archive/aga_in_action/glip

ha.html) (Clements et al., 2002; Franceschini et al., 2009), y la World Animal Health
Information Database, que permite el acceso al sistema de informacion global
sobre sanidad animal de la OIE (Organizacion Mundial de Sanidad Animal), que
ademas de incluir informacion sobre la distribucion global de enfermedades y
mapas de brotes, contiene informacion sobre brotes excepcionales a nivel

nacional, asi como los mapas con las medidas de prevencion y control establecidas
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(http://www.oie.int/wahis_2/public/wahid.php/Wahidhome/Home) (Jebara
etal., 2012).

Para la realizacidon de investigaciones sobre la distribucién espacial de una
enfermedad el primer paso a seguir consiste en la visualizacion de la
informacion de interés (normalmente, la distribucién de casos de una
enfermedad en el espacio). A partir de dicha visualizacion se pueden formular
hipotesis sobre la presencia de agrupaciones “significativas” de casos en el
espacio y de factores que puedan condicionar la distribucion de la
enfermedad, hipdtesis que pueden ser evaluadas mediante la aplicacion de
técnicas de analisis estadistico. En dltimo lugar, y en funcidn de la informacién
disponible, pueden formularse modelos que permitan explicar e incluso

predecir la distribucion de dichos casos (Figura 8).

. . Y Describir
Visuvdlizacién ——— patrones >
> B Identificar -
Big Data Exploracion —] patrones

Explicar o
Modelos — predecir patrones

Evidencia para la toma de
decisiones

i

Figura 8. Proceso de analisis espacial de la informacién para facilitar la toma de

decisiones en el ambito de la sanidad animal (adaptado de Pfeiffer and Stevens, 2015).

Visualizacion de patrones espaciales:

Mediante la visualizacion de la distribucion espacial de un fenémeno se puede
identificar rapidamente un patrén espacial obvio y comunicar de manera
eficiente la informacion relativa a una enfermedad desde una perspectiva
geografica. Para ello se emplean los sistemas de informacidon geografica
(Geographic Information Systems, GIS), los cuales permiten la captura,

almacenamiento informatizado, manipulaciéon, analisis, proyecciéon vy
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comunicacion de datos georreferenciados (Sanson et al, 1991). Son
especialmente (tiles en el ambito de la sanidad animal debido a su
capacidad de almacenar informacion relativa a factores demograficos y
causales y también de incidencia de enfermedad en un contexto geografico,
ademas de incluir normalmente un nimero variable de funciones de analisis

espacial.

Estos sistemas GIS integran tecnologia de visualizacion informatizada y sistemas
de manejo de bases de datos. La informacion geografica se organiza en
forma de diferentes capas que constituyen los mapas tematicos, junto a los
atributos que los caracterizan. Estos atributos son los elementos relacionados
con las distintas capas pero que no necesariamente forman parte del mapa

(por ejemplo, el nombre de los municipios).

La informacidn almacenada en los GIS deriva, generalmente, de la
digitalizacion de la informacién contenida en mapas existentes o de la
captura directa de datos remotos, como fotografias aéreas e imagenes de
satélites. Otra opcidon empleada en estudios ecoldgicos es la captura en
tiempo real de coordenadas mediante el uso de telemetria, por ejemplo,

fijando transmisores a los animales en estudio.

Los mapas digitales se almacenan normalmente en GIS en dos formatos
basicos: el primero basado en cuadriculas (o raster) y el segundo en vectores
(Sanson et al., 1991). En los sistemas con formato raster, la informacioén espacial
se agrega superponiendo una cuadricula sobre el area de interés; el usuario
puede especificar la dimensidon del patrén de la cuadricula (Figura 9). La
informacion sobre los atributos puede asociarse bien a celdas individuales o a
grupos de celdas que son homogéneas entre si en referencia a una
caracteristica, de modo que cada celda tiene normalmente un Unico valor
de la caracteristica de interés; estos sistemas son practicos para el
almacenamiento y manipulacion de caracteristicas geograficas a nivel
regional cuyos valores son tedricamente medibles en todos los puntos del
espacio (por ejemplo, la altitud). En los sistemas basados en vectores, en

cambio, los elementos geograficos se representan como puntos, lineas o
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poligonos (Figura 9). Los puntos corresponden a localizaciones Unicas,
definidos por coordenadas concretas; las lineas estan compuestas por

segmentos lineales y los poligonos son areas unicas delimitadas por lineas.

Figura 9. Mapa con formato raster (izquierda) y mapa con formato basado en vectores

(derecha).

Exploracion de la informacion espacial:

El andlisis exploratorio de datos espaciales se basa en el empleo de métodos
estadisticos para evaluar las hipotesis generadas a partir de la visualizacion de
los datos, es decir, permite determinar la probabilidad de que el patron
espacial observado sea resultado de una variacion no aleatoria. Estos
métodos consisten generalmente en la deteccion de areas de riesgo a partir
de la identificacion de agrupamientos de casos o clusters (Pfeiffer and
Stevens, 2015). La metodologia del escaneo espacial ha experimentado un
gran desarrollo en los uUltimos afios con el fin de poderse aplicar a una gran
variedad de estructuras espaciales y a un amplio rango de variables con
diferentes escalas de medida (Correa Thais et al., 2014; Costa and Kulldorff,

2014; Murray et al., 2014; Prates Marcos et al., 2014).

El término de agrupacion espacial o clustering se emplea para describir la
agregacion espacial de enfermedad, pero como el patron espacial
observado puede deberse simplemente a la distribucidon de la poblacién en

riesgo o de diferentes factores de riesgo, una definicibn mas acertada seria
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“una variacion espacial residual del riesgo después de que todos posibles

condicionantes hayan sido tenidos en cuenta” (Elliott, 2000).

Previo al analisis espacial es imprescindible conocer los conceptos relativos a
la heterogeneidad y dependencia espacial. Un principio basico de
dependencia espacial, segin enuncia la Primera ley de Tobler de geografia,
es que “Todas las cosas estan relacionadas entre si, pero las cosas mas
préximas en el espacio tienen una relacion mayor que las distantes” (Tobler,
1970). Esto significa que los valores de atributos medidos en localizaciones
cercanas entre s/ tienden a ser mas similares que aquellos procedentes de
localizaciones distantes, por lo que la proximidad espacial por si sola
representa una forma de clustering (como ocurre en vacas agrupadas en una
explotacion o estudiantes agrupados en una escuela) (Pfeiffer, 2008). Si esta
dependencia no varia en toda el area en estudio, es decir, si es la misma en
cualquier localizacién en una cierta area geografica, el proceso espacial es
calificado como estacionario. Sin embargo, si la estructura de correlacion
espacial varia a lo largo del area de estudio, el proceso se califica como
heterogéneo. Si esta dependencia espacial en un proceso estacionario esta
Unicamente afectada por la distancia y no por la direcciéon, entonces se
denomina un proceso isotrépico, mientras que si la dependencia es diferente

en funcién de la direccidn se denomina anisotrépico (Pfeiffer, 2008).

Los métodos de analisis exploratorio de la informacion espacial pueden
clasificarse en métodos locales y métodos globales. Los métodos de
deteccidon de agrupamiento global se emplean para evaluar si existe una
agregacion de enfermedad a lo largo del area de estudio, pero no determina
la localizacion especifica de los clusters. Estos métodos aportan un unico
estadistico que mide el nivel de agrupaciéon espacial, para posteriormente
determinar su significacion estadistica. Este estadistico es fruto de la
comparacion de la distribucion observada en los datos con la distribucién
esperada segun la hipotesis nula de ausencia de agrupacion espacial, es
decir, segun el supuesto de aleatoriedad espacial absoluta (complete spatial
randomness) (Pfeiffer, 2008). En el caso de una distribuciéon de casos de

enfermedad en el espacio, la aleatoriedad espacial absoluta corresponderia
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a una distribucion de Poisson homogénea en el espacio (Stoyan, 1986; C.
Bailey and Gatrell, 1995; Tanimura and Shima, 2011).

Los métodos de detecciéon de agrupamiento local en cambio tienen como
objetivo la identificacion de la localizacién y extensidn de los clusters, y
pueden subdividirse en métodos focalizados y no-focalizados. Los métodos no-
focalizados identifican la localizacion de todos los clusters potenciales en un
area de estudio mientras que los métodos focalizados investigan si existe un
riesgo de enfermedad incrementado alrededor de un punto pre-determinado

(por ejemplo, alrededor de una planta nuclear) (Pfeiffer, 2008).

La elecciéon de un método u otro esta condicionada por la hipétesis a evaluar,
pero también lo esta por la estructura de los datos, pudiendo éstos ser
individuales o agregados (Figura 10). Los datos son de caracter individual
cuando existe una Unica observacion por localizacion geografica (por
ejemplo, presencia o ausencia de enfermedad en una granja), y
generalmente estan representados por puntos. Los datos estan agregados
cuando se resume el conjunto de datos de un grupo de individuos en un tnico
valor para producir, por ejemplo, una frecuencia total, una media, una
mediana o una proporcion (por ejemplo, prevalencia en una granja). A
continuacion, este estadistico descriptivo se asigna a una localizacion
espacial, generalmente un area discreta, como un municipio, una provincia,
una comunidad autbnoma u otro tipo de region administrativa (Pfeiffer, 2008).
No obstante, es posible transformar los datos agregados a individuales y
viceversa, como puede apreciarse en la investigacion de Pérez vy
colaboradores de la dinamica espacial de la tuberculosis bovina en
Argentina, quienes emplearon tanto datos individuales como agregados a

nivel de municipio (Perez et al., 2002b).
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Figura 10. Representacion en un mapa de la distribucion de explotaciones positivas a
tuberculosis bovina (izquierda) y de la prevalencia de enfermedad a nivel de municipio
(derecha) (adaptado de Pfeiffer, 2008).

Métodos de deteccidon de agrupamiento global:

A continuacioén, se describen algunos de los métodos de deteccion de
agrupamiento global mas ampliamente utilizados en el campo de la sanidad
animal que han sido aplicados en esta tesis doctoral. Cabe destacar que estos
métodos se rigen por las distancias entre pares de localizaciones,
especialmente, por la distancia entre pares de localizaciones mas proximas
entre si (Clark and Evans, 1955; Lewis, 1980; Cuzick and Edwards, 1990), lo que
se conoce en epidemiologia espacial como vecindad. Estas relaciones de
“vecinos mas cercanos” en el espacio pueden ser reciprocas o no reciprocas.

Un punto puede ser el vecino mas cercano de su vecino mas cercano o
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puede que este vecino mas cercano esté mas cerca a otro punto, como se

refleja en la Figura 11.

Figura 11. Representacion de la relaciéon entre “vecinos mas cercanos”; los asteriscos
son los mas cercanos entre si (relacion reciproca) mientras que la relacion entre

almohadilla y su vecino més cercano no es reciproca.

Un punto tiene un vecino mas cercano, pero esta relacion puede considerarse
a niveles superiores de vecindad (segundo vecino mas cercano, tercero,
cuarto, etc.); el término k define el nUmero de vecinos o niveles de vecindad

a tener en cuenta en el analisis espacial (Figura 12).

* *

Figura 12. Niveles de vecindad; la almohadilla tiene a los asteriscos como primer (k= 1)

y segundo vecino mas cercano (k= 2), respectivamente.

El test de Cuzick & Edwards (Cuzick and Edwards, 1990) es una prueba apta

para el andalisis de datos individuales que evalla las relaciones entre individuos
con sus vecinos mas cercanos para determinar si existe una agrupacion de
casos (observaciones positivas) con respecto a los controles (observaciones
negativas). La hipotesis a evaluar en este caso seria la de que los casos tienden
a tener otros casos como vecinos mas cercanos, siendo lo contrario cierto
para los controles. Mediante este test, el nimero de pares de observaciones a
un nivel k de vecindad clasificadas como casos son comparadas con las

esperadas seguln la hipotesis nula de que todos los casos se distribuyen
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aleatoriamente en el espacio. La ecuacion a continuacion refleja el calculo
del nimero de casos en la base de datos cuyos vecinos son también casos a

un nivel de vecindad k.

N
T, = z s,d¢ (20
i=1

Siendo N el tamafio de la poblacién en estudio, & equivale a 1 si la
observacién i es un caso y a 0 si ésta es un control, dk equivale a 1 si el vecino
mas cercano aien un nivel k de vecindad es un caso y a 0 si éste es un control.

Segun la hipétesis nula, el valor esperado del Tk seria:

N,/N,—1
E(T) = pkN; p =2 (3=

N ) (21,22)

La significacion de este estadistico puede evaluarse mediante un test z, que
calcula la diferencia estandarizada entre los valores del Tk observado y del
E(Tk) esperado dividido por la desviacion estandar (Ecuacion 23):

7= T, — E(Tk) (23)

JVar(Ty,)
No obstante, también se puede evaluar la significacion de este estadistico
comparando los valores observados para cada k con aquellos generados

bajo la hipoétesis nula mediante simulaciones de Monte Carlo.

Un ejemplo de su aplicacién puede encontrarse en la investigacion llevada a
cabo por Pérez y colaboradores (Perez et al.,, 2002b) sobre los patrones
espaciales de la tuberculosis bovina (bTB) a nivel de municipio en Argentina.
En este estudio, los municipios con una prevalencia superior a la media
nacional fueron definidos como casos y aquellos con una prevalencia menor
o igual, como controles. El posible agrupamiento espacial de enfermedad fue
evaluado en niveles de vecindad de 1 a 10, observandose un clustering
significativo de los municipios “caso” en los niveles primero y segundo de
vecindad (k=1y k=2, respectivamente), lo que sugiere que el clustering de bTB

en Argentina se produce a una escala espacial relativamente pequefia, de
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modo que los municipios “caso” tienden a estar rodeados por otros municipios
“caso” hasta el segundo nivel de vecindad. Por otro lado, en un estudio
reciente llevado a cabo en nuestro pals, los autores concluyeron utilizando
esta prueba que la distribuciéon de Coxiella burnetii en explotaciones de
vacuno de la Comunidad de Madrid presentaba una dependencia espacial
significativa en el primer nivel de vecindad, lo que sugeria que las granjas mas
cercanas podrian servir de fuente de infeccidn para otras granjas (Alvarez et
al., 2012b).

El estadistico | de Moran (Moran, 1950) es un coeficiente ponderado de

correlaciéon empleado en la estimacion del grado de similitud espacial
observado entre localizaciones vecinas en lo que a los valores de un atributo
respecta. Fundamental para su calculo es la matriz de ponderaciones que
define las relaciones espaciales entre localizaciones, de manera que se da un
peso mayor a aquellas que estan mas cerca en el espacio que a aquellas que
estdn mas distantes. Los vecinos se definirAn por tanto en funcién de la
distancia entre ellos o su colindancia (Pfeiffer, 2008); se considera que existe
colindancia entre poligonos (areas) si éstos tienen en comuin una fraccién o al
menos un punto de sus limites geograficos. En caso de que se emplee la
distancia, ésta se medira entre los puntos o, en el caso de poligonos,

normalmente entre sus centroides.

El calculo del coeficiente | de Moran guarda similitud con el coeficiente de
correlacién de Pearson, estando sus valores normalmente limitados al intervalo

[-1,1] (Ecuacion 24).

_nZGW,(Z - 2)(% - 7)
(Eizjvvij,izj)zi(zi -7)?

(24)

Donde Zy Zj corresponden a los valores observados en las localizaciones iy j,
Z es la media del conjunto de valores del &rea de estudio y Wi es la matriz de
ponderacion que tiene en cuenta la cercania entre las localizaciones i y |
(Figura 13).
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Figura 13. Estimacion del grado de similitud espacial de las prevalencias registradas en
los diferentes municipios de una provincia; el “Esperado” corresponde a [1 y el cdlculo
del coeficiente | de Moran se lleva a cabo utilizando los valores de la tercera imagen

(“Observado - Esperado”).

Un coeficiente | de Moran préximo a cero indica ausencia de clustering (no se
puede rechazar la hipétesis nula); un coeficiente positivo y cercano a 1 indica
la existencia de autocorrelacion espacial positiva, es decir, clustering de areas
con valores similares de un determinado atributo (por ejemplo, riesgo de
enfermedad); y un coeficiente negativo y préximo a -1 indica la existencia de
autocorrelacion espacial negativa, es decir, areas vecinas tienen a presentar
valores muy dispares de un determinado atributo (Moran, 1950). La
significacion del estadistico se evalia mediante un test z, que calcula la
diferencia estandarizada entre los valores del | observado y del E(I) esperado

dividido por la desviacion estandar (ecuacion 25):

_I-EW) 5)
N Vary(D)
Siendo el esperado:
E(D) = ——* 26
= W=D (26)

También se puede evaluar la significacion de este coeficiente comparando el
| observado con la distribucion de valores generados bajo la hipotesis nula

mediante simulaciones de Monte Carlo.
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El coeficiente | de Moran se emplea en la determinacién de la Autocorrelacion
Espacial Incremental (Incremental Spatial Autocorrelation, ISA), que mide el
grado de correlaciéon presente entre localizaciones vecinas utiizando una
serie de bandas de distancia en aumento en la identficacion de
localizaciones vecinas para identificar la intensidad de la autocorrelaciéon a
distintas escalas espaciales, lo que permite determinar a qué distancia esta

intensidad es mayor (Figura 14).

Puntuacion z

é(l BIO 160 120 1-;10 160 ]éO
Distancia (metros)

Figura 14. ISA de la prevalencia de granjas localizadas en el area de estudio; el pico de
puntuacion z refleja la distancia donde la autocorrelacion espacial de la prevalencia es

superior.

Elinvestigador Castresana (Castresana, 2002) empleo el estadistico | de Moran
para caracterizar el patron de localizacion de mutaciones en cromosomas
humanos y de ratones, encontrando que los genes humanos con alto
contenido en GC habian experimentado las mayores divergencias en relacion
con los genes de ratén. Otro de los numerosos ejemplos que podemos
encontrar en la literatura cientifica sobre su aplicaciéon es un estudio

epidemiolégico de la brucelosis en rumiantes en las provincias del norte de
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Egipto, donde se evalud la posible autocorrelacion espacial de la prevalencia
de granjas seropositivas y animales seropositivos por distrito, constatando la
existencia de clustering en la segunda (coeficiente= 0,58; p< 0,001) pero no en

la primera (coeficiente=-0,013; p= 0,445) (Hegazy et al., 2011).

Los métodos a continuacion, también dirigidos a la deteccion de
agrupamiento global, emplean Unicamente la informacién individual de los
casos, a diferencia de los métodos anteriormente descritos donde casos y

controles eran tenidos en cuenta.

El estadistico de Knox (Knox, 1963; Knox and Bartlett, 1964), disefiado para la

deteccion de agrupamiento global espacio-temporal de los casos, se basa en
la hipotesis alternativa de que los pares de casos cercanos en el espacio
tienden a estar cercanos en el tiempo también. Para su calculo se contabilizan
los pares de casos proximos entre si en el tiempo y el espacio en base a una
distancia y a un periodo criticos o umbrales establecidos de antemano

mediante la ecuacién a continuacion:

X = Zisutu (27)

i Jj=

N i-1
=1 1
Siendo N el nimero de casos, sij el valor de la colindancia espacial (que sera
igual a 1 si la distancia entre los casos i y j €s menor que la distancia critica
preestablecida o igual 0 si es mayor o igual) y tj el valor de la colindancia
temporal (que seraigual a 1 si el periodo entre la aparicion de los casos iy jes
menor que el periodo critico preestablecido o igual 0 si es mayor o igual).
Mediante la prueba de Chi-cuadrado se calculan las diferentes
probabilidades de clasificacion de los eventos (proximos en espacio-tiempo;
préoximos en el espacio, pero lejanos en el tiempo; lejanos en el espacio, pero
préoximos en el tiempo; lejanos en espacio tiempo) bajo la hipdtesis nula, para
posteriormente compararlo con el X observado con el fin de establecer la
significacion del estadistico. También se puede evaluar esta significacion
comparando los valores observados de X con aquellos generados bajo la

hipotesis nula mediante simulaciones de Monte Carlo.
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Mardones y colaboradores (Mardones et al.,, 2013) emplearon esta prueba
para determinar el patron espacio-temporal de la propagacion del virus de la
anemia infecciosa del salmén en piscifactorias, considerando un limite
temporal para definir casos relacionados en el tiempo de 31 dias en base al
periodo de incubacion de la enfermedad en condiciones experimentales, y
un limite espacial de 43 metros en base a la distancia maxima entre jaulas
adyacentes. A partir de los resultados obtenidos (p= 0,38) concluyeron que la
transmision dentro de una misma piscifactoria era independiente de la

situacion espacial de las jaulas.

El método de Mantel (Mantel, 1967) cuantifica las interacciones

espaciotemporales de casos de manera similar al método de Knox, pero, a
diferencia del anterior, no requiere de distancias umbrales que determinen la
asociacion espacio-tiempo. En este caso, el estadistico Tv mide la correlacion
de las distancias espaciales y las distancias temporales para todos los pares
de casos, como muestra la ecuacion a continuaciéon, de modo que se espera
que dichas distancias sean similares en caso de existir un patron de distribucion

espacio-temporal.

M=

Ty = syt (28)

i

N
j=1

I
[y

Se puede aplicar una transformacion (r) para reducir los efectos de distancias
espaciales y temporales largas, ya que es poco probable que la correlaciéon

en enfermedades infecciosas entre las mismas sea meramente lineal:

N N
_ 1 (s5=3) ;-0
r_NZ—N—lzZ S St 29

i=1 j=1

Donde $ es la media del conjunto de distancias espaciales y ss la desviacidon
estandar de sij, mientras que t es la media del conjunto de distancias
temporalesy stla desviacion estdndar de tj, y los valores de r estan limitados al

intervalo [-1,1].
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Aunque Mantel propone una aproximacion para calcular la varianza de Tm
bajo la hipotesis nula de ausencia de asociacion entre el espacio y el tiempo
(Mantel, 1967), el método cominmente utilizado para generar la distribucion
nula del estadistico es mediante simulaciones de Monte Carlo, permutando
los elementos de una de las matrices de distancia y manteniendo constantes
los demas; esta distribucion nula se compara con los valores observados con

el fin de establecer la significacion del estadistico.

Chenoweth y colaboradores (Chenoweth et al., 2002) emplearon el test de
Mantel para evaluar la flogeografia del pez Urocampus carinirostris en la costa
este de Australia. Tras el analisis flogenético de las secuencias del citocromo
b detectaron dos clados mtDNA monofiléticos con una importante
divergencia entre si y al analizar la distribucién geografica de los clados
encontraron que ésta no era aleatoria, apuntando a que los individuos
pertenecientes al clado mas extendido habian experimentado durante la
época del pleistoceno una gran expansion a partir de una poblacién aislada.
Rosendal y colaboradores identificaron una posible asociacién entre la
similitud de las secuencias genéticas del virus del sindrome respiratorio y
reproductivo porcino (PRRSV) y la proximidad espacial y temporal de los brotes
causados por dichos virus en Ontario mediante la aplicaciéon del método

descrito (Rosendal et al., 2016).

El test Direccional (Jacquez, 1994; Jacquez, 1996) analiza la posible interaccion

espacio-temporal en datos retrospectivos y determina si la propagacion
observada de casos tiende a ir en una direccidon concreta. El estadistico
utiizado en este test es un vector (v) cuya direcciéon es el promedio de las
direcciones de los vectores que a su vez conectan las localizaciones de casos

sucesivos entre si, y que componen la cadena de infecciéon (Ecuacion 30).
1 c
v=—T® (E) (30)

Siendo c el coseno de la matriz cuyos elementos son cj; s el seno de la matriz
cuyos elementos son sj y T la matriz de conexion temporal que describe la

proximidad, en el tiempo, de unos casos respecto a otros.
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Ax;; Ay;;
cij = cosQy; = J ; Sy = sinQy; = Yy (31,32)

(4xf; + Ay5) (4xf; + 4y7)

Siendo x e yi las coordenadas geograficas del caso i, Axj la distancia en el eje
x entre los casos iy j [Axj = (xi— X)] y Ayi la distancia en el eje y entre los casos i
yj[Ayi = (yi- ¥)], & el angulo entre la linea horizontal y el vector que conecta
las areas i y j; de manera que la magnitud de la direcciéon es inversamente

proporcional a la varianza de los angulos entre los casos conectados.

Este método de analisis se apoya en el concepto de exposicion geografica
localizada, que se traduce en que los individuos cercanos a la fuente reciben
dosis superiores y desarrollan sintomatologia antes que aquellos mas lejos de
la fuente. Mediante el empleo de este test en un estudio sobre la dinamica
espacial de la epidemia de diarrea porcina (PED) acontecida en una regiéon
de Japdn entre diciembre de 2013 y julio de 2014 fue posible determinar que
la propagacion del virus se produjo en direccion noreste (p< 0,001), con un
angulo estimado medio de 58,8° (Sasaki et al., 2017). Los investigadores
barajaron como posible explicacion del fenébmeno el movimiento de personal
y de camiones de transporte de alimentos y cerdos contaminados en esa

direccion.
Métodos de deteccidon de agrupamiento local:

Los métodos globales de asociacion espacial asumen que el proceso espacial
bajo estudio es estacionario. Como resultado, puede ignorarse la presencia
de areas de agrupamiento significativo de tipo local. Este riesgo aumenta
conforme las dimensiones del area en estudio aumentan ya que los
estadisticos globales resumen un nimero muy grande de posibles relaciones
espaciales dispares (Pfeiffer, 2008). De ahi la utilidad de la aplicacién de los
métodos de deteccion de clustering local. Estos métodos definen las
caracteristicas de los clusters como su localizacion, su tamafio y la intensidad
del agrupamiento, entendiendo cluster como un conjunto de casos de
suficiente tamafio y concentracion delimitado geografica y temporalmente,

que es improbable que sea debido al azar (Knox, 1989). Revelar si estos
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incidentes son consecuencia de un factor ambiental, biolégico o social suele

ser el objeto de estudio.

Los métodos de deteccidon de agrupamiento local que se describen a
continuacion son los mas ampliamente utilizados y se clasifican en funcion del

tipo de dato (individual o agregado) para el que estan disefiados.

Uno de los métodos mas utilizados para el andlisis de datos individuales es el

spatial scan statistic (Kulldorff and Nagarwalla, 1995), basado en la proyeccion

gradual de ventanas circulares o cilindricas sobre el area de estudio con el fin
de identificar clusters espaciales o espacio-temporales, respectivamente, en
las que el riesgo (por ejemplo, de enfermedad) sea superior al esperado
(Pfeiffer, 2008). Este método esta inspirado en el método de Openshaw,
Geographical Analysis Machine (Openshaw et al., 1987), y es a su vez una
generalizacion del método de Turnbull, Cluster Evaluation Permutation
Procedure (Turnbull et al., 1990). Sobre cada localizacion especificada el
spatial scan statistic construye una serie de circulos de radio variable. Cada
circulo incluye las localizaciones vecinas mas cercanas y el radio de cada
circulo puede aumentarse continuamente desde cero hasta un maximo que
normalmente se fija para incluir el 50% de la poblacién. Para cada circulo la
hipotesis alternativa es que existe un riesgo elevado de enfermedad dentro
del mismo en comparaciéon con el existente fuera de él (Kulldorff, 1998). El

estadistico Tkn se calcula de la siguiente manera (Ecuacion 33):

_ Sup M)n@)(O(ZC))n(zC) <@ O(ZC))
Tv = (pm o) oo ree) ¥

Donde Zc indica todos los circulos excepto Z, O() y p() son el numero
observado de casos y el tamafio de la poblacibn en cada area,
respectivamente, e I() es la funcidon. Para determinar la significacion del
estadistico, se compara el Tkn observado con la distribucion de valores
generados bajo la hipdtesis nula mediante simulaciones de Monte Carlo
(Pfeiffer, 2008).
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El spatial scan statistic puede utilizarse a través de distintos modelos para la
localizacion de los clusters en funcidn de si éstos son espaciales o espacio-
temporales y de la naturaleza del dato a analizar. Los modelos incluidos hasta
la fecha el modelo de Bernoulli, el modelo de Poisson discreto, el modelo de
permutacion espacio-temporal, los modelos multinomial (Jung et al., 2010),
ordinal (Jung et al., 2007), exponencial (Huang et al., 2007), normal (Kulldorff
et al., 2009) y normal ponderado (Huang et al., 2009) y, finalmente, el modelo
de Poisson continuo (Kulldorff, 1997). A continuacion, se describen en detalle

los métodos mas comunmente utilizados.

El modelo de Bernoulli (Kulldorff, 1997) es ideal para datos discretos de tipo

caso-control y para analisis tanto puramente espaciales como espacio-
temporales; este modelo compara el nUmero observado de casos presente
en todas las posibles ventanas que pueden proyectarse sobre el area de
estudio con el nimero esperado de casos segln la hipoétesis nula de
distribucion aleatoria de los casos (Kulldorff and Nagarwalla, 1995). Por tanto,
la funcion de verosimilitud para una ventana especifica seria la siguiente

(Ecuacion 34):
¢ m—cyne (€ — e\ ((N—n)—(C—c)
O A B

Donde C es el nUmero total de casos, ¢ es el nimero observado de casos

(N-n)—(C-c)
) 10 (3%

dentro de la ventana, N es el nimero total de casos y controles en el conjunto
de datos y n es el nUmero total de casos y controles dentro de la ventana.
Cuando se escanea el area de estudio con el objetivo de identificar clusters
de alto riesgo, I() es igual a 1 cuando la ventana tiene mas casos de los
esperados bajo la hipoétesis nula, e igual a 0 cuando es al contrario. También
puede escanearse para la identificacion de clusters de bajo riesgo y la

interpretacion seria inversa a la anterior.

La ventana con la maxima verosimilitud para una localizaciéon y tamario
concretos constituye el cluster mas probable, es decir, el cluster que con

menor probabilidad ha ocurrido por azar. La razén de verosimilitud de esta
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ventana constituye el estadistico, que se compara con la distribucion de

valores generados bajo la hipétesis nula mediante simulaciones Monte Carlo.

Como ejemplo de su aplicacion encontramos el trabajo de Doherr y
colaboradores (Doherr et al.,, 2002), donde analizé la posible agrupacion
espacial de los casos de encefalopatia espongiforme bovina (BSE) nacidos en
Suiza tras la prohibicion de la alimentaciéon del ganado con proteinas
derivadas de rumiantes. Para ello se compard la distribucion de las granjas de
origen de los casos hacidos tras el afio 1990 con las granjas control y aquellas
con casos hacidos anteriormente. Se identificaron cuatro clusters
estadisticamente significativos en la regidn noroeste del pais y los
investigadores barajaron la existencia de factores regionales que
condicionasen el control de BSE como posible explicacion de esta distribucion

espacial heterogénea de la enfermedad.

El modelo de Poisson discreto (Kulldorff, 1997) esta adaptado a datos de tipo

incidencia o prevalencia (nimero de casos y nimero de personas en riesgo);
la hipoétesis nula sostiene que el nUmero esperado de casos es proporcional al
tamarfio de la poblacién segun una distribucién de Poisson. La funcién de

verosimilitud para una ventana especifica seria la siguiente (Ecuacion 35):

C—c

(@) (=) 0 ©®

Donde E[c] es el nimero esperado de casos dentro de la ventana bajo la
hipotesis nula, C y c se definieron arriba y, por tanto, C-E[c] es el numero
esperado de casos fuera de la ventana. La interpretacion de () es similar a la

descrita anteriormente.

Ward y Carpenter (Ward and Carpenter, 2000b) emplearon el modelo de
Poisson con el fin de identificar el patron espacial de la infestacion por mosca
azul en rebafios ovinos comerciales de Australia entre agosto de 1998 y mayo
de 1999. La informacion de los casos consistia en el nUmero de casos de
infestacion observados dentro de cada rebafio durante el periodo de

monitorizacion. Los investigadores identificaron dos clusters de alto riesgo;
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éstos presentaban un riesgo de infestaciéon 2,7 y 2,8 veces superior a lo

esperado, respectivamente.

El método de Permutacion espacio-temporal (Kulldorff et al., 2005) requiere

Unicamente de los datos de ocurrencia en el espacio y en el tiempo de los
casos, sin necesidad de informacion sobre los controles o la poblaciéon en
riesgo del entorno. El niUmero de casos observados en una ventana (cilindrica)
en el espacio-tiempo se compara con lo esperado bajo el supuesto de que
las localizaciones espacio-temporales de los casos son independientes entre
si. Por lo tanto, existiia un cluster significativo en un espacio geografico y
temporal si dicho espacio presenta una proporcion de casos superior con
respecto al resto de areas y periodos de tiempo en estudio. Sindato y
colaboradores evaluaron el patréon espacio-temporal de los brotes reportados
de fiebre del Valle del Rift en rumiantes domésticos desde 1930 a 2007 en
Tanzania (Sindato et al., 2014); al contar Gnicamente con encuestas sobre la
presencia de la enfermedad en los diferentes distritos y municipios y no sobre
posibles controles o sobre la poblacidon de su entorno, emplearon el método
de permutacion. Los investigadores determinaron la existencia de clustering
persistente en el ecosistema este del Valle del Rift, posiblemente relacionado
con el patréon bimodal de precipitaciones que experimenta esta area y las

caracteristicas de su tierra.

El estadistico Getis-Ord G* (Ord and Getis, 1995) se aplica exclusivamente

sobre datos agregados y es un indicador de agrupamiento local que mide la
concentracion de los valores de un determinado atributo distribuido
espacialmente; es decir, compara los valores (por ejemplo, una incidencia)
de una localizacién geografica y sus vecinas dentro de diferentes bandas de
distancia con los valores globales de dichas tasas. De esta manera, es capaz
de identificar areas donde los valores de varias localizaciones vecinas son
superiores (puntos calientes) o inferiores (puntos frios) respecto a lo esperado
(media de la incidencia global en el area en estudio, en este caso), como

refleja la figura a continuacion:
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Figura 15. Representacion de las localizaciones donde se reporté la presencia de
especies potencialmente excretoras del virus Hendra; los circulos rojos (puntos
calientes) corresponden a localizaciones con una densidad de estas especies

significativamente superior (extraido de Smith et al., 2014).

Un ejemplo de su aplicacion y utiidad puede encontrarse en el trabajo de
Smith y colaboradores sobre la epidemiologia del virus Hendra en caballos de
Australia. Los investigadores sefialaron las especies de murciélagos P. alecto y
P. conspicillatus como principales fuentes de infeccion para los caballos ya
que, tras el analisis espacial, observaron mudltiples puntos calientes de

densidad de estas especies potencialmente excretoras del virus a lo largo de
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la costa este que coincidian con puntos calientes de concentracién de casos

en caballos (Smith et al., 2014a).

Modelos para la explicacion o prediccion de patrones:

Las aproximaciones que emplean modelos para la explicacién o prediccion
de los patrones espaciales de, por ejemplo, una enfermedad, se dividen en
dos grandes bloques: los métodos determinados por el dato existente y los
métodos determinados por el conocimiento (Pfeiffer, 2008; Stevens and
Pfeiffer, 2011). Los primeros métodos emplean conjuntos de datos que
contienen informacidn sobre diversos factores de riesgo, asi como de la
variable de interés, y los efectos de dichos factores de riesgo se estiman
mediante métodos de regresidon. Los métodos determinados por el dato
pueden a su vez subdividirse dependiendo de si requieren informacién sobre
localizaciones con presencia y ausencia de enfermedad para calibrar el
modelo o si, por lo contrario, Unicamente necesitan informaciéon sobre
localizaciones donde se han registrado casos (y por tanto no requieren una
poblaciéon control). Alternativamente, la estimacion de riesgos con métodos
determinados por el conocimiento se basa en el entendimiento existente o
especulado de las relaciones casuales que determinan la ocurrencia de
enfermedad (Stevens and Pfeiffer, 2011; Stevens et al.,, 2013; Pfeiffer and

Stevens, 2015).

Entre los métodos determinados por el dato se encuentran las aproximaciones
bayesianas y también los arboles de clasificacion (Breiman, 1984), los random
forests y los arboles de regresion (boosted regression trees), que son capaces
de trabajar con los grandes conjuntos de datos propios de la era del Big Data
(Vatsavai, 2012; Ziegler and Kodnig Inke, 2013; Lawson, 2014; Peters Debra et al.,
2014; van Zyl, 2014), ademas de ser menos sensibles a la autocorrelacion y al
incumplimiento de los supuestos de distribucion normalmente asumidos en los
métodos paramétricos (Pfeiffer and Stevens, 2015). Los boosted regression
trees se aplican cada vez con mayor frecuencia para la prediccion de la
distribuciéon de especies y del riesgo de enfermedad (Martin et al., 2011; Hay

et al., 2013; Gilbert et al., 2014, Pigott et al., 2014), mientras que los random
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forests se han aplicado, entre otros ejemplos, para la generacion de mapas
de riesgo de ocurrencia de malaria y de flujo de movimientos de personas
basados en el registro de la localizacion de llamadas de teléfonos moéviles con
el fin de describir la variacion espacial en la exportacién/importacion

potencial de malaria en Namibia (Tatem et al., 2014).

Mientras que los métodos determinados por el dato ain dominan los modelos
espaciales, el uso de métodos basados en el conocimiento ha aumentado
durante los Gltimos 15 afios (Pfeiffer and Stevens, 2015). Este es el caso de los
modelos dinamicos como el analisis de decision basado en criterios mdltiples
(multi-criteria decision analysis, MCDA), cuya clave es la integracion del
conocimiento generado en diferentes disciplinas. Aunque estos métodos y la
interpretacion de sus resultados presentan un sesgo potencial y una
subestimacion de la variabilidad como consecuencia de que la estructura de
los modelos esté basada en la opinién de expertos al igual que, en muchos
casos, los parametros (Malczewski, 2006), el uso continuado de MCDA ha
resultado también en el desarrollo de metodologias que reducen la influencia
de la subjetividad de criterios individuales sobre la estimacidon de riesgo
(Yemshanov et al., 2013; Feizizadeh et al., 2014; Jankowski et al., 2014; Ligmann-
Zielinska, 2014). Entre los ejemplos de su aplicaciéon en sanidad animal
encontramos el trabajo de Clements y colaboradores y el de Stevens y
colaboradores en la generaciéon de mapas de prediccidn de la fiebre del
Valle del Rift en Africa (Clements et al., 2006) y de la influenza aviar H5N1 en

Asia (Stevens et al., 2013), respectivamente.
Software:

Entre los programas informaticos GIS destacables se encuentra ArcGIS (ESRI,
CA, USA) (www.esri.com), que es seguramente el paquete comercial mas
utilizado, la aplicacion de dominio publico QGIS (QGIS Development Team,

2009), el programa IDRISI de Clark Labs (www.clarklabs.com), la aplicacién de

libre acceso GRASS GIS (es.wikipedia.org/wiki/GRASS_GIS), los programas

ERDAS Imagine y ER Mapper de Leica Geosystems (leica-geosystems.com/es-

es), ademas de muchos otros (Steiniger, 2009).
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Los programas especializados en analisis espacial incluyen el producto
comercial ClusterSeer (www.terraseer.com) y los programa de dominio publico
SaTScan (Kulldorff, 2009) y FleXScan (Tango and Takahashi, 2005; Tango, 2008; Tango

and Takahashi, 2012), que permiten el andlisis espacial (y espacio-temporal) de

clusters; GeoDa (https://geodacenter.github.io/index.html), también de

acceso libre; una variedad de paquetes implementados en R (RCoreTeam,
2017) como cluster (Maechler, 2017), spatstat (Baddeley, 2018), spatial
(Venables, 2002), splancs (Rowlingson and Diggle, 1993) o spatialkernel (cran.r-

project.org/web/packages/spatialkernel/index.html); el médulo S+SpatialStats

del programa comercial S-Plus (Harrell, 2001) y el programa OpenBUGS (Lunn
et al.,, 2009) que proporciona herramientas especializadas en el analisis

Bayesiano de informacion espacial.

3.1.2.3. Monitorizacién de estrategias de vigilancia y control

En los casos de enfermedades de relevancia en sanidad animal frente a las
que se implementan medidas de prevencion, control o erradicacion es
fundamental conocer la efectividad esperada de dichas estrategias ya que
normalmente suponen unaimportante inversion tanto para el ganadero como
para la administracion. Sin embargo, no siempre es facil determinar cual es su
potencial efecto debido a la heterogeneidad de la informacion disponible y
a la diversidad de las metodologias empleadas en su evaluacion, que dan
lugar a una gran variedad de resultados recogidos en la bibliografia cientifica.
En este contexto, la revision sistematica y el meta-analisis pueden ser

herramientas de gran utilidad.

3.1.2.3.1. Revision sistematica y meta-analisis

El objetivo principal de una revision bibliografica es determinar el grado de
evidencia existente para evaluar una hipotesis de trabajo sobre un tema
definido y, por tanto, la unidad de estudio es cada investigacion realizada con

anterioridad sobre el tema de interés.

Las revisiones clasicas (“narrativas”) presentan limitaciones derivadas

fundamentalmente de su caracter subjetivo, ya que no se realizan siguiendo
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una estrategia formal para la identificacion de la bibliografia relevante y la
extraccion de informacion Util. Por este motivo estas revisiones son mas
susceptibles de ser afectadas por sesgos. Sin embargo, la metodologia de las
revisiones sistematicas corrige estas limitaciones (Oxman et al., 1994; Delgado,

2010).

La revision sistematica parte de una hipétesis claramente formulada y emplea
métodos reproducibles y formulados de manera explicita para identificar,
seleccionar y evaluar criticamente investigaciones relevantes, y para recopilar
y analizar sus datos (Moher et al., 2009; Higgins, 2011). El uso de estos métodos
limita la aparicion de sesgos y el error aleatorio (Shamseer et al., 2015). Los
métodos estadisticos (meta-analisis) pueden o no ser utlizados en una
segunda fase para analizar y sintetizar los resultados de los estudios incluidos.
Por tanto, el meta-analisis se refiere al empleo de técnicas estadisticas en una
revision sistematica, con el fin de integrar los resultados analiticos de los

estudios incluidos en la misma (DerSimonian and Laird, 1986).

Los objetivos concretos de la combinacion de la revision sistematica y el meta-
andlisis son la valoracion de la consistencia entre los resultados obtenidos en
diferentes estudios realizados con un mismo objetivo, la obtencién de un mejor
estimador global de dichos resultados, y la valoracion de la calidad de la
metodologia empleada en cada una de las investigaciones individuales
(Delgado, 2010), asi como la identificacion de patrones de publicaciéon que

podrian revelar la presencia de sesgos.

La evaluacion critica y la sintesis sistematica de hallazgos de la investigacion
emergieron en 1975 bajo el término "meta-analisis” (Glass, 1977). El término fue
acufado por el investigador y estadistico Gene V. Glass, quién empled esta
metodologia en diversas areas de la psicoterapia (Smith and Glass, 1977). Asi,
en un inicio, este tipo de sintesis fue empleada en politicas publicas e
intervenciones sociales, pero no tardé en aplicarse a la investigacion en

ciencias de la salud.

De manera paralela, se publicaba el texto “Efectividad y eficiencia” de Archie

Cochrane (Cochrane, 1972), el cual instaba a los profesionales de la salud a
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la practica de la medicina basada en la evidencia; ésta fue definida mas
tarde como “el uso consciente, explicito y juicioso de la mejor evidencia
disponible para tomar decisiones sobre el cuidado de pacientes individuales”
(Sackett et al., 1996).

Asi, a finales de la década de 1970 y principios de los 80, un grupo de
investigadores de los servicios de salud en Oxford preparé el terreno para la
medicina basada en la evidencia al iniciar un programa de revisiones
sisteméaticas sobre la eficacia de las intervenciones en atencion a la salud
(Clarke and Langhorne, 2001). La Colaboracién Cochrane abrié su centro en
Oxford en 1992 (Chalmers et al., 1992) y actualmente es una red internacional
de investigadores, académicos, profesionales y usuarios comprometidos con
los principios de la gestion de los conocimientos de salud, de manera que éstos

sean accesibles y de una calidad asegurada.

No tardd en reconocerse la necesidad de revisiones sistematicas mas alla del
campo de la salud. Fue asi como surgié la Colaboraciéon Campbell, que
adapto la metodologia Cochrane para aplicarla en otras areas de la politica

publica (Gill et al., 2014; Telep et al., 2014).

A dia de hoy, puede observarse como esta metodologia esta también
presente en lainvestigacion en el terreno de la sanidad animal, donde ha sido
aplicada para el analisis de estudios con objetivos muy dispares entre si, desde
la descripcion de un determinado fendbmeno como la incidencia de una
enfermedad o la ecologia de un hospedador (Eble et al., 2008; Whittington
and Windsor, 2009; Mardones et al., 2010; Byrne et al., 2014, Socias et al., 2014;
Belo et al., 2015; Jackson, 2015; Asmare et al., 2016; Martinez-Gutierrez and
Ruiz-Saenz, 2016; Quesada et al., 2016; Tadesse, 2016; Verschave et al., 2016;
Compton et al.,, 2017; Haghi et al., 2017; Shokri et al., 2017; Foley et al., 2018;
Legatti et al., 2018), el analisis de presuntos factores de riesgo (Otero-Abad and
Torgerson, 2013; Agunos et al.,, 2014; Denagamage et al., 2015; Laranjo-
Gonzalez et al.,, 2016; Njeru et al., 2016; Farquharson et al., 2018; Sharifi et al.,
2018), la valoracion de pruebas diagndsticas (Stegeman et al., 2000; Leeflang

et al., 2008; Bae, 2014; Leeflang, 2014), asi como de tratamientos y estrategias
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de vigilancia y control (Adkin et al., 2006; Aragon et al., 2007; Irwin, 2010;
Romero and Boelaert, 2010; Dufour et al., 2011; da Silva et al., 2014; Sargeant
et al., 2014; Ducrotoy et al., 2015; Jibat et al., 2015; Kashangura et al., 2015;
Rodriguez-Prieto et al., 2015; Bouzid et al., 2016; Carvalho et al., 2016; Laranjo-
Gonzalez et al., 2016; Uehlinger et al., 2016; Muir et al., 2017; Newcomer et al.,
2017; Pinior et al., 2017; Villanueva-Cabezas et al., 2017; Tambella et al., 2018),

entre otros.

El esquema general de una revision sistematica seria el siguiente: el
planteamiento de una hipotesis de trabajo con el fin de dar respuesta a una
pregunta cientifica concreta, por ejemplo ¢existe asociacidon entre una
estrategia de control especifica y la disminucion de la incidencia de una
enfermedad?; la selecciéon de la poblaciéon en estudio, etapa en la que se
seleccionan las fuentes de informacion (bases informatizadas o busqueda
manual) y los criterios de busqueda a seguir en ellas de acuerdo a una serie
de palabras clave, ademas de establecer de antemano unos criterios de
inclusién/exclusidn para seleccionar Unicamente las investigaciones de interés
en base al objetivo del estudio, el tipo de disefio, el idioma, etc.; la recogida
de lainformacion de una manera estandarizada para valorar la validez de los
estudios primarios; y finalmente, si la informacién extraida lo permite, el meta-
analisis, que debera contemplar el uso de métodos para el control de la
heterogeneidad intra y entre investigaciones, y de los posible sesgos (Moher et
al., 2007; Moher et al., 2009; Shamseer et al., 2015; Page et al., 2016).

Tras el planteamiento de la pregunta, fase inicial del estudio, el siguiente paso
a seguir es la busqueda de la informacion, que equivaldria a la definicion de
la poblacion de estudio en una investigacion convencional. En una revision
sistematica, la poblacion objetivo estd compuesta por todos los estudios
realizados sobre el tema de interés, hayan aparecido o no en alguna
publicacion. Por tanto, la estrategia de busqueda idénea se basaria en la
busqueda de toda la informacioén disponible, si bien con frecuencia y por
motivos practicos las revisiones se centran sélo en estudios publicados, opcion
susceptible al sesgo de publicaciéon (ver mas adelante). En ocasiones pueden

llegar a utilizarse los datos originales generados en los estudios a combinarse,
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aungue esta opcidn es poco utilizada por la ausencia de disponibilidad de
dichos datos (Delgado, 2010).

El sesgo de publicacion, que se citd en el parrafo anterior, es el sesgo derivado
de la tendencia a la publicacién de resultados positivos y rechazo/ocultaciéon
de los resultados negativos (o no significativos) (Dwan et al., 2008). Esto puede
traducirse en un sesgo de seleccidn en la revision sistematica y meta-analisis
Ccuyo universo sean solo estudios publicados y de gran relevancia, ya que, si
los resultados publicados no son representativos del espectro real de
resultados obtenidos, las conclusiones del mismo podran ser erréneas (Sutton,
2005; Dickersin, 2006).

Una vez identificada la poblacion en estudio, comienza la fase de busqueda
de los estudios relevantes, que normalmente se lleva a cabo en repertorios, la
mayoria informatizados, o mediante la consulta de los libros de actas de
congresos y reuniones cientificas, tesis doctorales, etc. Dicha busqueda puede
completarse mediante el contacto directo con investigadores que hayan
estudiado el problema y a través de la consulta de la bibliografia de cada
articulo localizado. Es preferible que se consulte un minimo de dos repertorios
y que dicho proceso se realice por dos investigadores en paralelo y de manera
independiente con el fin de asegurar la reproducibilidad del proceso. Los
repertorios mas utilizados en ciencias de la salud son: Medline

(www.pubmed.gov), Embase (www.embase.com), Scopus

(www.scopus.com), Cochrane Library (www.cochranelibrary.com), CAB

abstracts (www.cabi.org), CINAHL (Cumulative Index to Nursing and Allied

Health Literature; www.ebscohost.com/nursing/products/cinahl-databases),
LILACS (Literatura Latinoamericana y del Caribe en Ciencias de la Salud;

http://lilacs.bvsalud.org), PASCAL (www.dialog.com), OVID (www.ovid.com) e

ISl Web of Knowledge (apps.webofknowledge.com). Algunos de los

repertorios anteriores, como Medline, permiten la posibilidad de blusqueda por
palabras clave (MeSH, Medical Subject Headings) que corresponden a
términos que figuran en los apartados de titulo, resumen o palabras clave de
articulos indexados; es una manera de refinar la busqueda, aunque ésta no

deberia fundamentarse sélo en las palabras clave sino también incluir
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sinbnimos a través de la opcion de blsqueda libre. El principal inconveniente
del uso de estos repertorios es que no son exhaustivos de todas las revistas que

existen o, simplemente, muchos solo incluyen revistas y no libros u otros.

Una vez seleccionados los repertorios a consultar ha de redactarse la cadena
de busqueda, es decir, el conjunto de palabras clave y sinbnimos que se
emplean con el fin de que el buscador identifique los estudios que interesan.
Dicha cadena de bisqueda debe ser anotada cuidadosamente para permitir
la repeticion del proceso de busqueda en el futuro por el mismo u otros grupos
investigadores. En su elaboracion deben ponderarse los criterios de
sensibilidad (incluir todos aquellos estudios relacionados con el objeto de la
revision) y especificidad (no incluir estudios con otros objetivos no relacionados
qgue no aporten informacion a la revisibn), un aspecto complejo y que
normalmente conduce a la construccion de varias cadenas de busqueda,
cuya eficacia puede valorarse en un pequefio nimero de articulos. Una vez
formulada la cadena 6ptima se realizara la busqueda, anotandose la fecha

en la que se haga.

Las referencias de los estudios identificados a través de la busqueda son
entonces importadas a un gestor bibliografico para faciltar su manejo y
clasificacion, ademas de la identificacion de los duplicados para su
eliminacion. Entre los gestores mas cominmente utilizados se encuentran:

Refworks (www.refworks.com), EndNote (www.endnote.com), Zotero

(www.zotero.org) y Reference Manager (www.refman.com).

Los estudios reunidos a través de la busqueda constituyen la serie inicial de
investigaciones participantes, pero no todos ellos seran incluidos en el analisis.
A continuacioén, viene la fase de aplicacion de los criterios de inclusién de los
estudios que formaran parte de la revision sistematica y el posible meta-
andlisis. Estos criterios deben establecerse de antemano, sin tener en cuenta
los resultados de los estudios pre-seleccionados, para asi minimizar el sesgo de
seleccion. Uno de los criterios de restriccion que mas frecuentemente se aplica
es el idioma, ya que normalmente los grupos de investigacion dominan un

nimero limitado de idiomas. Muchos estudios se centran sélo en estudios
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publicados en inglés, aunque esto pueda dar lugar a la obtencién de una
muestra sesgada. Sin embargo, la eleccién del idioma puede estar sujeta
también a los objetivos de la revisidn, como podria ser investigaciones en un
determinado ambito (por ejemplo, revistas cientificas latinoamericanas) o
localizacion geografica. Otros criterios de inclusidon son el tipo de disefio (por
ejemplo, que contemplen la aleatorizacidn en los ensayos clinicos), el tipo de
publicacion (normalmente centrada en estudios primarios en detrimento de
revisiones, cartas, etc.) o, de forma mas especifica, las caracteristicas de la
exposiciéon y del efecto segun los objetivos de la investigacion. También
pueden considerarse criterios restrictivos en lo que a la calidad metodolégica

de las investigaciones respecta.

Una vez establecidos los criterios de inclusién se lleva a cabo la primera revision
que normalmente se circunscribe al titulo y resumen de todos los estudios
identificados para verificar que cumplen dichos criterios. Con el fin de
incrementar la objetividad del proceso este paso suele ser realizado por dos o
mas investigadores, de forma que los estudios solo queden incluidos/excluidos
(en funcién de si se quiere potenciar la especificidad o la sensibilidad de la
busqueda, respectivamente) en caso de unanimidad. Tras este primer
cribado, el manuscrito completo de los estudios que se conserven debera ser
obtenido y revisado con el fin de confirmar que cumple los criterios de inclusion
y extraer la informacion de interés. La bibliografia de estos articulos es
normalmente también revisada con el fin de identificar otros estudios
relevantes, los cuales son sometidos al mismo proceso de seleccién descrito.
El flujo de informacién durante el proceso de revision sistematica aparece

representado en la Figura 16.
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Figura 16. Diagrama de flujo de una revision sistematica y meta-analisis (adaptado de
Moher et al., 2009).

La extraccion de la informacion debe llevarse a cabo de una manera
estandarizada, normalmente utilizando una base de datos preparada a tal
efecto y con las caracteristicas de interés especificadas de antemano.
Dependiendo del tipo de estudio la informacion de interés variara, pero
generalmente el afio de publicacion, los autores y el pais donde se desarrollé

el estudio son datos imprescindibles.

La valoracion de la calidad de las investigaciones incluidas en la revision
sistematica es un aspecto central de ésta (Mulrow, 1987; Sacks et al., 1987;
Sacks et al., 1996). Araiz de esta valoracién se pueden llevar a cabo una serie
de recomendaciones metodolégicas que pueden ser utiles para futuros
estudios sobre el tema. La calidad de un estudio afecta de manera obvia a la
probabilidad de la existencia de sesgos en el mismo, y a la fiabilidad de los
datos extraidos del mismo, lo que puede a su vez conducir a sesgos en el
estimador conjunto obtenido en un meta-analisis. Las revisiones sistematicas
qgue combinan estudios de calidad variable (mas frecuentes en epidemiologia

observacional) pueden verse afectadas por errores sistematicos, lo que puede
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traducirse en errores de tipo | (el rechazo de una hipdtesis nula verdadera) o
tipo Il (la aceptacion de una hipétesis nula falsa) (Delgado, 2010), ademas de

por una mayor heterogeneidad del efecto.

Para llevar a cabo esta valoracion, es necesario disponer de un cuestionario
de evaluacion de la investigacion, y que este proceso se lleve a cabo de la
manera mas cuidadosa posible para evitar el sesgo de observador. Para ello
la informacion relativa a la institucion ejecutora de cada estudio, el nombre
de sus autores, y la magnitud, sentido y significaciéon estadistica del efecto
detectado deberia enmascararse a los evaluadores. Por tanto, estos
evaluadores no formaran parte del proceso de recogida de informaciéon
descrito anteriormente. Al igual que en tareas anteriores la valoracion deberia
llevarse a cabo por dos evaluadores en paralelo y de manera independiente.
Los cuestionarios de evaluacion tienen el inconveniente de su validacion,
dado que no existen cuestionarios ideales para ser aplicados en toda
situacion. En la literatura cientifica se han publicado muchos cuestionarios
para la evaluacion de ensayos clinicos controlados (Chalmers et al., 1981;
Detsky et al., 1992; Jadad et al.,, 1996; Verhagen et al., 1998; Moher et al., 2001;
Higgins, 2011); sin embargo, en lo que a estudios observacionales se refiere, no
existe ningln cuestionario maestro, aunque la declaracion STROBE
(STrengthening the Reporting of OBservational studies in Epidemiology) puede
servir de guia (EIm et al., 2007; Gallo et al., 2012; Vandenbroucke et al., 2014).
Los items de estos cuestionarios pueden servir de orientacion a la hora de
confeccionar uno que se adapte a la hipdtesis sobre la que se trabaja. En
concreto, para la valoracion de estudios que evallan estrategias de control
se encuentra el cuestionario desarrollado por van Tulder y colaboradores (van
Tulder et al., 2003) y que ha sido frecuentemente empleado en este tipo de

estudios.

El siguiente paso corresponde a la estimacién cuantitativa de la relacidon entre
las variables contempladas en los estudios revisados (por ejemplo, una
estrategia de control y la reduccién de la incidencia de una enfermedad) y
su magnitud, es decir, la fase de meta-analisis. En el meta-analisis se combinan

los resultados publicados o se combinan las bases de datos originales,
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aumentando asi la precision de las estimaciones del efecto que se estudia

(Delgado, 2010).

Para llevar a cabo el meta-analisis han de extraerse los datos numeéricos
correspondientes al efecto investigado en cada uno de los estudios
seleccionados. Al igual que durante la extraccion del resto de informacion,
este proceso deberia estar estandarizado para asegurar que cada uno de los
estudios es tratado de igual manera. El escenario ideal es aquel en el que se
pueden extraer los datos crudos que permitan la estimacion de las medidas
de asociacion aplicando las férmulas habituales, por ejemplo, la extraccién
de las frecuencias de las tablas de contingencia para el calculo de la razén
de odds, respetando una posible estratificacion de los resultados (medidas
ajustadas por una o mas variables). No obstante, seria suficiente con el valor
de la medida de asociacion objetivo (Razdn de Odds, Riesgo Relativo,
Diferencia de Riesgo, Diferencia media, Diferencia media estandarizada, etc.)
de cada estudio y una medida del error asociado al mismo. Para fenédmenos
binarios, las principales medidas de asociacion empleadas en el contexto del
meta-analisis son el Razén de Odds (Odds Ratio, OR), el Riesgo Relativo (RR) y
la Diferencia de Riesgo (Risk Difference, RD) (Deeks, 2002; Deeks and Altman,
2008), especialmente las dos primeras ya que son medidas mas estables que
la RD, especialmente si los estudios incluyen pacientes con diferentes periodos
de seguimiento (Engels et al., 2000; Deeks, 2002). Para fendmenos continuos,
las medidas de efecto normalmente estudiadas son la Diferencia media (MD)
y la Diferencia media estandarizada (Schwarzer et al., 2015); la MD se emplea
cuando todos los estudios miden el efecto con la misma escala, mientras que
la segunda se emplea en el caso de diferentes escalas (Schwarzer et al., 2015).
Puede consultarse el procedimiento especifico para el calculo de cada una

de las medidas citadas en (Schwarzer et al., 2015).

El método de ponderacion de estudios y combinacion de sus resultados mas
utilizado es el método del inverso de la variancia (L Fleiss, 1993; Delgado, 2010).
Este método es valido tanto para variables dicotdmicas (presencia o ausencia
de un efecto) como para fendbmenos continuos (por ejemplo: grado de

severidad de una enfermedad) y requiere de la variancia (o del error
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estandar) de la medida de asociacion de cada estudio. El principio del
método del inverso de la variancia consiste en la definicién de una medida
de asociacién 6i entre la exposicion y el efecto en cada estudio “i” a
combinar. En el caso de un fenémeno binario, si no hay asociacion 6iseraigual
a 0 (si la medida es una diferencia) o a 1 (si es una razén). En el meta-analisis
se combinan las estimaciones del pardmetro 6 de cada estudio mediante el

concepto de media ponderada:

_Zwb;

6
P Zw;

(36)

En la que 6p es el pardmetro ponderado, 6i y wi son respectivamente el
parametro y el peso asignado al estudio “i”. Bajo la hip6tesis nula se asume
que Bp sigue una ley Normal. Si la medida que se elige es una diferencia de
riesgos o de tasas, no es necesaria ninguna transformacion para que se
cumpla el supuesto de normalidad; sin embargo, otras medidas necesitan una
transformacion para que se cumpla este supuesto, como es la transformacion

logaritmica en el caso del riesgo relativo (RR).

El método del inverso de la variancia que, como se menciond anteriormente,
es aquel que puede aplicarse cuando se tiene informacioén sobre la medida
de asociacion de cada estudio y su correspondiente error estandar (o su
variancia), es el unico que permite combinar los estudios con un modelo de
efectos fijos y uno de efectos aleatorios (L Fleiss, 1993; Thompson, 1993; Pocock,
2007; Delgado, 2010). La principal diferencia entre ambos es la manera de
considerar el nivel de heterogeneidad observado dentro y entre los estudios.
El grado de heterogeneidad entre estudios puede evaluarse mediante la
prueba Q de homogeneidad, que se basa en la suma ponderada
(empleando los pesos anteriores, wi) del cuadrado de las diferencias entre los
efectos de los estudios individuales (6i) y el efecto global (6p) (Gavaghan et
al., 2000); para la interpretacion del estadistico Q se emplea la ley de Chi-
cuadrado (con grados de libertad igual al nUmero de estudios menos 1).
Debido a que la fiabilidad de esta prueba es muy dependiente del nimero
de estudios que se combinan, este analisis puede complementarse mediante

otros dos estadisticos adicionales, el estadistico de Higgins (12) y el estadistico
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tau (12). I2 indica la proporcion de variabilidad en las estimaciones del efecto
que se debe a la heterogeneidad entre los estudios (Higgins and Thompson,
2002), de modo que segun una escala utilizada en la literatura un I2Zentre 0 y
40% indica una heterogeneidad leve, de 30 a 60% moderada, de 50 a 90%
sustancial y de 75 a 100% considerable (Deeks, 2008). Por otro lado, 12 indica la
variabilidad existente entre estudios y cuando este estadistico es negativo
sugiere que dicha variabilidad es inexistente (DerSimonian and Laird, 1986;
Delgado, 2010). El uso de estos estadisticos permite determinar el grado de
heterogeneidad entre los resultados procedentes de distintos estudios y asi
valorar la idoneidad de utilizar un modelo de efectos fijos (en caso de que ésta
sea despreciable o leve) o aleatorios (cuando dichos niveles son

considerables, de modo que se considere en el analisis).

El fundamento del procedimiento con un modelo de efectos fijos coincide con
el de un andlisis estratificado para la estimaciéon del riesgo relativo (RR) y
derivados (razé6n de odds y de tasas) pero, en el caso del meta-andlisis, los
estratos equivalen a los estudios individuales incluidos en el analisis. Este
modelo asume que los efectos estimados de los estudios incluidos en el andlisis
provienen de una poblacidn homogénea (Schwarzer et al., 2015). El peso de
cada estudio individual en un modelo de efectos fijos esta definido por el
inverso de la variancia de su parametro (por ejemplo, RR de enfermedad para
una poblacidon expuesta), es decir, por el inverso de la variabilidad intra-

estudio, tal y como se refleja en las ecuaciones a continuacion:

1
w; = Var@ey’ SE(6,) =+1/2w;  (37,38)

Cuando se aplica un modelo de efectos fijos y la variable en estudio es binaria
los efectos pueden combinarse, ademas de con el método del inverso de la
variancia, con el método de Mantel-Haenszel o con el método de Peto. Estos
métodos son mas apropiados para situaciones donde el tamafio muestral
dentro de cada estudio es limitado o cuando la probabilidad de un
determinado evento esta muy proxima a 0 (0%) o a 1 (100%) (Breslow, 1981;
Greenland and Robins, 1985), es decir, cuando en una tabla de 2x2 existe una

frecuencia muy baja en alguna de las casillas.
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El método de Mantel-Haenszel puede usarse para combinar los resultados de
estudios que recojan medidas de asociacion en forma de OR, RR y tasa de
incidencia (Incidence Rate, IR) (Mantel and Haenszel, 1959; Greenland and
Robins, 1985; Engels et al., 2000); en las siguientes ecuaciones se refleja el
procedimiento de combinacion de las medidas individuales:

2 w;0;

Oun =~ W ; siendo 6; = OR; 0 RR; o0 IR; (39)
L

+b)c:
(al l)cl (40’ 41)

bc;
w; para OR; = — ; w; para RR; =
n; i
siendo ai el niumero de individuos expuestos con resultado positivo en la
variable resultado (por ejemplo, presencia de enfermedad), bi el nUmero de
expuestos con resultado negativo en la variable respuesta, ci y di el nimero
de individuos no expuestos con resultados positivos y negativos en la variable

respuesta respectivamente, y ni la suma de los cuatro anteriores.

El método de Peto es una variante del método del inverso de la varianciay es
exclusivo para la combinaciéon de OR (Yusuf et al., 1985; Bradburn et al., 2007).

El procedimiento de combinacién de las OR individuales seria el siguiente:

Zw;logb;

Tw, ); siendo 6; = OR; ; w; =

Opeto = exp( 3 (42,43)
L

Var(log6

En un modelo de efectos aleatorios, donde no se asume que los resultados de
todos los estudios proceden de una misma poblaciéon, ponderando segun el
método del inverso de la variancia, el peso de cada estudio individual es la
suma de los inversos de la variabilidad intra-estudio y de la variabilidad entre

estudios (12), tal y como se refleja en las ecuaciones a continuacion:

1
w; = W; SE(Gp) =4/ 1/2Wl (44, 45)

Esta variabilidad entre estudios puede deberse a diferencias en los protocolos
empleados en las investigaciones, periodos de seguimiento, seleccion de los
pacientes, etc., y es por tanto esperable en la mayor parte de los casos, por

lo que con frecuencia debe ser tenido en cuenta (Delgado, 2010).
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Como puede observarse en las ecuaciones anteriores, a menor peso [sea éste
wi (modelo de efectos fijos) o wi* (modelo de efectos aleatorios)] mayor error

estandar del parametro ponderado y por tanto mayor IC 95%.

Finalmente, y con el fin de valorar y reportar la magnitud del estimador
ponderado de la asociacion entre la exposicion y el efecto estudiados, es
preferible el uso de los intervalos de confianza del 95% (IC 95%) del estimador
en lugar del valor p, ya que existe una tendencia a encontrar resultados
estadisticamente significativos conforme el nimero de estudios a combinar
aumenta (posible error de tipo I), aunque en la mayoria de los meta-analisis se

comunican ambos valores.

Existen diferentes graficos para la representacion de las estimaciones del
efecto (Anzures-Cabrera and Higgins, 2010). Los graficos de intervalo, donde
se representa la magnitud del efecto junto con su IC 95%, ayudan a visualizar
las medidas individuales que se estan combinando en el meta-analisis. Estos
graficos se obtienen situando los diferentes estudios en el eje de ordenadas, y
representando el IC 95% del efecto estimado en cada estudio en el eje de
abscisas, ademas de afiadir en el limite inferior la estimacién ponderada del

conjunto de estudios obtenida en el meta-analisis con su IC 95% (Figura 17):

Study %

D RR(95%Cl)  Weight
Calapkorur et al. 2017 —_—— 1.88 (1.06, 3.30) 12.83
Ahn et al 2016 —-—— : 1.10(0.94, 1.29) 21.95
Soto-Barmeras et al 2013 B 159 (1.14, 2.22) 1815
Chen et al. 2008 ——— 2.18(1.22, 3.89) 1254
Bloemenkamp et al.2002 ————— 210(1.33, 3.34) 15.08
Mendez et al. 1998 —_ 1.97 (1.49, 2.61) 19.45
Overall (l-squared = 78.3%, p = 0.000) <> 1.70 (1.25, 2.29) 100.00
NOTE: Weights are from random effects analysis

257 1 3.89

Figura 17. Grafico de intervalo representando el RR de enfermedad arterial periférica en

pacientes con/sin periodontitis (extraido de Yang et al., 2018).
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El diagrama de bosque (forest plot) guarda cierta similitud con el anterior pero
los estudios se presentan en orden ascendente de error estandar para situar
en la parte inferior del grafico los estudios con una mayor precision (y asi
conformar la forma de un arbol) (Delgado, 2010). La magnitud del efecto se
representa mediante un cuadrado o un circulo cuya area es proporcional al
peso de cada estudio, y la estimacidn ponderada del conjunto de estudios se
representa con un rombo o una elipse de anchura igual a la amplitud del IC

95% de la estimacidn ponderada obtenida en el meta-analisis (Figura 18).

Genes, polymorphisms Study characteristics MNumber of Per-allele RR (95% C1)
casesfcontrols

Factor V, G16514A =500 cases: 7 studies 472714590 -
Laboratory workers blinded: 26 studses 60578969 ——
General populations: 38 studies 9538119943 —a—
Caucasians: 43 studies 11828/21 695 — .
North Amernica/Europe: 53 studies 13486/25 039 ——
All casesfcontrols: 60 studies 15 704/26 686 _._
Factor VI, G10976A =500 cases: 4 studies 2947/5526 PR P
Labaratary workers blinded: 7 studses 172712715 —
General populations: 10 studies 293413697 L
Caucasians: 13 studses 4767/7554 — -
North Amenca/Europe: 23 studies SB07/10 517 —.
All casesfcontrols: 24 studies 7444/12 110 -
Prothrombin, G202104 =500 cases: 7 studies 467504310 S
Laboratory workers blinded: 15 studies 48645883 S —
General populations: 27 studies 7836/11 184 - —
Caucasians: 25 studies 7597/10 584 -
North AmericalEurape: 29 studices 797511125 —_——
All casesjeontrobs: 40 studies 11625/14 462 e e
PAI-1, [-675] 4G/5G =500 cases: § studies 471214729 —.—
Laboratory workers blinded: 12 studies 6016/7111 -
General populations: 26 studies B504/11 255 .
Caucasians: 26 studies B155/9647 -
North AmericalEurope: 28 studies 5034710 662 -
All easesfeontrols: 37 studies 11763/13 905 9
[ I
05 1.0 15 i

Figura 18. Forest plots representando el efecto de determinados polimorfismos de genes

hemostaticos sobre el riesgo de enfermedad coronaria (extraido de Ye et al., 2006).

Si estos graficos representan efectos estimados con RR o OR, Galbraith
propone dibujarlos con el eje de abscisas en escala logaritmica para que el
limite superior e inferior de los IC sean simétricos alrededor de la estimacion

puntual del parametro (Galbraith, 1988).

La dltima fase del meta-analisis debe ser la evaluacion de la existencia de

sesgo de publicacion entre los estudios incluidos en el meta-analisis, hecho
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que puede amenazar seriamente la fiabilidad de la estimacion ponderada.
La mayoria de los procedimientos para detectar este sesgo asumen que los
estudios pequefios (con pocos sujetos) se publican mas segin la magnitud y
significacion de los resultados que se encuentren (mayor probabilidad de
publicacion si el efecto detectado es de mayor magnitud y significativo)
(Delgado, 2010). La légica de la prueba de significacion implica que un
estudio con un tamafo de muestra pequefio sélo resultara en una OR o RR
estadisticamente significativa si estos parametros tienen valores mas alejados
de la unidad de lo que seria necesario si el tamafio de muestra fuera mayor.
Con el fin de valorar este sesgo, Vandenbroucke propone una aproximacion
basada en los graficos de embudo (funnel plots), en los que la magnitud del
efecto (RR en escala logaritmica u otro) de cada estudio se enfrenta al valor
de su error estandar (Vandenbroucke, 1988) o a su tamafio muestral. La
existencia de una figura simétrica alrededor del eje que se traza a la altura del
valor del parametro ponderado (Figura 19) sefiala la ausencia de este error.
Este grafico puede denominarse también grafico de arbol de navidad
(Christmas tree) cuando el eje de ordenadas corresponde al error estandar o

al tamarfio de muestra y el de abscisas a la magnitud del efecto.

Rectal Cancer Women
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Figura 19. Funnel plot (o Christmas tree) del meta-analisis de la asociacion entre el indice

de masa corporal y la incidencia de cancer (extraido de Renehan et al., 2008).
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Ademas de la aproximacion grafica, el sesgo de publicaciéon puede evaluarse
mas formalmente mediante la prueba estadistica de Macaskill (Macaskill et
al., 2001), basada en el ajuste de un modelo de regresion lineal entre la
magnitud de los efectos y el tamafio muestral de los estudios; una pendiente
cercana o igual a cero y no significativa apunta a una ausencia de sesgo de

publicacién en el meta-analisis.

Software:

Todos los procedimientos explicados anteriormente se pueden realizar con los
siguientes softwares: la Macro! MAR V2012.03.20© (Domenech, 2012) de
aplicacion mediante el programa estadistico SPSS (IBM Inc., Chicago, I, USA),
y pagquetes especializados en meta-analisis (Schwarzer et al, 2015)
implementados en R (RCoreTeam, 2017), entre los que se encuentra el
paquete mada (Doebler, 2015), meta (Schwarzer, 2007), metafor
(Viechtbauer, 2010), mvmeta (Gasparrini et al., 2012); en el caso de aplicacion
de modelos Bayesianos, también pueden utilizarse los programas WinBUGS
(Lunn et al., 2000) y OpenBUGS (Lunn et al., 2009), como se describe en
(Thomas et al., 2006).

Protocolos para ejecucion de revisiones sistematicas y meta-analisis:

La fiabiidad de las revisiones sisteméticas se basa en una adecuada
planificacion y se vera reflejada en la documentacion de la metodologia
seguida en los protocolos correspondientes. Estos protocolos son importantes
porque permiten a los autores planificar y anticiparse a posibles problemas,
documentar su plan de trabajo para que otros investigadores puedan
consultarlo, compararlo, replicarlo y juzgar su validez, y evitar decisiones
arbitrarias en lo que a criterios de inclusion y extraccion de la informacion
respecta (Shamseer et al., 2015). Varias organizaciones internacionales, como
la Colaboracion Cochrane (Cochrane Collaboration), la colaboracion
Campbell (Campbell Collaboration) y la Agencia para la Investigacion y su
Calidad en Ciencias de la Salud (Agency for Healthcare Research and
Quality) demandan y publican regularmente protocolos para revisiones

sistematicas. Actualmente, el protocolo mas utilizado es la declaraciéon PRISMA
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(Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-analyses) (Moher
et al,, 2009), que es una actualizacion de la declaracion QUOROM (Quality of
Reporting of Meta-analyses) (Moher et al., 1999). La declaracion PRISMA
consiste en una lista de comprobacion compuesta por 27 puntos y cuatro
diagramas de flujo que los autores deben contrastar con sus revisiones
sistematicas y meta-analisis; su objetivo es ayudar a mejorar el informe y
comunicacion de este tipo de estudios. Esta enfocada a las revisiones de
ensayos clinicos aleatorizados, pero también puede aplicarse en otro tipo de
investigaciones, particularmente en la evaluacion de intervenciones (Moher

et al., 2009).

Revision sistematica y meta-analisis en la evaluacion de estrategias de

vigilancia y control:

La metodologia descrita anteriormente ha demostrado ser de gran utilidad en
la evaluacidon de estrategias de vigilancia y control en sanidad animal
(Sargeant et al., 2014). En este campo de investigacion se generan grandes
volumenes de informacion, en gran parte gracias a los programas oficiales de
control y erradicacion de enfermedades animales (muchas de ellas, zoonosis),
y también a los ensayos experimentales que, sin descuidar los aspectos éticos
y el bienestar animal, son mas factibles en animales que en humanos. Esta
metodologia permite integrar esta informaciéon de una manera relativamente

objetiva, y tiene por tanto un gran potencial.

Por ello la aproximacion basada en revision sistematica y meta-analisis se ha
utiizado con el fin de evaluar la efectividad de estrategias tanto para el
control de enfermedades y mejora del bienestar animal como para la mejora
de la produccion (Batorek et al., 2012; Knapp et al., 2014). Como ejemplos de
la primera aplicacidn pueden encontrarse revisiones sistematicas y meta-
analisis sobre estrategias de manejo de poblaciones cinegéticas (Uehlinger et
al., 2016), salvajes (Hartway and Mills, 2012) y de produccion (Adkin et al., 2006;
Sargeant et al., 2007; Dufour et al., 2011; Wilhelm et al., 2012; Lambton et al.,
2013); evaluaciones de estrategias de vacunacion contra virus (Hsu et al., 2010;

Halasa et al., 2011; Cai et al., 2014; da Silva et al., 2014; Newcomer et al., 2015;
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Theurer et al., 2015; Newcomer et al., 2017; Villanueva-Cabezas et al., 2017),
bacterias (Jensen et al., 2002; Denagamage et al., 2007; Burns and O'Connor,
2008; Kristensen et al., 2011; Larson and Step, 2012; Todd et al., 2013; Varela et
al., 2013; Vogstad et al., 2013; O'Neill et al., 2014; Kashangura et al., 2015;
Carvalho et al., 2016) y parasitos (Baltzell et al., 2013; Wylie et al., 2014) en
diferentes hospedadores animales, tanto de compafia y de produccion
como salvajes; y también de aspectos mas concretos de una estrategia como
la cobertura vacunal en areas muy diversas (Davlin and Vonville, 2012; Jibat et
al., 2015) o la eficacia de tratamientos basados en la administraciéon de
diversos antibiéticos (Thomas and Elliott, 2013), probiéticos (Thomas and Elliott,
2013), y prebidticos u otros (Sales, 2013), de control de vectores (Lima et al.,
2015; Bouzid et al., 2016), asi como de sistemas de deteccidn temprana de
enfermedades (Rodriguez-Prieto et al., 2015) y la evaluaciéon econémica de

ciertas estrategias (Pinior et al., 2017).

3.1.2.3.2. Arboles de decisidn en el andlisis de escenarios

Un arbol de decisién es un grafico auto dirigido cuyo fin es dividir un problema
complejo en sus diferentes componentes en una secuencia légica y temporal
con el objetivo de facilitar su comprension y la identificacion tanto de sus
caracteristicas mas importantes como de las relaciones entre sus diferentes
componentes, para asi facilitar la toma de decisiones en condiciones de

incertidumbre (Weinstein, 1980).

El uso de arboles de decision es una de las estrategias mas robustas y eficientes
en la exploracion de datos y puede ser empleada en todo tipo de
investigaciones (Berzal et al, 2003; Wu et al, 2008; Katz et al., 2014).
Comparado con otras técnicas de reconocimiento de patrones y de
clasificacion, el arbol de decision presenta la ventaja de la sencila
interpretabilidad del modelo construido (J. Myles et al., 2004), ademas de ser

mas rapido y aportar mayor precision (Ahmed et al., 2018).

El uso de arboles de decisiébn tuvo su origen en las ciencias sociales con los
trabajos de Morgan y Sonquist (Morgan, 1964) y de Morgan y Messenger

(Morgan, 1973). A medida que se desarrollaban nuevos algoritmos para la
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adaptacion de los arboles al andlisis de diferentes tipos de informacion se
reconocia su utilidad y se extendia su uso, como sucedié en las comunidades
del Machine Learning (Michalski, 1973a, b, 1983; Quinlan, 1983) y del Pattern
Recognition (Henrichon, 1969), sub-areas pertenecientes a las ciencias de
computacion y de la ingenieria eléctrica, respectivamente. Posteriormente se
extenderia su uso a otras areas, entre ellas la sanidad animal; en concreto, el
primer ejemplo corresponde al trabajo de los investigadores Carpenter y
Norman (Carpenter and Norman, 1983), cuyo objetivo era la evaluacion de la
idoneidad de la monitorizacion de los perfiles metabdlicos y celulares como

predictores del rendimiento del parto en vacas.

En la literatura cientifica puede observarse como los términos arbol de decision
y arbol de escenario se usan indistintamente con el mismo fin. Ambos son
métodos de andlisis de riesgo cuantitativo, cuyo objetivo es la cuantificacion
de la probabilidad de que tenga lugar un determinado evento y la magnitud
de sus consecuencias (Silva et al., 1995); sin embargo, es con la optimizacion
de las decisiones basadas en arboles de escenario c6mo se obtienen los
arboles de decision, de los cuales puede deducirse qué hacer en un camino

especifico del escenario (Silva et al., 1995).

El modelo:

Un arbol de decision es un modelo jerarquico compuesto por ramas (de ahi su
nombre) y de funciones discriminatorias, o reglas de decisidon, que se aplican
repetidamente para dividir el escenario en sub-espacios puros (J. Myles et al.,
2004). Lo primero que ha de establecerse en la formulacion del modelo es la
pregunta de investigacion y el escenario de estudio; de acuerdo a éstos se
disefiara un arbol en concreto, representando cada uno de los factores que
determinan la respuesta. Los elementos que componen el arbol de decisidon
son un nodo “raiz”, representado en el grafico como el nodo hacia el que
ningun otro nodo apunta (nodo 1 en la Figura 20), y que representa el punto
de partida del escenario; los nodos internos, que son aquellos hacia los que
apuntan otros nodos y que, a su vez, apuntan a otros (nodo 2 en la Figura 20),

y que representan los diferentes eventos intermedios; los nodos “hojas”,
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aquellos hacia los que apuntan otros nodos pero en los que terminan las rutas
dado que no estan conectados a otros nodos posteriores (nodos 3,4y 5enla
Figura 20), y que representan los posibles desenlaces o resultados del proceso
representado; y las ramas, que son las lineas que conectan nodos sucesivos
entre si y que conforman los caminos que definen las diferentes decisiones.
Cuando un nodo apunta a otros nodos en el arbol, estos Ultimos son sus nodos
“descendientes inmediatos” (los nodos 4 y 5 son los descendientes inmediatos
del nodo 2 en la Figura 20). Todos los nodos descritos anteriormente pueden
ser nodos de probabilidad que indican la probabilidad de ocurrencia de un
evento en ese punto, o bien nodos de decisidon que indican que una decisidon
ha de tomarse en ese punto del proceso. Los arboles de escenario cuentan
Unicamente con nodos de probabilidad, mientras que los arboles de decision
combinan nodos de probabilidad con nodos de decision. La bifurcacion (ya
sea a través de una decision o como resultado de un evento aleatorio) en uno
de los nodos conectado con varios descendientes inmediatos se realiza a
partir del “atributo de division”, que tiene un valor asociado (“valor de la
division”) que determina hacia qué descendiente inmediato se dirigira el
objeto de interés (por ejemplo, la probabilidad p a favor de uno de los
descendientesinmediatos y la probabilidad 1-p a favor del otro). La “clase” se
define como el atributo cuyos valores son objeto de prediccién durante el

proceso de clasificacion (Katz et al., 2014).

/ \
d

Figura 20. Ejemplo de arbol de decision (extraido de Myles et al., 2004).
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Durante el proceso de clasificacion, el objeto de interés se desplaza desde la
raiz hacia una de las hojas, punto donde la clasificacion se hace efectiva (Katz
et al,, 2014). Esta clasificacion puede tener como Unica posibilidad una de las
clases (un camino), pero generalmente esta condicionada por un conjunto
de probabilidades (una probabilidad para cada uno de los caminos). Estas
incertidumbres (probabilidades) determinan la transicion a lo largo de las
ramas alternativas (y excluyentes entre si), y la probabilidad de alcanzar un
resultado especifico esta sujeta a la multiplicaciéon secuencial de las
probabilidades que se suceden desde la raiz hasta el punto final a lo largo de

ese camino (Rokach, 2015).

Extrapolando lo anterior a una poblacién y problema concreto, como el que
plantean Martin y colaboradores (Martin et al., 2007a), el arbol adoptaria un

aspecto similar al representado en la Figura 21.

REGION
1 2 N 3 4
Nodos de nivel I Pr R1 ] Pr R2 [ Pr R3 | Pr R4
superior ESTADO DEL GRUPO
t P/ \1-Py
Anib
miba Infectado No Infectado Infectado No Infectado
ESTADO DE LA UNIDAD A ESTADO DE LA UNIDAD A
Py 1-Py Py 1-Py
Infectado No Kcludo Infectado No Infectado
I PRUEBA DIAGNOSTICA PRUEBA DIAGNOSTICA
Abgjo Prueba Se . 1- Prueba Se Prueba Se 1- Prueba Se
Negativo i
Positivo QA Positivo Nezh‘m
y
Nodos de nivel

inferior LEYENDA

PRUEBA Nombre del nodo @ Nodo categoria Nodos terminales

1 Nombre de la rama . Nodo infeccién A Desenlace negafivo
P’y Probabilidad de la rama O Nodo deteccién ‘ Besenlace positive
Pr R1 Proporcion de la rama

Figura 21. Arbol de escenario representando la vigilancia en matadero de la peste

porcina clasica en Dinamarca (adaptado de Martin et al., 2007a).
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Como puede observarse en la Figura 21, el arbol divide a la poblacién en
pequefios grupos, representando tanto la estructura de la poblaciéon como
todos los eventos que pretenden capturarse en ese escenario concreto. Asi,
en cada camino del arbol se estiman las probabilidades para cada resultado

posible.

El objetivo del trabajo de Martin y colaboradores (Martin et al., 2007a) era
evaluar la sensibiidad de los componentes de un sistema de vigilancia,
definida como la probabilidad de observar al menos un reactor a las
diferentes pruebas diagnésticas empleadas en una poblacion que esté
verdaderamente infectada (Dufour et al., 2001). Por tanto, los nodos del arbol
recogido en la Figura 21 representan todos los posibles eventos que influyen
en la probabilidad de que una enfermedad o agente infeccioso, en caso de
que esté presente, sea detectado por el sistema de vigilancia. En este
supuesto los animales dentro de cada grupo infectado tendrian la misma
probabilidad de ser detectados como infectados dado que se asume un
riesgo de enfermedad homogéneo. Por otro lado, el arbol asigna diferentes
probabilidades de infeccion a diferentes secciones de la poblacion (por
ejemplo, Pr_R2 vs Pr_R4 en la Figura 21), capturando asi la variabilidad en el

riesgo de infeccion.

En el caso mas sencillo, la estimacién de la sensibilidad del sistema de
vigilancia se lleva a cabo multiplicando todas las probabilidades a lo largo de
uno de los caminos, y sumando aquellos que presentan un desenlace positivo
(infeccion detectada) (Hueston, 2000; Cannon, 2002; Martin et al., 2007a); la
multiplicacion sucesiva de las probabilidades es un procedimiento aplicable
a cualquier tipo de arbol. A diferencia del céalculo de la sensibilidad de una
prueba diagndéstica en un animal, donde la presencia de enfermedad es una
variable dicotémica, la sensibilidad de un sistema de vigilancia aplicado a una
poblacién depende del nivel de enfermedad en esa poblacion (prevalencia)
(Cannon, 2002). La sensibilidad de dos sistemas diferentes de vigilancia puede
compararse mediante la razén entre ambas sensibiidades (el ratio de
sensibilidad), al igual que podria realizarse con otro tipo de respuesta (por

ejemplo, la comparacion de la reduccion de prevalencia obtenida aplicando
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la estrategia de control A vs la B). Este estadistico puede emplearse para la
comparacion directa de la eficacia de los sistemas de vigilancia o de
cualquier otra medida o tratamiento, para la planificacion y el analisis

econdémico.

Hay determinadas cuestiones que han de tenerse en cuenta a la hora de

construir un arbol de escenario o un arbol de decisién (Martin et al., 2007a):

- El ambito del modelo: Es importante definir claramente si el modelo
considera enfermedad o infecciéon, qué agente o sindrome recoge y la
poblaciéon que representa.

- Launidad de analisis para la cual se generan los resultados: una muestra,
una muestra agrupada, un animal, un grupo de animales, un lote, una
explotacion, etc. Para cada unidad definida en el arbol se registra un
resultado final, y cada resultado final del proceso es solo aplicable a esa
unidad. También ha de tenerse en cuenta la cobertura y
representatividad de la poblacion de referencia para determinar si es
posible la extrapolaciéon de los resultados.

- Elperiodo de tiempo real al que equivale cada analisis, que a su vez estara
condicionado por la epidemiologia de la enfermedad en estudio y el
tiempo que abarca el proceso representado.

- El evento de interés (por ejemplo, el resultado positivo o negativo en una
prueba diagndéstica) y su interpretacion (qué significado tiene un positivo
en funcién de la diana de la prueba: anticuerpos, ADN, etc.).

- Lostipos de nodos: nodo de infeccion, que definen el estado de infeccion
de un grupo y del que parten dos ramas (infectado y no infectado) cuyas
probabilidades derivan de la prevalencia pre-test; nodo de deteccion,
que representa cualquier evento, accion, eleccién, procedimiento o
prueba que contribuye a la deteccién de una unidad infectada y del que
parten dos ramas con las probabilidades de resultado positivo y negativo;
nodo categoria, que define la categoria en la que recae cada grupo
(sexo, edad, aptitud, regidn geografica, etc.) y que contribuye a la
descripcion con exactitud del proceso [éste puede ser nodo categoria de

riesgo (por ejemplo, procedencia de una region de alta prevalencia) o
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nodo categoria de deteccion (por ejemplo, explotacion sometida a
controles mensuales), del que parten dos o mas ramas dentro de las
cuales cada grupo es homogéneo en términos de riesgo de infeccién o
probabilidad de deteccidn, respectivamente].

- El orden de los nodos: las probabilidades de cada nodo del arbol estan
condicionadas por las anteriores probabilidades de esa rama en
concreto, por lo que deben estar posicionados en orden cronolégico, en
orden decreciente de tamafio de unidad y de modo que los nodos de
infeccion sean anteriores a los nodos de deteccion.

- La estimacion de las probabilidades que acompafian a las ramas: cada
rama que parte de un nodo debe tener asignada una probabilidad o
proporcién; estas probabilidades pueden definirse de forma cualitativas,
semi-cuantitativa o cuantitativa, existiendo diferentes métodos para su
calculo (AFFA, 2001). El analisis de arboles de escenario y decision requiere
de la estimacion de numerosas probabiidades de ramas, y es
conveniente laincorporacion de una incertidumbre asociada a cada una
de estas estimaciones, proceso que puede lograrse mediante la
aplicacion de la simulacion estocastica. Para que los resultados del
modelo sean lo mas fiables y validos posible las probabilidades que
acompafan a las ramas deben estimarse empleando datos reales,
siempre que sea posible. En caso de que no estén disponibles datos
adecuados estas probabilidades pueden definirse a partir de la opinién
de expertos (Stark, 2000; Vose, 2000; Clemen, 2006).

- La prevalencia pre-test (proyectada): define las probabilidades que
acompafian a las ramas que parten de los nodos de infeccion. Este valor
juega un papel muy importante en el modelo y es el investigador quien

establece su valor para cada unidad de estudio o cluster de unidades.

La construccion de arboles de decision se puede llevar a cabo con diversos
programas, de entre los cuales los mas ampliamente utilizados son los

siguientes: R (www.r-project.org) (zhang, 2016); Matlab ®

(www.mathworks.com); la herramienta Decision Tree (Palisade Co, USA), y

cuya simulacioén se puede complementar con @RISK (Palisade); y el programa
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especializado en arboles de decision TreeAge Pro (TreeAge Software,

Wiliamstown, MA; www.treeage.com).

En los programas anteriores, el investigador determina el numero de
simulaciones (iteraciones) en base a la precision deseada de la estimacion,
determinada por la amplitud de su intervalo de incertidumbre del 95% (valores

correspondientes a los percentiles 2,5 y 97,5).

Ventajas y desventajas, aplicaciones:

Una de las ventajas principales de los arboles de decision es su aplicabilidad
independientemente de la naturaleza de las variables explicativas, ademas
de estar basados en una técnica no paramétrica que tiene en cuenta las
interacciones que pueden existir entre los datos, que es intuitiva y
computacionalmente rapida. Por estos motivos existe la posibilidad de
aplicacion de los arboles de decisidon en mdltiples areas de investigacion, entre
ellas el ambito de la farmacologia y la toxicologia, especialmente en la
evaluacion de la relacion dosis-toxicidad (Cramer et al., 1978; Gad, 1982; Gad
et al,, 1984; Alden, 1985; Bach and Bridges, 1985; Wimbish et al., 1991; Lorenz,
1992; Penninks, 1993; Poulsen, 1993; Boschert et al., 1996; Metcalfe et al., 1996;
Munro et al., 1996; Braue, 1999; Kobayashi, 2001; Thybaud et al., 2007; Munro et
al., 2008; Dureja et al., 2009), en la identificacion de carcinégenos y en la
evaluacion de su riesgo potencial (Chu et al., 1981; Ashby, 1983; Richter-
Reichhelm, 1989; Butterworth et al.,, 1995; Butterworth and Eldridge, 1995;
Tennant et al., 1995; Lorge et al., 2007), en la evaluaciobn de modelos
alternativos al modelo animal para la realizacion de pruebas de seguridad de
medicamentos y cosméticos (Macfarlane et al., 2009; McNamee et al., 2009;
Pfuhler et al., 2010), en neurofisiologia (Blackburn and Sachs, 1989; Masseroli et
al., 1993; Toledo-Rodriguez et al., 2005), en el estudio de la epidemiologia de
enfermedades (Martins-Bede et al., 2010), en el diagnéstico y control de
enfermedades (Mohammed et al., 1994; Lutumba et al., 2005; Odiit et al., 2005;
Lubell et al., 2008; Uzochukwu et al., 2009; Li et al., 2016; Sui et al., 2016; Freeman
et al, 2017; Jaegger et al., 2017), en la valoracion coste-eficacia de

tratamientos alternativos (Price et al., 2006; Gur and Schneeweiss, 2009; Hamza
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et al., 2016; Maskery et al., 2016), en biologia molecular y genética (Shoudai et
al., 1995; Kel-Margoulis et al., 2002; Estrada-Gil et al., 2007; Sharifi et al., 2018),
en seguridad alimentaria (Pariza and Johnson, 2001; Bindslev-Jensen et al.,
2003; Schilter et al., 2003; Pedersen et al., 2004; WHO, 2009), en ecologia (de
Kock et al., 2003; De Kock and Wolmarans, 2005; Sweeney et al., 2006; Pesch
et al., 2008; Davidson et al., 2009; Wilkes et al., 2009; Goetz et al., 2010; Sallam
et al., 2017) y en ciencias ambientales (Yan et al., 2003; Grindon et al., 2006),

entre otras.

En sanidad animal en particular se ha empleado esta aproximacion en
investigaciones con objetivos muy dispares, simulando lo que ocurriria en
poblaciones hipotéticas (pero con caracteristicas acordes a datos reales
extraidos de programas de erradicacion u otros) si ciertas medidas de control
u otras eventualidades tuvieran lugar, y con un importante protagonismo de
la valoracion econdmica de dichas posibilidades. Las enfermedades que
afectan al ganado de manera subclinica pueden tener un importante
impacto econdémico, y por tanto el manejo de la producciéon involucra
generalmente decisiones en relacion con la inversion econdmica en medidas
preventivas, ademas de, evidentemente, el tratamiento de animales enfermos
(Marsh, 1999). Pero, al igual que el resultado de la medida de control o del
tratamiento es incierto, también puede serlo su rendimiento en términos

econémicos.

A continuacion, se presentan ejemplos de la aplicacion de esta técnica

analitica en el campo de la sanidad animal en funcién del objetivo del analisis.

Evaluacion de estrategias de control:

Los arboles de decision han sido ampliamente aplicados en sanidad animal
para la evaluacion de estrategias de control, y entre los ejemplos se
encuentran los trabajos de Rat-Aspert y Fourichon e Isoda y colaboradores,
centrados en el control de la diarrea viral bovina. En el primero (Rat-Aspert and
Fourichon, 2010), se evalu6 la efectividad en términos de reduccién de
prevalencia de la vacunacioén (voluntaria o con incentivos) en lugar de la

compensacion econdmica a los ganaderos por pérdidas por enfermedad,

102



Introduccioén

concluyendo que esta ultima medida era la menos efectiva de las tres. En el
segundo trabajo (Isoda et al., 2017) los investigadores emplearon arboles de
escenario para la evaluacion de las diferentes estrategias de control de la
enfermedad establecidas en Japdn: vacunacion masiva, analisis individual
previo a la salida a pastos comunales, chequeo de los rebafios mediante el
analisis de muestras de leche e investigaciones de nuevos brotes; los autores
determinaron que la vacunacion masiva disminuia el nUmero de animales
infectados no detectados y también el nUmero de animales necesario a
someter al analisis individual previo a la salida a pastos (hasta una cobertura
del 20% del rebafio), alcanzandose una sensibilidad en el sistema similar a la
obtenida cuando se analizaba el rebafio por completo en ausencia de

vacuna.

Se ha recomendado el uso de arboles de decision en el andlisis del coste-
beneficio de campafas de control de enfermedades en animales de
produccién, disciplina en que esta técnica ha probado también su utilidad
(Erb, 1988; Marsh, 1999). En el terreno de la produccién bovina pueden
encontrarse numerosos ejemplos de su aplicacion entre los que se encuentra
el estudio de Collins y Morgan (Collins and Morgan, 1991), donde se valoré
mediante un arbol de decision la utilidad del analisis y sacrificio de animales
positivos como programa de control de la paratuberculosis; también, el
trabajo de Tomassen y colaboradores (Tomassen et al.,, 2002), quienes
desarrollaron un arbol de decisién para facilitar la toma de decisiones sobre
qué medidas de control establecer en los primeros dias sucesivos a la
declaracién de un brote de fiebre aftosa con el fin primordial de reducir el
coste directo y las pérdidas de exportacion, concluyendo que la vacunacion
de toda la cabafia ganadera en un radio de 3km alrededor de la zona cero
era la estrategia mas eficiente en areas con alta densidad de explotaciones;
la investigacion de Berry y colaboradores (Berry et al., 2004), donde se evalu6
la diferencia en coste-beneficio entre el tratamiento con antibiético o el
sellado interno del pezén para prevenir nuevas infecciones intra-mamarias en
vacas secas; el trabajo de Reichel y Ellis, quienes construyeron un arbol de
decision para evaluar, de entre cuatro posibles estrategias de control de la

infeccidon por Neospora caninum en ganado vacuno de Nueva Zelanda y
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Australia, cual era la 6ptima desde el punto de vista econdmico (Reichel and
Ellis, 2006); o el estudio de Reichel y colaboradores (Reichel et al., 2008), cuyo
objetivo era valorar si el control de la diarrea viral bovina en el sector lacteo
neozelandés compensaba econdmicamente, determinando que la
implantacion de cualquiera de las medidas propuestas (vacunacion, testeo y
sacrificio, mejoras en bioseguridad) conllevaba un ahorro considerable. En lo
gue respecta a la produccién porcina, y especialmente en el control de
enfermedades virales, figuran trabajos como el de Gardner y colaboradores
(Gardner et al., 1996), quienes emplearon esta aproximacion analitica para
valorar la eficiencia de la vacunaciéon junto con pruebas diagndsticas
alternativas para el control del fallo reproductivo debido a la infeccién por
parvovirus; o el estudio de Rodrigues y colaboradores (Rodrigues et al., 1990),
quienes llevaron a cabo un andlisis financiero de las estrategias de control y
erradicacion de la enfermedad de Aujeszky en la produccion porcina
estadounidense. También se han aplicado los arboles de decisibn con este
mismo objetivo en otros sectores productivos como el ovino, como refleja la
publicacion de Carpenter y colaboradores (Carpenter et al., 1987), en la que
se determiné que la monitorizacion de las ovejas por medio de palpacion,
analisis de semen y serologia (ELISA) y el sacrificio de los positivos era la
estrategia O6ptima desde un punto de vista econémico para el control de
Brucella ovis en explotaciones de ovino de Estados Unidos, siendo superior a la
vacunacion. En el sector avicola se han utiizado arboles de decision para
cuantificar el posible beneficio econémico derivado de la reduccién de la
incidencia de gripe aviar mediante vacunacion y otras medidas de control en
Nigeria y otros paises con infraestructuras veterinarias y sistemas de produccion
similares (Fasina et al., 2007). En el sector equino también se ha aplicado esta
técnica para determinar el coste-beneficio de la vacunacién como estrategia
de control de la ehrlichiosis monocitica equina en el estado de Nueva York,
concluyéndose que ésta Unicamente compensaba cuando la densidad de
incidencia anual superaba los 12 casos por 1.000 caballo (Atwill and
Mohammed, 1996).

104



Introduccioén

Evaluacion de estrategias de vigilancia:

Un campo en el que los arboles de escenario han sido aplicados también de
forma extensa es la vigilancia de enfermedades animales, ya que este
método posibilita la cuantificacion de la sensibiidad de los diferentes
componentes del sistema de acuerdo a un muestreo probabilistico (Martin et
al.,, 2007a). Su utilidad ha quedado reflejada en numerosas investigaciones
realizadas sobre el ganado bovino. Entre ellas se encuentra la investigacion
de Chengat Prakashbabu y colaboradores, quienes llevaron a cabo una
comparacion de la eficiencia basada en “vigilancia segun riesgo” (risk-based
surveillance) de Taenia saginata en vacuno en matadero y el sistema actual
de inspeccion; el modelo propuesto consistia en una inspeccion centrada en
el corazén (en detrimento del masetero) de animales seleccionados en
funcién de sexo y edad y del historial de movimientos de la explotaciéon de
procedencia, dado que estos factores habian sido descritos como
indicadores a priori de la presencia de quistes (Chengat Prakashbabu et al.,
2018). Otro ejemplo es el trabajo de Hénaux y Calavas (Henaux and Calavas,
2017), donde se evalud la eficiencia del sistema de vigilancia francés para la
deteccioén de brucelosis bovina y se compard con 19 escenarios alternativos,
concluyendo que los costes podian reducirse mediante la implantacién de
vigilancia clinica junto con el muestreo serolégico “segun-riesgo” de una
muestra (20%) de la poblacidon, manteniendo la misma sensibilidad que el
sistema actual. Otras tematicas abordadas mediante el uso de arboles de
escenario para la vigilancia de enfermedades incluyen el caso de la lengua
azul (serotipo 8) en Suiza, Bélgica, Franciay Holanda (Welby et al., 2016; Riiegg
et al,, 2018), la diarrea bovina viral en Dinamarca (Foddai et al., 2016) y el

herpes bovino en granjas de leche europeas (Veldhuis et al., 2017).

En el caso del porcino también se han realizado numerosos trabajos basados
en arboles de escenario para la vigilancia de enfermedades u otros
problemas, como el de Alban y colaboradores (Alban et al., 2016) sobre
vigilancia de residuos antibiéticos en porcino en Dinamarca, o el estudio de
Martin y colaboradores (Martin et al., 2007b), en el que se aplicé un arbol de

escenario para la estimacion de la sensibilidad del muestreo serolégico en
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matadero para la vigilancia de peste porcina clasica en Dinamarca. El
modelo de Martin y colaboradores incorporaba el efecto de un muestreo
segun el riesgo de positividad asociado a la edad y la localizacién geografica
de la explotacion, y la posible agrupacién de la enfermedad dentro de cada
explotaciéon; como resultado obtuvieron una sensibilidad del sistema igual a
18%, 63% y 86% para una prevalencia de rebarfio pre-test del 0,1%, 0,5% y 1%,

respectivamente.

Los arboles de escenario se han aplicado también en otras especies animales
de producciéon, como en el de Schulman y Lyytikdinen (Schulman and
Lyytikainen, 2018), quienes emplearon esta misma metodologia con el fin de
demostrar que la consideracion de la distribuciéon heterogénea de los
genotipos que determinan una mayor susceptibiidad o resistencia a la
tembladera ovina y un muestreo dirigido en base a tal caracteristica
aumentaria la sensibilidad del sistema de vigilancia de esta enfermedad, o el
de Ojimelukwe y colaboradores sobre vigilancia de la gripe aviar en Nigeria

(Ojimelukwe et al., 2016).

Al igual que el uso de los arboles de escenario es util en estudios llevados a
cabo en cualquier especie de abasto, también son aplicables en el caso de
la fauna salvaje, y como ejemplo se encuentran los trabajos de Riviere y
colaboradores. Estos investigadores llevaron a cabo la evaluacion de la
sensibilidad del sistema establecido en Francia para la vigilancia de
tuberculosis bovina (bTB) en fauna salvaje (Riviere et al., 2015), en el que se
integran el examen de carcasas de especies de caza, la vigilancia pasiva de
animales hallados muertos o moribundos y el muestreo activo de jabalies y
tejones, y cuya aplicacion depende del riesgo de bTB de la region.
Concluyeron que la primera y tercera medida eran las que con mayor
probabilidad detectarian al menos un animal infectado (dada una cierta
prevalencia pre-test) y que la concienciacion de los cazadores afectaba a
dicha sensibilidad. Dos afios después, completaron estos resultados con un
analisis econdmico (Riviere et al., 2017), observando que la eficiencia del

sistema era superior en areas de alto riesgo debido a la mayor probabilidad
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de deteccion de la infeccion y que la vigilancia activa de jabalies y tejones

continuaba siendo el componente mas eficiente del sistema.

Evaluacién de tratamientos:

Los arboles de decision han sido utilizados frecuentemente como herramienta
para ayudar en la toma de decisiones en el ambito clinico, como la
evaluacion de tratamientos de enfermedades infecciosas (McDougall et al.,
2018) y de diversas patologias; por ejemplo se han utilizado en perros con el
fin de decidir la mejor aproximacion para abordar los casos de criptorquidia
(Bosch et al., 1989) , y para determinar la eficiencia de la gastropexia
profilactica en perros con riesgo de dilatacion gastrica (Ward et al., 2003); en
ganado vacuno, para comparar posibles intervenciones en casos de
desplazamiento del abomaso (LDA) en vacas lecheras, siendo el tratamiento
quirdrgico la elecciéon favorecida frente a la venta del animal en cuestidon
(Ruegg and Carpenter, 1989); o en caballos, para decidir entre el tratamiento
farmacoldégico o el quirtrgico en caballos con dolor abdominal (Ducharme et
al., 1989).

Evaluacién de pruebas:

La valoraciéon de pruebas, tanto diagnésticas como indicadoras de riesgo o
de produccién, también ha sido objeto de estudio mediante el uso de arboles
de decisibn. Como ejemplo figura la primera investigacion en el terreno de la
sanidad animal donde fue aplicado un &arbol de decisibn: en esta
investigacion la idoneidad de la monitorizacion de los perfiles metabdlicos y
celulares como predictores del rendimiento del parto en vacas fue el objeto
de estudio, siendo el resultado desfavorable sobre su posible uso (Carpenter
and Norman, 1983). En torno a esta misma cuestidon, el desarrollo de
indicadores de produccién en el sector vacuno, se encuentran otros trabajos
como el de Mohammed y colaboradores (Mohammed et al., 1990), quienes
llevaron a cabo una valoracion coste-fiabilidad de tres pruebas diferentes
para la deteccioén del celo en vacas lecheras mediante la aplicacion de un
arbol de decision, o el estudio de Pitcher y Galligan, cuyo objeto de

evaluacion fue un test rapido de analisis de progesterona en leche para una
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deteccion temprana del estado de gestacion en vacas (Pitcher and Galligan,
1990). Y en lo que a diagnoéstico de enfermedades en vacuno se refiere,
Saegerman y colaboradores (Saegerman et al., 2004) aplicaron arboles de
decision con el fin de identificar marcadores relevantes para la clasificacion
de casos sospechosos de encefalopatia espongiforme en ganado bovino en
Bélgica, permitiendo el desarrollo de herramientas que apoyaran la toma de
decisiones en ambito clinico. Asimismo, pueden encontrarse ejemplos en otros
sectores como el avicola, con la investigacion de Lira'y colaboradores (Lira et
al., 2010) sobre la eficiencia de la combinacion de diferentes pruebas para la
detecciodn y aislamiento de virus de gripe aviar a partir de hisopos cloacales
de aves salvajes, o la publicacion de Bisaillon y colaboradores (Bisaillon et al.,
2001) que refleja la utiidad de los arboles de decision en la clasificacion de
anomalias graves en pollos sacrificados en mataderos de Canada con el
determinar cuales representaban un riesgo potencial para el consumidor. En
el terreno de la produccion ovina, Dawson y colaboradores (Dawson et al.,
2005) evaluaron la capacidad diagnéstica de la citologia de fluido
broncoalveolar para la determinaciéon de enfermedades pulmonares en
ovejas mediante un arbol de decision; mientras que en el sector equino,
Waggett y colaboradores (Waggett et al., 2010) emplearon esta misma
aproximacion para analizar la idoneidad de la sinaptofisina como marcador
inmunohistoquimico de la disautonomia equina, concluyendo que era una

buena alternativa diagndstica para esta enfermedad.

Otras aplicaciones:

También se ha empleado esta metodologia para el estudio epidemiolégico
de enfermedades y en el andlisis de riesgo, por ejemplo, en la determinacion
de la probabilidad de propagacion de la gripe aviar de baja y alta
patogenicidad dentro y entre diferentes tipos de explotaciones comerciales
de pollos en Australia tras la exposicion de un Unico pollo al virus (Scott et al.,
2018).

A pesar de todo lo anterior, los arboles de decisidon también presentan ciertas

desventajas; ademas de que las reglas de asignacion son muy sensibles a
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pequeias perturbaciones en los datos, la eleccién del arbol 6ptimo es dificil y
es necesario un gran nimero de datos para asegurar que la cantidad de

observaciones en los nodos hoja sea significativa.
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4. OBJETIVOS

En el presente trabajo de investigacion se ha explorado la utilidad de la
aplicacion de técnicas de analisis cuantitativo para el estudio de la
epidemiologia de enfermedades de relevancia en sanidad animal y salud
publica, y, mas concretamente, para la evaluacion de la capacidad
diagnodstica de diferentes pruebas, el estudio de la dinamica espacial de
enfermedades animales y la monitorizacion de estrategias de control de

diferentes zoonosis. Asi, se han definido los siguientes objetivos:

4.1 Objetivo I: Aplicacion de la estadistica Bayesiana
para la evaluacion de pruebas diagnoésticas en

ausencia de pruebas de referencia (gold standard).

La mayor parte de estudios epidemiolégicos se fundamentan en la
clasificacion de los individuos de la poblacién en las categorias de infectado
(enfermo) y no infectado (susceptible) en funciéon de los resultados de una
prueba diagnéstica, pero con frecuencia la fiabiidad de esa prueba
diagnéstica no se evalla o se asume en funcidon de estudios previos basados
en supuestos que no tienen por qué ser aplicables al contexto en el que se
utilizan posteriormente. Varios estudios llevados a cabo en la ultima década
han confirmado la utilidad de la estadistica Bayesiana para estimar la
capacidad diagnodstica de estas pruebas en situaciones de campo en
ausencia de un test de referencia, si bien su uso en sanidad animal es aun

relativamente escaso.

Sea el caso de la introducciéon de una nueva prueba para el diagndstico de
una enfermedad endémica y ampliamente estudiada como es la tuberculosis
bovina, o el del descubrimiento de un nuevo reservorio en el que se

desconoce la fiabilidad de las pruebas tradicionales de diagndstico como es
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el caso de la leishmaniosis en lagomorfos, la aplicacion de la estadistica
Bayesiana podria ayudar a evaluar su utiidad dada la ausencia de una

prueba diagndéstica fiable de referencia.
Como parte del objetivo | se han desarrollado los siguientes estudios:

- Evaluacion de la sensibilidad y especificidad de pruebas seroldgicas (IFAT)
y moleculares (PCR-directa) para el diagnéstico de leishmaniosis en
lagomorfos mediante una aproximacion bayesiana

- Evaluacion de la fiabilidad del kit IDvet para la prueba del y-IFN en el

diagnostico de la tuberculosis bovina en Esparfia

4.2. Objetivo Il Aplicacion de técnicas de analisis
espacial para el estudio de enfermedades animales

en zonas de alta prevalencia.

Una vez determinado el estado de un individuo/poblaciéon en relacion a la
presencia de una enfermedad, es fundamental investigar la existencia de
patrones espaciales, temporales o espaciotemporales en su distribuciéon. En
este contexto, el uso de sistemas de informacion geografica (SIG) permite la
visualizacion de la situacion, y complementadas con herramientas de analisis
espacial facilitan la identificacion de clisteres de enfermedad, contribuyendo

a focalizar los esfuerzos en esas areas.

En Espafa existe un programa nacional de erradicacion de la tuberculosis
bovina desde 1987 que ha resultado en un marcado descenso de la
prevalencia; sin embargo, este éxito no ha sido uniforme. Por lo tanto, el
empleo del analisis espacial puede ayudar a identificar estas areas de
especial incidencia y los factores que impiden el progreso del programa,
ademas de aportar informacion sobre su dinamica de transmision cuando se
combina dicho analisis con la caracterizaciéon molecular. Esta aproximacion

analitica es de particular utiidad en areas de alta prevalencia en las que
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confluyen diversos factores de riesgo que dificultan la aplicacion de estudios

epidemiolégicos mas tradicionales.
Como parte del objetivo Il se ha desarrollado el siguiente estudio:

- Dinamica espacial de la tuberculosis bovina en la Comunidad Autbnoma

de Madrid, Espafia (2010-2012)

4.3. Objetivo lll: Aplicacion de herramientas cuantitativas
para la monitorizacion de estrategias de vigilancia y
control de enfermedades zoondsicas en el reservorio

animal.

Dado que el objetivo ultimo de los estudios epidemioldgicos suele ser el permitir
disminuir el riesgo de enfermedad, el siguiente paso es la integracion de toda
la informacién anterior para el disefio e implementacion de estrategias de
vigilancia y/o control. No obstante, es fundamental la evaluacion continuada
de la efectividad de dichas estrategias, aspecto que con frecuencia no
recibe la suficiente atenciéon. Dicha tarea puede ser abordada desde
enfoques radicalmente diferentes entre si en funcién de la informacion
disponible. En aquellos casos en los que se han realizado estudios de diversa
naturaleza con un objetivo comun, la realizacién de una revision sistematica
que proporcione una visidon global y objetiva de lo estudiado relativo a una
estrategia concreta combinada con el meta-analisis para la obtencién de
estimaciones globales de su efectividad, resulta particularmente apropiada.
En el extremo contrario en el que se apliquen estrategias en evolucion,
generando grandes volimenes de informacion de forma rutinaria, el uso de
modelos analiticos como los arboles de decision que dividen el problema en
cada uno de los elementos que lo componen pueden permitir su evaluacion
en condiciones de campo, contribuyendo ademas a identificar los factores

que condicionan su efectividad.
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Tanto la salmonelosis porcina como la tuberculosis bovina son zoonosis
endémicas en nuestro pais. Sobre la primera no existe un programa nacional
de control, pero si una gran inversibn en estrategias para minimizar la
prevalencia, normalmente aplicadas a nivel de granja. La vacunacioén es una
de ellas, pero la gran heterogeneidad de vacunas y protocolos existentes
dificultan extraer conclusiones definitivas sobre su efectividad en campo. Sin
embargo, la tuberculosis bovina si cuenta con un programa nacional aplicado
en Espafia desde 1987, si bien éste se apoya en la aplicacion de distintas
combinaciones de pruebas diagndsticas imperfectas (IDTB, prueba de IFN-y,
inspeccidn en matadero, cultivo post-mortem) por lo que es dificil determinar
la probabilidad de que las explotaciones estén libres de la infeccion tras la
aplicacion sucesiva de dichas pruebas, a pesar de la gran cantidad de
informacion generada anualmente a través de la propia aplicacion del

programa.

Como parte del objetivo lll se han desarrollado los siguientes estudios:

- Evaluacion de la sensibiidad del Programa de Erradicacion de la
tuberculosis bovina en una regidn de alta prevalencia de Espafa
mediante un arbol de escenario

- Lavacunacion como estrategia de control de la infecciéon por Salmonella

en porcino: Revision sistematica y meta-analisis de la literatura cientifica
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5. OBJECTIVES

In the present thesis, the applicability of quantitative methods for the
epidemiological study of diseases relevant in animal and public health has
been evaluated and, specifically, their applicability in the evaluation of the
performance of different diagnostic tests, in the study of the spatial dynamics
of animal diseases and in monitoring control strategies for different zoonotic
diseases. Therefore, the following objectives have been defined according to

the previous points:

5.1. Objective I: Application of the Bayesian approach for
the evaluation of diagnostic tests in the absence of a

perfect reference test.

Most of epidemiological studies are based on the classification of individuals
from a population in the infected (diseased) and non-infected (healthy)
categories based on the results obtained in a diagnostic test, but often the
accuracy of this test is not evaluated or is assumed to be in agreement with
previous studies carried out in conditions that may be not applicable in the
context the diagnostic test is applied thereafter. Several studies performed in
the last decade have supported the utility of Bayesian statistics in estimating
the diagnostic accuracy of these tests in field conditions in the absence of a
gold standard, even though its application in animal health is still relatively

scarce.

Whenever is the case of the introduction of a new test for the diagnosis of an
endemic and widely studied disease as is bovine tuberculosis, or the discovery
of a new reservoir in which the accuracy of traditional diagnostic tests is

unknown as is leishmaniasis in lagomorphs, the application of Bayesian statistics
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could help in the task of evaluating the utility of these diagnostic tests since a

perfect reference test is lacking.
Thus, as part of objective I, the following studies were carried out:

- Assessment of the sensitivity and specificity of serological (IFAT) and
molecular (direct-PCR) techniques for diagnosis of leishmaniasis in
lagomorphs using a Bayesian approach

- Evaluation of the performance of the IDvet IFN-gamma test for diagnosis

of bovine tuberculosis in Spain

5.2. Obijective Il: Application of methods of spatial data
analysis for the study of animal diseases in high

prevalence areas.

Once resolved the disease status of an individual/population is essential to
investigate the presence of spatial, temporal or spatiotemporal patterns in the
distribution of the disease. In this context, the use of geographical information
systems (GIS) allows the visualization of the situation, and supplemented with
spatial analysis tools that ease the identification of disease clusters, contribute

to focus control efforts in these areas.

In Spain, a national bovine tuberculosis (bTB) eradication program has been in
place since 1987, resulting in a marked decrease of bTB prevalence; however,
this success has not been uniform. Therefore, the application of spatial analysis
can help to identify these areas of persistence of disease and the presence of
factors impairing the progress of the eradication program, and may provide
some insights of disease transmission dynamics when combined with molecular
typing techniques. This analytical approach is especially useful when applied
in high prevalence areas where several risk factors converge, fact that hinders

the application of traditional epidemiological approaches.

As part of objective Il, the following study was performed:

116



Objectives

- Spatial Dynamics of Bovine Tuberculosis in the Autonomous Community of

Madrid, Spain (2010-2012)

5.3. Objective lll: Application of quantitative methods in
monitoring surveillance and control strategies of

zoonotic diseases in the animal reservoir.

Since the last goal of epidemiological studies is normally to allow diminish the
disease risk, the following step is the integration of all the previous information
in order to design and implement surveillance and/or control strategies.
However, is essential the continuous evaluation of the efficacy of these
strategies, aspect that frequently does not receive enough attention. This task
can be addressed by different approaches according to the available
information. In those cases where studies with different characteristics but a
common goal have been carried out, the execution of a systematic review
that provides a global and objective insight of all the evaluation studies of a
control strategy, in combination with a meta-analysis in order to obtain pooled
estimates of its efficacy, is an approach particularly appropriate. On the
opposite side, where developing strategies are applied generating large
amounts of information, the application of decision and/or scenario tree
modelling, which disaggregates a complex problem into its different
components, can help to evaluate these strategies in field conditions, as well

as identifying the factors that may determine their efficacy.

Both, porcine salmonellosis and bovine tuberculosis are endemic diseases in
Spain. For the former it does not exist a national control program but there is a
big investment in strategies, usually applied in the pre-harvest phase, in order
to reduce its prevalence. Vaccination is one of these strategies but the large
heterogeneity in vaccines and vaccination protocols complicates concluding
on its potential efficacy on the field. However, for bovine tuberculosis control
there is a national program in Spain since 1987 although it is based on the

application of different combinations of imperfect diagnostic tests (skin test,
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IFN-gamma  assay, slaughterhouse inspection and  post-mortem
bacteriological analysis), what makes difficult to determine the likelihood of
disease freedom in farms after the successive application of these diagnostic
tests, despite the large amount of information generated annually through the

campaign itself.

Thus, within this objective, the following studies were carried out:

- Assessment of the sensitivity of the bovine tuberculosis eradication program
in a high prevalence region of Spain using scenario tree modeling
- Vaccination as a control strategy against Salmonella infection in pigs: A

systematic review and meta-analysis of the literature
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6. TRABAJOS DE INVESTIGACION

6.1. Capitulo|

6.1.1. Evaluacion de la sensibilidad y especificidad de pruebas
serolégicas (IFAT) y moleculares (PCR-directa) para el diagnostico
de leishmaniosis en lagomorfos mediante una aproximacion

bayesiana

La leishmaniosis, causada por Leishmania infantum, es una zoonosis transmitida
por vectores endémica en la cuenca mediterranea, donde el perro esta
considerado el principal reservorio doméstico. El brote de leishmaniosis
humana acontecido en el suroeste de la Comunidad de Madrid, con inicio en
julio de 2009, puso de manifiesto el papel potencial de los conejos y liebres
como reservorios competentes del parasito. Sin embargo, es dificil estimar la
prevalencia de L. infantum en lagomorfos debido a la gran incertidumbre que
existe en torno a la fiabilidad de las pruebas diagnoésticas tradicionales en
estas especies, ademas de la falta de conocimiento sobre la patogénesis de

la leishmaniosis en lagomorfos.

Por tanto, y con el fin de evaluar la fiabiidad de la inmunofluerescencia
indirecta de anticuerpos (IFAT) y de la PCR-anidada sobre muestras de piel
para el diagndstico de L. infantum en lagomorfos, se emple6é un modelo
Bayesiano. Se recogieron muestras de 217 conejosy 70 liebres procedentes de
dos areas diferentes dentro de la Comunidad de Madrid y ajenas a la zona
del brote. Para la proyeccion del modelo se consideré que las muestras
pertenecian a dos poblaciones diferentes (conejos y liebres) y se asumié una
independencia condicional de los resultados del IFAT y de la PCR en base a
las diferencias en lo que a la diana diagnéstica de las pruebas respecta
(deteccion de anticuerpos vs deteccion directa del ADN del parasito). Debido

a la ausencia de informacién previa sobre la precision de estas pruebas en
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lagomorfos, la construccién de los priors de sensibilidad y especificidad de las
pruebas se llevé a cabo en funcién de las evidencias obtenidas en otras
especies, principalmente en el perro. Se emplearon dos puntos de corte
alternativos para la interpretacion de los resultados del IFAT: 1/50 para la
interpretacion conservadora (los dudosos se consideraron negativos) y 1/25

para la sensible (los dudosos se consideraron positivos).

Las estimaciones posteriores de la fiabiidad del IFAT estuvieron en
consonancia con sus priors, con valores para su sensibilidad y especificidad en
torno al 70-80%. Sin embargo, la mediana de la estimacidn posterior de la
sensibilidad de la PCR se situé por debajo del 30% independientemente de
cual fuera la interpretacion del IFAT, mientras que su especificidad fue alta. La
prevalencia estimada fue sustancialmente superior en la poblacidon de

conejos que en la de liebres.

Estos resultados demuestran la utilidad del IFAT como herramienta diagnostica
de L. infantum en lagomorfos. Por otro lado, la baja sensibilidad de la PCR
podria explicarse por una carga parasitaria baja en la piel en el momento de
la toma de la muestra. Estos resultados ayudaran al disefio e implementacion
de programas de vigilancia en fauna salvaje, cuyo objetivo final es la
deteccion temprana y prevencion de la irrupcion de esta enfermedad en la

poblaciéon humana y de animales domésticos.
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Abstract

Leish iasis, caused by Leish in . is a vector-borne zoonotic disease that is endemic to the
Mediterranean basin. The potential of rabbits and hares to serve as competent reservoirs for the disease has
recently been demonstrated, although assessment of the importance of their role on disease dynamics is ham-
pered by the absence of quantitative knowledge on the accuracy of diagnostic techniques in these species. A
Bayesian latent-class model was used here to estimate the sensitivity and specificity of the Immuno-fluores-
cence antibody test (IFAT) in serum and a Leishmania-nested PCR (Ln-PCR) in skin for samples collected
from 217 rabbits and 70 hares from two different populations in the region of Madrid, Spain. A two-population
model, assuming conditional independence between test results and incorporating prior information on the
performance of the tests in other animal species obtained from the literature, was used. Two alternative cut-off
values were assumed for the interpretation of the IFAT results: 1/50 for conservative and 1/25 for sensitive
interpretation. Results sugpest that sensitivity and specificity of the IFAT were around 70 80%, whereas the
La-PCR was highly specific (96%) but had a limited sensitivity (28.9% applying the conservative interpretation
and 21.3% with the sensitive one). Prevalence was higher in the rabbit population (50.5% and 72.6%, for the
conservative and sensitive interpretation, respectively) than in hares (6.7% and 13.2%). Our results demon-
strate that the IFAT may be a useful screening tool for diagnosis of leishmaniasis in rabbits and hares. These
results will help to design and implement surveillance programmes in wild species, with the ultimate objective
of early detecting and preventing incursions of the disease into domestic and human populations.

Keywords: Leishmania infantum, Lagomorphs, Diagnosis, IFAT, Ln-PCR, Bayesian modelling.
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Introduction

Leishmaniasis is a term that refers to a group of vec-
tor-borne discases caused by parasites of the genus
Leishmania, affecting humans and other mammals
(Banuls et al. 2007). Leishmaniasis is considered one
of the most important neglected diseases and it
remains endemic in at least 88 developing countries,
In addition, it has recently gained attention due to its
emergency in Central and Northern European
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countries (Gramiceia & Gradoni 2005; Ready 2010).
In the Mediterranean area, where leishmaniasis is
endemic, L. infantum is the agent responsible for the
discase (Boelaert er el 2000), and sandflies of the
genus Phiebotomus (P. perniciosus and P. ariasi) are
the main vectors (Aransay ef ¢l 2003; Franco et al.
2010; Galvez er al. 2011; Maroli et ol 2013), whereas
dogs are considered the most important domestic
reservoir in the region (Galvez er ol 2010; Gallego
2004). Other mammals that may be infected under
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ons Aftribution License, which permits use, distribution and
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field conditions include black rats, horses (Solano-
Gallego et al. 2003), cats (Martin-Sanchez et al.
2007), rabbits {Chitimia er al. 2011; Garcia et al
2014; Moreno et al. 2014), hares (Molina et al. 2012;
Moreno ef ol 2014) and a number of wild carnivores
(Criado-Fornelio er al. 2000; Millan er ol 2011;
Sobrino et al. 2008).

A recent leishmaniasis outbreak in which 560 peo-
ple were affected in the south-western area of the
province of Madrid, Spain, (Arce ef al. 2013; Jimenez
et al. 2014; Gomez-Barroso et al. 2015) demonstrated
the potential role that rabbits and hares may have as
competent reservoirs for the disease. L. infantum
infection was evidenced in the population of lago-
morphs in the area of the outbreak using PCR and
indirect immunofluorescence antibody test (IFAT),
with up to 74.1% and 45.7% of seropositive hares
and rabbits, respectively (Moreno er al 2014).
Another study carried ot on an area of Madrid dif-
ferent from the region where the outbreak occurred
revealed that 82.6% of the rabbits were positive to
IFAT and/or PCR (Garcia ef al. 2014), thus suggest-
ing that the infection is prevalent in those species in
that region. 'l

finding may be important on the epi-
demiological dynamics of the disease given that rab-
bits and hares represent a large proportion of the
mammalian biomass in Spain (Diaz-Saez er «l. 2014).

There are a number of biological characteristics of
lagomorphs that are consistent with their potential
role as competent reservoirs for L. infantun. Rab-
bits and hares’ fife-cycle is longer than the parasite-
transmission cycle. Furthermore, they are known to
be a highly attractive blood source for P. perniciosus
(Benito-De Martin et al. 1994; Jimenez er al 2013).
Absence of clinical signs in most, if not all, the
infected population allow for the continuous expo-
sure to the vector, thus allowing further transmission
(Diaz-Saez e al. 2014). In addition, warrens of those
species are a suitable biotope for the vector. Finally,
there are experimental evidences demonstrating the
abifity of infected rabbits and hares to transmit
Leishnania to a competent vector (P. perniciosus)
(Jimenez e al. 2014; Molina et af. 2012).

Prevalence of L. infantum in the population of
fagomorphs in infected settings is difficult to estimate
due to the large uncertainfies that exist on the

performance of diagnostic tests in these species.
Serological tests have not been properly optimized
and assessment of the performance of direct-PCR
detection-based tests is impaired by the lack of
knowledge regarding pathogenesis of the disease in
lagomorphs. Accuracy of serodiagnosis may also be
affected by the occurrence of serological cross reac-
tions between this parasite and Trypanosoma nabiasi
(Diaz-Saez et ol 2014), which is also prevalent in
Spain.

On the other hand, sensitivities of DNA-based
tests seem Lo be variable, depending on the choice of
the target sequence, the sample analysed and the tar-
get population of the assay (i.e. detection of exposure
vs. active infection) (Lachaud et af. 2002). Different
samples can be used for molecular detection, but the
sensitivity of the test will depend on the stage of
infection (Paradies et al. 2010). For that reason, the
criterion for selection of sampled individuals may
lead to false negative results, impairing the test sensi-
tivity. In addition, PCR may fail to amplify parasite
DNA when it is present at a low load (Hitakarun
et al. 20143,

To ass

ss the performance of Leishmania diagnos-
tic tests in lagomorphs, which is a prerequisite for
the development of surveillance and control strate-
gies, a latent-class analysis was performed on the
TFAT and direct-PCR results obtained on 217 rabbit
samples and 70 hare samples from two different pop-
ufations in the region of Madrid, Spain. This infor-
mation will help to design and implement prevention
and control programmes for the disease in Spain,
and other endemically infected regions worldwide.

Materials and methods
Study population

Sample size was estimated assuming an expected
prevalence of 50%, an error of 6% and a 95% contfi-
dence level, and an infinite lagomorph population
size (Thrusfield 2005). Samples were collected from
two areas of the region of Madrid, in central Spain,
referred to as Northwestern (NW) and Northeastern
(NE) sampling areas. Because of differences in the
population density and species distribution, sampling

© 2016 The Authors. Veterinary Medicine and Science Published by John Wiley & Sons Ltd,
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was subsequently stratified, so that 75% and 25% of
the samples were collected from rabbits in the NW
and hares in the NE areas, respectively. Final sample
sizes were 200 (rabbits, NW) and 67 (hares, NE),
respectively. Finally, a total of 217 European rabbits
(Oryctolagus  cunicudus) and 70 hares  (Lepus
granatensis) were captured using ferreting (Cowan
1984) and nets, respectively. Samples were obtained
between September and November 2013. This expes-
imental design was approved by the IHealth and
Environment authorities of the Madrid Council.
Animals (rabbits and hares) were transported to
the laboratory within the first 5 h following their cap-
ture, where they were anaesthetized with a blend of
ketamine (15 mg/kg) and xylazine (2 3 k)
administered by inframuscular injection to ease the

cardiac blood sampling. T6L (0.5 1 mL/animal) was

then employed for th uthanasia and animals were

necropsied to observe macroscopic lesions compati-
ble with subclinical infections. In addition, informa-
tion on the pender (determined by observing
the external genitalia) and age (established based on
the presence of cartilage conjunction in the ulna of the
forelegs (Ballesteros 1998) was collected in 192
(88.5%) of the 217 rabbits (55 male and 137 female,
72 young and 120 adult) and in 64 (91.4%) of the 70
hares (31 male and 33 female, 23 young and 41
adulft).

Serum, skin (from the external ear) and spleen
samples were collected from all animals for labora-

tory deter s. Sera were analysed using IFAT:
the skin and the spleens were stored at —20°C for

subsequent PCR analyses.

IFAT analysis

Rabbit and hare serum titres against L. infuntun
were obtained following procedures described else-
where (Moreno er al. 2014). Briefly, 24-well glass
slides coated with 2 x 10ES L. infantun (MCAN/
ES/97/10 445) zymodeme MON-1 grown for 5
in vitro passages were used. Serum samples (10 xL)
were analysed by serial doubling dilution (1/25 to 1/
100 in PBS and incubated for 30 min at 37°C. Slides
were washed three times (10 min each) in PBS, and
10 k. of fluorescein-labelled goat  anti-rabbit

© 2016 The Authors. Veierinary Medic
Veterinary Medicine and Science (2016), 2, pp. 211-220

immunoglobulin  (4050-02:
mingham, AL, USA} diluted in PBS supplemented
with Evans blue (diluted 1/10%) were added to wells
and incubated (37°C, 30 min). After incubation,

Southern Biotech, Bir-

slides were washed three times in PBS, mounted, and

examined in a fluorescence microscope (Zeiss Axios-
kop 40; 40 X magnification). To detect anti-Leish-
manig antibodies, a threshold value was established
at 1/25 dilution (at this dilution, background antitry-
panosomatid reactivity due to natural antibodies was
negligible) using sera from Leishmania-seronegative
naive NZW rabbits (Moreno et ol 2014). L. infan-
nn promastigotes derived from various culture pas-
sages was used as the species-specific target antigen.
For genus-specific antigen controls, low-passage
1. amazonensis promastigotes were used in paraliel.

Finailly, resuits of the IFAT titre: /50 and <1/25
were classified as positive and negative, respectively,

as previously described (Moreno e al. 2014). A titre
between 1/25 and 1/50 was assumed to be inconclu-
sive and alternatively considered as negative (‘con-
servative interpretation’) or positive  (‘sensitive
interpretation’) in fusther analyses.

PCR analysis

DNA extraction: Approximately 25 mg of skin and
10 mg of spleen were placed in 300 pL of NET-10
buffer. DNA extraction was performed using the
QlAamp Blood and Tissue kit (QIAGEN, Hilden,
Germany) according to the procedure recom-
mended by the manufacturer. DNA was resus-
pended in 150 ul. of elution buffer and frozen at
-80°C until use. Leishmmnia-nested PCR (Ln-
PCRY: A specific Leishmania-nested PCR reaction
aimed at the SSU-rRNA region (Cruz ef al. 2002)
was performed in all the skin samples. Negative
(stexile water) and positive controls [DNA obtained
from L. infansum (MCAN/E!
MON-1 promastigotes] were used on each assay.

/10 445) zymodeme

Reactions were cagried out in a C1000 Thermal
BIORAD (Alcobendas, Madrid, Spain).
PCR products were vismalized in a 2% apgarose
(Ultrapure  Agarose, Invitrogen) gel using DNA
SYBR Safe gel stain (Invitrogen) and 5 yL loading
masker (BIOTOOLS 100 bp Ladder Marker).

¢ and Science Published by John Wiley & Sons Lid.
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Statistical analysis

Proportions of positive samples to each technique
and individual characteristics were compared using
Pearson’s Chi-square test. Agreement between the
qualitative results recorded for both diagnostic tech-
niques was measured using the kappa statistic, car-
ried out with the SPSS software V. 20 (IBM Inc.,
Chicago, IL, USA).

A Bayesian latent-class model was used to estimate
the sensitivity and specificity of the IFAT test and the
Lo-PCR of skin samples considering that samples
befonged to two different populations and results from
both tests were conditionally independent (Gardner
et af. 2000). This latter assumption was based on the

very different principles underlying each technique (de-
tection of specific antibodies vs. direct detection of
DNA from the parasite). Still, the possible existence of
conditional dependence was explored in a sensitivity
analysis (Materials and methods, Statistical analysis).
Use of latent-class models to estimate diagnostic
tests accuracy in the absence of a gold standard has
been described elsewhers (Branscum et ol 2005,
Gardner et al. 2000). Briefly, the value of parameters
(sensitivity and specificity of each technique, preva-
lence) is jointly estimated (posterior probability)
considering the uncertainty about the true value of
those parameters (prior distributions) and the col-
lected data. Given the lack of data about the perfor-
mance of the tests in lagomorphs, evidences obtained
in dogs and, to a lesser extent, in humans and cats,
were used. Prior distributions for the sensitivity and

specificity of the diagnostic tests were fitted using
information obtained from the literature (Table S1)
and expert opinion of two of the authors (DM,
Sensitivity and specificity were assumed fo be
beta-distributed (Fig. 1, Table 2). Given the lack of
information about the possible prevalence in the

studied populations, we used a beta prior distribution
(assuming a most likely value of 40% and 95% confi-
dence it was below 80%) in agreement with results
previously estimated for lagomorphs in a different
area of the Madrid region (Moreno et «l. 2014).

A sensitivity analysis was conducted to elucidare if
the model was robust to the selection of priors. For
the sensitivity analysis, non-informative 0 1 uniform

distributions were used alternatively as the prior for
the sensitivity and specificity of cach test and the
expected prevalence. Model estimates obtained
using the non-informative distribution for all five
parameters were then compared with those obtained
using the informative priors, and overlapping of 95%
Bayesian posterior probability intervals (PPI) was
considered indicative of model robustness. A model
including the results of the Lo-PCR of both skin and
spleen samples (parallel interpretation) was also run
to try to improve the sensitivity of the test. Finaily,
an alternative model considering that tests were con-
ditionally dependent was also evaluated.

All analyses were implemented in WinBugs 143
{Lunn et al. 2000). Three Markov chain Monte Carlo
runs were performed to visually assess convergence
and mixing. Convergence was also assessed by evalu-
ating that the Gelman Rubin value was below 1.1
{Gelman & Rubin 1992). The mode of the prior dis-
tributions was used as the initial value for each esti-

mated parameter in each chain and models were run
for 14 500 iterations after discarding the first 500
burn-in for computing the posterior estimates, and
autocorrelation was eliminated by thinning the sam-
ples by collecting one in 10 consecutive samples.

Results
Descriptive results

Two rabbits and one hare could not be sampled for
PCR testing, and were therefore excluded from the
analysis. From the remaining 284 animals, 215 were
rabbits and 69 were hares. A total of 107 rabbits
(49.8%) tested IFAT-positive, whereas 73 (34%) and
35 (163%) were negative and inconclusive, respec-
tively. Proportion of reactors in the IFAT in the rabbit
population therefore ranged from 49.8% to 66% when
the conservative/sensitive interpretation was in place
(Table 1 and Table $2). In contrast, only 26 rabbits
(12.1%) tested positive in the Lo-PCR of skin sam-
ples. This number increased to 28 if results from both
skin and spleen samples were considered in parallel.
The number of reactors was significantly
(P <0.001) lower in the hare population, with 12
(17.4%), 48 (69.6%) and 9 (13%) samples being

© 2016 The Authors. Veterinary Medicine and Science Published by John \Vﬂe;’ & Sons Tid.
dict nee (2016), 3

Vezerinary Medicine and St L 2, pp- 211-220




Trabajos de investigacion

Diagnosis of leishmaniasis in lagomorphs 215

0
<
-
~ -
o4
T T T T T T
0.0 0.2 0.4 06 0.8 1.0
Sensitivity
l‘l
.
v
o .
© '
'
'
H
B
o .
~ .
.
h
'
.
© - '
'
'
'
\
o+ N
T T T T T T
0.0 02 04 06 08 1.0
Specificity

Fig. | Beta distributions used as priors for the sensitiity and specificity of the immunofluorescence antibody test (IFAT) (solid line) and skin
Ln-PCR (dashed line) techniques.

Table I. Number of reactors to the IFAT test and to the Ln-PCR (skin samples) performed on 215 rabbits and 69 hares in Madrid (Spain) for
the combination of diagnostic tests and IFAT interpretation criteria

Species Interpretation IFAT test TFAT+/PCR+ IFAT+/PCR- IFAT-/PCR+ IFAT-/PCR-
Rabbits Conservative 16 91 10 98
Sensitive 19 123 7 66
Hares Conservative 0 12 1 56
Sensitive 0 21 1 47
IFAT, immunofiuorescence antibody test

positive, negative and inconclusive to the IFAT test,
respectively, whereas only one skin sample tested
positive to the Ln-PCR (Table 1 and Table S2).

No gross pathology compatible with disease was
observed in any case. A significantly (P < 0.001)

higher proportion of seropositive adults was

© 2016 The Authors. Veterinary

v Medicine and Science Published by John Wiley & Sons Ltd.
Veterinary Medicine and Science (2016), 2, pp. 211-220
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observed (74/159, 46.5%)} compared with young ani-
mals (26/94, 27.7%). When considering Ln-PCR
results, no significant differences depending on age
and gender of the animals were detected.

Tests agreement was very low regardless the inter-
pretation used in the IFAT test (Kappa = 0.076
using a conservative interpretation and 0.044 with
the sensitive interpretation).

Model results

Using the two-population model, posterior estimates
of the sensitivity of the IFAT test were in general
higher than the prior used in the model, whereas the
opposite was true for the specificity, but in both cases
there was a large overlap between prior and poste-
rior values, with both median posterior estimates
>70% (Table 2). This was not the case for the Ln-

PCR, because the median posterior estimates for the
sensitivity were below 30% regardless which inter-
pretation was used for the IFAT. Large uncertainties
associated with those estimates resulied in large 95%
PPI, pasticularly when a conservative interpretation
of the IFAT was applied (Table 2). In contrast, high
estimates were obtained for the specificity of this
technique.

The estimated prevalence was higher in the rabbit

population, compared with hares (Table 2) as a

result of the higher number of reactors detected
using both techniques (Table 1). The model con-
verged properly as indicated by the visual inspection
of the chains and the Gelman Rubin statistic <1.1

for all estimated parameters (Additional details are
available in Table S3).

No major changes in the posterior estimates were
abserved when a non-informative prior was used
regardless the model used (Table $4).

Inclusion of spleen results did not changed the sen-
sitivity of the Ln-PCR, yielding values of 29.6%
(95% probability interval: 19.7 68.1) and 218%
(95% probability interval: 15.4 31.3) for the conser-
vative and sensitive interpretation, respectively.

Assumption of conditional independence between
the IFA'T and the La-PCR test results was supported
by the results of the model including a conditional
dependence term, with a 95% PPI that encompassed
0.

Discussion

Due to the lack of an acceptable gold-standard (Mar-
furt et al. 2003), a Bayesian analysis was performed
here to estimate the field diagnostic sensitivity and
specificity of two diagnostic techniques commonly
used for detection of infection by L. infanum in
lagomorphs. This is the first time that this approach

IFAT fest estimates Nested-PCR (skin samples) estimates Prevalence
Semsitivity Specificity Sensitivity Specificity Prabbits P hares
Prior estimates 70 (95% 80 (95% 95 (95% o 40 {95%
5) “701) prob 6 i probability
Beta distributions
A 22.5135 23.9027 14.8442 59.6983 20591
B 1062201 50417 44611 61946 2.5886

Posterior estimates

Diagnostic interpretation
IFAT conservative int.
TFAT sensitive int.

73 {613-83.8)
782 (63.2-86.8)

802 (52.9-90.8)
759 {(51.7-88.8)

28.9 (19.2-70.8)
213 (148-312) 962 {f

964 (934-98.4y 505 (139-700)
983) 726 (51-895)

6.7 (0.9-22)
13.2 {19347

© 2016 The Authors. Veterinary Medicine and Science Published by John \Vﬂe;’ & Sons Tid.
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is used to evaluate the performance of diagnostic
tests in the case of leishmaniasis. Our results demon-
strate that the IFAT may be a useful screening tool
at the population level, although has a limited speci-
ficity. The Ln-PCR using ear skin, on the other hand,
lacked sensitivity in the populations of lagomorphs
analysed.

Posterior estimates for the se:

sitivity of the IFAT
using the conservalive interpretation were in agree-
ment with the prior information, extracted mainly
from publications on dogs, humans and, to a lesser
extent, cats, whereas the use of a sensitive criterion
resulted in an increase of around 5 10%. These
results, coupled with evidence suggesting that the
titre of antibodies in lagomorphs is generally higher
than that observed in humans or dogs (Pastoret
et al., 1998), further supports the potential use of this
technique as a fast and affordable screening tool. In
addition, the ability of the technique to detect both
IgM and 1pG may allow the detection of infection in
early stages. In this study promastigotes obtained
after no more than six culture passages were used to
obtain the antigen for the IFAT, what could also
contribute to an eshanced sensitivity as previously
demonstrated in lagomorphs (Moreno et «. 2014).

Specificity of the IFAT was also in the range of the
prior information used in the model, although values
were lower when a sensitive interpretation was used
(Table 2). This result may be explained. at least in part,
by the occurrence of false positive reactions caused by
cross-reactivity to Trypanosome spp (Moreno ef
2014}, whose presence has been demonstrated, at least,
in southern Spain (Diaz-Saez er «l 2014).

In contrast, performance of the Ln-PCR was partic-
ularly limited in terms of sensitivity, with median pos-
terior estimates between 20 and 30%, what could be
related with a low parasitic load or a limited analytic
sensitivity of the PCR. A relatively high parasite load
in the skin would be expacted in the early stages of
infection, as demonstrated in experimental infections
in mice (Belkaid et «l 2000; Kamhawi et el 2000;
Nicolas et al. 2000) and asymptomatic dogs (Otranto
et al 2009; Solano-Gallego et al 2001), in which
Leistunania IINA concentration was higher after a
recent inoculation of the promastigotes by the phle-
botomus. However, rabbits and hares analysed in this

© 2016 The Authoss. Ve
Veterinary Medicine and Science (2016), 2, pp. 211-220

study were captured at the end of the transmission
season and therefore could have been exposed early
in the year (or in previous seasons). This result is com-
patible with a large proportion of seropositive ani-
mals, as found in both populations, given the duration
of the immunity. The lack of detection of macroscopi-
cal changes typical of clinical disease in the analysis
post-mortem also suggests that infection may have not

been severe. In addition, the occurrence of a ‘parasite
silencing stage’ in which the parasite load drops to
undetectable levels for a variable period of time until
the number of organism increases again, leading to

Ln-PCR false negative results, as already described in

natural and experimental L. infinuim infection in
dogs (Oliva er al. 2006; Paranhos-Silva ez al. 2003),
cannot be ruled out.

Another potential explanation for the limited sen-
sitivity of the Ln-PCR would be a lack of analytic
sensitivity, i.e. the inability to detect parasitic DNA
in the sample. Stilf, previous studies have reported a
high analytic sensitivity of this PCR, being able to
detect DNA from as low as 0.01 promastigote from a
Leishmania culture (Cruz et al. 2002).

The lack of agreement between IFAT and Ln-
PCR observed in our study is likely the result of the
different subpopulations targeted by each technique,
with IFAT detecting both present but especially past
infections regardless parasitic load (Berrahal er al
1996; Mary et al., 1999) and Ln-PCR being most sen-
sitive in the case of acute infections (Diaz-Saez ¢f ol
2014). This result is consistent with the assumption

of independence between tests results initially
assumed here, which was confitmed in the sessitivity
analysis conducted to test such assumption.
Relatively informative priors were used in the
analysis based on previous knowledge. The effect of
this selection was explored through the semsitivity
analysis, in which results of the two-population

model were considered reliable due to the high sta-
bility of estimates when their priors were replaced by
non-informative distributions.

The significantly higher prevalence estimated in
rabbits compared with bares may be due to a differ-
ent susceptibility to infection. Howew

r, the compe-
tency of both species to act as reservoirs for
wnania has been demonstrated (Jimenez et ol

rinary Medicine and Science Published by John Wiley & Sons Lid.
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2014; Molina et al. 2012), and therefore differences
may be also due to a different infectious pressure on
each population. This hypothesis is consistent with
the observation that both areas of study are sepa-
rated by more than 25 km, and highlights the vari-
ability that may be found under field conditions in
terms of prevalence due to other environmental fac-
tors not related with the host species (such as vector
density). In addition, frequent aggregation of rabbits
in warrens could also favour disease transmission if
the vector was present, as this species is known to be
a highly attractive blood source for P. perniciosus
(Benito-De Martin er of. 1994; Jimenez et al. 2014;
Martin-Mastin et al. 2014), what could also explain
at least partly differences with the results in hares.

In conclusion, results here provide quantitative
estimates of the accuracy of diagnostic tests for
detection of leishmaniosis in lagomorphs. These
results will help to design effective strategies for pre-
vention of disease introduction info susceptible ani-
mal and human populations in endemically infected
areas.
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6.1.2. Evaluacion de la fiabilidad del kit IDvet para la prueba del y-IFN

en el diagndstico de la tuberculosis bovina en Espafia

La tuberculosis bovina (bTB), causada por miembros de complejo Mycobacterium
tuberculosis (MTC; principalmente M. bovis y, en menor medida, M. caprae) es
una enfermedad de graves consecuencias en la salud humanay animal. Debido
a que la infeccién por MTC en el ganado vacuno es generalmente cronica y
pude permanecer subclinica durante largos periodos de tiempo, las estrategias
de control se basan en la deteccion temprana y la retrada de los animales
infectados del rebafio mediante la aplicacion de pruebas diagnésticas ante-
mortem, ademas de la vigilancia rutinaria en matadero. Por ello, la determinacion

de la precision de estas pruebas diagnosticas es tan importante.

En Esparia, el programa nacional de erradicacion de la bTB en ganado vacuno
se basa actualmente en la intradermotuberculinizacion (IDTB) rutinaria de
animales mayores de semanas y el uso en paralelo de la prueba del gamma-
interferdn (Y-IFN) en explotaciones infectadas. Como prueba complementaria a
la IDTB, se ha observado que el Y-IFN aumenta la sensibiidad del sistema
diagnodstico, en parte porque es capaz de identificar animales en fases mas
tempranas de la infeccién que la IDTB. Existen diferentes versiones de la prueba
del Y-IFN; en Espafia se lleva empleando el kit comercial Bovigam desde hace
mas de 10 afios pero, recientemente, se autorizd el uso del nuevo kit comercial
IDvet bajo el marco del programa de erradicacion. Debido a la falta de evidencia
cientifica sobre la fiabiidad de este Ultimo en diferentes contextos
epidemiolégicos, se llevd a cabo el trabajo aqui presente compuesto por dos
estudios diferentes, con el fin de evaluar la capacidad diagnéstica del Y-IFN IDvet

en un escenario como el de nuestro pais.

En el estudio 1, se analizé la concordancia entre los resultados del nuevo kit IDvet
y del Bovigam mediante el estadistico Kappa y se evaludé la capacidad
diagnéstica del kit IDvet en relacion con el Bovigam mediante un analisis ROC;
para ello se recogio informacion de campo de explotaciones en las comunidades
auténomas de Madrid y Castilla y Ledn seleccionadas en base a una prevalencia

esperada alta de animales positivos al Y-IFN. Por otro lado, en el estudio 2, los
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resultados del Y-IFN IDvet aplicado en paralelo a la IDTB se emplearon para
evaluar la concordancia entre ambas pruebas mediante el estadistico Kappa,
ademas de estimarse la sensibilidad y la especificidad de la IDTB y del IDvet
mediante un modelo Bayesiano; con este fin, se recogioé informacion de campo
de explotaciones seleccionadas al azar de entre aquellas confrmadas como
infectadas en las regiones mencionadas anteriormente y donde la prueba del Y-
IFN se habia implantado de acuerdo al programa de erradicacion. Para la
proyecciéon del modelo Bayesiano se considerd que las muestras pertenecian a
dos poblaciones diferentes (Madrid y Castila y Ledn) y se asumié una
dependencia condicional de los resultados de la IDTB y del Y-IFN IDvet ya que
ambas pruebas estan basadas en la detecciéon de una respuesta inmune celular.
Para la construccion de los priors de la sensibilidad y especificidad de ambas

pruebas se consulté la bibliografia cientifica existente.

La concordancia observada entre los resultados de ambos kits de Y-IFN fue pobre
(Kappa= 0,20) y el analisis ROC indicé que, empleando el punto de corte
recomendado por el fabricante (35) para el IDvet, éste mostraba una sensibilidad
baja (15,1%) relativa al Bovigam en una poblacién altamente infectada. Por otro
lado, la sensibilidad del Y-IFN IDvet (35) estimada en el estudio 2 mediante un
modelo Bayesiano en una muestra representativa de la poblacion donde esta
prueba se emplea de forma rutinaria fue del 36,7% (intervalo de probabilidad
posterior del 95%: 14,7-78,8%) y la especificidad estimada cercana al 100%. Sin
embargo, cuando se emplearon los puntos de corte alternativos 16 y 4 del IDvet,
la sensibiidad estimada ascendid al 49% (24,8-94,1) y 56,0% (30,8%-96,3%),
respectivamente, manteniendo una alta especificidad. Mientras, la fiabiidad
estimada de la IDTB estuvo en consonancia con sus priors y la concordancia entre

los resultados de esta prueba y del IDvet fue baja (Kappa= 0,34).

Estos resultados sugieren que el kit IDvet para la prueba del Y-IFN, empleando el
punto corte 35 recomendado por el fabricante, puede presentar una sensibilidad
menor que el Bovigam (cuya fiabiidad fue estimada con anterioridad en un
escenario similar) para el diagnéstico de la bTB en explotaciones infectadas en

Espafia, y que podria considerarse un ajuste de su punto de corte.
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In Spain, the national bovine tubsrculosis [bTHB) eradication program is based on yearly
skin tasting of evary =6 weaks old animal using the single o comparative tubereulin test
and parallel use of the ntereron-gamma (FN-y) assay as an ancillary diagnostic test
in infected herds. There are several versions of the latter. Recently, a new commercial
IDvet IFN-y sssay has boen authorzed for use in the program, bul there s limited
scientific evidence about its performance in different epidemiclogical ssttings. Therafore,
two sludies o evaluate the performance of the IDved assay woere conducled. Instudy 1,
a concordance analysis between the new |Dvet and the Bovigam IFN-y assay in use in
Spain for over 10 years was conducted. In study 2, results from the IDvet assay when
applied in tandem with & single intradermal tuberculin (S11) test were usad to evaluate the
concordance between both tests and to estimate thelr sensitivity {Se) and specificity (Sp)
using a Bayesian atent-class model. Field data from cattle herds located in Madrid and
Castila y Leon {Spain) were collected. For study 1, herd selection was based on a high
axpected pravalence of reactors to tha [FN-y assay, while herds were selected at random
to estimate Se and Sp of the new IDvet assay in study 2. Agreament batween the results
oblained with both kils for IFN-y assay was poor (Kappa = 0,205, and areceiver oporaling
characteristic (ROC) analysis indicated a low Se of the new IDvat relative to the Bovigam
in a heavily bTE infected population. The Bayesian lalent-class analysis eslimaled the Se
of the IDvet assay to be 36.7% [95% probability posterior interval (PP1) 14.7-78.8%)] with
astimated Sp closa to 100% when the cut-off recommended by the manufacturer (35)
was applisd. Al the altemative cut-off values of 16 and 4, the estimated Sa of the IDvel
assay increased 1049.0% (PP 24,8-04, 1%) and 56.00 (PP1; 30 8-96,3%), respectively,
while maintaining & high specificity. The results suggest that the new IDvet assay may
have lower sansitivity than the Bovigam for diagnosis of bTB in cattle herds in Spain, and
thal adjusting its cut-off might be considared,

bouine is, cattle, dingnosis, i gamma, bayesian modeling
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INTRODUCTION

Bovine tubcroulosis (BTB), caused by members of the
Mycobacterium luberculosts complex (mainly M. bovis, and
to a lesser extent, M. caprae) is an important zoonotic disease
with a global distribution that has major implications for both
animal and human health (1) Implementation of control
and cradication programs has led to a significant decrease
of the bTB prevalence and to disease eradication in many
industrialized countries (1-3). However, eradication efforts
have not been uniformly successful, in part because currently
available diagnostic tests cannot correctly determine the M. bovis
infection status of all tested cattle (4). M. bovis infection in cattle
is usually chromie, can remain subelinical for a long period, and
infected cattle can become infectious long before they exhibit
clinical signs of BTB (4). When present, the clinical signs of
bTBE are not pathognomonic. As a resull, control siritegies
have been based on early detection and removal of infected
animals from a herd by applying ante-mortem disgnostic
tests and routine post-mortem surveillance in abattoir. Hence,
determining the accuracy of diagnestic tests for bTE is of
paramount importance (5).

Diagnostic tests used for detection of BTB in cattle are
mainly based on detecting the cellular mediated immune (CMI)
respense, which is triggered in the carly stages of infection
(6). A popular diagnostic technique for this purpose, the single
intradermal tuberculin (SIT) test, is based on the inoculation of
the bovine purified protein derivative (PPD) in the skin of the
neck or in the caudal fold (7L [n certain settings the response
to the avian PPD inoculated in the other side of the neck is also
measured and compared with the bovine response in what is
known as the single intradeemal comparative cervical tuberculin
(SLCCT) test, used as the rowtine screening test in countries as the
UK and Treland. Inthe last 25 years, an additional diagnestic teol
for measuring the CMI response, the interferon gamma (IEN )
release assay, has been increasingly used (8). This test is based
on the detection of IFN -y preduced by lymphocytes present in
blood samples stimulated with specific antigens {typically bovine
and avian PPD): blood samples are then centrifuged after the
stimulation and the resulting plasma is analyzed using a sandwich
ELISA (8). As an ancillary test to skin test, the [FN-y assay has
led Lo increased sensilivily when used in infected herds (9), in
part because it can identify animals in an carlier infection stage
than the SIT test (10). Theretore, in the Eurcpean Union its
ancillary use is recommended in infected herds located in arcas
with endemic bTE {annex B of Council Directive 64/132/EEC),
such as certain areas of Spain (11}

The first commercially available [FN-y test (Bovigam,
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) (12) has been
used in multiple Furopean countries, including Spain, and
its performance has been extensively evaluated under field
conditions (4, 9, 13-19). Recently, anather version of the IFN-y
assay has become commercially available (1D Screen® Ruminant
[FN -y, [Dvet, Grabels, France), but due to its recent development
there is limited information available abeut its performance in
different epicleminlogical settings.

The assessment of test accuracy (ie. semsitivity, Se. and

pecificity, Sp) is chall when i status cannot be

determined because, for instance, a perfect reference test does
not exist or is too invasive for widespread use, as is the case for
bTE, in which the usual reference test. isolation of the causative
agent, is costly, slow and has & very limited sensitivity in a large
proportion of the infected animals (4). Latent class analysis is a
modern approach 1o estimating the accuracy of diagnostic tests
in the ahsence of a perfect reference test (20, 210, In Bayesian
latent class analysis, parameters (e.g. sensilivities, specilicities,
and prevalences) can he estimated by combining prior knowledge
with information from the current data. Bayesian lalent class
models have been used to estimate the diagnostic performance
of bTR tests (5, 22-27), often important di

between the prior knowledge and the study data.

In Spain, a national bTB eradication program is in place since
the 80, and since 2006 contemplated the addition of the IFN-y
test asan ancillary test to increase diagnostic sensitivity according
to the European and Spanish requlations, During this period the
bTE herd prevalence has decreased from =10 to 2.57% in 2016,
but the progress in the last decade has been more limited {11).
Here, we conducted a study to evaluate the performance of the
new commercial 1FN-y test (called thervafter IDver test) that
has been recently authorized for use as part of the Spanish bTB
eradication program. Field data were collected to accomplish two
goals, namely to conduct a concordance analysis between the
new [Dvet test and the Bovigam [FN-y assay (called thercafter
Bovigam test), which has been used in Spain for over 10 years
{study 1) and to assess the concordance between the IDvet and
SIT tests and estimate their Se and Sp in the absence of a gold
standard (study 2).

MATERIALS AND METHODS

Study Population

Study 1. Evaluate the 1Dvet Test Using the Bovigam
Test as a Reference

The new IFN-y assay (ID Screen™ Ruminant TFN-g, IDvet,
Grabels, France} and the pre-existing [FN-y test (Bovigam®,
Therma Fisher Scientific, Waltham, MA, USA} were compared
using resulls from 1,181 cttle trom 18 berds located in the
regions of Madrid [884 cattle (74.9%) from 11 herds] and
Castilla y Leon [2%7 cattle (25.1%) from 7 herds], in central
and west-central Spain, respectively. These herds were selected
from among those being tested using the IFN y assay during
the bTR eradication program in 2015 and 2016 based on a high
expected prevalence of reactors to the [FN -y assay. A detailed
explanation on the epidemiclogical situations in which the test
is implemented in Spain is available elsewhere (28). The majority
of the sample (84.1% of the animals and 88.9% of the herds) was
represented by beef herds (293 animals and 16 herds), followed
by bullfighting (103 animals and one herd) and dairy herds (85
animals and one herd).

Study 2. Estimate the Se and Sp of the IDvet Test in
the Field

Test results were obtained from 8,426 cattle (78 herds) subjected
to the SIT test and [Dvet test during 2016, Herds were again
Iocated in the Madrid [22 herds, 1,550 animals (18.4%)] and
Castilla y Leon [55 herds, 6,875 animals {81.6%)] regions, and
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they were randomly selected among the bTE confirmed infecred
herds in the two regions in 2016 in which the 1FN.y assay had
been implemented according to the Spanish eradication program
{11}, Beef was again the predominant production type (19 herds
and 1,204 animals in Madrid: 41 herds and 4,382 animals in
Castilla y Leon), followed by dairy {one herd-44 animals and 10
herds-1676 animals in Madrid and Castilla y Leon, respectively),
bulllighting {two herds 300 animals and two herds 339 animals
in Madrid and Castilla y Leon, respectively), and mixed farms {3
herds and 481 animals, all in Castilla y Leon).

Diagnostic Tests

Single Cervical Intradermal Tuberculin Test (SIT)

The SIT test was performed according to Furepean and Spanish
regulations (RD2611/1996, transpesition of annex A of Council
Drivective 64/432/EEC) by field practitioners in all =6 week-
old animals at the herd by intradermal inoculation of 0.1 ml
of the official bovine PPD {CZ Veterinaria, Porrifio, Spain)
in the anterior neck area (29). After 72h, animals with a
=2mm increase of the skin fold thickness (or with presence of
clinical signs at the inoculation site) were considered reactors
{severe interpretation) following the Spanish National Bovine
Tuberculosis Eradication Program {11} and culled within 15
days.

IFMN-y Assay

Heparinized blood samples were collected from every animal
prior to intradermal injection of the FPDs, and delivered to the
laboratery in Madrid or Castilla ¥ Leon within 8h of collection
at room temperature, according to the Spanish National Bovine
Tuberculosis Eradication Program (11). Stimulation with bovine
and avian PFDs (CZ Veterinaria) at a final concentration of
20pgiml, and nil antigen phosphate buffer saline (PB5) was
carried out as described elsewhere (81 Plasma samples were
harvested afler centrifugation and stored at=20"C until testing
for detection of the 1FN-y with one or both sandwich FLISA
evaluated here.

Bovigam™ [FN-y

The Bovigam test was carried out following procedures described
elsewhere (12). An animal was considered positive when the
aptical density (0D} of the aliquot stimulated with bovine PPT
minue the O of the nil (bovine IFN] was =005 and greater than
the O of the sample stimulated with avian PP minus the nil
{avian IFN)., and negative in any other case {11).

1D Screen™ Ruminant IFN- y, IDvet

. The 1Dvet test was performed aceording to the manufacturer
instructions (IFNG ver 0617 ES). Briefly, samples were divided
into three aliquots and incubated with PES {blank), hovine
{activated sample) or avian (contrel sample) PPD. When OD
values=>2.5 were obtained in the blank or both the control and
activated sample (suggestive of unspecific reactions) samples
were diluted 1:5 in order to bring OD levels into the linear
region of OD measurerent and reanalyzed as indicated by the

manufacturer, Results were then transformed into sample to
positive ratios ($/F):

s QD activated sample — OD control sample 100
- t
' O mean kit pasitive control — QD meankit

tegative control

Samples were considered positive when the §/F ratio was
=35 according to the manufacturer instructions. In addition,
alternative cut-off points were evaluated, as described below.

Statistical Analysis

Concordance Analysis

Agreement between the qualitative results obtained from beth
TFN-y kits (study 1) and between the [Dvet test and the SIT
test (study 2) was measured using the kappe statistic. Receiver
operating characteristic (ROC) curves were used to evaluate the
performance of the IDvet test at different cut-offs in relation
to the Bovigam (study 1), with Youden's index used to assess
optimal cut-off values. The same tests were performed using only
the data from beef cattle, These analyses were carried out using
$PSS V. 20 (IBM Inc.. Chicago, IL. USA] and the "pROC™ (30)
and "ROCR” (31) packages from in B 3.4 (32).

Latent Class Analysis

We fallowed the guidelines for reporting of diagnostic aceuracy
in studies that use Bayesian latent class models (STARD
BLCM) (21).

A Bayesion latent-class model was used to estimate the Se and
Sp of the SIT test and the Dvet test in infected herds (study
2), in the absence of a gold standard (33, 34), Samples were
considered Lo belong to two different populations based on the
region of origin (Madrid and Castilla y Lean) of herds and the
twir Lests were assumed 10 be conditionally dependent (33) since
both are based on the detection of the cell-mediated immune
response (10).

Prior beta distributions for the S and $p of the SIT and thet
tests were built according to reportedfestimated values (5, 7, 35
35) (Table 1) based on the most likely value and a low 95%
credibility interval using ParameterSolver VA0 (University of
Texas MD Anderson Cancer Center). For the 1Dvet test, larger
prior standard deviations were used to reflect the uncertainty
in its Se and Sp due to the lack of prior information for this
kit and the findings from study 1 (see Results). Covariances
between the SIT test and [Dvel test for infected and non- infected
subpopulations were specified as previously described (39), and
these parameters were modeled with uniform prior distributions
related to the Se and Sp of the tests (40) (Supplementary File 1),

Based on data collected in 2014-2015 from infected herds
in Castilla y Leon and Madrid, the common prior distribution
for the bTR prevalence was assigned a made of 5% and a 95th
percentile of 20% [specifically, beta(0.99, 13.4]] for both regions.

A sensitivity analysis to evaluate the impact of the priors on
the results of the model was conducted using diffuse uniform
{0, 1} distributions alternatively for the Se and Sp of each
test. Model estimates (posterior medians and 95% posterior
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TABLE 1| Prior sstimates o sencitvily 2na epecichy of he ST 181 2nd the IDvel test
test Prior estimates Reforence
VWD GG
Mode and Sth Beta distribution Authors, year Reported/estimated
porcentile walues
ST test Seraitiviy (%) 9 i>40) apra 565 Avarez et A, (5 864 (40.0-82.2]
bt 271
dhe 1 Fus- Dormsnech ot al. [4) B2 (58 2-100)
Menaghan et o (7)
Wood e &l (37)
Wened o &l (1)
Spastiity %) 56 (=75) apra 865 Abverez ¢ 4. (5)
bata: 0.73
dy la Fua-Domened ot al, [4) Warss-m
Menaghen et d. (7) 9693
Wood ¢4l (27) §6.7
IDvet test Seritivity (%) 20 (=50 apra 335 Avarez 0 &, (5 203 (77.5-97.2|
beta 062
dala Fua-Domaned ot al. (4] B8 (FA0-100)
Gormiey et 2l (35) &
Muner-ereia ot 4l (78] 67 [49-02)
Wood el al. (27) a1
Wood el gl (39) S0 (Fre-ETY
0 (=80 apha 451 Abvarez ot &[5 85 7 (B4 4-87 6
bt 307
dz la Fuz-Domenes et al, [4) .6 (B5.0-95.6
Cueerriey at 8l (35) a5
Munes-Ciarcia ot al. (5] 4 (96-507)
Wood €1 al (27 EER
Wood e &l (39) o

probability intervals, PFI) were compared with those obtained
using the informative priors. Models were alsa run only using
the data from beef cattle as an additional sensitivity analysis. In
addition, alternative eut-offs for the IDvet test (/P ratio= 16and
4) were evaluated.

Three Markov chain Monte Carlo runs were implemented
in order to visually assess convergence and mixing of the
chains. Convergence was also assessed using the Gelman-Rubin
diagnostic {11). Posterior inference was based on 5.000 iterations
after discarding the first 2,500 as burn-in. Autocorrelation was
eliminated through thinning the chains by collecting one in
10 consecutive samples. All analyses were conducted using
OpenBUGS V. 3.23 (42) called through R, version 3.4 (32)
using the “R20penBUGS” package (13). The OpenBUGS code is

provided as suppl material (Sappl tary File 1),
RESULTS
Concordance Analysis

The number of reactors to each test in both studies are shown
in Table2, Agreement between the results obtained with the
Bovigam and the IDvet tests istudy 1) was poor (Kappa =
0.20), with most of the discordant results being positive in the

Frontiers in Viterinary Science | #

former and negative in the new test (lable 2). The ROC analysis
indicated that at the manufacturer recommended cut-off of 35
for the [Dvet, Se relative to the Bovigam test was low (5e = 15.1%
and 8p = 99.9%). Betteragreement was achieved when lower cut-
nd 4) were used {Kappa = 0.52 and 0.71, with 5¢ = 36.5
respectively, and Sp = 28.5%). A high value of 92.5%
(95% Cl: §9.6 95.3%) was oblained for the AUC (Figure 1) The
optimal cut-off point according to Youden's index in relation to
the Bovigam was L3 (yielding Se = 81.3% and Sp = 94.2%).
When only beef cattle were considered, very similar Kappa values
were obtained regardless of the cur off used (0,20, 0.52, and 0.70
for cut-offs 35, 16, and 4, respectively), with also a very high AUC
{90.9%) and a similar optimal cut-off point {1.7).

Agreement between the 1Dvet test and the SIT test (study
2) was slightly higher (Kappa = 0.34), although important
differences were still observed {Table 2). When the results were
analyzed separately by production type. the agreement was higher
for beef cattle (Kappa = 0.43) and close to zero for dairy and
mixed herds (Kappa = 0.08 and —0.01, respectively), whereas
it eauld not he caleulated for hullfighting cattle due to the Tack
of SIT reactors, For cut-off values of 16 and 4, the agreement
between tests decreased to Kappa values of 0.27 and 0.4,
respectively (Supplementary Table 1)
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IDvet Performance for BTE Diagnosis

TABLE 2 | Number of reactors to the IDvet test and to the Bovigam test performed on 1,181 cattie (study 1), and number of reactors to the IDvet test and 1o the SIT test
[Bevers inerpratation) perormead on 8 426 catte (study ) rom Madid and Castila y Leon (Spain).

IDvat tast (25 Total
Negatives Positives
Study 1 Bovigam test {0.05) HNegatives 1,087 1 1,181
Posithes az n
Study 2 Madid SIT test (severs int) Negalives 1,508 a 1,548 8426
Puosithies 22 ]
Castila y Leon SIT fest (svers inl) MNegalives 6738 Te 6878
Positves a5 29
2]
2 R
£ 81
E MG 02 5% (B %95 3%)
2
2 4
= 4
100 S0 o
Specicy (%)

FIGURE 1 | ROC curve of the performance of the IDvet test relative to the Bovigam test on 1,181 samples from animals analyzed with both tests. The cross points.
the location for the optimal cut-off for maximizason of th Youdsn's indax for the IDvet test (1.3} along with the Sp and Se at this cul-off,

Latent Class Analysis
The Bayesian latent class analysis yielded posterior estimates
(median and 95% PPI) for the 1Dvet test of Se = 36.7% (14.7-
78.8%), with very high Sp (Table 3). The posterior distribution
of Se for the [Dvet test was shifled below its prior distribution
(Supplementary Figure 1), whereas the opposite was true for its
Sp. In contrast, the posterior estimates of the performance of the
SIT test were largely in agreement with the prior information,

Conditional dependence between the SIT test and the [Dvet
test was estimated to be very low in both the infected {correlation
coeflicient of positive results: —0.002, 95% PPl —0.13 o 0.09)
and non-infected {(correlation coeflicient of negative results:
0.002, 95% PPL 0.00 to 0.004) populations, suggesting a possible
conditional independence between the results of each test, Note
that, in general, conditional independence occurs when Sp's are
close to 100%.

A itivity analysis (S ¥ Table 2) resulied in no
major changes to the posterior distribution of Se and Sp for
both tests {the magnitudes of all percent differences were < 8%),

Frontiers in Veterinary Science | www. frontiersin.crg

except when a uniform prior was used for the Se of the 1Dvet
test assay where a percent decrease of 41% was observed for
the posterior median (36.7 vs, 21.6). Prevalence estimates were
similar across analyses that used different priors (e.g., overlapping
%5% PPI's), and were 2-3 times higher in the region of Madrid
than in Castilla v Leon, When only values from beef herds
were used in the analysis, the 5% PP for the sensitivity of the
1Dvet test was similar (19-88%) but a higher median value was
found (60.9%), while changes in the posterior estimates for the
sensitivity of the SI'T test and the specificities of both techniques
were small (12% of median estimates). Similar estimates were
obtained when using a burn-in of 20,000 posterior iterates and
50,000 total iterates.

Atcut-off points of 16 and 4 for the interpretation of the 1Dvet
test, the estimated Se of the IFN-y assay increased (as expected) to
49.0 and 56.0%, respectively, while maintaining a high specificity
(Table 3). The posterior estimates for the performance of the
SIT test and the BTB prevalence were not affected by the cut-off
applied in the IDvet test (Table 3).
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TABLE 3 | Postenior setimates [medan and 959 postencr prooaoiity Inenval) for senaiity, epecticily and e mean of e prevalence SEmbuion (%) eotaned fof the
cornbington of Dvel test and SIT test on 8,428 catthe Fom Madrid ard Castila y Leon (Soan), for different, prior dislibtions and 1Dvat diemative cut-olf pairts.

Model Priors i o5t Provaionce
Madrid Castila y
leon
orgnal Srainal pror . 863 185 08
(Tebie 1) SIT toat {48 2585 00] 10.51-3.54) (0104123
. 2663
Dt 1465-Ta81]
Afteenative eut-off peine for I0vet Crgnal prics — TE 58 180 06
(Tabis 1) S 47.08-04 51] 10.59-5.50) {0.04-1.58)
1908
Duat 16 {24 85-094.13]
Ovegnal pricrs I 7641 198 07
(Takia 1) Teet 45.11-04 41] 10.70-3.62) {D08-171)
. 5588
e [BaTE-06 %]

BOLECI RCOraRed by I CBUICRIGE
o dov Indspstaion = 16
WS B ORI = 4

There was no evidence for lack of convergence of the
Markov chains used to simulate from the posterior distribution
{Supplementary Figure 2), as indicated by graphical assessment
of the chains and the Gelman-Rubin statistic <1001 for all
parameters.

DISCUSSION

Multiple factors related with the host, the pathogen and the
environment may allect the performance of a diagnostic test,
and, therefore, extrapolation of results obtained in different
epidemiclogical settings may lead to biased and misleading
conclusions. For this reason, in the studies presented here we
aimed at estimating. by using a variety of analytical approaches,
the performance of the new commercial 1Dvet test under field
conditions in bTE infected herds of Spain. Even though beth
Bovigam and [Dvet tests share the same target (IFN-y produced
by lymphocytes stimulated with bovine PPD), when the results
obtained in both assays were I (stucly 1), the ay

was poor (Kappa = 0.20). In addition, the Se of the 1Dvet rest
relative to the Bovigam test in a population formed by heavily
bTB infected cattle herds was very low (15.1%), although given
the limited specilicity of the Bovigam {with estimates between
844 and 99.6%) (4, 5, 35-38) a proportion of false positive
reactions to this test could be expected, and therefore this figure
could be an underestimation of its true sensitivity. Nevertheless,
the high AUC values obtained when the quantitative readings
obtained in the 1Dvet test were compared with the qualitative
response in the Bovigam test (92,5, 90.9% when only beef
animals were considered) suggested that there was in fact a
close relationship between the response measured in both tests,
Moreover, the ROC analysis suggested that decreasing the cut

off in the IDvet test (thus requiring a lower difference between
the response recorded in the sample stimulated with bovine

Frontiers in Viterinary Science | #

PPD compared with the avian PPD to define an animal as a
reactor) could lead to a substantial increase in the agreement
between hoth tests (Figure 1), despite the different caleulations
used to define the positive status (see Material and Methods).
In addition 1o the comparisan of the responses after the -
vitre stimulation with avian and bovine PPD to define a reactor
considered in both the Bovigam and 1Dvet tests, the protocol of
the [Dvet test includes an extra step (dilution of samples) to avoid
false positive reactions due to sensilization with other cross-
reacting microorganisms such as Myeobacterium aviem subsp
paratubercubosis, that are known to affect the performance of
TFN-y based assays in domestic ruminants (44), Although this
could have theoretically contributed to the observed differences
between both tests, less than 1% of the samples included in study
1 had to be dilured because of high readings in the control and
activated samples, and therefore this was not a major source of
variation in our study.

A limited agreement between the [Dvet test and the SIT test
{Kappa= 0. 34; study 2) wasalso observed, This is consistent with
a field scenario in which enimals are subjected Lo frequent skin
testing and S| T-reactors have been already removed when the
TFN-y assay is introduced for the first time in infected herds
{7, 10, 12, 45-47) "This limiled agreement between the SIT test
and the IDvet test, coupled with the low posterior estimates
for the codependence terms obtained in the latent class analysis
{correlation coefficient range: —0.13 to 0.0% and 0.00 to 0.0, for
infected and non-infected animals, respectively) are in agreement
with estimates obtained for the Bovigam test (3), and reinforce
the porential usefulness of the application of 1FN-y based assays
in parallel to the SIT test to maximize the diagnostic sensitivity
{45, 48, 49). In the case of the TDvet test, however, results fram
the Bayesian latent class model (study 2) confirmed the apparent
lower Se of the IDvet test compared with the Bovigam test
observed in study 1, since posterior estimates of the [Dvet Se were
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significantly lower than those recently estimared for the Bovigam
test using a similar—though wider—prior (36.7, 93% PPl 14.7-
758, vs. 89,3, 95% PPl 77.5 97.2 estimated previously for the
Bovigam test) (5). The very large uncertainty in the IDvet Se
posterior estimates may be also influenced by the small number
ol [Dvel reactors in the sample (Table 2). In contrast, the results
obtained for the SIT test in this study and the previous one were
comparable, with higher median estimates obtained here but
very similar PP1 (76.7, 95% PP 49.3-95.0, compared with 62,4,
95% PPI 40.1-92.2) {5). When only data from beef herds were
analyzed, a higher posterior median value for Se of the 1Dvet was
obrained {(#0% compared with 37% when analyzing all animals)
although the 95% PPl was similar, and values were nevertheless
il lewer than previous estimates abtained for the Bovigam test
as well as the priors used in the analysis. In fact, the sensitivity
analysis revealed a conflict between the prior information used
for the Se of the [Dvet test in this study and the data, because
when a non-informative prior was used the posterior estimates
for its Se were even lower compared to the use of the informative
prior using all animals (Supplementary Table 2) or only beef
cattle (data not shown). This confirms the hypothesis that the
1Dwvet test had a significantly lower Se compared to the early test
(Table 3).

Our results contradict those obtained in experimental studies
carried out in France, Belgium and Mexico, in which high values
of Se (8.3, 95% Cl: 61.1-95.5) and Sp (9.0, 95% Cl: 98.4-99.6)
were reported (50). Those trials however involved a relatively
limited number of animals (s = 77) already positive to either
PCR, culture or the SIT test, thus representing a potentially biased
subpopulation of all infected animals present in an infected herd,
what could lead to an overestimation of the sensitivity of the
test (51).

Similar to the observation of study 1, results from study
2 suggest that a decrease in the cut-off value in the
interpretation of the IDvet test could substantially increase
the sensitivity of the test {sce Table3 and Figare 1), in
agreement with a previous study (47), while maintaining
a high specificity (median posterior values =93.9%),
that in the EU the Bovigam test is applied lo maximize
the number of infected animals detected, this may be a
reasonable approach when samples from infected herds are
analyzed. However, further validation of this hypothesis may be
required.

Eere, & two-population approach was used because infected
herds located in the same region were expected to present similar
prevalence levels, as reflected in the official bTD reports for the
previous years (32). In fact, the ratio between the estimated
bTB prevalence in each region (Madrid/Castilla y Leon; Table 3)
and the reported in 2016 is similar, 2.9 and 2.6, respectively,
even though posterior estimates were below the most likely prior
values.

The use of a latent class analysis allowed overcoming the
limitations of the gold-standard approach, since all available
reference tests for bovine tub losis have low
particularly in early stages of infection, when its detection is
most critical (4, 53). However, for the comparison between the
performance of the IDvet and Bovigam tests a latent class model

itivity

wias not used because the population had been selected based
on an expected high prevalence of infection. Hence, the assessed
population was not rep ive of the field si 50 that
it only allowed a comparison of the performance of the tests in
that very specific context. Still, results abtained in that potentially
biased population suggested that the [Dvet test could bave a
lower Se compared with the Rovigam test. For study 2, animals
were selected randomly from infected herds in which the SIT
test and the [Dvet were being implemented routinely, and hence
were considered truly representative of the situation in which the
performance of the test was intended to be determined.

In conclusion, our results suggest that the [Dvet test may
have a lower sensitivity than the Bovigam for diagnosis of bTB
in cattle herds in Spain when the cut-off recommended by
the manufacturer is applied. Decreasing the cut-off may result
in a substantial increase of the sensitivity while maintaining
a high specificity, although generalization of that result would
require verification under alternative epidemiclogical settings
and conditions,
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6.2. Capitulo Il

6.2.1. Dindmica espacial de la tuberculosis bovina en la Comunidad

Autébnoma de Madrid, Espafia (2010-2012)

En Espafia existe un programa nacional de erradicacion de la tuberculosis
bovina (bTB) desde el afio 1987, lo que ha resultado en un marcado descenso
de la prevalencia de bTB a nivel de rebafio (desde un 11,4% en 1986 a un 1,31%
en 2012). A pesar del éxito del programa, la enfermedad continda estando
presente en niveles preocupantes en algunas areas del pais, entre ellas la
Comunidad Auténoma de Madrid, lo que apunta a la presencia en estas
areas de factores que impiden el progreso de la campafa. El empleo del
analisis espacial puede ayudar a identificar clusters de persistencia de la
enfermedad y, contribuir de esta forma, a la identificacion de estos factores,
permitiendo la implantacion de medidas de control focalizadas. Ademas, la
combinaciéon del analisis espacial con la caracterizacion molecular
proporciona conocimiento en lo que a la transmision de la enfermedad se

refiere.

Por todo lo anterior, se analizé la informacién recogida a través del mismo
programa de erradicacion en la Comunidad de Madrid en un periodo de tres
afios (2010-2012) con el fin de identificar clusters de explotaciones positivas a
bTB y de explotaciones infectadas con determinadas cepas de
Mycobacterium bovis (caracterizadas mediante las técnicas de
espoligotipado y MIRU-VNTR). Ademas, se estimé el coeficiente de transmision
intra-rebano (B) de las explotaciones infectadas, entendiéndose éste como el
promedio de nuevos animales infectados a raiz de un animal infeccioso por
unidad de tiempo, y se evalué su distribucién espacial, asi como su posible

asociacion con determinados factores de rebarfio y brote.

El analisis de la posible agrupacién espacial de explotaciones positivas/perfiles
moleculares prevalentes se llevé a cabo mediante el modelo de Bernoulli del

spatial scan statistic. Por otro lado, la posible autocorrelacion espacial
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incremental (ISA) de los coeficientes p transformados logaritmicamente fue
evaluada mediante el estadistico | de Moran utilizando una serie de bandas
de distancia en aumento hasta un maximo de 22 km. En caso de que se
identificara una autocorrelacion significativa, se identificé la localizacion de
los clusters mediante el estadistico Getis-Ord G*i. La posible asociacion de
factores de rebano/brote con los coeficientes B transformados
logaritmicamente se llevd a cabo empleando un modelo de regresidn

multiple.

Se identific6 una agrupacion significativa de explotaciones positivas
mantenida a lo largo de los tres afios de estudio en una localizacién
determinada dentro de la Comunidad de Madrid, la cual se denominé “area
de alto riesgo”. Se observé que el 70% de las cepas espoligotipadas
correspondian Unicamente a tres perfiles (SB0339, SB0121 y SB1142). La
tipificacion adicional de estos perfiles procedentes del area de alto riesgo con
la técnica MIRU-VNTR reveld la posible endemicidad de un nimero reducido
de patrones SB0339-VNTR y SB1142-VNTR ampliamente distribuidos en la region,
sugiriendo una transmision mantenida en esta area. La autocorrelacion
espacial hallada en la distribucién de los coeficientes de transmision estimados
en distancias inferiores a los 14 km apoya la hip6tesis de la presencia de
factores locales que determinan la transmision de la enfermedad entre

explotaciones vecinas.
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Abstract

Progress in control of bovine tuberculosis (bTB) is often not uniform, usually due to
the effect of one or more sometimes unknown epidemiclogical factors impairing the
success of eradicalion programs. Use of spatial analysis can help to identify
clusters of persistence of di leading to the identification of these factors thus
allowing the impl tion of t: ted control . and may provide some
insights of disease transmission, particularly when combined with molecular typing
techniques. Here, the spatial dynamics of bTB in a high prevalence region of Spain
were assessed during a three year period (2010-2012) using data from the
eradication campaigns to detect clusters of positive bTB herds and of those
infected with cerlain Mycobacterium bowvis strains (characterized using
spoligotyping and VINTR typing). In addition, the within-herd transmission

C ient () was estimated in infected herds and ils spatial distribution and
association with other potential outbreak and herd variables was evaluated.
Significant clustering of positive herds was identified in the three years of the study
in the same location (“high risk area”). Three spoligotypes (SB0339, SB0121 and
5B1142) accounted for >70% of the outbreaks detected in the three years. VNTR
subtyping revealed the presence of few but highly prevalent strains within the high
risk area, suggesting maintained transmission in the area. The spatial
autocorrelation found in the distribution of the estimated within-herd transmission
coefficients in herds located within distances <14 km and the results of the spatial
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regression analysis, support the hypothesis of shared local factors affecting
disease transmission in farms located at a close proximity.

Introduction

Bovine tuberculosis (bTB), caused by members of Mycobacierium tuberculosis
complex (mainly M. bovis, and to a lesser extent, M. caprae) is an important
zoonotic disease with a global distribution that has major implications for both
animal and human health [1]. Implementation of eradication programs, mainly
through test-and-slaughter strategies, has led to a significant decrease of the
prevalence and even to disease eradication in many developed countries 2, 3]
However, success of eradication programs is not uniform, leading to the
persistence of bTB in certain areas, usually associated with the presence of one or
more known risk factors, such as wildlife reservoir, large herds, or extensive
management that complicates animal testing [4-6].

The efficacy of eradication programs may be improved by using spatial statistics
to detect clusters of persistent infection and consequently targeting control efforts
to those high risk clusters [7], as shown previously for bovine tuberculosis in
livestock [£,9] and wildlife [10, 11]. Spatial analysis can be particularly powerful
when combined with molecular typing techniques, such as spoligotyping [12],
and MIRU-VNTR typing [13], which can provide critical information on the
spatio-temporal patterns of pathogen transmission [14]. The use of those
techniques has provided useful information of the distribution of M. bovis/ M.
caprae in a number of countries [15-15], d ated the tr ion between
livestock and wildlife [19], and provided useful information at a regional/local
scale [11]. Strain-related differences in terms of transmissibility and/for virulence
has been also suggested [20].

In Spain, a national bTB eradication program has been in place since 1987,
resulting in a marked decrease of BTB herd prevalence (from 11.4% in 1986 to
1.31% in 2012), although progress has been heterogeneous. This program is
nowadays based on yearly skin testing of every =6 weeks old animal, parallel use
of the interferon-gamma (IFN-7) assay as an ancillary diagnostic test in infected
herds, slaughter of all reactors, control of livestock movement, slaughterhouse
surveillance and monitoring, and control measures in wildlife reservoirs [21].
Despite the program’s success, the disease is still present at levels of concern in
some areas, such as the Autonomous Community of Madrid (ACM) [21], in
which a special incidence area was recently declared [22], thus suggesting the
presence of factors impairing the progress of the eradication campaigns.

In the present study, a spatial analysis was carried out using bTB data collected
in the ACM during a three-year period (2010-2012) with the objective of
identifying clusters of farms at high risk of disease. In addition, information on
the molecular profiles of the M. tuberculosis complex strains isolated from cattle
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during the study was used to identify highly prevalent strains associated with
persistent local transmission. Finally, differences in the within-herd transmission
coefficients estimated at a herd level in infected herds were also assessed, as well as
possible factors associated with high rates of disease transmission. Results found
here will help to evaluate the progress of bTB control in ACM and to support the
design and implementation of effective eradication programs in the regions.

Materials and Methods

1. Study population

The ACM, located in central Spain, covers an area of 8,022 km®, with a mean
altitude of 650 m and a continental-Mediterranean climate. During the 2010-2012
study period, ACM was home to 1,496 cattle herds that were tested at least once
during the 3 year study period in the frame of the eradication program. Only herds
for which the spatial location (coordinates) was available to us (n=1,387, 92.7%)
were included in the study (Fig. 1), The predominant production type was beef
(83.3% of the herds), followed by bullfighting (5.9%) and dairy (6.1%), whereas the
remaining herds (<4%) were of mixed types. Information included in the study was
exclusively derived from the work performed in the frame of the eradication
programs, and thus no experimental research on animals was performed.

2. In-vivo tuberculosis diagnostic tests

All active cattle herds included in the program were subjected to at least one
annual herd test using the single intradermal tuberculin (SIT) test according to
the European and Spanish regulations [23, 24]. SIT tests were performed by field
practitioners in all animals =6 weeks old by inoculation of 0.1 mg of the official
bovine PPD (CZ Veterinaria, Porrifio, Spain) in the left side of the neck. After
72 hours, animals with an increase of the skin fold thickness =2 mm were
considered reactors (severe interpretation). In addition, animals =6 months old
from positive herds (in which the infection was confirmed by detection of lesions,
culture and/or epidemiological evidences) were also subjected to IFN-y testing,
Hence, the IFN-y assay was used in those herds as an ancillary test to maximize
the number of infected animals detected [23] as described elsewhere [25].

3. Post-mortem laboratory tests

All reactors were subjected to post-mortem analysis to confirm the infection: first,
animals were screened to detect macroscopic lesions compatible with bTB in the
slaughterhouse. Lesions (if present) or tissue samples (lung and retropharyngeal,
bronchial and mediastinal lymph nodes) were collected from all reactors and
processed in the laboratory for isolation of M. tuberculosis complex members [26].
Isolates were identified as M. bovis/ M. caprae and characterized using
spoligotyping [12]. Isolates from the most prevalent spoligotypes in areas of high
prevalence were also typed using the Variable Number of Tandem Repeats
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Fig. 1. Lecation of cattle herds tested in the bTB eradication program during 2010-2012 in the ACM. Black dols indicate herds that were positive at
some stage in 2010-2012, and white dots indicate herds consistently negative during the three years. Circles indicate clusters of high risk identified in 2010,
2011 and 2012,

0710137 oumel. pone. 0 115632.5001

(VNTR) method as described before [13] using four loci (ETR-A, ETR-B,

M. bovis isolates from the Iberian peninsula [27, 28].

4. Data analysis
Information on the herd type (beef, dairy, bullfighting or other) and census,
(extensive/intensive), location and bTB test results {date, tests

&
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1

performed, of animals tested, ber of reactors at each test, number of
M. bovist M. caprae positive cultures, spoligotype/VNTR profiles found) during
2010-2012 were collected at the herd level from the official veterinary services and
the MycoDB (http://www.mycodb.es) databases. Positive herds were those in
which at least one reactor at the SIT test and/or the IFN-y assay was disclosed in a
herd-test during the study period. An outbreak was defined as the time period
from first disclosure of a bTH reactor until the herd had recovered its official bTB
free (OTF) status. Proportions and quantitative outcomes obtained in different
groups/clusters were compared using non-parametric tests (chi-square test,
Mann-Whitney test, Kruskal-Wallis test). The evolution of the herd prevalence in
the ACM was evaluated using the Cochrane-and-Armitage and Mantel tests for
lineal trend. Cochrane-Orcutt procedure was applied to control serial correlation
[24]. The discriminatory power (D) of spoligotyping and combined spoligo-
VNTR typing, defined as the average probability that each technique will allocate
two isolates randomly sampled from a population in two different groups, was
calculated using the Hunter and Gaston equation [30]. For the analysis each
different profile obtained from a given herd was counted once regardless the
number of typed isolates sharing the same profile.

Clustering of positive herds/prevalent molecular profiles was assessed using the
Bernoulli model of the spatial scan statistic. This model compares the observed
number of bTB-positive herds within all possible circular spatial windows in the
study area with the expected number of cases under the null hypothesis of random
distribution of positive herds [31]. We limited candidate clusters to 50% of the
total herds, and the region was scanned for areas at high and low risk for the
disease. The test was implemented using the SaTScan software version 9.1.1 [32].

In addition, we estimated the transmission coefficient (f, the average number
of animals infected from an infectious individual per unit of time) [33,34] in
positive herds with sufficient available information (date of first pos herd-test,
size of the herds, and number of reactors at each diagnostic test). Estimates for [
were calculated at the herd level as previously described with a slight modification:
the sensitivity and specificity of the fn-vive diagnostic tests were assumed to range
from 0.632 to 0,839 and 0.755 to 0,968, respectively, in agreement with previous
findings in a similar epidemiological setting as the one studied here [35]. Values of
[ were computed after 1000 simulations using @RISK 5.5 (Palisade Co, Ithaca,
NY, USA).

Incremental spatial autocorrelation (ISA) of the log-transformed [} coefficients
in the region was evaluated at increasing distances up to 22 km using Moran’s |
[36]. Before autocorrelation was 1, spatially isolated herds (defined as herds
separated from their nearest neighbor by more than three standard deviations of
the nearest-neighbor distances for all herds) were removed. When Moran's [
detected significant autocorrelation, the locations of any clusters were identified
using the Getis-Ord G*; statistic [37], which compared local f§ values (for each
herd and its neighbors within various distance bands) with global values to
identify areas with [} values that were higher (“hot spots™) or lower than expected
(“cold spots”). All autocorrelation tests were carried out using the Spatial
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Statistics Tools implemented in ArcGI5 10.1 SP1 (ESRI, Redlands, California,
USA).

Possible association between the herd-level factors and the log-transformed [§
coefficient for each herd were identified using simple linear regression. Potentially
significant (p<<0.3) covariates were then included as main effects in a multiple
regression model including significant (p<0.05) scientifically sound two-way
interactions. The final model was selected by an all-possible-subset regression
algorithm using the C, criterion developed by Mallows [38]. Residuals of the final
model were analyzed for spatial autocorrelation using Moran’s test [36] to
determine whether any spatial autocorrelation detected by the ISA above had been
explained by the model for herd-level factors. For this analysis, the neighborhood
for each herd was defined by the ISA distance band identified above with inverse-
distance weighting between herds. When significant residual spatial autocorrela
tion was found, a conditional autoregressive (CAR) model [39] was fitted using
the same covariates [40]. Regression analyses were carried out using R [41] and
the spdep package for CAR models [42].

Results

1. Distribution of bTB-positive farms

Herd-level prevalence (number of positive herds) was 5.5% (n=72), 7.3%
(n=94), and 5.9% (n=80) in 2010, 2011, and 2012 respectively, providing a non-
significant trend for the evolution of the herd prevalence in the three-year period
of study (p=0.05). Herd prevalence was not associated with production type
(Chi-square test, p=0.05).

High risk clusters (p<<0.05) were identified at approximately the same spatial
location in each of the three years of study (Fig.1, Table 1). Up to 230 herds
(16.6% of those included in the study) were included in a significant cluster at
least once during the study period, 157 of which were consistently found in the
area in which all three clusters overlapped (defined as “high risk area” from now
on). A significantly higher proportion of bullfighting herds were found in the 230
herds included at least once in a significant cluster compared with the rest of the
population (10.9% vs. 6.1%, Chi-square test, p=0.012} although this difference
became non-significant when the group was narrowed to include only the 157
herds consistently found in the high risk area (p=0.12). No significant differences
were observed in the herd size depending on the location {inside/outside high risk
areas) {Mann-Whitney test, p=0.3).

2. Molecular characterization of bTB outbreaks

At least one positive M. bovis culture was obtained and characterized in 76.4%
(55/72), 73.4% (69/94) and 72.5% (58/80) of the positive herds detected in 2010,
2011 and 2012 respectively. Overall M. bovis spoligotypes were available for 129
(72.9%) of the 179 herds that were positive at some stage during the study period;
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Table 1. Significant (p=0.05) duslers of bovine tuberculosis-positive herds found in each year during the period 2010-2012 in the Autonomous Community

Year Radius (km) Included herds Cases Observed mm

of Madrid.
2010 148 217
2011 134 154
20012 140 144

ar 19 535 <0.001
56 13 108 <0.001
43 215 8.00 <0.001

" Relative risk within the cluster.

it 10,137 joumal pone. 0115632 1001

in 64 of them more than one (and up to seven) different spoligotype profiles were
detected. A total of 30 spoligotypes were found, with three profiles accounting for
=70% of the profiles found every year (SB0339: 36.0%; SBO121: 20.2%; and
SB1142: 17.4%). The discriminatory index at the herd level was D=0.81. A
significant cluster of high prevalence (p=0.027) was only found for SB1142,
comprising most of the isolates located in the high risk area and in fact isolates
belonging to this spoligotype were found significantly {Chi-square test, p=0.001)
more often within the high risk area than outside (with 85.7% of all the SB1142
spoligotypes identified in the ACM found within this area), The discriminatory
index obtained including herds located in the high risk area was D=0.75.

Two-hundred and eighteen isolates belonging to the three most prevalent
spoligotypes in the high risk area (SB0339, n=112; SB0121, n=61 and 5B1142,
n=45}, recovered in the 2010-2012 period from 53 different herds, were subjected
to VNTR-typing (1-18 VNTR-typed isolates per herd). Fifteen of these 53 herds
were positive at least two years during the study period. The three spoligotypes
were subdivided into 24 different combined spoligotype-VNTR patterns.
Spoligotypes SB0339 and SB1142 were subdivided into eight and four VNTR
subtypes respectively, although one of them accounted for the majority of the
isolates (MV0006 for SBO339, present in 72/112 (64.3%) of the isolates, and
MWV0003, found in 41/45 (91.1%) SB1142 isolates) {51 Table). In contrast, SB0121
was further subdivided into 12 VNTR types, of which MV0001 and MV0074, the
mast abundant, were observed in only 16 (26.2%) isolates each of the 61 SB0121
typed strains (51 Table). No significant (p=>0.05) clustering of any spoligotype-
VNTR pattern was identified within the high risk area. At the herd level the
discriminatory index for the combination of spoligotyping and VNTR in the high
risk area was 0.83.

More than one spoligotype-VNTR profile was observed in 22 (41.5%) of the 53
herds in the high risk area. In 12 of the 15 recurrently positive herds (positive at
least two years) in 20102012 more than one profile was found (OR compared
with non-recurrently positive herds =11.2, 95% CI=2.6-48).

3. Spatial distribution of the p coefficient

Estimated within-herd transmission coefficients, 3, were available for 152 bTB
outhreaks in 142 cattle herds during 2010-2012 in Madrid, of which 143 occurred
in 133 cattle herds (114 beef, 13 dairy and 6 bullfighting) with a known spatial
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location. Sixty-one of these herds were located within the high risk area. The
median [} estimate was 4,42 (IQR=2.62-6.29). No significant differences were
found between locations of the outbreaks (within/outside the high risk area;
Mann-Whitney test, p=0.6) or production types ( Kruskal-Wallis test, p=0.25). In
contrast, [} was significantly higher (Mann-Whitney test, p<<0.001} in herds in
which the I[FN-y assay had been applied (n=87, median f=4.85) compared to
those where only the SIT test was used (n=46, median f=2.6) and in those where
M. bovis was isolated (n=100, median f=4.67) compared with those where it was
not (n=33, f=2.58).

The analysis of the log-transformed Bs estimated in herds from the whole ACM
(n=133) suggested the absence of clustered transmission dynamics (Moran's
1=0.40, Z=1.32, p=0.19) once spatial outliers (n=6) were removed. Still,
incremental spatial autocorrelation analysis revealed that most clustering,
although not significant (p=0.09), occurred at 14 km. When the analysis was
performed using only infected herds located in the high risk area (n=60),
incremental spatial correlation analysis of the log-transformed fis revealed the
occurrence of highly significant positive autocorrelation (p=0.0003-0.036)
between 6 and 14 km distance with a peak at 12 km (Fig. 2}, In the high risk area,
Getis-Ord G revealed the presence of hot and cold spots with unexpectedly high
and low log-transformed [ values (p<<0.05) in the western and eastern parts of the
area respectively, including 5 and 7 herds (Fig. 3).

4. Regression analysis

Bivariate linear regressions using data from all the ACM failed to identify any
herd- or management-related variable associated with disease. However, there
were six DTB-related variables as potentially (p<0.3) associated with the log-
transformed P coefficient: number of reactors in the first herd test, number of
positive herd-tests in the outbreak, use of IFN-v, isolation of M. bovis during the
outbreak, number of spoligotypes present and existence of previous outbreaks).
The final multivariable model included only the number of reactors in the first
herd-test, use of [FN-y assay, isolation of M. bovis and the interaction between the
latter two (Table 2). Moran’s 1 test for spatial autocorrelation in residuals from
this model did not detect any evidence of spatial correlation (p=0.20),

Bivariate analysis of data from herds located in the high risk area identified a
slightly different set of production (management type and categorized census) and
outbreak-associated ( ber of reactors in the first herd test, use of [FN-vy,
isolation of M. bovis during the outbreak and existence of previous outbreaks)
variables as potentially associated with the log-transformed [ coefficient. The final
model included only number of positive reactors in the first herd test, isolation of
M. bovis and existence of previous outbreaks. However, in this case Moran’s I test
for spatial autocorrelation in residuals from the model suggested the presence of
spatial correlation (p=0.06). Consequently, a CAR model was fitted, which
resulted in controlling for spatial autocorrelation (2=6.69*10"°, p=0.15)
{Table 2),
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Fig. 2. I5A of the log-transformed | coefficient of bTB —infected herds located in a high risk area
{n=80) in the ACM in 2010-2012.

doi: 10,137 1 fournal pone.0115632.6002

Discussion

Despite the efforts and funds invested on bTB control programs, disease
eradication from the cattle population still remains a challenge in many developed
countries. Even within a single country, the results of national eradication
programs may be highly variable. This heterogeneity is often linked to the
presence of a significant wildlife reservoir that maintains the infection [43], but
may occur also in areas such as the ACM in which prevalence of infection in the
potential wildlife reservoir species present, the wild boar, is considered low. Here,
we analyzed the spatial variation in bTB within the ACM to describe risk patterns
and determine the causes of departures from typical transmission levels within the
region.

Data from a last three-year period (2010-2012) revealed a consistent cluster of
high prevalence (Fig. 1). This is not surprising, given the considerable time
required for regaining the OTF status in infected herds, with a median duration of
307 days in the period 2006-2012 in the same region [35]. The lack of additional
clusters in other areas in which estimates of wild boar density are similar or higher
than in the high risk area [44,45] suggest that at least this is not the only factor
playing a role in the maintenance of bTB in the region,

Given the limitations of bTB diagnostic techniques, isolation of the causative
agent is desirable (and usually required) to confirm the infection at the herd level,
In this study, we were able to confirm the infection in 75.6% of the positive herds,
and at least one isolate was characterized using spoligotyping in 96.9% of them
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Fig. 3. Cluster of herds showing significantly (p-0.05) low (black dots) or high (white dots) values for the log-transformed | coefficient as

determined by Getis-Ord G*; within a high risk area of the ACM.

010,137 umal. pone. 0115632 5003

(approximately 73% of all detected outbreaks), Molecular typing data revealed the
presence of three highly prevalent spoligotypes in the region, two of which
(SBO121 and SB0339) are among the 15 most abundant profiles in a database of
M. bovis isolates collected throughout all Spain in 1992-2007 | 15]. Discriminatory
power of spoligotyping in the region was lower than that described for the whole
country (D=0.81 vs. D=0.87) [15]. In fact, finding that more than 70% of the
profiles belonged to just three spoligotypes highlights the limitations of this
technique for epidemiological purposes. This is particularly true when
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Table 2. Point estimates, standard emors (S. E}alﬂmmmlnh\rﬂatgﬁﬁclld&w mwmm»enhimald F'vdusoflhevanables
ramaining in the final models measuring the assocaton between herd-level and the log: herd ient for all
infecled hirds located in the Aulonomeus Community of Madnd in 20102012 {n=248) and infecied herds located in high risk area (n=635).

All hards

Herds in high risk area

| S.E.
reactors in first herd-test 004? <0001
use of IFN-y 0397 0.085 =0.001
History of pravious outbreaks =021 0109 0.05
reactors in first herd-test 0.054 0.008 <0.001
Isolation of M. bovis 0.574 0.203 0.006
Hislory of pravious outbreaks -0.255 0133 0.06

doi: 10U137 Vpoumal pone 0115632 1002

spoligotypes highly prevalent at the country level are found [46], as with no
further information it is impossible to conclude if finding them is due to the
recirculation of a limited number of highly prevalent strains or to a lack of
discriminatory power of the technique.

For this reason isolates belonging to the three most prevalent spoligotypes in
the high risk area were further subtyped using VNTR analysis. However, although
the use of VNTR subtyping increased the discriminatory ability, a considerable
genetic homogeneity was still found for SB0339 and SB1142 (with one spoligo-
VNTR pattern accounting for 60-90% of the isolates) (51 Table). The larger
variability in isolates with a SB0121 spoligotype found here was in agreement with
a previous study in which a panel of 115 SB0121 M. bovis isolates was further
divided in 65 VNTR profiles [28]. Still, a more limited variability was observed
here (D=0.83 compared with D=0.99), probably related with the increased
probability of finding isolates epidemiologically related. At the national level
SB0339 and 5B1142 are found predominantly in the ACM (up to November 2013
52% and 78.2% of all typed isolates belonging to these profiles were coming from
cattle located in this region according to the Spanish database of animal
mycobacteriosis) [47], Therefore, the limited genetic variability found in those
spoligotypes may reflect the endemicity of a reduced number of spoligo-VNTR
types widely distributed in the region. On the other hand, the higher heterogeneity
found in isolates from the SBO121 spoligotype, the most abundant in the Iberian
Peninsula [48, 15], could be a consequence of several different and unrelated
introductions of M. bovis strains from other regions of the country. Thus,
usefulness in outbreak investigation of VNTR to determine the potential
relatedness of isolates with an epidemiological link would be highly dependent on
the spoligotype of the isolates being typed. 5till, the association between a higher
number of spoligo-VNTR patterns found in a given herd and its positivity for at
least two years in 2010-2012 suggests that recurrence of bTB in the herd in this
three-year period may be related not only with persistence of infection but also to
exogenous introductions of different M. bovis strains.

Within-herd transmission coefficient estimates found in the present study were
in line with those obtained in the ACM [35] and elsewhere [49-51]. Horizontal
transmission of bTB is considered to be low under normal circumstances, but
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certain management factors (such as herd size and density, or lack of hygi
measures in place} may contribute to increase the cattle-to-cattle transmission

. In addition, the ancillary use of more sensitive diagnostic techniques,
buch as the TEN- ¥ detection assay, may induce an increase in the number of
sitive animals be]ng detected, yielding an apparent increased transmission
within a herd [35]. Therefore finding herd and outbreak-related variables
potentially associated with the [} estimate in a given herd was not an unexpected
finding, Final models selected only variables associated with the outbreak {use of
IFN-y, number of reactors found in the first positive herd test and history of
previous bTB outbreaks for the whole region and reactors in the first herd, history
of previous outbreaks and isolation of M. bowis in the herd for the high risk area)
reflecting the expected strong impact of increased number of reactors and of
confirming the infection in the method used for B estimation. Although a prior
history of disease in the herd has been associated previously with an increased risk
of future outhreaks [54], here it was associated with a decreased estimate of [§
(both in the whole ACM and the high risk area) (Table 2). This would suggest
that transmission was particularly low in herds experiencing repeated outbreaks
compared with the rest of infected farms present in the region during the study
period. Possible explanations for such finding include the presence of an increased
rate of false-negative reactors in these farms (that could lead to an incorrectly
lower estimate of within-herd transmission} or anergic infected cattle that would
originate the different outbreaks. Interestingly the genetic profile of the isolate was
not associated with the estimated transmission at the herd level; this could be due
to a lack of strain-dependent differences in the transmissibility of a given strain or
to the effect of the test-and-cull strategies that would hamper the expression of
these differences at demonstrable levels [20].

The spatial pattern of the [} coefficient across the region and particularly in the
high risk area revealed a significant effect of the location of the herds in their
estimates. A strong positive autocorrelation was found at low distances (<14 km)
suggesting that the intensity of transmission within neighboring herds was similar.
Such result may be due to a shared contact network (between-herd contacts in
shared pastures, controlled and uncontrolled local cattle movements, exposure to
infected wildlife or other as yet unidentified local source in herds located in the
same vicinity). Neighboring contacts can be highly variable between and within
regions [55], and no information was available here to further characterize the
contact networks between farms in the ACM. However, the lack of autocorrela
tion in the residuals of the best model found for the whole region suggests that at
the regional level variables included in the final model (use of IFN-y assay,
number of reactors in the first herd test and previous history of bovine
tuberculosis) may account for the majority of the spatial variation of the
coefficient. At a local scale in the high risk area, evidences suggesting the existence
of autocorrelation in the residuals of the best linear regression model led to the
use of a CAR model, selected due to its best fit for situations with relatively local
spatial autocorrelation [56], as those shown by the incremental spatial
autocorrelation analysis here. The lack of autocorrelation in the residuals once the
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CAR model was fit supports the hypothesis of shared local factors affecting disease
transmission in farms located at a close proximity (<14 km) within the high risk
area.

In summary, bTB was unevenly distributed in the ACM, with a cluster of
increased incidence being present in 2010-2012. Most cases (=70%) detected in
the region were due to three spoligotypes (SB0339, SB0121 and SB1142). VNTR
analysis of isolates from the high risk area belonging to these profiles revealed a
high genetic homogeneity of isolates belonging to 580339 and SB1142, thus
suggesting a wide distribution of certain strains with a sustained transmission in
the area. Within-herd transmission coefficient estimates were in agreement with
those reported earlier for the same area, but the strong spatial dependence
between the data, particularly in the high risk area, found at distances <14 km
further supports the hypothesis of local transmission of strains between neighbor
herds, or from a common source. These results will help to evaluate progress and
to increase the effectiveness of bTB control programs in the region.
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6.3. Capitulo Il

6.3.1. Evaluacion de la sensibilidad del Programa de Erradicacion de la
tuberculosis bovina en una regién de alta prevalencia de Espafia

mediante un arbol de escenario

En Espafia, el programa nacional de erradicacion de la tuberculosis bovina
(bTB) se basa actualmente en la intradermotuberculinizaciéon (IDTB) rutinaria
de animales mayores de semanas y el uso en paralelo de la prueba del
gamma-interferén en explotaciones infectadas, ademas de la vigilancia en
matadero y el control de los reservorios salvajes. El éxito de este programa en
la reduccion de la prevalencia de bTB esta limitado, en parte, por el hecho de
que las pruebas diagnésticas disponibles no son capaces de determinar
correctamente el estado de infeccion por su agente causal en un porcentaje
de las vacas analizadas, por lo que la prevalencia aparente (proporcion de
animales positivos a las pruebas) puede diferir de la prevalencia real
(proporcioén de animales infectados). Esto puede dar lugar a una clasificacion
incorrecta de las explotaciones infectadas como oficialmente libres de bTB
(OTF) debido a la ausencia de reactores, especialmente cuando una prueba

de limitada sensibilidad como la IDTB se emplea como prueba de cribado.

Por todo lo anterior, se tomo la decision de evaluar la sensibilidad de rebafio
(HSe) del programa actual de erradicacion de la bTB en la Comunidad
Auténoma de Castilla y Ledn, regidbn con mayor censo bovino del pais,
empleando un arbol de escenario. La HSe se define como la probabilidad de
identificar minimo un animal reactor a una prueba diagnéstica aplicada en
una poblacién verdaderamente infectada. Para alcanzar este obijetivo,
primero se desarroll6 un arbol de escenario que reflejara el esquema
diagnoéstico oficial establecido en explotaciones OTF. A continuacion, el
rendimiento del modelo fue evaluado mediante la comparacién del niUmero
de reactores a la IDTB y el niumero de animales positivos en el analisis
bacteriolégico en explotaciones recién infectadas predicho por el modelo

con el observado en explotaciones recién infectadas y detectadas en Castilla
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y Ledn en el periodo 2011-2015. Una vez que este modelo estuvo validado, se
empleé para estimar la HSe esperada y, por consiguiente, el nivel de
enfermedad que permanece sin detectar por la campafia diagndstica

actual.

La HSe estimada de la IDTB simple (SIT) con interpretacion severa en
explotaciones con una baja prevalencia intra-rebafio fue moderada
(mediana= 76,2%) sugiriendo que aproximadamente tres de cada cuatro
explotaciones recién infectadas serian detectadas mediante esta prueba. Por
otro lado, la probabilidad de confimacibn de estas explotaciones
(previamente positivas a SIT) a través del andlisis bacteriolégico se situd en
torno al 65%. Sin embargo, la probabilidad estmada de que estas
explotaciones infectadas no confirmadas recuperasen la calificaciéon OTF tras
los dos siguientes saneamientos consecutivos (es decir, ningun reactor a SIT

observado) fue del 8,7%.

Estos resultados resaltan la importancia de la vigilancia en matadero en el
sacrificio rutinario de animales procedentes de explotaciones OTF, asi como
de las medidas de control impuestas en explotaciones positivas, aunque no
confirmadas, como es la restriccion del movimiento de animales y la revision

del estado de la explotacion mediante saneamientos adicionales.
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Madrid, October 8, 2018
Dear editor,

We are enclosing the manuscript “Assessment of the sensitivity of the bovine
tuberculosis eradication program in a high prevalence region of Spain using
scenario tree modeling” for you to consider its publication as an original research paper
in the Preventive Veterinary Medicine journal. This work is original and is not being

considered for publication in any other journal.

Bovine tuberculosis (bTB) is, in spite of the many efforts invested in its
prevention, control and eradication, one of the most important diseases affecting livestock
in many countries worldwide. One of the main reasons preventing its effective control in
high prevalence areas is the limited sensitivity of the screening test for detection of
infected herds (typically the intradermal tuberculin test), what can lead to the
misclassification of bTB-infected herds as officially tuberculosis free due to the absence
of reactors. Here, we developed a scenario tree model mimicking the diagnostic test
scheme stablished in a high prevalence region (Castilla y Leon) in Spain in order to
estimate the Herd-Level Detection Sensitivity of the current diagnostic strategy for
detection of recently bTB-infected herds. In order to do so, the probability of detecting at
least one positive animal in the single intradermal tuberculin (SIT) test with/without post-
mortem (detection of lesions and culture) confirmation was estimated using Monte Carlo
simulation considering the effect of herd size, and results were later validated using data

from the official tuberculosis eradication program in Castilla y Leon.

Our results suggest that, in Castilla y Leon, the SIT test is able to detect in a first
herd-test approximately three out of four newly infected herds at a low within-herd
prevalence, number that rises to nine out of ten after two consecutive herd-tests carried
out in the same herds. On the other hand and according to the model, the bacteriological
analysis is able to confirm the presence of the Mycobacterium tuberculosis complex agent

causing the disease in approximately two out of three newly infected herds detected
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through the SIT test. These results highlight the importance of routine testing of herds
considered tuberculosis-free and the usefulness of performing subsequent SIT tests to rule
out infection in SIT-positive herds even when the causative agent cannot be isolated.

All authors have contributed significantly to the work and they have read and

approved the content of the manuscript. To the best of our knowledge, the manuscript

complies with format requirements as specified in the author’s guide.

We look forward to your response.

Dr. Julio Alvarez
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Highlights

The herd-level sensitivity of the current bTB diagnostic strategy in Spain was
assessed

SIT test can detect 76.2% of newly bTB-infected herds in a first herd-test.

In 65.3% of newly infected-SIT positive herds the presence of MTC is confirmed
by culture.

8.7% of infected but not-confirmed herds may regain OTF status after two herd-
tests.

Herd sensitivity of both SIT test and culture directly correlated with herd size.
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Abstract

In spite of the efforts invested to eradicate bovine tuberculosis (bTB) in cattle, the
disease is still present in several developed countries, including Spain. Among the
factors related with disease persistence in high prevalence areas, the lack of sensitivity
of the screening test for detection of infected herds [single intradermal tuberculin (SIT)
test] can play a major role. Here, a scenario tree model mimicking the diagnostic test
scheme in place in the region of Castilla y Leon (Spain) was developed to estimate the
probability of detecting bTB in a newly infected officially tuberculosis free (OTF) herd
(herd sensitivity, HSe). In order to do so the probability of detecting at least one positive
animal in the SIT test with/without post-mortem (detection of lesions and culture)
confirmation in a recently infected herd was estimated using Monte Carlo simulation
through @RISK (Palisade Co, NY, USA). Uncertainty on the accuracy of the diagnostic
tests was introduced in the model using distributions based on the literature. The
performance of the model was evaluated by comparing the predicted number of
SIT/post-mortem positive animals in infected herds with those observed in newly
detected bTB-infected herds in the region in 2011-2015. The estimated HSe of the SIT
test was 76.2% (95% probability interval: 19.8-97.6). According to the model, bTB
infection would be then confirmed through culture in 65.3% (95% PI: 50.0 - 82.3) of the
herds detected through the SIT test, so that overall the proportion of newly bTB infected
herds in which the infection could be confirmed after the initial SIT test was 49.6%
(95% PI: 9.75 - 80.3. The predicted HSe of both SIT test and culture was directly
correlated with herd size. Results from the model suggest a moderate but highly
variable HSe of the current surveillance system in place for bTB detection in OTF herds
located in high prevalence areas, that could be maximized by performing multiple tests

within a year as indicated in the Spanish eradication program (with a median SIT HSe
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of 87% when two consecutive tests were considered). In addition, these results highlight
the usefulness of performing subsequent SIT tests to rule out infection in SIT-positive

herds even when the causative agent cannot be isolated.

Keywords: Bovine tuberculosis, Cattle, Herd Sensitivity, Scenario Tree Modelling,
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1. Introduction

Bovine tuberculosis is a cattle disease caused by members of the Mycobacterium
tuberculosis complex (MTC) (primarily M. bovis and, to a lesser extent, M. caprae) that
has a worldwide distribution (Collins, 2006; Michel et al., 2010). Due to its zoonotic
nature and the major economic losses it causes in the livestock sector, important efforts
are invested in its surveillance and control (OIE, 2011; Olea-Popelka et al., 2017,
WHO, 2017; Dean et al., 2018). These control strategies are typically based on the early
detection and removal of infected animals to prevent the spread of the disease, because
these animals can become infectious long before they exhibit clinical signs of bTB (de
la Rua-Domenech et al., 2006). The implementation of control programs has led to a
significant decrease of bTB prevalence and its eventual eradication in many
industrialized countries (Cousins and Roberts, 2001; Collins, 2006), while success has
been more limited in others such as the UK or Ireland, (EFSA, 2016, 2017).

In Spain, a wide national bTB eradication program has been in place since 1993, and it
is nowadays based on the yearly skin testing of >6 weeks old animals and the parallel
use of the interferon-gamma (IFN-v) assay as an ancillary diagnostic test in infected
herds, along with additional measures including slaughterhouse surveillance and control
in wildlife reservoirs (MAPA, 2017b). The success of this program has been limited due
in part to the fact that currently available diagnostic tests do not correctly determine the
MTC infection status in a proportion of the tested cattle (de la Rua-Domenech et al.,
2006), so that the apparent prevalence (i.e., proportion of test-positive animals) may
differ from the true prevalence (proportion of infected animals). This could lead to the
misclassification of bTB-infected herds as officially tuberculosis free (OTF) due to the
absence of reactors particularly when using a test with a limited sensitivity, such as the

skin test (Adams, 2001; Pollock et al., 2005; de la Rua-Domenech et al., 2006), as the
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screening technique. In order to minimize this risk, the European legislation requires the
routine periodic testing of all animals in OTF herds from infected countries/regions
using the skin test; when infection is confirmed two consecutive skin tests in which no
reactors are detected (the first no less than 60 days after the removal of the last positive
reactor. and the second no less than four months and no more than 12 months after their
removal), must be conducted in a herd in order to recover its OTF status (annex A of
Council Directive 64/432/EEC). This strategy aims at compensating the lack of
individual sensitivity through the repeated testing of all the population at risk in order to
ensure an adequate herd sensitivity (de la Rua-Domenech et al., 2006). However, this
herd sensitivity is difficult to estimate due to the many factors that may affect it, such as
the sensitivity and specificity of the individual test being used, the prevalence of the
disease and the number of animals in the herd being tested. In this context, scenario tree
modelling can be a useful tool (Alba et al., 2010; Norstrom et al., 2014; Foddai et al.,
2016; Isoda et al., 2017).

A scenario tree disaggregates a complex problem into its different components, in a
logical and temporal sequence, to ease its comprehension and the decision-making
under conditions of uncertainty (Weinstein, 1980). A branching structure (tree) is used
to represent every possible event in a specific setting, including uncertainties and the
associated outcomes; these uncertainties (probabilities) determine the transition along
the alternative branches (Rokach, 2015).

We present here an assessment of the sensitivity of the bTB eradication program for the
detection of bTB-infected cattle herds in the region of Castilla y Leon, which has the
largest cattle population in Spain [16,975 herds and 1,204,920 cattle in 2015 (MAPA,
2017b)], using scenario tree modelling. In order to achieve this aim, we first developed

a scenario tree mimicking the diagnostic test scheme established in the region for OTF
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herds. The performance of our model was then evaluated by comparing the predicted
number of skin test reactors and post-mortem positive animals in infected herds with
those observed in bTB-infected herds detected in Castilla y Leon in 2011-2015. Once
the model was validated, we used it to estimate the expected herd sensitivity and,
consequently, the burden of disease that may remain undetected using the current bTB

diagnostic approach in this high prevalence region of Spain

2. Materials and methods

2.1. The implementation of the Spanish bTB eradication program in Castilla y Leon:
diagnostic strategies and classification of herds according to bTB results

The testing strategy performed in OTF cattle herds in Castilla y Leon is illustrated in
Figure 1. Briefly, the single intradermal tuberculin (SIT) test is used as the routine
technique following European and Spanish legislation (EU Council Directive
64/432/CEE and Royal Decree RD 2611/1996). The SIT test is performed by trained
veterinarians on >6 weeks old cattle in the herd (MAPA, 2017b) (Figure 1, a). To
maintain the officially tuberculosis free (OTF) status, a herd must undergo one or two
annual herd-tests (depending on the bTB prevalence in the local veterinary unit) with
negative results (MAPA, 2017b). If a reactor is found, the OTF status of the herd is
suspended and, if the presence of bTB is confirmed (through isolation of the causative
agent and/or epidemiological evidence) the OTF status is withdrawn, and the IFN-y
release assay is then applied in the next herd-test in parallel to a new SIT test (Figure 1,
b). A herd recovers its OTF status or the suspension is lifted if no positive animals are
found in two consecutive herd tests.

Therefore, herds may be in any of the following mutually exclusive bTB statuses

(Figure 1):
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T3: OTF herds;
7S: T3 herds whose sanitary status has been suspended according to Real
Decreto 1716/2000 (reactors detected, pending of bacteriological confirmation);
7R: herds whose sanitary grade has been withdrawn according to Real Decreto
1716/2000 (reactors confirmed by bacteriology and/or epidemiological
evidences),
72: herds whose bTB history in the last years is known, and that is undergoing
routine testing to achieve or regain or lift the suspension of the OTF status.
These are divided in two subcategories:
1. 72-: herds with no reactors in the last herd-test;
II. 72+: herds in which at least one reactor was disclosed in the last herd-
test or in which not every animal was tested;
T1: new herds or herds whose bTB history in the last years is unknown.
2.2. Study data
The bTB diagnostic tests results from all herd tests carried out during 2011-2015 in
cattle herds located in the region of Castilla y Leon, in the west-central area of Spain,
were screened for the identification of OTF herds whose OTF status was withdrawn
(TR). The ID, production type and size of every herd, as well as the dates in which the
tests were performed and the number of positive animals in the SIT test and post-
mortem analyses were stored in an Excel spreadsheet.
2.3. Diagnostic tests
2.3.1. Single cervical intradermal tuberculin test (SIT): The SIT test is performed
according to European and Spanish regulations (RD2611/1996, transposition of annex
A of Council Directive 64/432/EEC) by field practitioners on all >6 week-old animals

in the herd by intradermal inoculation of 0.1 ml of the official bovine PPD (CZ
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Veterinaria, Porrifio, Spain) in the anterior neck area. After 72 hours, animals with a >2
mm increase of the skin fold thickness (or with presence of clinical signs) are
considered reactors (extra-severe interpretation).

2.3.2. Post-mortem analyses: Reactors are culled at the slaughterhouse within the first
two weeks after being disclosed. They are subjected to a post-mortem examination for
detection of bTB compatible lesions and tissue samples (bTB lesions and, if these are
absent, lymph nodes from at least four of the following anatomic regions: head, thoracic
cavity, scapular region, abdominal cavity and mammary gland) are collected for
performing microbiological culture. Samples are stored at -20 °C until their analysis.
Microbiological culture is performed as described elsewhere (Alvarez et al., 2014).

2.4. Scenario tree: description and applicability

Here, we formulated a scenario tree (Martin et al., 2007) representing the diagnostic
scheme applied in OTF cattle herds in the region of Castilla y Leon (Figure 1) to
estimate the Herd-Level Detection Sensitivity (HSe) based on probabilistic sampling.
The HSe is defined as the probability of finding at least one reactor in a diagnostic test
applied in a population of known size that is truly infected at a given prevalence (Martin
et al., 1992; Christensen and Gardner, 2000; Martin et al., 2007). A cohort of animals
belonging to a theoretical OTF herd (7'3; Figure 1, a) of a certain size and subjected to
routine SIT testing that became infected at a certain (true) prevalence was considered
the starting point.

2.4.1. Simulating diagnostic tests in a newly bTB infected herd

When the theoretical bTB-infected herd is subjected to a routine SIT testing, the number
of SIT reactors (Vg) that would be expected is the sum of the true positive (i.e., infected

and positive in the SIT test, 7P) and false positive reactors (not infected but positive in
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the SIT test, FP). Both 7P and FP are assumed to follow a Binomial distribution as
follows:

TP~Bn(N;, Sesr*Prev) and

FP~Bn(N;, (1-Spsrp) *(1-Prev));

where ; is the herd size of the simulated herd, Segr and Spgr represent the sensitivity
and specificity of the SIT test, respectively, and Prev is the true bTB prevalence in the
herd.

If one or more reactors are found in the herd test, the OTF status of the herd is
suspended and reactors culled and subjected to post-mortem analysis (detection of gross
lesions at the slaughterhouse and bacteriological analysis). The number of slaughtered
reactors with bTB lesions (V,,) is assumed to follow a binomial distribution:
Npes~Bn(TP, Segr),

where Seg; is the probability that a bTB-infected/SIT-positive animal has visible lesions
detectable in the slaughterhouse (slaughterhouse sensitivity; Table 1). The number of
truly infected animals that are slaughtered but have no lesions (Nyres) is the result of
subtracting the Ny, from the 7P.

Finally, the number of culled bTB-infected animals in which the infection is confirmed
by bacteriology (Ney+) is estimated assuming a different probability of detection (i.e.,
sensitivity of the culture test) in animals with and without lesions, because a higher
sensitivity of the technique was assumed for the former category (Araujo et al., 2014;
Courcoul et al., 2014). Therefore, N+ is the sum of the number of lesion-
positive/culture positive (Ncui+ nres) and of lesion-negative/culture positive animals
(Ncuir+ Nnoles)- that are estimated separately using binomial distributions, so that:

Ncuir+ Nes~ Bn(Nies, Secuiturea) and

Neutrr Nnores BN ooLes, Secuimren)s
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where Secuimes ad Secuiures are the sensitivity of culture when performed in samples
with lesions and without lesions, respectively.

The scenario tree was developed using the Decision Tree tool (Palisade Co, NY, USA).
2.4.2. Model assumptions

The sensitivities and specificities of the diagnostic tests applied (SIT test,
slaughterhouse surveillance and bacteriology) were assumed to follow Beta
distributions based on the scientific literature (Table 1). Briefly, for the SIT test, Segr
and Spgr were modeled as Beta distributions based on previous studies performed in the
same region (Alvarez et al., 2012) (Table 1). The sensitivity of the slaughterhouse
surveillance was assumed to follow a Beta distribution centered on 55% as previously
reported (Willeberg et al., 2018). For the sensitivity of bacteriology (Secujue), @ most
likely value of 78.1% with a 95% confidence that the true value was above 50% was
assumed for animals with lesions (Courcoul et al., 2014), while in the case of animals
without lesions this value was divided in half (Table 1). Culture was assumed to have a
perfect specificity (Cousins, 2014).

2.4.3. Estimating the initial true within-herd prevalence in newly bTB infected herds
Values for the initial (true) bTB prevalence (Prev) were estimated using data from the
SIT positive 7R herds detected in Castilla y Leon in 2011-2015. First, the true
prevalence in herd i (Prev;) when the infection was first detected was estimated using
the Rogan-Gladden estimation (Rogan and Gladen, 1978) as follows (equation 1):

AP+ (Spsir - 1)

Previ= Sp + (Sesir—1) )

where Segr and Spgrr represent the sensitivity and the specificity of the SIT test,
assumed to follow a Beta distribution as explained before (Table 1), and AP; the

apparent prevalence (observed prevalence of reactors in the SIT test) in each of the i 7R
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herds. One thousand Prev; estimates per TR herd were obtained through Monte-Carlo
iterations implemented using @RISK 7.5 (Palisade Co, NY, USA).

A Beta distribution was then fitted to the median Prev; values obtained from all 7R
herds after the exclusion of herds with sizes <20 animals (in order to avoid artificially
high Prev; estimates due to small sample sizes) and herds in which negative/zero
median Prev; estimates were obtained. The Beta distribution was fitted using the
fitdistrplus (Delignette-Muller, 2015) package in R, version 3.4 (RCoreTeam, 2017).
2.4.4. Assessing the reliability of the conceptual model:

In order to evaluate if the conceptual model adequately predicted the values observed in
the field, the model was run for the breakdown herds detected in 2011-20135, defined as
those in which infection was confirmed through culture and/or a positive median Prev;
estimate was obtained using the Rogan-Gladden formula. For each of the herds, infected
with an initial bTB prevalence Prev selected at random from the Beta distribution
described in the previous section, one thousand iterations were run in @RISK, and the
values for Ng, Nies, Nyores and Neyyy and Ny, stored. These values (1000/herd) were
then compared with the observed number of reactors and culture-positive animals found
in each of the breakdown herds. When the observed value for N or Nei: of a given
herd fell within the 5™ and 95™ percentile of the distribution of the simulated values, this
was considered proof of an adequate predictive ability.

2.4.5. Estimating the herd-level sensitivity of the SIT test (HSegr). of the post-mortem
analysis (HSec,) and of the diagnostic strategy (HSeq;)

The HSegr is the probability that at least one reactor in the SIT test is found in a truly
infected herd. The HSec, is the probability that at least one culled animal from a truly
infected herd that had been detected in the SIT test is culture positive. Finally, HSey; is

the probability of finding at least one culture positive animal in a truly infected herd.
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HSegr and HSeyy; were calculated as the proportion of iterations in which each infected
herd was detected by the SIT test (i.e., Ng>0) and by the post-mortem analysis (i.e.,
Neuir>0), respectively. HSec,; was calculated as the proportion of iterations with Ng>0
in which Ny was >0 (so that HSec,;, = HSeqw/HSesr).

The resulting HSegr, HSecy; and HSey;; estimated for each herd were used to fit Beta
distributions using the fitdistrplus package in R.

2.4.6. Estimating the number of newly bTB-infected and misclassified herds in 2011-
2015 in Castilla y Leon

First, the apparent bTB herd prevalence (herd AP) in each year j of the period 2011-
2015 was calculated as the proportion of 7R herds detected using SIT and culture out of
all the OTF herds tested (equal to the total number of OTF herds reported by the official
authorities of the region at the end of the previous year of study, j-/) (equation 2):

TRSIT + and Culture +)

herd AP;= OTF, ;

2)

Dividing this proportion by the median of the HSe,; distribution, an estimate of the true
herd prevalence of bTB (herd Prev) for each year of study j was obtained as follows
(equation 3):

herd_AP;

herd Prev;= i liSean

€))

Then, each herd in the dataset from each year of study was randomly assigned an
infection status (0, 1) using a Bernoulli distribution with a probability equal to the
herd_Prev; for year j. For all the infected herds (infection status=1) the probability of
detection using the SIT test (Figure 1, 1a) and of confirmation through culture for the
SIT-positive herds (Figure 1, 1b) was estimated by drawing 1,000 values from a

Bernouilli distribution with p equal to HSegr and HSec,;, respectively.
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In addition, and since bTB infected/SIT-positive herds in which infection is not
confirmed through culture still need to undergo two consecutive negative SIT tests to
recover the OTF status (Figure 1, dashed path: 2a and 3a), the probability of having no
reactors in SIT-positive/culture negative herds in two consecutive herd tests was
calculated based on a Bernouilli probability with p= (1-HSegr)?.

Estimates were obtained through one thousand Monte-Carlo iterations implemented

using @RISK.

3. Results

A total of 1,930 7R herds were identified during 2011-2015 in Castilla y Leon through
routine SIT testing, slaughterhouse surveillance or epidemiological links with other
infected herds. The number of OTF herds tested and 7R herds disclosed each year is
presented in Supplementary Table 1.

Among the 1,930 7R herds, 1,509 had at least one reactor. Of these, negative or zero
Prey estimates were obtained using the Rogan-Gladden formula for 111 7R herds, and
114 herds had <20 animals. Therefore, the Prev; estimates from the remaining 1,284 7R
herds were used to fit the Prev Beta distribution, which had a median value of 2.64%
(95% PI: 0.05 - 15.54).

The model was then applied to the 1,475 breakdown herds detected in 2011-2015 [1,509
TR herds with at least one reactor except those in which infection was not confirmed
and yielded negative or zero Prev estimates (n=72) plus 38 7R herds identified through
slaughterhouse surveillance]. Most of them (86.6%) were beef herds, while 7.8%, 4.6%
and 0.9% were dairy, mixed and bullfighting herds, respectively. The median herd size
was 72 animals (interquartile range: 41-118). The number of SIT reactors detected

ranged from O (in the 38 herds detected through slaughterhouse surveillance) to 39
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(median=1, IQR=1-2). The number of culture-positive animals found per herd ranged
between 0 and 33 (median=0, IQR=0-1).

The number of both observed and predicted Ny and Nc,+ was directly correlated with
the herd size (Figure 2). The observed number of SIT reactors Ny and culture positive
animals N¢,~ was within the central 95% of the distribution of the simulated values in
98.0% (1,446/1,475) and 98.2% (1,449/1,475) of the breakdown herds, respectively.
Out of the 29 herds whose Ni were not adequately predicted, the model overestimated
the number of reactors in two and underestimated it in 27. Twenty of the
“underestimated” herds were beef herds and 13 had less than 22 animals, while the
remaining “underestimated” herds were distributed along the different herd size
categories. In contrast, the two “overestimated” herds had > 187 animals. In the case of
the Ny, all the 26 miss-predicted herds were due to an underestimation of the
observed number of culture positive animals. Twenty of them were beef herds, and
fifteen had less than 22 animals. In ten of them, the model had also underestimated the
expected number of reactors in the SIT test.

The probability of detecting an infected herd through the SIT test, HSegr, ranged
between 19.8% and 97.6%, with a median estimate of 76.2%. Larger herds yielded
higher HSegr estimates, with median values ranging between 47.6% and 92.2% for herd
sizes lower than 42 animals and larger than 118 animals, respectively, and a larger
uncertainty in estimates for small herds (Figure 3). No significant differences between
the HSeSIT values estimated depending on the production type were observed, although
the estimates for bullfighting herds were more dispersed (Supplementary Figure 1).

The median probability of confirming the infection by culture in herds detected through
the SIT test, HSec,; was 65.3% (95% PI: 50.0 - 82.3). The HSec,; was also correlated

with the herd size, although these differences were less pronounced than in the case of
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HSegpr, with median estimates of 56.4% and 74.8% for herds with sizes <42 and >118
animals (Figure 3). No differences were observed depending on the production type
(Supplementary Figure 1).

The median estimated probability of detecting the bTB infection in a herd through SIT
test and culture, HSey;, was 49.6% (95% PIL: 9.75 - 80.3). The HSe,y; was directly
correlated to the number of animals in the herd too, with median estimates of 26.7% and
69.0% for herds with sizes <42 and >118 animals (Figure 3). Again, no differences were
observed depending on the production type other than the higher dispersion in the
bullfighting estimates (Supplementary Figure 1).

The observed herd AP;values for the study period ranged between 0.55% and 0.72%
(Supplementary Table 1). Using the median HSeyy, these yielded herd Prev; estimates
ranging between 1.16 and 1.51% (Supplementary Table 1). Figure 4 presents the
estimated probabilities of detection/misclassification of newly bTB-infected herds in
2013 as an example (yearly estimates differed by less than 0.3%). The median
probability of a newly infected herd passing two consecutive SIT test was 12.7% (95%
PI=11.6-14.0). If the newly infected herd was detected in the initial SIT test but not
confirmed through bacteriology, the probability that it would recover the OTF status

after testing negative in two consecutive SIT herd tests was 2.1% (1.5-2.8%).

4. Discussion

Even though the implementation of bTB national programs in developed countries has
led to very low herd prevalence of disease [a decrease from 11.4% in 1986 to <2% in
2005 in Spain (MAPA, 2017a)], its complete eradication has remained elusive in
several countries including Spain (with herd-prevalence values ranging between 1.31%

and 2.87 in 2006-2016). Among the most cited factors contributing to this lack of
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success of the bTB eradication programs, the limited sensitivity of the diagnostic tests at
the individual level remains one of the main issues (de la Rua-Domenech et al., 2006).
However, and given that the herd is the epidemiological unit of concern in the case of
control and eradication of bTB, the basis of the ongoing eradication programs is the
early detection of bTB infected herds in order to avoid further spread of the disease, and
therefore the herd-level sensitivity is of critical importance to ensure the progress of the
programs. The detection of bTB-infected herds in Spain is based on slaughterhouse
surveillance and the routine analysis of cattle >6 weeks using the SIT test. While the
sensitivity of the slaughterhouse surveillance has been recently estimated in a Spanish
region (Garcia-Saenz et al., 2015) and the reliability at the individual level of the bTB
diagnostic tests used in Spain has been evaluated using different approaches (Gonzalez
Llamazares et al., 1999; Aranaz et al., 2006; Alvarez et al., 2012; Alvarez et al., 2014),
there is limited information on the sensitivity of the current diagnostic approach at the
herd level. Here, we developed a scenario tree mimicking the diagnostic test scheme
applied in OTF herds in an attempt to evaluate its performance for detection of bTB
infection, given that bTB infected herds misclassified as OTF can further spread the
infection and are therefore of paramount importance in the epidemiology of the disease.
The herd sensitivity of any diagnostic test is a function of its individual sensitivity and
specificity, the number of individuals being tested and the within-herd prevalence
(Martin et al., 1992; Christensen and Gardner, 2000; Martin et al., 2007). While
multiple estimates of the sensitivity and specificity of the SIT test are available in the
literature (Alvarez et al., 2012; Nunez-Garcia et al., 2017; Pucken et al., 2017) and the
number of animals being tested in the case of bTB is equal to the herd size (except
animals <6 weeks), the true within-herd prevalence in bTB infected herds is typically

unknown. Using the observed number of reactors and prior distributions previously
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used in the same population (cattle in Castilla y Leon) to model the Segr and Spgyr, we
obtained a median within-herd bTB prevalence in recently infected herds of 2.64% with
a large variance (so that the 95% probability interval ranged between 0.05% and 15.54
%). This result is in agreement with the true within-herd prevalence estimated in a
previous study carried out in Irish cattle where a similar bTB eradication program is in
place (Willeberg et al., 2018).

The estimated herd sensitivity of the SIT test across herd sizes and production types was
moderate (median=76.2%, 95% PI: 19.8-97.6) suggesting that approximately three out
of four new bTB-infected herds would be picked up by the SIT test. When interpreting
this value, the specific characteristics of the study population evaluated here must be
considered: these were OTF herds in a high prevalence area that had been therefore
subjected to another SIT test in the previous 6-12 months in which no reactors had been
detected. Therefore, either the infection burden was very low in that previous SIT test,
or they were infected in the period elapsed between SIT tests. Either way it is likely that
the infection in most cases was present at very low prevalences when it was detected, as
suggested by the low number of reactors in most of the herds (median=1) and, as
mentioned before, the low estimated true within-herd prevalences (median=2.64%). In
this point most (if not all) infected animals would be expected to be in the early stages
of infection, when the sensitivity of the SIT test is most limited (Monaghan et al., 1994;
Pollock et al., 2005; Alvarez et al., 2012), thus explaining also the imperfect herd-level
sensitivity. Nevertheless, our results suggest that nearly 29% of the newly infected
herds could remain undetected in a first herd test, highlighting the importance of
frequent testing in OTF herds in high prevalence settings, since this percentage would
drop to 12.7% even assuming that the within-herd prevalence is not increasing between

SIT tests (Figure 4). Therefore, under the current circumstances conducting frequent
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(i.e. every 6-12 months) SIT tests in herds in risk areas (such as the one under study,
with herd prevalences up to 3.71% in certain local veterinary units) is warranted to
prevent further spread of the disease.

Our model suggested that among the bTB-infected herds detected through the SIT test
the infection would be confirmed in approximately two out of three herds on average
(median=65.3%, 95% PI=50.0 - 82.3). These results highlights the importance of
limiting animal movements originating from herds in which SIT-positive animals are
detected even when MTC cannot be isolated from the reactors until further evidence of
the lack of infection (i.e., additional negative SIT results) is obtained, as mandated in
the European legislation [Articles 6(1) and 14(1) of Council Directive 78/52/EEC]. This
relatively low proportion of confirmation in SIT-positive herds would be explained by
the limited sensitivity of the culture method compared with immunology-based
methods, as already reported (Corner, 1994; Monaghan et al., 1994; Goodchild and
Clifton-Hadley, 2001, Pollock and Neill, 2002; Vordermeier et al., 2004), particularly in
recently infected animals in which lesions are not developed by the time of infection, as
typically observed in reactors culled in low prevalence settings (Byrne, 1992; Tweddle
and Livingstone, 1994; Goodchild and Clifton-Hadley, 2001; Anon, 2005; de la Rua-
Domenech et al., 2006). Moreover, even when present, the sensitivity of slaughterhouse
surveillance for detection of bTB-compatible lesions is nevertheless limited (Garcia-
Saenz et al., 2015; Pascual-Linaza et al., 2017; Willeberg et al., 2018).

The moderate herd sensitivity of the SIT test and the limited individual sensitivity of the
post-mortem tests explain that altogether the probability of confirming the presence of a
bTB infection through the detection of SIT reactors and the posterior isolation of MTC
from them in the initial herd test (HSe;,) was relatively low (median=49.6%, 95% PI:

9.75% - 80.3%). Nevertheless, bTB-infected/SIT-positive/culture-negative herds would
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still not be considered OTF until two additional herd tests in which no reactors are
found are carried out, what would be very unlikely according to our model (8.7% of the
infected herds initially detected by SIT in which no positive cultures are obtained,
Figure 4).

The herd-level sensitivity of the SIT test and post-mortem methods was highly
correlated with the herd size (Fig 3). This is not surprising since at a certain assumed
within-herd prevalence the higher the herd size the higher the expected number of
infected animals/positive animals (Fig 2). Our results agree with previous studies that
have identified herd size as a factor associated with bTB detection (Skuce et al., 2012;
Smith et al., 2014). On the other hand, no differences depending on the production type
were observed, even though the reliability of diagnostic tests may be different in beef
vs. dairy vs. bullfighting herds (Rodriguez-Prieto et al., 2012; Alvarez et al., 2014).
Nevertheless, our study population was mostly composed of beef herds (>86 %), and
therefore this may have limited our ability to detect difference in test performance
depending on production type.

Overall, and based only in the performance of the active surveillance efforts, we
estimated that between 28% and 30.7% of the new bTB infected herds may be missed in
the first SIT test conducted after becoming infected (Table 2). Although a large
proportion of these herds would be detected in subsequent SIT herd-tests, this highlights
the importance of passive surveillance conducted in routinely slaughtered animals from
OTF herds to enhance the overall confidence in disease freedom in T3 herds.

Our model adequately predicted the observed number of SIT reactors and culture
positive animals in ~98% of the bTB breakdown herds detected in Castilla y Leon in
2011-2015, respectively. Still, the predictive performance was more limited in small

herds (<22 animals) in which, as expected, a change in a single animal represents a
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difference of 5% in the within-herd prevalence, and the model tended to underestimate
the proportion of positive animals to either technique. In contrast, larger herds in which
predictions consistently underestimate the observed number of reactors/infected animals
could be indicative of diagnostic problems and/or more advanced infections.

In conclusion, our results suggest that the actual diagnostic scheme of bTB based on
SIT screening would be able to detect approximately three out of four newly infected
herds at a low within-herd prevalence in the first herd-test (of which two thirds would
be confirmed by the post-mortem analysis), and around nine out of ten within the first
two herd tests. Since the probability of misclassifying an infected herd decreases after
consecutive herd tests, this highlights the importance of routine testing of OTF herds
and, in the case of positive herds, even when MTC was not isolated, the usefulness of
undergoing two consecutive herd tests with SIT negative results to recover or lift the

suspension its OTF status in high prevalence areas.
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Figure 1. Testing plan and classification of herds according to bTB results in the region

of Castilla y Leon.

Figure 2. Comparison of predicted (95% probability interval) vs observed (number of
animals: points) Ny (top) and N¢,;+ (bottom) in breakdown herds detected in Castilla y

Leon in 2011-2015 by herd size category.

Figure 3. Estimated HSegr(top), HSecy, (middle) and HSe,y; (bottom) by herd size

category.

Figure 4. Estimated median (and 95% PI) probability of detection/misclassification of

infected herds for the year 2013.
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Supplementary Figure 1. Estimated fISes;i (top), I1Secur (middle) and fISewu

(bottom) by production type.
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Supplementary Table 1. Number of OTF herds tested and 7R herds disclosed, the apparent bTB herd prevalence (herd_AP) and the
estimated true herd prevalence of bTB (herd_Prev) for each year of study.

Year 2011 2012 2013 2014 2015
Number of OTF herds tested 13,470 13,183 11,031 13,311 14,077
Number of SIT+/Culture- TR herds 138 110 248 313 285
Number of SIT+/Culturet+ TR herds 97 73 73 85 87
Number of SIT-/Culture+ TR herds 11 22 2 1 2
Number of SIT-/Culture- TR herds 124 104 30 61 64
herd AP; 0.72% 0.55% 0.66% 0.64% 0.62%
herd_Prev; 1.51 1.16 1.39 1.34 1.30
Median estimated number of bTB 203 152 153 178 182

infected herds
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6.3.2. La vacunacion como estrategia de control de la infeccién por
Salmonella en porcino: Revision sistematica y meta-analisis de la

literatura cientifica

La carne de cerdo es una de las mas consumidas a nivel mundial y también
una de las principales fuentes de salmonelosis de origen alimentario. La
infeccion por Salmonella en cerdos es generalmente endémica y esta
caracterizada por una sintomatologia leve a moderada (con la excepcion de
S. Choleraesuis). Cerdos asintomaticos pueden llegar a matadero y, por tanto,
contaminar la cadena alimentaria. Es por ello que el control a nivel de granja
es tan importante y la vacunacion es una estrategia adecuada para alcanzar
dicho fin. A pesar de los numerosos estudios que se han llevado a cabo para
evaluar el impacto de la vacunacion en el control de la infeccién por
Salmonella en cerdos, los resultados son altamente variables, debido en parte
a la heterogeneidad de vacunas y protocolos de vacunacion existentes. Por
tanto, en el trabajo aqui presente se llevé a cabo una revision sistematica de
la literatura cientifica con el fin de actualizar el conocimiento existente sobre
los serotipos y metodologias empleadas en la vacunacion, asi como un meta-
analisis de los valores cuantitativos de la efectividad de las vacunas para

evaluar el efecto de estos factores en los resultados.

La busqueda de los trabajos de interés se llevé a cabo en dos repertorios online
y la revision, tanto del resumen como del texto por completo de los articulos
identificados, se llevd a cabo por dos revisores en paralelo. Los valores
extraidos de efectividad se combinaron en el mata-analisis empleando el
método del inverso de variancia y se utilizaron modelos de efectos fijos o
aleatorios en funciéon de la variabilidad observada dentro de los ensayos y
entre ellos. La presencia de sesgo de publicaciéon se evalué mediante el

grafico de arbol de navidad y la prueba estadistica de Macaskill.

Se identificé un total de 126 articulos que describian el uso de vacunas frente
a Salmonella en ganado porcino, de los cuales 44 cumplian los criterios de
inclusion y fueron de los que se extrajo la informacion de interés. La mayoria

de los estudios (36/44) emplearon vacunas atenuadas y los serotipos S.
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Typhimurium y S. Choleraesuis fueron los principalmente evaluados. Como
medida de la efectividad de la vacuna para el meta-analisis se eligid el
porcentaje de animales cuyas muestras de heces o de tejidos fueron positivas
a cultivo porque, ademas de ser la medida mas frecuentemente reportada
en los ensayos revisados, un resultado positivo a cultivo refleja el estado agudo
de infeccidn. Las estimaciones globales obtenidas en este trabajo confirman
la efectividad significativa de la vacunacién, aunque moderada. La
estimacion correspondiente a las vacunas atenuadas (reduccion del
porcentaje de animales positivos a cultivo del 26,8%; intervalo de confianza
del 95%: 19,71-33,8) fue similar a la obtenida en vacunas inactivadas (29,5%;
14,5-44,4). No se observo un efecto del serotipo sobre la efectividad de las
vacunas atenuadas; sin embargo, se observé una mayor efectividad de las
vacunas inactivadas frente a S. Choleraesuis, aunque en un nidmero muy

reducido de ensayos.

Los resultados de este trabajo pueden ayudar al disefio de programas que
minimicen el riesgo de transmision de determinados serotipos a través de la

cadena alimentaria.
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1. Introduction

Purk is one of the most frequenty consumed meat in the weorld " and,
for that reason. there is a need for mitigating risk arising from its con-
sumrion for public health. Modem production systems have contribut-
ed to the produdion of safer pork mear and pork products compared o
traditional practices, reducing the rigk of ransmission of many zoonotic
pathogens such as Trichinella spiralis, Toxoplosma gondii or Taenia
sediurm, Nevertheless, pock meat and pork products may still serve as
source of infection for other foodborne pathogens, including Salmenella
enterica (Davies, 2011}, Saimaneila, one of the most prevalent foodborme
parthogens worldwide, poses a multifacered threat fo food production
and lood safety, further complicated by the emergence of antimicrobi-
al-resistant strains. According to the latest EFSA/ECDC report on z0ono-
s and zoonotic agents, pork and esociated produces were responsible
for 9.3% of 225 caused by in Europe
{European Food Safety and ECIC, 2015], Likewise, in the US, a “farm-
ro-fork™ model was used to estimate that about 100,000 cases of
human salmonellosis annually were associared with pork (Miller er al,,
2005,

Satmenelln infections in pig herds are often endemic and are usually
characerized by mild-to-moderate, and often absent, clinical sy
toms, with the notable exception of those caused by Soimonelia enterics
subspecies enrerica serotype Choleraesuis (S, Choleraesuis) (Baloda et
al., 2001; Gray and Fedorka-Cray, 2001; Gray et al. 1995; Imberechts
er al, 19496; Meldmim, 1993), The presence of asympromatic carrier
pigs 15 a concern given that, in addition to creating a reservoar of Salmo-
nell for other pigs in the berd (lk.lycn etal, ZODSL they may reach the

house, thereby ing the fvod chain

{Boyen et al.. 2008; Merialdi et al., zuos] Although Saimonello infec-

tion/contamination may accur at all production stages, its pre-harvest

iminarion is hecause it would reduce the kac-
teria load at [heongm {Ituslagnu. 2001

Vaccination, defined as any intervention designed to stinlate an
imnmane response Lo protect agaiost infection, may be a viable approach
o control Sulmonefie infection in pig herds through an increase of resis-
ance to the bacteria in susceptible pigs {Boyen er al. 2008
Haesebrouck et al, 2004 Induction of long-lasting immunity againse
Sakmaomella infaction relies upon the development of T- and B-cell-spe-
cific immunity {Mastroeni et al, 2001 ). Killed Salmonella whole-cell
vaccines have been used in animals with variable results, probably
due to their imited ability to induce cell-mediated immunity (Davies
and Breslin, 2003; Xu et al. 1993}, In contrast, attenuared live vaccine
strains have been shown o offer relarively good protection against in-
fection due to the induction of a strong cellular immune response and
mun:mal Iga\ pmdurlmn [Haesebrouck et al, 2004). 5tll, and although

impact of vaccnation to control Sai-
lmmv]fu ml'ﬁhuu in pigs, results are highly variable. This variability is
due in part o the heterogeneity of the approaches tested so far in
terms of antigenic diversity, dose, frequency and roure of administra-
rion, and the age of the vaccinated animals ameong others (Wales and
Davies, 2116}, which complicares the assessment of the potential effec-
tiveness of vacanation under hield conditions.

Previous efforts to systemarically summarize vaccne efficacy for
control of Salmoenelly in swine, published in the peer-reviewed litera-
ture, included only papers i until 2011 { etal.
2007; Willelm et al. 2012; Wisener et al.. 2014; FAQ/WHD, 2016). In
addition, they were focused on studies assessing vaccine efficacy
through fecal culture (Denagamage er al,, 2007 Wisener et al, 2014}
and included only studies n Enghsh ( etal,
2007; Wisener et al, 2004} or English and French {Wilhelm et al,
2012) languages.

¥ See: bitp wwwtho.org g egainko, theres en/mear backgr sourceshimidl {acoe ssod
Suplamiber 2016

The objective of the study here was to update the knowledge on 5al-
monellu vaccine eflicacy through an indusive systematic review of the
existing literature in order Lo assess Lhe range of strains aml rwelhur.lul—
ogies used for its application 2 meta-anal
tive values on vaccinarion efficacy was conducted when [ms.slhl.c 1]
evaluate the influence that several factors related with the vaccination
strategy had in the results Results wall belp to understand the role thar
vaccination may play in :Dntrolllng Salmonella infection in swine
Farmns aned, ultimately ] itigating the i tolthe disease
on public health.

2 Materials and methods
2.1, Systematic review and data extraction

Literature searches were carried out in PublMed (MEDLIN
CAB Abstracts” on March 150 2015 to first identify studies describing a
strategy to control or eradicate Sefmanella ar different stages (farm,
lairage, and slaughterhouse} in the production chain that were written
in English, Sparash or French. The final search strings used for each da-
tabase were a5 follows:

- Infections, Animal and control*[Mesh| OR
“.1Imnnel|a‘| Mesh] AND “Swine”[Mesh] {Pubmed ]

“{ pigs and salmonella}od OR {pigs.od and salmonella infectionsid ™
((}\Bﬁbuuxl.s).

Records were imported into Refworks® and duplicates were re-
moved. A ficst 5o the recards wa: by two of the co-
aurhars (MLAIC, IC) in paralle] using a defined set of inclusion and
exclusioncntena (Table 1], Abstracts were examined by both coauthors
and a record was only removed from the database when theve was mu-
tual agreement that it did not fullll the inclusion crteria {Table 13 In
case of lack of agreement, a third author (JA} also reviewed the abstract
and made a final decision.

The full-text of the remaining references were retrieved and
reviewsd in a seonnd phase o dassify the studies based on the control
strategy desonbed and to extract the relevant information. Relerences
cited in the retrieved publications were also reviewed to [dentify addi-
tional articles idered relevant, that woc e same selection
process described above. In order to standardize the data extraction
process. an Excel spreadsheet was areared and used by all researchers
invelved in data l.":l'laﬂlnn (Supplementary data). Information on stud-
ies han will be described
in a separate ript. Extracted f studies dealing with
vaccination included the following variables: country and year when
the study took place; type of study {challenge - when animals were in-
fected experimentally o assess vacdne efficacy - or field - when vacci-
nared and control animals were followed under field conditions witheur
experimental infection}: age, breed and weight of animals: rype
(animal, batch, herd, etc) and number of units of analysis; type
(Inactivated attenuated, serotype and commercial/'experimental} and
specilic vaccine strain (if provided ), dose and route of vaccination
‘whenapplicable; sample type and diagnostic test used 1o evaluate pres-
ence of Saimenclla after vaccination: and estimate of protective effect of
vaccination {if provided } (Supplementary data}. The flow of informa-
tion through the systemaric review process is shown in Fg, 1 (Moher
et al, 2004},

Ocasivnally, the same study evaluated the eMicacy of diferent vac-
cines or of a single vaccine at dilferent doses, applied through different
administration rowres or with alternative adjuvants. When possible, in-
formation on each “mrial” {defined as the measurement of the efficacy of

{pwewrw nehi i ik govipuimed
e cala g publshin g- producs
L ——
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Table 1
Inclusion and exdlusion crileria

Inclusior

Exchusior.

Animaks species being evaluated: mus! include [but nol limited o) domestic pigs

Fieldjexperimental studies
Study performed on fare, lairage of slaughoerhouse
'In'l ofstucy [animal, batch, hare

1w na
(betore the mnlumnt ol the irtervencion of parallel) or a diterent
ntervention: same chalkenge or fehd exposure e patogen]
Frovides some measure of the eficacy of the strategy
Language: English, Spanish, Frerch

Does ot include acaal o Satmonedi i
o the domestic pipork

Lab/bench studies

Alll other xcacions [labaratony]

Others | sarlaces. Tood water trough |

Conirol group absens

Efficacy of the strategy noc measaed
Other langnages

a combination of strain, dose, vacdne composition and route) was ex-
tracted so that a single reference could be divided into multiple
rials.when the efficacy measure was measured more than once during
the study. data collected at the end of the study were preferred.

22 Meta-analysis

The inverse-variance weighiting irethod was used to combine e ef-
ficacy values coming from the trials identified in the systematic review
{Delgado, 2010}, Fixed or mndom effects models were used depending
on the observed variability within and between trials, measured using
()5 assay { elgado, 2000}, Due o the dependency of the reliability of
this test on sample size, the Higgins statistic (I°} (Higgins and
Thompson, 2002} was also used. The I ranges from 0 1o 100% and rep-
resents the percentage of variation in the point estimate that can be at-
(nbuted w0 between trial heterogeneity rather than chance. The

ines have been for its inter ion: unim-
portant [(=ME}, moderare { 3-B488], substantial [S0-9060) and consid-
erable {¥5-100%} {Deeks e al, 2008 ). An additional evaluation of the
between-trial variability was carried out using the v [tau} statistic,
which when negative indicates a lack of signi ce in between-trial
variance (Delgado, 2010}, The weight of each tral in a foed-efects
model is defined by the inverse of the variance of the {synon-

could nol be accessed. Seventy-nine articles were discarded in this sec-
ond stagesince. almwgh IMP-I:-’SN the initial screening. they wereei-
ther i { wils nod thy

study (7, 8.9%), were mﬂcw articles that did nor lndlldi‘ original infor-
mation {7, B 9%] or were written in languages ather than English, Span-
ish or French {54, GE3%). Theretore, a total of 44 articles {34.9% of the
Lnitial 126 articles] were ultimately included in this systematic review
(Fig. 1, Table 2},

All 44 studies wok place between 1978 and 2014 and were per-
formed in 15 different countries {Supplemenmry Table 1. Thirteen of
them {29.5%] studies {Le, infection was car-
ried out) and 31 (7055) were challenge ﬁlﬂlts_ he animal sample soe
per study ranged between 12 and 7000 animals, and only tew studies
(8. 18.2%) specified the ype d'pludln.uml systetn in wIml: the vaccines
were , that was p farrow-t ish (5/8). Seven-
teen studies {38.6%} were performed using sucldlm pigs. 18 {40.9%) in
weaned pigs and seven (15.9%) in fatening pigs. while no informarion
on the age was provided in two studies {4.5%), The heead of the pigs
was specihied in 13 artiches (29.5%), with the majonity (9713, 59.2%)
being mixed breed. Data on the weight of animals was only provided
in three studies {6.8%)

A lotal of 73 trials that difTered on the type and/or dosss of vaccine,

ymous to the variation within-trial}y; in the case of a random-effects
madel, the weight is the sum of the within-trial variation and the he-
tween-trial variation {72,

The presence of publication bias was assessed visually using Christ-
mas tree plots {Delgado, 2010} and, move formally. using the Macaskill
rest { Macaskill et al., 2001 }. in which a linear regression model is adjust-
ed berween the effect estimates and the sample size of the trials; a slope
near or equal fo zern and non-significant denotes the absence of publi-
cation bias in the meta-analyss.

All calculations were carried out using the Maoo IMAR
V2012.03.208 (Domenech 2012} implemented in the SPSS soltware
.20 (IBM Inc., Chicago, 1. USA).

3. Results

A total of 43¢5 unique articles were retrieved through the search
strings run on Pubmed and CAB Abstracts. OF these, 2846 articles were
excluded because the spedes wider study was not the pig (415, 9.5%7,
the study was performed somewhere different from the famm, lairage
or slaughterhouse (1443; 33.0%] or it was performed in-vitro {629,

routes of use of altemative adjuvants as defined above
were identified in the 44 articles. Characteristics of the trials are sum-
marized in Table 4. Most of them were hased on the use of live vaccines

records tisugh dutabase searching + removal of duplicates |
[4“3?5 Absiracts * nggwﬁ |
¥

I Identfication

assessed for cigibilty
4
[ 128 sed on vaccine appicaion WP | 62 Stucies excluded |

¥

14.4%), there was no control group (defined as a comg group of
animals subjected to the same exposure bur that was not vaccinated )
{43, 1.0%] or 2 combination of several of the reasons above (316, 7.2%)
{See inclusion citeria, Table 1} In addition, the abstract of 565
(12,95 studies was unavailable and could not be evaluated. The re-
maining %64 artides fulfilled the inclusion criteria and their full-text
was retrieved for further evaluation. One bundred and twenty-six of
them (47 retrieved through PubMed and 749 through CAR Abstracts)
evaluated the applhcation of a vacane. OF these, the full text of three

| e |
included in qualitative syrthesis (76 trinks)
58 Trials
included in quantitative synihesis (mata-analysis|

Fig 1. Flow of informaion dhough the systematic ieviw procss.
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Table 2
Studdies that fubfilisd the inchasion criteria.
Articles
Arguelo. H., el al, 2013. Evalaation of protection conferred by a Sufmonidl i L vaccine irfec.ed finishing pig Grms Comp Immunol
Miorobeal Inhect Dis 6. $59-4405,
Baum D, et al 1997, Lise of SC54 For the neducinn in swine, Procesdings of rhe sanal Symy on the Epideminlogy and Cossol in

Pork [Copenhagen. Denmark) 215
Brattacharyya, FLML, et al, 1978,

al o swire paratyphoid vaccine. Iediar | Anim He 17, 3132,

Charles S0, et al. 2000 Redaced shedding and clinical signs of Sufmonelks Typhimurium in nursery pigs vaccinaied with a Safmoneli vactine Swine Healtk Prod
8 107-112

Chu, CF et al. 2007. Heterokogous prot i pigs inxdisced by a plosmid-cured ard cop gene- deletad Salmonet cholerassuis lve vaceire Vacdire 25, 70317040

Coe, NE, e al. 1992 Aleracion of neuzrophil funciion in BCG treaced and non - trested swine afier exposure Viar 33,37-50

De Ridder. L, et al, 2014, [se of a live attermated Sabmonsla enterica «rm’"'l')phlr'm\‘mm vamm- on farrow-to-Fnish pig farms Vet ] 202, !l"l 308,

Do Rirldes, L. et al, 2003 Effec of a DIVA veccine with and withoul in-feed use ol Ly ol Salmonella in pigs. BMC Ve Res .
-8

Dwwest, HLE, 1979, Elfects of vacciration with killed Sufmonella bacienia Rew Zeal Vet | 27, 106-107.

Draayer, KA. 1986, Protecting weanling pigs against sabmonellosis. Ve Med Sm Anien Clin 81, 776777,

Farzan, A and Frierdship, R.M. 2010, A clinical fiedd trial to evaluate the efficacy of vacciration in contmlling Salmoreth irfection and the agsociation of Sabmorelli-shedding
3 weight gair in pigs. Can | Vet Res 74, 258-263.

Gizsor. K. et al. 1999 avestigation into the capabulity of live vaceine to redusce the shedding of Siromsti typhimrkim in swine, Proceedings of the
3l Symposiam or: the Epideriichigy and 11 i Pork 302-304.
Gradassi, M. et al. 2013, Ames Typhimuriam Licking the ZruaBC Mcacios orally: mucosal vaccire agairst

salmonellosis in pigs. Vaccine 31, 31695-3701.

Gronirga B.J. el al, 2000. Salmonsdfa deeby cose-prosection siudy, Vet Therapeu!

1.59-62

Har, ¥ et al_ 20704, Efficacy and <akety of an onal somatostatin DNA vaccine withool aetibiotic resistance gene in promating growth of piglts. Scand | Tmmuanol 78, 244-250

Hareda, T. e al. 200 1. Evaluacion of Salmonelds encerica serovar Typhimuriiem ard Choleraesuis syA mutan: strains for use i live amenuaed oral vaccines. Comp lmmunc]
Microhial Infect Dis 34, 399-409,

Harma. |. et al. 1878, Immunisation of pregrant sows with 2 live Soimonedla choleraesuks vaccine. Vet Microbiol 3, 303-309.

Harra | et al. 19796, Evaluaton of a Ive Salmometis choleracsuis vacane by wllu\asal(najkru Res in Ves Sci 26 216-219.

Hayden, . 2005, Salmoneils cortr] in pigs alive ae (TAD Submonsla vicReg, T. Lobman: animal lealih). Pig ] 55

Hur, | and Lee. [ H., 2010 Imenunizacion of pregeant syws with a novel delered waccine and heir suckling
salmonellosis. Vet Micrasiol 143, 270-276.

Hur, et al. 2001 EMcacy of a novel virskencoe gece-deleted Soimonedln Typhimariam vaccine for proteciion agains| Soimenells inflections in growing piglets. Vet Immunol
Imrunop 134, 250-256.

tal, 1959 ion ardd i icity of Delkacya Delt ivatives of Salmone b cholersesuis in pigs. afect ewnue 67, 4528-4636.
L. 1967, Conjurciival and inrarusolar vaccieacor: of pigs with a live avinler: swain of Samomell cholerae suis. Am ] Ve: Res 48, 1072- LOTE
T et al. 1992 Safety and elficacy of an attenaated ination of swins. Am | Vet Res 57, 444-448
WL el al, 2005 Novel allenuated Sufmoneds enderiod serovar C L xl.iw =] il | by signatare-Lagged mulagenesis. infect Immun 73,
#194-E203.
Lee, H_ el al. 20CT. P e effects of eemirane prolen irve agains! in chickers and pigs. Korean | Vit Res.

Lecellier. A, e1 al, 2000, Assessmen: of various treacrents 1o raduce carriage of Salmonela in swime. Can | Ver Res, 3731
Leymmar, 1L et al, 2012, Viatciration of pigs reduces Sabmonstia Typhimusiam nambers in a mode] mirticking pre- daughter strese Vet | 194, 250-252

Lindner, T. ¢ al., 2002 Immuncprophylads - 2 conlribution to control Sufmonels mfiection in pigs. Biche Pranis. 30, 352-394.

Lomsden. |5 and Wilkee BN.. 1992 Immune response of pigs to par ‘with an ath- dent matant Car ] Vet Kes 56.
296-302

Lumsden |5, ezal. 1991, Resistance o i pigs ard ch ar arormatic deperden: mucan: of Salmanelks ryphimurism. Am | Vet

Res 52, 1784- 1787,

Maes, D, et al., 2007, Evaluation of cross-protection afforded by a Safmoredo Choleracsuis vactie agains: Salmorelks infections in pigs urder feld conditions. Ber Munch
Tierarzt Wochenschr 114, 339-341.

Mash, WA, 2004, Salmoneils contrel in poukey aed pigs. Pig | 54, 146- 156

orrmans, Ko et al, 2004 Vaccination wiaks with a Selmonefa ryphimuriue live vaccine for control of salmorella- infections in Breading stock. Prakt Tierarz: 85, 273- 230,

Pesciarali, W, et al, 201 1, Salmonstla Typhimurism Lacking the Zauabe tansparter is atenuated and immunogenic in pigs. Yaccine 31, 28582871,

Roesler, U o al., 2005, Immunization of sows in an integraled pig-breedicg hesd usicg 3 homologoas inac ivated Samordis vacdne decreases the prevabenoe of Sulmenells
Typhirurm intection in the offspring. | Vet Med B 53, L4-26

Rewsler, U, ot al, 2004, Cral vacciration of pigs will: an invasive gyed-cpad-rpoB Salmonetls Typhinumium matanl Vi ine 23, 595805

Roof, MB. ard Dodtchiroff, DD 1995, Sabety, efflcacy. and duracion of immuminy induced in swine =y use of an avirsen: live Salmonells choleraesais contairing vaccire Am |
Vet Res 56, 1944,

Ruggeri, | o1 al, 2014, Farenteral admini om of altenualod Sufmoneds i agarst in pigheis Vaccine 33, 30324035

Sohwarz P_ et al_ 207 1. Use of an avarulent e Salmeastls Choleracsuis vacone to reduce the prevalence of Solmomefa carrier pigs a2 shughter, Vet Rec 164, 553

Selioe, ML, et al L 2007, Immunizition of pigs t prevent diseass in humans: constrsction aod protective efficacy of a Selmosefla snienioo serovar Typhim uioam live
negative marker vaccing, Infect Immun /5. 2406 - 2483,

Sprirger. S etal, 2001 i of the efficacy nf. iall vhile B Stmomslia typhimariam vaccine for use in swine. Ber Munch Tierarztl Wiochenschr 114, 342-345.

SiabeL T). et aL. 1992, Ocal immunization of mice ard swine with an atsenuated Sokaonsiks choleraesuis [dekia cya-12 deltalcrp-alt}19] musant corlaining a recorbinan:
plasmod. Iefect Immun 61 610-618.

Takalabwino, A, et al, 2013, Forcine cinooirs tpe 2 (POVE) vaccinaion reduces POVE i a POVZ and Sabronlls enterice senvsn Cholermsus coinfecion el Ve: Miaobiol 162,
219-223.

{175}, and though multiple routes were described, the oral one was and contained similar number of animals {n = &% 9455} In the
the most frequent and comprised approximately one third of trials  remaining 4 trials {5.5%}, entirely carried out under field conditions,
specilying this characteristic {2567}, Salmenelly enterica serotype the control group was composed by the same animals prior to the
Typhimurium (8. Typhimurium) and 5. Choleraesuis were used inap-  inlervention,
proximately half of the trials each {Table 3}, Efficacy of the vaccination strategy was evaluated by comparing the
The control groups included in the reviewed trials were primarily  differences in the percentage of affected animals in the control and vac-
groups subjected ro no intervention (or a different intervention} bur  cinated groups (Supplementary figure ). The most common approach o
that received the same challenge or field exposure to the pathogen  measure vaceine efficacy was bacteriological isolation (63773, 86.3%}
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Table 3
Charactesistics of the trials based on vaccination for curtrol of Samanela in pigs selected
mstage .

Charactevisric (rumzer of trials) Cacegory.

Owerall 2951 {56.9%) trials reported that vaccination was signifi-
cantly assodated with a reduced [requency of isolation of Salmonella
in pigs. A pooled estimate of the reduction in (he rsk of Sefmonels col-
and/or excretion (detected through culture of feces or tissue)

Vaccare 72 trials) Live
tnactivated
Combination’
Commencal
Experimental
Minimum
Median
Maximur
Foute (67 trials) Oral
tntramuscular
Water feed
Intranasal
SubCaLangos
Ietragastric
Canjurciival
Combinatior®
Tyrpe of teiad (72 trials) Field
Onal challerge
Ietranasal ehallenge
£ Typhimurium
& Choleracsuts
5 Decty?
Cambination”

Cormercial vé expericertal

Lhase (73 trials)

Serocype (73 iriaks)

* Admiristration of imactivaced and bive vaccanes to the same animal or to sows and
pighets simulanecusly,

* Combiration of the previous roues.

* Simultansons combination of 5 Typhimriam ard 5 Croleraesuis or the farmer
serolypes with others (Sulmomelia enterica subspecies enterica serolype Agona,
Solroncita WS eRteriod serotype

1% Derty, o s pec

ype (et

followed by martality (4 frials, 5.5%) and histological evaluation of or-
gans/tissues {3 trials, 4.1}, serology (2 trials, 2.7%) and the observation
of clinical signs {diarrhea) {one trial, 1.4%], Bacteriology was perf: d

due to vaccination of 28.65% (95% confidence llltcl'val 224 '!4.?‘] was
fomind, Even thaugh the b trial h. ly

when using a random elfects model (3813, 9.1'{ a ]jﬂ—JhUJ the anal-
vsis was further broken down in different vaccine types to account for
the biologic heterogeneity present in the uials (diferent types of vac-
cines using dilferent Sufmomelie serotypes

Use of attenuated and inactivated vaccines provided similar esti-
mates of efficacy (R} = 2V-29%}, whereas an increased efficacy was
found when both types were combined { Table 4}. Higher uncertainty
around the point efficacy estimate wers found for the inactivated vac-
cines and the combination of live and inactivated vacdoes due to the
more reduced sample size (n = 11 and 3 respectively) (Table 4],

when efficacy of vaccines was analyzed by serotype, similar values
(R = 25-30%) were ob: d for live vaceine:
nfrhssemrype (Table 4, Fig. 2} However, a much larger heterogeneiry

tivated vacanes, with 5. vaccines

higher leval of protection than those formulat-
i | that io tum vielded similar values than live
attenuated vaccines] (Table 4, Fig. 2% However, generalizability of re-
sults is again limited due m reduced sample size ([ Table 4},

Slightly larger risk differences were also recorded when the trials
were carmied out under experi {chall 1 eonditions. When ap-
plying live vaccnes, a reduction of 27.5% (QS%LI 18,1 to 36H) in the
proportion of positive umpl.ts o Sulmanellu isolation was observed
in trials i ing an al ¢ {n = 31} compared with
213 (95% IU 8 10 31,9} under field conditions (n = 6. In the case
of inactivated vaccines rhis difference became more evident, going
from 46,34 (955 (1 1.4 10 71,5 n = b) in challenge studies fo 23.9%
(G4 lo4] o = 5} under field conditions. In additon, the overall het-

o fecal (44 tials, BO.EE) or lissue samples collected al necropsies (19
trials, 30.2%} and quantitative results {log of CRU/g ol sample) were pro-
vided in only nine trials {Supplementary figure}.

3.1, Meta-analysis

Pooled data analysis was performed for the trials that compared the
percentage of bacteriology-positive animals in vaccinated vs control
groups or that included informartion that allowed irs calculation {51/
/3 trials exrracted from 30,34 references) because thar was the only
category providing an acceptable [>9 trials] sample size. The effect of
vaccination on Saelmonelfa colonization and excretion in the meta-anal-
ysis was (thus recorded as a risk dilference {RD? and for its caloulation
the DerSimenign and Laird method was applied [Delgado, 2010}, Ran-
dom effects models were preferred over fixed effect models due to the
evidence of high heterogeneity between trials when a fixed effect
model was used (* = 90.8% when all trials were pocled).

Tablea
Poaled effcacy [difference in the g
Boch tive atenuaced and imactivated \‘.)(CIH

v between from tield trials was higher than that ob-

served almng challenge trials (F = 46.5% and I* = 22.1% respectively}.

The effect of route of vacdnation Jid not seem to have a major in-
pact on the efficacy of the vaccine, with largely overlappm@ confidence
intervals for esti ohtained using rhe {i
and oral} routes { Table 5}, Comparison of the pooled efficacy of the
route of vaccination by vaccine Lype was not possable since only one
trial included the use of an inactivated vaccine administered orally.

Ahigher protective eflect for experimental vaccimes was foumd com-
pared with commercial vaccines (37.5%. 95% (I 26.34-45.15 versus
16.03%, 95% O: 9.44-22 63, respectively}. In addition, & much larger var-
iahility in the efficacy reported in frials using commercial vaccines was
tound even if a random-elfects model was used {IZ = 54.98%, 955 (1
23.44-73.53) compared with expsrimental vaccines (I* — 6.96%, 95%
Cl: 0.0-37.4}, indicating a large heterogeneity in the results obtained
[or the former class,

Alarge proportion of the trials included in the meta-analysis had
limited sample sizes, as evidenced in the Christmas tree plot (Fig. 7). Al-
though a more limired effect was ohserved in the studies with larger

1 Sesbomelin s iphes) afvacciration cracified by vaceine ype (lhve atte nuated. inactivated vaceines and a coribination of

Type ol vaccies M Risk difference  Sigeificance 955 0P PesEa)
Lower Bmic Upper limit
Live attenuated Chabal k4 ITE p<Lool A48 1. 2UAX (GD-53.1)
Semype & Chaleraesils P - 2540 e 153 — 1561 135% (0.0-60R)
& Typhimusium 4 - 20065 pe 0001 -40.24 - 1968 2985 (15-629)
Inacivated Global 1 20445 p<liol 30 1454 506% (1.6-/5.2)
Serulype 5 Cholersesais z — 781X p< 0001 —56.82 —5093 oeE
£ Typhimuriam & 24415 p=000z 3059 ECH A1 AT (LU J6E)
Live attenuatnd + inactivated Clabal 3 - S095% p=non -Gl 15 =11.76 nE

* 05 CL 95 confidere interval.
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A Live vaccines 5. Choleraessis

0 LB 86 04 ©F 9 02 04 GE 08 19

Risk difference

c Inactivated vaccines 5. Cholerassuis

o

10 08 06 04 02 0 02 04 OF OB 10

Risk difference

Live vaccines S Typhimurium

6188
EE
8188
i

553

COMBINED - - -

0 08 95 D4 02 0 02 04 06 O 10

Risk gilference

Inactivated vacsines 5. Typhimurium

i

3 i
077
42144

compmEn - - -

AD 08 48 04 02

02 04 08 08 10

Risk ¢lference

¥ig. 2. Comparkson of the effect of the different vaccines distinguishing the Large: Satmanedia serotype,

sample sizes [Fig. 3} the result of the Macaskill test suggested no evi-
dences indicative of publication bias were present (p = 0.136).
Aotal of 23 trials expressed the effect of the vaccine administration

using an approach different from the difference in the percentage of

bacterinlogy-positive animals and are summarized in Supplementary

Table 2. Amoog those. pooled estimates of ellicacy were caloulated For
those reporting a difference in the percentage of deaths (n = 4),

resulting ina 55.3% (935 C1:
cinared groups when a live

vaccine was

1.5 to 79.1} reduction in deaths in the vac-

COm-

pared with 42% (32 to 52) with an inactivated vaccine

Tahle 5
Paaled eficacy | dEffererce in the peroertage of Smaneds culty re-pasitive samghes) ofvaccination stratiied by route of administrtin
Rente of acmirie ration Type al vaceine N Rk dlillerence Sigrilcarcn anE 0 P95
Lawer limi Lipper limie
Intrarausculas Live attenuated 5 —27.36% p= 0016 —43.56 —5.15 0.0% (0.0-65.9)
mactivated £l 150% p=0L17 3534 391 BB6X (19.3-878)
oal Live attenated 7 -2297F e B -11.41 1453 43.4% (6166 5)

* 95% {1 95% Confidence Interval
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Risk differance

Hz . “ graph foc th bie pablication bias in the glotal
eneta-anabysis [refrence line: pooded estimate aFvaccices)

plementary Table Simihrly a pasitive effect of vaccinarion in
rerms of reducing the p age of lesions
i intestingd racts} was found l|'5||pp|.|:||||:||ln1l\' Table 2},

4. Discussion

Evaluation of the efficacy of vaccination for controlling Salmonella
infecrion in pigs has been hampered by the wide variety of vaccines,

hodologi d, selected as pari that have heen
used in the past, which results in a number of factors confounding the
results. Additionally, multiple approaches for measuring vaccine effica-
oy can be used, further complicating the nkll.tl'u.uuu of what consti-
tutes an ellective vaccine The review
performed here shows that the vast majority of studies found a benefi-
cial (overall effect in reducing proportion of culture-positive samples of
28.6%) though variable (45% CI: 224 to 34,7} effect of vaccination re-
gardless of the vaccine lype and pmlocol us:d lor vacanation. This
study provides o o vaccine efficacy
against Sulmonedi in swine, 1nn:luu|m; 11 papers that were published
since the last systemaric review on this topic was published (Wisener
et al.. 2004} and 10 papers published that had not been induded in
previous systemaric reviews due o the inclusion criteria applied
{Denagamage et al, 2007; Wilhelo et al, 2012; Wisener et al,, 2014;
FAQ/WHO, 2016, Overall, the predominant type of study design (ex-
pevimental wials performved on weaning pigs) was the sane identified
in those reviews, although Lack of information on other details such as
vaccine serotype used and dose and route of administration prevents
further comparisons (Denagamage ef al, 2007, Wilhelm et al, 2012;
‘Wissner er al, 2014; FALYWHD, 2076),

Our results largely agree with those previously reported, although
the focus of previous reviews was slightly different. Denagamage et al.
{2007} evaluated the eMicacy of vaccination only in market weight fn-
isher pigs, and concluded that, though the association belween vaccina-
tionand reduction it could not be considered

d design and reporting deficiencies, and did not perform
pooled data analyses (Denagamage et al, 2007} Wilhelm et al {2012}
aimed at comparing vaccdoe efficacy obtained in challenge versus fisld
rials in studies performed under specific conditions, In this study, an
overall protective effect was observed in challenge trials (Odds Ratio
= 0.3, 95% C1 021-0.45} while the high he(emgemtv[l"—&]?’.' be-
rween the low number of field trials included (n =
the calculation a pooled estimate (Wilhelm et al, 2002}, Wisener et al.
{2014 compared results obtained during and at the end of the tmals

evaluated and also demonstrated a protective effect of the vaccine,
though this was less pronounced when the eflect was measured at the
end of the trial (OR = 0365, 95% C10.14-0.92) compared with previous
stages (OR = 0.24,95% (1 0.07-0.78) (Wisener et al. 2014}, The report
of the Food and Agriculture Organizarion of the Unired Nations (FAQ/
WIIE, 2016} also concluded thar vaccination in controlled and experi-
mental trials led to & reduction of the prevalence of Salmonelo, but
with a high degree of heterogeneity in the vaccine effect {FAQ/AWHO,
2016} This heterogeneity is probably due o the Lack of distinction be-
oween the different vaccination strategies {live vs attenuated or sero-
type used. among others). Our results, obrained through the analysis
of a large sample size and different inclusion criteria, confirm the pro-
tective effect of vaoanes against Safmonedo and also allow a better un-
derstanding of the effect of different types of vaccines (live vs
attenuated ), serotypes used and routes of administration

The difference in the percentage of fecal or tssue cullure-positive
animals was selected as the measure of vacdne efficacy in the meta-
analysis since it was the most commanly reported measure (provided
in 72.6% of the trials}, In addition, culture-positives can reflect the
acute status of infection compared with serology or hstological exami-
nations, which can have little i ip to the likelihood of sheddi
the bacteria (Straw et al., 2006; Kranker et al., 2003 Lo some studies { De
Ridder et al, 2014; Gibson el al, 1999; Roesler et al, 2004; Springer el
al., 2001: Takada-lwao et al, 2013) the efficacy was measured on cul-
rture results obtained on barh fecal and rissue samples, with the former
offering a similar or, on occasions (Roesler et al, 2004}, superior esti-
mate, though ditlerences were never statistically significant. Here, re-
sults of fecal culture, when available, were prefecred for the pooled
analysis because they may belter represent the hazard posed by infect-
ed animals to the public health (Wisener et al. 2014}, Results derived
from the evaluation of lesions (withourt isolation) and deaths must be
inrerprered with more caution since they may be hiased by factors
that attect the wellare of the animal other than the Safmorne do infection,
especially in field conditions,

The pooled estimates oblained in this study conliomed a significant
though usually muder:m.' weffect of vaccination in the reduction of the

of Saf: C ization and excretion in pigs regan:llm

the type of vaccing tivated ] or serotype (Typhi
Choleraesuis} used, although a significant Iwrl of heterogeneity existed
between studies. The strongest etfect was observed when a combination
of live and inactivated vaccines was adminisrated, which could be due to
the boost effiect of a double vaccination in the same animal. Io the three
trials using this approach, sows were primed ar eight weeks of pregnancy
and boosted three weeks later, combining doses of & live vaccine {(orally)
and of an inactivated rype {inframuscularly), Furthermore, in ane trial
the piglets were also immunized duning the second and fitth week of
life. Generalizability of results is however limited due to the small num-
bt of trials based on combination of attenuated and inactivated vac-
cines (n = 3}, Although attenuated live vaccines generally provide
better protection than killed vaccines {Collins and Campbell, 1982
Linde, 1383; Robertsson et al, 1983}, which is attributable o the ability
of the live agent to stimulate an effective cell-mediated immune re-
sponse, pooled tsllma.tcs of efticacy of both inactivated and artenuated
values in the publish were found to b lar (Table 4},

The selection of a vaccnation protocol o reduce Suhmdu coloni-
#ation and excretion is also complicated due to the array of different
serovars that can be naturally found in swine, as humoral immunity is
serogroup specific while cell mediated immunity is mostly non-
serogroup specific (Foss ef al, 2013, Not surprisingly, 5. Choleraesusis
and 5 Typhimurium were the most commonly used serotypes in the
reviewed studies, as they are two of the most reported serotypes in
swine (Fuley et al, 2008 }. although twir geographic distribution differs
(5. Chol is is more ¢ ly found in America and $.
Typhimurium is the most common seredype in Eurape). That distribu-
tion was also reflected in the geographic locations where studies with
each serotype were carned out, with 78.6% of studies using 5
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Choleraesuis vaccines performed in the USA, Canada and Brazil, and
64.3% of the studies describing the use of S Typhimurium vaccines per-
formed in Furope.

‘While no effect of the serotype was observed on the efficacy record-
ed for atrenuated vaccines, a higher efficacy of inactivared vaccines
againat %, Choleraesuis were found in the two trials that evaluared this
alternative (Table 4, what could be due to the larger importance of sys-
temic immunity against infections with this serotype. However, both
trials (Draayer, 1986; Takada-lwao et al., 2013) were caried outina
limnited samp]e of:mumls -n = 5 in both the lmervenunn and conmrol
group) an pigs.inc with rrials
evaluating the inactivated rype against 5, Typhimurium, which were
maostly performed under held conditions {56} and included a larger
numker of animals { mean — 915). This could also explain our findings,
given that an overall higher efficacy was observed in challenge studies.

The slightly higher risk dilTerence vhserved in challenge trials com-
pared to field trials could be explained by a more even exposure o
the pathagen in both vaccinated and control animals (dose, time of ex-
posure, etr.) in challenge mials in contrast to field trials where the force
ol infection, shedding of the pathogen and rate of contacts were Likely
no omogensous. These issues may have the potential to result in un-
controlled biases (Wilhelm et al, 2012}, Another possible explanation
for this result could be related to publication bias, a experimental trials
reporiing a relarively high effect are usually more likely to be published
compared with trials thar report a low or negative effect (Borenstein et
al, A0E},

A hugher efficacy was tound lor experimental compared with com-
mercial vaccines, although the very large heterogeneity found in the re-
sults reported for the latter category makes interpretation of its pooled
efficacy estimate difficult.

When more than ane treatment group was compared against the
same control group within a study, each pair was included as a separate
comparison { tnal} within a commen publication, potentially leading to
overestimaring the precision of the estimate. This problem has been de-
seribed before Lo this context {Wisener et al, 2014}, although here the
inclusion of a higher number of studies Jecreased the trial/study ratio
compared with previous meta-analyses [1:1.7 vs 1:2 (Wilhelm et al.,
isener et al, 2014}], which may have decreased

this l;ndesirad effect.
Even though one of the abjectives of this study was to be more inclu-
sive than in previous reviews, what led to a more heterogenseous set of

studies being identified, only 44 studies Tulfilled ow incwion citeda
The ial effe 10('[[18([\!.{-‘11. i fthe study onvaccine efficacy

i he relevant variables
ble, hut in certain cases sample size was too small, what led to high un-
certainty regarding the specific impact of certain factors on vaccine
efficacy [Tables 4 and 5. In addition, no information on several other
production and management Gectors (stock density, herd size, constant
flow versus all-in-all-out and indoors versus outdoors systems} that
may tally indl itwasp in mast of the studies, thus
making impossible to assess their effect. Thus, more studies may be
needed in arder ro further dlarify their importance especially under
held conditions (only 29.5% of the ftudies reviewed here belonged 1o
this category } and in finisher pigs { that pose the highest risk of contam-
ination of the food chain),

was

pOSSE-

5. Conclusinns

Alter reviewing available evidence, a beneficial though variable el-
fect of vaccination against Sl oo colonization and sheddi
was ved, and inactivated vacci h I similar effi-
cacy, whereas a higher protecrion was observed on animals receiving
both vaccine types in a reduced number of studies. A serotype-specific
effect an vaccine efficacy was also observed, in particular for inactivared
vaccines including 5. Choleraesus,
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7. DISCUSION

La presente tesis doctoral recoge una serie de investigaciones disefiadas con
el fin de demostrar la aplicabiidad y utilidad de diferentes métodos

cuantitativos en el estudio epidemiolégico de enfermedades zoonbsicas.

El interés de esta tesis doctoral en las enfermedades zoondsicas es derivado
de su compleja epidemiologia, que afecta a diversos compartimentos
(animal, humano, ambiental) y pone de manifiesto la necesidad de una
aproximacion “Una Salud” (One Health), concepto que reconoce que la salud
de los seres humanos, de los animales y el medio ambiente estan
interconectados (Schwabe, 1984). Las zoonosis, que representan una
amenaza tanto para la sanidad animal como para la salud publica (Cripps,
2000) al ser enfermedades que pueden ser transmitidas de animales
domésticos y salvajes al ser humano (Kahn, 2006), son un claro ejemplo de la
interconectividad referida en “Una Salud”. Estas zoonosis pueden causar una
importante morbilidad y mortalidad en el ser humano y demas especies
animales, entre ellas, las de produccion, lo que puede dar lugar también a
una reduccion de la disponibilidad de alimentos de origen animal y por tanto
del bienestar de las comunidades que dependen de su produccion (Cripps,
2000). En la pasada década se ha observado un incremento significativo en
la circulacion de agentes infecciosos (Destoumieux-Garzéon et al.,, 2018),
siendo en su mayoria de origen zoonosico (Taylor et al., 2001; Wolfe et al., 2007)
y, como se ha observado en el caso de las epidemias de influenza aviar, Ebola
y Zika, la interfaz humano-animal-medio ambiente juega un papel vital en la
evolucién y emergencia de estos patdégenos (Destoumieux-Garzon et al.,
2018). La epidemiologia de estas enfermedades es, como decimos, es
especialmente compleja, pero nuestra hipoétesis de trabajo es que la
aplicacion de métodos cuantitativos capaces de integrar la informacién de
diversas disciplinas como la microbiologia, la demografia, la biologia
molecular, etc. (Dohoo, 2003; Thursfield, 2007; Perez, 2015) puede resultar

especialmente util en la investigacion sistematica del problema que causan.
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Entre los responsables de los problemas emergentes de salud del siglo XXI
figuran la destruccidon y fragmentacion de los habitats naturales, la
contaminaciéon medio ambiental y el cambio climatico; éstos se han
convertido en catalizadores de una mayor incidencia y extension geografica
de los agentes infecciosos (Daszak et al., 2001; Patz et al., 2004; Levy, 2015). De
igual manera, la globalizacion del comercio e intercambio de animales
(WHO/FAO, 2002), con el consecuente aumento del movimiento de humanos,
animales y plantas con sus respectivos agentes infecciosos, han posibilitado la
colonizacién de nuevos territorios por parte de estos ultimos. Asi mismo, la
industrializacion de la agricultura (Stoate et al., 2001; Stoate et al., 2009), que
ha dado lugar a practicas intensivas de cria y produccion, ha generado un
estrés en los animales que propicia la seleccion y propagacion de agentes
infecciosos (Destoumieux-Garzén et al., 2018). Este aumento de la incidencia
de enfermedades puede ser a su vez responsable del uso abusivo de
pesticidas y antibidticos y, por tanto, de la emergencia de vectores y bacterias

resistentes (Tantely et al., 2010; Chouaibou et al., 2016; Holmes et al., 2016).

El objetivo de esta tesis era demostrar la versatiidad de los métodos
cuantitativos para el estudio epidemiolégico de una variedad de
enfermedades zoondticas. Con el fin de tener un abanico representativo, la
seleccion de las enfermedades abordadas se llevd a cabo en base a su
diferente etiologia, transmision y epidemiologia, entre otras caracteristicas.
Respecto a la primera enfermedad, la leishmaniosis, esta producida por
parasitos protozoarios del género Leishmania y se transmite a través de
vectores (Bafiuls et al., 2007). Aunque la leishmaniosis es endémica en la
cuenca mediterranea, donde L. infantum es la especie responsable y el perro
el principal hospedador (Boelaert et al., 2000; Gallego, 2004; Galvez et al.,
2010), el aumento de casos en humanos (en esta region, asi como en latitudes
mayores), hace que se considere a esta enfermedad re-emergente
(Gramiccia and Gradoni, 2005; Ready, 2010). En Esparia, la prevencion de la
enfermedad se lleva a mediante la vacunacion de perros y el uso de
productos repelentes (Lladré et al., 2016). Por otro lado, la tuberculosis bovina
esta producida por micobacterias del complejo Mycobacterium tuberculosis

y la principal via de transmision es la respiratoria (Michel et al., 2010). En nuestro
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pais, esta enfermedad es endémica en el principal hospedador animal, el
vacuno, asi como en pequefios rumiantes y especies salvajes (Martinez-Lopez
et al.,, 2014). Sin embargo, los casos en humanos son esporadicos, a diferencia
de lo observado en paises en vias de industrializacion (Dean et al., 2018). Para
su control, se ha establecido en Espafia un programa de erradicacion de la
enfermedad en ganado vacuno (MAPAMA, 2017b). Por dltimo, la salmonelosis
estad producida por bacterias Gram negativas del género Salmonella y se
transmite via fecal-oral (Gomez et al.,, 1997). En Esparia, la salmonelosis es
endémica tanto en el hospedador animal (aves y cerdos) como en el ser
humano, a raiz de brotes de origen alimentario (Dominguez et al., 2007). El
control de Salmonella se lleva a cabo a lo largo de la cadena alimentaria y

en la manipulacion de alimentos (EFSA, 2017).

La leishmaniosis es una enfermedad zoondsica parasitaria producida por
protozoos del género Leishmania y que afecta tanto a humanos como a otros
mamiferos (Bafiuls et al.,, 2007). En la cuenca Mediterranea, donde la
leishmaniosis es endémica, L. infantum es el agente responsable de la
enfermedad (Boelaert et al., 2000) y los flebétomos P. perniciosus y P. ariasi son
los principales vectores (Aransay et al., 2003; Franco, 2010; Galvez et al., 2011,
Maroli et al., 2013), mientras que los perros estan considerados el principal
reservorio doméstico (Gallego, 2004; Galvez et al., 2010). En la Comunidad de
Madrid, se registraron anualmente un total de 12 a 25 casos en humanos
durante el periodo 2000-2009. Sin embargo, un brote acontecido en el suroeste
de la region, en los municipios de Getafe, Fuenlabrada, Leganés y Humanes
de Madrid y en el que los primeros casos se remontan a julio de 2009, ha
dejado a fecha de hoy mas de 700 personas afectadas, el 60% con un cuadro
de leishmaniosis cutanea y el 40% restante de leishmaniosis visceral (Arce et
al.,, 2013; Gomez-Barroso et al., 2015). Y, a pesar de que la incidencia ha
disminuido notablemente los Ultimos arfios, este brote continlla activo. Los
estudios epidemiolégicos llevados a cabo en el area afectada, que no
detectaron cambios en la dinamica de la enfermedad en perros (Arce et al.,
2013), demostraron el papel potencial de los lagomorfos, liebres y conejos,
como reservorios competentes del parasito, encontrandose seroprevalencias

superiores al 74% y 45%, respectivamente (Jimenez et al., 2014; Moreno et al.,
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2014). Ademas, su capacidad de transmitir el parasito al vector fue probada
en condiciones experimentales (Molina et al.,, 2012). Este brote, un claro
ejemplo de la invasidn por parte del ser humano de un habitat natural y la
consecuente modificacion de la ecologia de los animales que habitaban en
€él, fue producto de la construccién en esta area de urbanizaciones y parques
donde se establecieron los lagomorfos en ausencia de depredadores (Arce et
al.,, 2013), unido a las elevadas densidades del vector, Phlebotomus
perniciosus, cuya presencia se vio favorecida por la presencia de escombros
de las obras de aclimataciéon urbana y posiblemente de unos otofios mas
largos (Dujardin et al., 2008; WHO, 2010; Hay et al., 2013).

A pesar de que el potencial de los conejos y liebres de actuar como reservorios
competentes de L. infantum habia sido demostrado (Jimenez et al., 2014;
Moreno et al.,, 2014), la evaluacion de la importancia de su papel en la
dinamica de la enfermedad y la implantaciéon de estrategias de vigilancia y
control acordes estaba impedida por el desconocimiento de la fiabilidad de
las pruebas diagndsticas en estas especies. Con el fin de responder a esta
pregunta, se llevd a cabo el analisis de los resultados en IFAT y PCR anidada
sobre muestras de piel de oreja (porque esla zona mas expuesta a la picadura
del vector) de lagomorfos de la region mediante una aproximacion bayesiana
(Branscum et al., 2005), ya que son las pruebas comunmente utilizadas para la
deteccion de la infeccion de L. infantum en estas especies. El analisis de 217
conejos y 67 liebres, muestreados en dos areas diferentes de la region de
Madrid, permitid, no solo la estimacion de la fiabilidad diagnéstica de las dos
pruebas anteriores, sino también la estimacion de la prevalencia de
leishmaniosis en cada una de las especies en areas ajenas a la zona del brote
mediante la aplicacion de un modelo Bayesiano de dos poblaciones. Debido
a la ausencia de informacion sobre la precision de estas pruebas en
lagomorfos, los priors que fueron incorporados al modelo se basaron en la
evidenciarecogida para otras especies, especialmente en perros, y la opinion

de expertos.

Como puede observarse en este estudio, en especies sin antecedentes de

esta enfermedad y, por tanto, del diagnéstico de la misma, la estadistica
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bayesiana demostr6 su utiidad en la determinacion de la fiabilidad de las
pruebas para el diagndstico de la infeccion por L. infantum en lagomorfos asi
como de la prevalencia de enfermedad en este reservorio. A pesar de que
estas pruebas habian sido extensamente evaluadas en otras especies (en el
hombre, el perro y el gato), ésta representa la primera vez que un modelo
bayesiano se aplica para la estimacion de la fiabilidad de dichas pruebas en
el caso, no s6lo para el diagnoéstico de la enfermedad en lagomorfos, sino
para el diagnostico de la leishmaniosis en general. Segun los resultados del
estudio, la sensibiidad y especificidad estimadas del IFAT hacen de esta
prueba una candidata adecuada para el cribado de leishmaniosis en
lagomorfos. La estimacion posterior de la sensibilidad del IFAT cuando se
empled una interpretacion conservadora de sus resultados (titulos <1/50
considerados negativos) estaba en consonancia con el prior empleado en el
modelo, 73% (Intervalo de probabilidad posterior del 95%: 61,3 — 83,8), lo que
apunta a que su sensibilidad seria similar a la observada en otras especies
(Igbal et al., 2002; Marfurt et al., 2003; Maia et al., 2009; Solano-Gallego et al.,
2014). Asi mismo, esta sensibilidad posterior aumentd entre 5 y 10 puntos
porcentuales cuando se empled la interpretacion sensible de los resultados del
IFAT (titulos 21/25 considerados positivos. Sin embargo, la especificidad
estimada del IFAT fue ligeramente inferior a lo esperado (medianas de las
estimaciones posteriores entre 75,9 y 80,2%) lo que podria explicarse, al menos
en parte, por la reactividad cruzada con Trypanosoma spp (Moreno et al.,
2014) cuya presencia ha sido reportada en Espafia (Diaz-Saez et al., 2014). Por
el contrario, la sensibiidad de la PCR anidada fue limitada, con la mediana
de las estimaciones posteriores entre 20 y 30%. Esta baja sensibilidad podria
deberse a una carga parasitaria baja en el momento del diagndstico o una
distribucion heterogénea del parasito en el hospedador, teniendo en cuenta
la falta de informaciéon sobre la patogénesis de la enfermedad en esta
especie. Cabe resaltar que la concentracion de ADN de Leishmania en la piel
es mayor cuanto mas reciente haya sido la inoculaciéon de los promastigotes
por parte del fleb6tomo, como ha sido demostrado en estudios
experimentales en ratones (Belkaid et al., 2000; Kamhawi et al., 2000; Nicolas

et al., 2000) y en perros asintomaticos (Solano-Gallego et al., 2001; Otranto et
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al., 2009). Sin embargo, desconocemos el momento de exposicion al parasito
de los ejemplares incluidos en el estudio (capturados a finales de la
temporada de actividad del vector), que podria haber sido meses anteriores
al muestreo o, incluso, afios anteriores. Este hecho seria compatible con la alta
proporciéon de animales seropositivos encontrada, considerando la larga

duracion de la inmunidad.

El analisis bayesiano de los datos confimé la utilidad de las pruebas
seroldgicas en este contexto y también arrojé luz sobre la epidemiologia de la
enfermedad en los lagomorfos de esta region. La prevalencia estimada en
conejos fue significativamente superior a aquella en liebres, sugiriendo que la
agregacion de los primeros en madrigueras puede favorecer la transmision de
la enfermedad si el vector esta presente, ya que se ha observado que la
sangre de los conejos atrae especialmente a P. perniciosus (Benito-De Martin
et al., 1994; Jimenez et al., 2014; Martin-Martin et al., 2014). Por otro lado, no
existen datos sobre la persistencia del material genético del parasito en los
tejidos de un lagomorfo infectado, aunque la ausencia de signos clinicos
macroscopicos en los conejos y liebres capturados sugiere que la infeccion en
este reservorio no debe ser severa y, por tanto, el uso de la PCR, que es mas
sensible en el caso de infecciones agudas, no esté indicado en este contexto.
Con el fin de esclarecer estas dudas deberan llevarse a cabo investigaciones

futuras.

Las zoonosis endémicas siguen representando una amenaza para la salud
publicay lasanidad animal (Fenga and Pugliese, 2013) a pesar de los esfuerzos
invertidos en su estudio y control. El control de enfermedades como la
brucelosis, la tuberculosis bovina, la salmonelosis, la fiebre Q o diversas
helmintiasis en el reservorio animal mediante la implantacion de programas de
erradicacion y otras medidas a nivel de granja o piscifactoria ha dado lugar a
una reduccioén significativa de su prevalencia, e incluso a su erradicacion, en
muchos paises industrializados (Cousins and Roberts, 2001; Collins, 2006;
European Food Safety et al., 2016). Aunque el riesgo de transmision al ser
humano de varias de estas enfermedades sea considerado bajo o faciimente

prevenible, un estado de inmunodepresion del individuo (a raiz de
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tratamientos farmacoldgicos o infecciones como, por ejemplo, por VIH),
pueden incrementar la susceptibiidad a estas enfermedades (Rezaei et al.,
2011). Por otro lado, y a pesar del éxito de los programas de erradicacion en
el reservorio animal, el riesgo de transmision al ser humano no es despreciable
y la existencia de nuevas corrientes culinarias como el consumo de carne,
pesado y productos derivados, como la leche, poco cocinados o sin la
higienizaciéon necesaria posibilitan esta transmision (Suk and Semenza, 2011).
Por otro lado, en paises en vias de industrializacion, estas enfermedades
contindan siendo una causa de morbilidad y mortalidad importante tanto en
animales como en el ser humano (Cosivi et al,, 1998; Ayele et al.,, 2004,
Majowicz et al., 2010b; Rubach et al.,, 2013; Vanderburg et al., 2014; Dean et
al.,, 2018), incluso en casos en los que la transmision al hombre podria
prevenirse a través de simples habitos de higiene (Destoumieux-Garzén et al.,
2018).

La tuberculosis bovina (bTB), que esta causada por miembros del complejo
Mycobacterium tuberculosis (MTC; principalmente por M. bovis y, en menor
medida, por M. caprae) (Collins, 2006; Michel et al., 2010), es una enfermedad
zoonotica con una distribucion global que presenta importantes implicaciones
en la salud humana y animal (WHO, 2017; Dean et al., 2018). La infeccién por
MTC en el principal hospedador animal y principal fuente de infeccién para el
ser humano, el vacuno, es generalmente cronica y permanece subclinica
durante largos periodos de tiempo, llegando los animales al estado infeccioso
mucho antes de exhibir signos clinicos, que en cualquier caso no son nunca
patognomonicos (de la Rua-Domenech et al., 2006). Por ello, las estrategias
de control en el ganado estan basadas en la deteccion y eliminacion
temprana de los animales infectados de la explotacion mediante la
aplicacion de pruebas de diagndstico ante-mortem, complementada con la
inspeccion rutinaria en matadero (de la Rua-Domenech et al., 2006). Los casos
en humanos en paises industrializados se han reducido drasticamente gracias
a la aplicacion de las estrategias citadas junto con otras medidas como la
pasteurizacion de la leche de consumo humano (O'Reilly and Daborn, 1995;
Palmer, 2006) y la aplicacion de practicas de proteccion del personal

profesional en el matadero (Klous et al., 2016). Sin embargo, en paises como
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Estados Unidos, se ha observado un aumento reciente de la incidencia de
casos de tuberculosis por M. bovis a raiz del consumo de productos derivados
de leche sin pasteurizar, como el queso fresco (CDC, 2005; Hlavsa et al., 2008),
lo que sefala que el riesgo de esta enfermedad no es despreciable y la
importancia de una adecuada educaciéon de la poblacién en habitos de

higiene.

Considerando el gran esfuerzo que conlleva la erradicacion de una
enfermedad y teniendo en cuenta los grandes avances que ha
experimentado nuestro pais en este aspecto [reduccidn significativa de la
prevalencia de tuberculosis bovina (MAPAMA, 2017b), entre otras], es de vital
importancia conocer la capacidad diagndstica de las pruebas rutinarias para
no frenar dichos avances. Es por ello que se planted el segundo estudio de
este capitulo, el cual describe una situacion a la que se enfrentan los
programas nacionales de erradicacion de enfermedades animales: la
inclusion de una prueba diagnéstica cuyo rendimiento en campo en nuestro

pais se desconoce.

En Espafia, el programa nacional de erradicacion de la tuberculosis bovina
(bTB) se basa en Ila aplicacion rutinaria de la prueba de la
intradermotuberculinizaciéon (IDTB) en animales mayores de seis semanas de
edad y el uso en paralelo de la prueba de deteccion del gamma-interferén
(r-IFN) como prueba complementaria en explotaciones infectadas (reactores
confirmados por andlisis bacteriolégico y/o hallazgo de lesiones compatibles
con la bTB) (MAPAMA, 2017b). Existen diferentes versiones de esta Ultima
prueba, entre ellas el kit comercial IDvet (ID Screen® Ruminant IFN-g, IDvet,
Grabels, France) cuyo uso en el programa de erradicaciéon ha sido
recientemente autorizado (2016). Sin embargo, la evidencia sobre su fiabilidad
en un contexto epidemiolégico como el de nuestro pais era limitada. Por
tanto, se llevd a cabo la evaluacion de su sensibilidad y especificidad, cuando
se utiliza junto a la IDTB, mediante una aproximacion bayesiana (Branscum et
al., 2005) ya que ninguna de las pruebas diagndsticas disponibles actualmente
determina correctamente el estado de infeccién por MTC en vacuno (de la

Rua-Domenech et al., 2006). El analisis de una amplia poblacién de animales
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(n=8.426) procedentes de 78 explotaciones localizadas en la Comunidad de
Madrid y Castilla y Ledn (incluyendo los principales tipos productivos de las
regiones) permiti6 obtener estimaciones no sesgadas. La eleccion de un
modelo de dos poblaciones, a su vez, permiti®6 tomar en consideracion
diferencias en la prevalencia de la enfermedad en las regiones sometidas a
estudio, seleccionadas en parte por su alta prevalencia de bTB (MAPAMA,
2017a). Ademas, el muestreo de 1.181 vacas procedentes de 18 explotaciones
con una prevalencia esperada alta de reactores a la prueba del Y-IFN permitid
un analisis de concordancia entre los resultados de los kits IDvet y Bovigam,

este Ultimo utilizado en Espafia desde hace mas de 10 afios.

La estadistica bayesiana habia demostrado con anterioridad su utilidad en la
evaluacion de la fiabilidad de las pruebas para el diagndéstico de bTB (Muller
et al., 2009; Clegg et al., 2011; Alvarez et al., 2012a; O'Hare et al., 2014;
Bermingham et al., 2015b; Praud et al., 2015; Pucken et al., 2017) debido a las
limitaciones inherentes a la aproximacion con una prueba de referencia en
esta enfermedad (de la Rua-Domenech et al., 2006). En dichos trabajos se
pusieron de manifiesto en ocasiones importantes discordancias entre la
expectativa previa sobre el rendimiento de la prueba (en muchos casos
formada a partir de la comparacion con pruebas de inferior rendimiento o en
contextos epidemiolégicos diferentes) y lo estimado al analizar los datos de
campo. En el caso del estudio incluido en esta tesis doctoral también se
obtuvieron resultados discordantes con respecto a otros estudios previos sobre
la fiabilidad del kit IDvet, como los llevados a cabo en Francia, Bélgica y
México (Validation report), en los que se obtuvieron valores mas elevados de
sensibilidad de la prueba (88,3%; IC 95%: 81,1 — 95,5). Sin embargo, los valores
estimados en este estudio con el punto de corte recomendado por el
fabricante (35) fueron significativamente inferiores, con la mediana de la
sensibilidad estimada igual a 36,7% y un intervalo de probabilidad posterior
entre 14,7 y 78,8, empleando para su estimacion un prior similar (aunque mas
amplio) al empleado con anterioridad para la evaluacion del Bovigam
(Alvarez et al., 2012a), ya que ambas pruebas presentan la misma diana
diagndstica, la deteccidon del y-IFN producido por linfocitos estimulados con

PPD bovina, y ambas fueron evaluadas en el mismo contexto epidemiolégico.
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El origen de dichas diferencias podria estar, al menos en parte, en las muy
diferentes condiciones en las que se realizaron los estudios citados (Validation
report): en éstos se analizé un nimero limitado de animales (n<77), los cuales
habian sido previamente positivos a PCR, cultivo o a la prueba de la IDTB, por
lo que solo representaban a una subpoblacién sesgada con respecto al total
de animales infectados (aquellos positivos a una prueba diagnéstica), lo que
podria haber dado lugar a una sobreestimacion de la sensibilidad de la
prueba (Lijmer et al., 1999). En nuestro estudio, en cambio, las explotaciones
de origen de los animales analizados fueron seleccionadas aleatoriamente de
entre todas las explotaciones infectadas en las que las pruebas de la IDTB e
IDvet estaban siendo realizadas de forma rutinaria y, por tanto, constituirian
una muestra mas representativa de la poblaciéon sobre la que se aplica la

prueba.

Por otro lado, la sensibilidad estimada para el IDvet también contrasta con la
estimada con anterioridad para el Bovigam (Alvarez et al., 2012a), muy
superior (mediana de 89,3%, IPP 95%: 77,5 — 97,2). Este resultado, si bien
sorprendente en si mismo dado que ambas pruebas estan basadas en el
mismo principio, resulta esperable dado lo observado en el estudio aqui
presente (menor nimero de reactores en el caso del IDvet) y la experiencia
descrita por varios servicios veterinarios oficiales (descenso notable del nimero
de reacciones positivas en explotaciones consideradas infectadas tras el
cambio de kit). Esta diferencia entre ambos kits se hizo ain mas evidente
cuando el prior empleado para la sensibilidad del IDvet se sustituyé por uno
no informativo en el andlisis de sensibilidad (bajando la estimacion posterior a
un valor mediano del 41%), lo que sugiere un conflicto entre la informacion “a
priori” y los datos de campo, y confirma la hipotesis de que el kit IDvet, con el
punto de corte 35 presenta una sensibilidad significativamente inferior a la del
Bovigam. Este resultado contrasta con la elevada area bajo la curva
encontrada al comparar ambas pruebas (92,5%, 89,6 - 95,3), que apunta en
cambio a un rendimiento potencial mas parejo entre ambas pruebas si se
modifica el punto de corte (de modo que se requiera una diferencia menor
entre la respuesta a la estimulacién con PPD bovina y la registrada con PPD

aviar para definir a un animal como reactor). Cuando se emplearon los puntos
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16 y 4 para la interpretacion de los resultados del IDvet, las estimaciones
posteriores de sensibilidad del mismo alcanzaron valores superiores, 49,0% (IPP
95%: 24,8 - 94,1) y 56,0% (IPP 95%: 30,8 - 96,3), manteniendo una alta
especificidad (medianas posteriores superiores al 93,9%), aumentando
también en gran medida la concordancia de los resultados obtenidos con el
kit Bovigam. Considerando que en la Unién Europea el uso de la prueba de
deteccidon de y-IFN se aplica para maximizar el nimero de animales
infectados detectado (MAPAMA, 2017b), ya que es capaza de identificar
animales en fases mas tempranas de la infeccion en comparaciéon con la
prueba de la IDTB (Pollock et al., 2005; Anon, 2006), la modificacion del punto
de corte del IDvet seria una aproximacion razonable cuando se analizan

muestras de explotaciones infectadas.

En lo que respecta a la fiabiidad estimada de la IDTB, ésta estuvo en
consonancia con lo observado en estudios anteriores (de la Rua-Domenech
et al., 2006; Alvarez et al., 2012a), y se reflejd6 en el solapamiento de las
distribuciones de las estimaciones posteriores con aquellas de los priors, tanto
para su sensibilidad como para su especificidad. La baja correlaciéon entre los
resultados de la IDTB y del IDvet estimada en el modelo bayesiano esta en
consonancia con un escenario donde los animales estan sometidos a un
analisis rutinario con IDTB, por lo que los reactores a piel ya han sido retirados
cuando se introduce la prueba del y-IFN por primera vez (Monaghan et al.,
1994; Neill et al., 1994; Wood and Jones, 2001; Vordermeier et al., 2004; Pollock
et al., 2005; Casal et al., 2017), como ya habia sido observado con el Bovigam
(Alvarez et al., 2012a). Este hecho ratifica la utilidad de la aplicaciéon de las
pruebas de deteccién de v-IFN en paralelo a la prueba de la piel para
maximizar la sensibilidad diagndstica (Neill et al., 1994; Aranaz et al., 2006a).
Por otro lado, la diferencia en las prevalencias estimadas para las regiones de
estudio, con un ratio similar al reportado entre Castilla y Ledn y la Comunidad
de Madird en 2016 (MAPAMA, 2017a), confirma la idoneidad del modelo de

dos poblaciones en este estudio.

Los resultados de este estudio, los cuales sugieren que el kit IDvet presenta una

sensibiidad menor que el Bovigam para el diagnéstico de bTB en
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explotaciones de vacuno infectadas en nuestro pais y como ésta sensibilidad
podria mejorarse mediante la interpretacion de la prueba con puntos de corte
alternativos, apoyan la decision de reducir el punto de corte del IDvet para su

aplicacion en el programa de erradicacion de la bTB en Esparfia (IDvet, 2017).

Los dos estudios anteriores demuestran la aplicabilidad del analisis bayesiano
en la evaluacion de la fiabiidad de pruebas diagndsticas. Las diferencias
entre ambos estudios (disponibilidad de informacién previa, estructura de las
poblaciones analizadas, tipo de prueba diagndstica a evaluar) demuestran
que la aplicabiidad de esta aproximaciéon no esta condicionada por la
naturaleza de las pruebas en estudio ni por las demas circunstancias que las
rodean, como la infeccidon a detectar o el escenario. En ambos estudios se
empled un modelo de dos pruebas diagndsticas y dos poblaciones, basado
en un muestreo multinomial, en el que la muestra de animales analizados
representa un subconjunto del censo total de la poblacién (Branscum et al.,
2005). Sin embargo, la relacion entre los resultados de las dos pruebas
diagnésticas contempladas en el modelo fue asumida de manera diferente
en cada estudio: en el caso de la tuberculosis bovina se asumié que los
resultados a las dos pruebas evaluadas eran dependientes, dado que se
basaban en la deteccion del mismo tipo de fendmeno (basado en la
respuesta inmune de base celular), mientras que en el caso de la leishmaniosis
se asumio que los resultados eran independientes dado que una prueba esta
dirigida a detectar la respuesta inmune inducida por la infecciéon (IFAT) y la
otra la presencia misma del parasito (PCR) (Gardner et al., 2000; Dendukuri
and Joseph, 2001; Georgiadis Marios et al., 2003; Kostoulas et al., 2017). Un
aspecto controvertido en este tipo de analisis es la seleccion de los priors
(Gardner, 2002; Carlin, 2009). En ambos estudios y para minimo una de las
pruebas en evaluacion, la seleccion de los priors tuvo que realizarse en base
a informacion extraida de investigaciones realizadas en condiciones
parecidas pero no iguales a las aqui analizadas porque no estaban
disponibles; en el primero estudio y, en concreto, para el IDvet, los priors que
se utilizaron estaban basados en otra prueba, el Bovigam, que aunque
comparta diana diagnéstica con el IDvet, ha quedado demostrado que no

son comparables, y; en el segundo estudio, los priors de ambas pruebas se
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seleccionaron en base a lo descrito en otras especies. Aun asi, el Unico
conflicto que se observé entre esta informacion “a priori” y los datos de campo
fue en el caso de la sensibilidad del IDvet, donde el prior parecia informar en
exceso al modelo dando lugar a una sobreestimacion de ese parametro,
hecho que no ocurrié para la especificidad del IDvet ni para el resto de

parametros en este modelo ni en el del segundo estudio.

La limitacion de estos estudios, como cualquiera de evaluacion diagnéstica,
es la imposibilidad de generalizar los resultados encontrados sin su previa

verificacion en otros contextos epidemiolégicos y condiciones alternativas.

Una vez establecida la fiabilidad de la herramienta diagnéstica utilizada para
la determinacion del estado de enfermedad (positivo/negativo) de la unidad
de estudio (individual o rebafio) ésta pueda emplearse en estudios destinados
a evaluar los patrones espacio-temporales de la enfermedad y elimpacto que
las medidas de control implantadas puedan tener sobre éstas. En el trabajo
incluido en el capitulo dosy el primero del capitulo tres se explora la aplicacion
de herramientas mas avanzadas para responder a varias preguntas que aln

persisten sobre la epidemiologia de la tuberculosis bovina en Espafia.

El progreso en el control de la tuberculosis bovina en el hospedador animal no
es uniforme, generalmente debido a la influencia de diversos factores
epidemioldgicos que limitan el éxito de los programas de erradicacion (Allen
et al, 2018). Sin embargo, el uso del andlisis espacial puede ayudar a
identificar clusters de persistencia de la enfermedad y contribuir asi a la
identificacion de los factores alli presentes (Ward and Carpenter, 2000a) y, por
tanto, a la implementacién de medidas de control dirigidas a esos factores.
Por ello, el estudio del segundo capitulo de la tesis tuvo como objetivo la
aplicacion de técnicas de analisis espacial con el fin de determinar la
dinamica de transmision espacio-temporal de la bTB en explotaciones de
vacuno de una region de alta prevalencia, la Comunidad de Madrid

(MAGRAMA, 2013), durante los afios 2010-2012.

La aplicacion de esta aproximacion analitica reveld una distribucion

heterogénea de la bTB a lo largo de la Comunidad de Madrid en los afios de
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estudio, en concordancia con estudios anteriores en ganado bovino(Perez et
al., 2002b; Allepuz et al., 2011) y fauna salvaje (Olea-Popelka et al., 2003; Olea-
Popelka et al., 2005) en otros escenarios, con el hallazgo en esta ocasion de
un cluster de alta prevalencia mantenido alo largo de los tres afios de estudio
(denominado area de alto riesgo) que incluia un total de 157 explotaciones
delazonanorte de laregion. Esta distribuciéon heterogénea de la bTB se asocia
en ocasiones con la presencia de un reservorio salvaje que mantiene la
infeccion (Pfeiffer, 2013); sin embargo, la ausencia de clusters en otras areas
de la Comunidad de Madrid donde la densidad estimada de jabalies era
similar o superior al area de alto riesgo aqui descrita (Bosch, 2012; Acevedo et
al., 2014) sugirié que, al menos, éste no es el Unico factor involucrado en el

mantenimiento de la enfermedad en la region.

El analisis espacial, en combinacion con lainformacion molecular de las cepas
aisladas resulté especialmente informativo del posible patron espacio-
temporal de transmision del patégeno. La disponibilidad de informacién sobre
los perfiles moleculares de cepas del complejo M. tuberculosis aisladas del
ganado durante este periodo, caracterizadas mediante espoligotipado
(Kamerbeek et al., 1997; Frothingham and Meeker-O'Connell, 1998), permitid
identificar tres perfiles mayoritarios de espoligotipo (SB0339, SB0121 y SB1142),
los mas prevalentes a nivel nacional (Rodriguez et al., 2010), que englobaron
mas del 70% de las cepas presentes en la zona de alta prevalencia. La
caracterizacion adicional de estos perfiles procedentes del area de alto riesgo
con la técnica MIRU-VNTR (Frothingham and Meeker-O'Connell, 1998), con un
mayor poder de discriminacion, reveld, por un lado, la posible endemicidad
de un nimero reducido de patrones (SB0339-MV0006 y SB1142-MV0003)
ampliamente distribuidos en la regién y, por otro, la posible introduccion en el
area de alto riesgo de perfiles (SB0121-VNTR) no relacionados entre si desde
otras regiones del pais. Esta hipotesis se veria reforzada por la correspondiente
distribucién nacional de estos tres perfiles (Duarte et al., 2008; Rodriguez et al.,
2010; Rodriguez-Campos et al., 2013). También se observé una asociacion
entre un numero mayor de patrones espoligotipo-VNTR diferentes hallados en
una misma explotacion y su positividad durante al menos dos afios en 2010-

2012, lo que sugiere que la recurrencia de bTB en una explotacién durante el
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periodo de estudio pudo estar relacionada no solo con la persistencia de la
infeccion, sino también con nuevas introducciones de cepas distintas de M.

bovis.

El célculo de los valores del coeficiente de transmisiéon intra-rebano B,
estimado mediante la aplicacion de un modelo de transmisiéon SORI (Kean et
al,, 1999), reveld6 unas dinamicas en consonancia con lo obtenido
previamente en la Comunidad de Madrid (Alvarez et al., 2012c) y en otras
regiones (Barlow et al., 1997; Perez et al., 2002a; Fischer et al., 2005) (mediana:
4,42; rango intercuartilico: 2,62-6,29). Si bien estos valores no diferian
significativamente entre brotes localizados fuera y dentro del area de alto
riesgo, se observé una asociacion entre determinadas variables de brote y
estos B, tales como el nUmero de reactores hallado en el primer saneamiento
positivo y el historial de brotes anteriores. En este estudio, a diferencia de
investigaciones anteriores (Olea-Popelka et al., 2004), un historial de brotes
anteriores en una explotacion se asoci®6 a un menor coeficiente de
transmision, lo que podia explicarse por una mayor presencia de falsos
negativos a la prueba de |a IDTB en estas explotaciones (que daria lugar a una
subestimacion de B). Otras variables como la presencia de un nUmero mayor
de reactores en el primer saneamiento positivo, el uso de IFN-y y el dislamiento
de MTC de algun animal durante el brote también se asociaron con niveles
mds elevados de la estimacién de B, reflejando el impacto esperado de estos
factores en el método de estimacioén del coeficiente de transmisidon (Alvarez
et al., 2012c). El hallazgo mas interesante, no obstante, fue que una vez
controlado el efecto de estos factores la localizacion de las explotaciones
tenia también una influencia significativa en sus estimaciones de B: se observd
una fuerte autocorrelacion de los B estimados en granjas situadas en
distancias menores a 14 km sugiriendo que la intensidad de la transmision entre
granjas vecinas era similar. Esto apunta a una transmision local de cepas de
bTB (Dommergues et al., 2012), que podria ser consecuencia de los contactos
entre animales de diferentes explotaciones en pastos comunales, el
movimiento local de ganado, la exposicién a un reservorio salvaje infectado
0 a otras fuentes locales no identificadas; la falta de informacién al respecto

imposibilitd la caracterizacion de esta red de contactos en el area de alto
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riesgo, pero la cuantificacion del radio en el que las explotaciones infectadas
experimentaban dinamicas similares de transmision (14 km) podria ser de
utilidad a la hora de definir zonas de riesgo alrededor de un brote en las que

incrementar las medidas de vigilancia y bioseguridad.

Una vez localizadas las areas donde la bTB continla presente a niveles
preocupantes, ha de evaluarse la sensibiidad del programa actual de
erradicacion para la deteccion temprana de las explotaciones infectadas
con el fin de evitar una propagacion mayor de la enfermedad. Debido a que
el programa se basa en la aplicacion de distintas combinaciones de pruebas
diagnaésticas imperfectas (IDTB, prueba de IFN-y, inspeccién en matadero,
cultivo post-mortem), la prevalencia aparente (proporcibn de animales
positivos a las pruebas) puede diferir de la prevalencia real (proporciéon de
animales infectados). Esto puede dar lugar a que explotaciones infectadas se
clasifiquen incorrectamente como explotaciones oficialmente libres de
tuberculosis (OTF) debido a la ausencia de reactores cuando se aplica una
prueba diagndstica de  sensibilidad limitada, como es la
intradermotuberculinizaciéon (IDTB) (Adams, 2001; Pollock et al., 2005; de la
Rua-Domenech et al., 2006). Con el fin de responder a cuan probable es que
ocurra lo anterior, en el primer estudio del tercer capitulo de esta tesis se
planted el calculo de la sensibiidad de rebafio del sistema diagnoéstico
contemplado en el programa actual de erradicacion y, en concreto, en
explotaciones OTF. La sensibilidad de rebafio se define como la probabilidad
de observar minimo un reactor a una prueba diagnoéstica aplicada en una
poblacion verdaderamente infectada, de tamafio y prevalencia conocidos
(Martin et al., 1992; Christensen and Gardner, 2000; Martin et al., 2007a). A
pesar de que la fiabilidad individual de las pruebas diagndsticas de bTB ha
sido extensamente evaluada en nuestro pais (Gonzalez Llamazares et al., 1999;
Aranaz et al., 2006b; Alvarez et al., 2012a; Alvarez et al., 2014b), apenas existe
informacién en lo que a la sensibilidad de rebafio del programa nacional
respecta. La aplicacion de un arbol de escenario permitié disgregar el sistema
diagnostico establecido en explotaciones OTF en Castilla y Ledn en sus
diferentes componentes y recoger asi las probabilidades que determinan los

diferentes resultados posibles. Al comprobar que el modelo predecia
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correctamente el nimero de reactores a la IDTB y de animales positivos en el
analisis bacteriolégico observado en explotaciones recién infectadas y
detectadas (explotaciones OTF cuya calificacion fue suspendida o retirada)
en laregion de Castillay Le6n en 2011-2015, se procedio a la estimacion de la

sensibilidad de rebafio en este escenario.

La sensibilidad de rebafio estimada para la IDTB fue moderada (mediana=
76,2%, 95% PI: 19.8 — 97.6), sugiriendo que aproximadamente tres de cada
cuatro explotaciones recién infectadas se detectarian mediante la aplicacion
de esta prueba. Sin embargo, este valor debe interpretarse teniendo en
cuenta las caracteristicas la poblacion analizada: éstas eran explotaciones
OTF localizadas en un area de alta prevalencia como es Castilla y Ledn
(MAPAMA, 2017b) y, por tanto, sometidas a saneamientos cada 6-12 meses.
En estas explotaciones, en el saneamiento anterior no se habian detectado
reactores por lo que, o la carga de infeccidn en el saneamiento anterior era
muy baja o se infectaron en el periodo comprendido entre saneamientos. De
cualquiera de las maneras, es probable que la infeccién estuviera presente a
niveles muy bajos cuando fue detectada, como sugiere el reducido niumero
de reactores observado en estas explotaciones (mediana= 1) y la prevalencia
intra-rebafio estimada (median= 2,64%). Lo esperado en esta situacion es que
la mayoria de los animales infectados estuviera en fases tempranas de la
infeccion, cuando la sensibilidad de la IDTB es limitada (Monaghan et al., 1994;
Pollock et al., 2005; Alvarez et al., 2012a), explicando asi la imperfecta
sensibiidad de rebafio. Los resultados de la estimacion del nivel de
enfermedad que habria permanecido sin detectar por la IDTB por afio de
estudio (2011-2015) sugirieron que entre un 28% y 30,7% de las explotaciones
recién infectadas no serian detectadas en un primer saneamiento,
destacando la importancia del analisis rutinario de explotaciones OTF
localizadas en areas de alta prevalencia para evitar una propagacién mayor
de la enfermedad, ya que esta probabilidad disminuia hasta el 12,7% cuando
se aplicaban dos saneamientos consecutivos. Este hecho también subraya el
valor de la vigilancia pasiva a nivel de matadero, en el sacrificio rutinario de
animales procedentes de explotaciones OTF, con el fin de aumentar la

confianza en la libertad de enfermedad en estas explotaciones.
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Por otro lado, las estimaciones del modelo sugirieron que, de entre las
explotaciones recién infectadas y positivas a la IDTB, la probabilidad de
confirmar la presencia de MTC a través del analisis bacteriolégico de las
muestras de los animales sacrificados era del 65,3% (95% PI: 50,0 — 82,3). Estos
resultados subrayan la importancia de limitar el movimiento de ganado en
explotaciones positivas a la IDTB incluso cuando no haya sido posible cultivar
el agente causal, hasta que se evidencie la ausencia de infeccion en los
saneamientos siguientes (ausencia de reactores a la IDTB) como exige la
legislacion europea [Articulos 6(1) y 14(1) de la Directiva Europea 78/52/EEC].
Esta baja proporcion de explotaciones confirmadas puede explicarse por la
limitada sensibiidad del cultivo en comparacidn con las pruebas
inmunolégicas de diagnéstico (Corner, 1994; Monaghan et al., 1994;
Goodchild and Clifton-Hadley, 2001; Pollock and Neill, 2002; Vordermeier et al.,
2004), especialmente en animales recién infectados que aun no han
desarrollado lesiones, como puede observarse en reactores sacrificados en
escenarios de prevalencia baja (Byrne, 1992; Tweddle and Livingstone, 1994;
Goodchild and Clifton-Hadley, 2001; Anon, 2005; de la Rua-Domenech et al.,
2006). Ademas, incluso en presencia de éstas, la sensibilidad de la vigilancia
en matadero para la deteccidon de lesiones compatibles con tuberculosis
bovina es limitada (Garcia-Saenz et al.,, 2015; Pascual-Linaza et al., 2017;

Willeberg et al., 2018).

Nuestro modelo estimé que una de cada cuatro explotaciones infectadas,
positivas a la IDTB y negativas a cultivo en un primer saneamiento, resultaria
negativa a la prueba de la IDTB en el siguiente saneamiento. Sin embargo,
esta probabilidad disminuia hasta el 8,7% con un segundo saneamiento
adicional, destacando la importancia de someter a estas explotaciones a dos
saneamientos consecutivos (con resultados negativos a la IDTB) antes de

considerarlas libres de tuberculosis bovina.

La sensibilidad de rebafio de la IDTB y de las pruebas post-mortem estuvo
fuertemente correlacionada con el censo de la explotacién. Este hecho no es
sorprendente ya que, asumiendo una determinada prevalencia intra-rebafio,

a mayor censo mayor sera el numero esperado de animales
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infectados/positivos a las pruebas diagndsticas. Estos resultados concuerdan
con los reportados por estudios previos, los cuales identificaron una asociacion
entre el censo de animales en una explotacion y la deteccioén de tuberculosis
bovina en la misma (Skuce et al., 2012; Smith et al., 2014b). Sin embargo, no se
observaron diferencias dependiendo de la aptitud, a pesar de haberse
descrito con anterioridad una posible diferencia en términos de fiabilidad
cuando las pruebas diagnosticas se aplican en vacuno de produccion de
carne vs. leche vs. lidia (Rodriguez-Prieto et al., 2012; Alvarez et al., 2014b). Aun
asi, nuestra poblacion de estudio estaba principalmente compuesta por
explotaciones de producciéon carnica (>86%) y esto podria haber limitado la

deteccion de diferencias entre aptitudes.

En definitiva, los resultados de este estudio sugieren que el sistema diagnoéstico
actual de la tuberculosis bovina basado en el cribado de las explotaciones
con la prueba de la IDTB es capaz de detectar aproximadamente tres de
cada cuatro explotaciones recién infectadas en un primer saneamiento (de
las cuales, dos tercios se confirmarian a través del analisis bacteriolégico) v,
alrededor de nueve de cada diez en dos saneamientos consecutivos. Esto
destaca la importancia del analisis rutinario de las explotaciones OTF y, en el
caso de una explotacion positiva a la IDTB, incluso cuando no haya podido
cultivarse el agente causal, el requisito de someter a estas explotaciones a
varios saneamientos consecutivos antes de considerarlas libres de tuberculosis

bovina.

Por otra parte, la salmonelosis es una de las enfermedades de transmisidn
alimentaria mas prevalentes a nivel mundial (Majowicz et al., 2010a), asociada
fundamentalmente al consumo de productos derivados de las aves y, en
segundo lugar, del cerdo (Ballesté-Delpierre and Vila Estapé, 2016). Esta
enfermedad representa una amenaza en la produccién y seguridad
alimentaria, afiadiendo a su efecto patdgeno la posible emergencia de
fenotipos resistentes a antibidticos (EFSA, 2018). Segun el informe de la
EFSA/ECDC del afio 2015 sobre zoonosis y agentes zoonoticos, la carne de
cerdo y productos derivados fueron responsables del 9,3% de los brotes de

salmonelosis acontecidos en Europa (European Food Safety et al., 2015),
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mientras que en Estados Unidos se estima que alrededor de 100.000 casos
anuales de salmonelosis humana estan asociados con el consumo de esta
carne (Miller et al., 2005). Teniendo en cuenta que el cerdo es una de las
fuentes de proteina mas consumidas a nivel mundial (Delgado, 2003), existe la
necesidad de mitigar todo lo posible el riesgo asociado con su consumo. Sin
embargo, Salmonella es un patégeno endémico en la mayor parte de
explotaciones porcinas en todo el mundo, y debido a la ausencia de signos
clinicos asociados con la infeccion (o la presencia de una sintomatologia
clinica leve-moderada en casos clinicos, normalmente causada por cepas del
serotipo S. Choleraesuis) es dificil de controlar (Meldrum, 1993; Gray et al., 1995;
Imberechts et al., 1998; Baloda et al., 2001; Gray and Fedorka-Cray, 2001). La
presencia de portadores asintomaticos de Salmonella supone un riesgo
adicional, ya que ademas de poder actuar como reservorios de la bacteria
(Boyen et al., 2008) pueden alcanzar el matadero y, por tanto, contaminar la
cadena alimentaria (Boyen et al.,, 2008; Merialdi et al., 2008). Aunque la
infeccidn/contaminacion por Salmonella puede tener lugar en cualquier fase
de la produccion, su eliminaciéon a nivel de granja puede contribuir a reducir

el riesgo para la salud publica (Rostagno, 2011).

La salmonelosis porcina es una zoonosis endémica en nuestro pais; aunque no
existe en la actualidad un programa nacional de control, a diferencia de lo
que sucede en otros paises como Dinamarca (Wegener et al., 2003), si se
realiza una gran inversion en estrategias para minimizar su prevalencia y el
riesgo de contaminacion a nivel de granja, matadero y procesamiento de los
productos derivados del cerdo (Arguello et al., 2015). Como parte de estas
estrategias de control de Salmonella en explotaciones de porcino se
encuentran aquellas que mejoran la bioseguridad de las instalaciones, como
el control de acceso de personal o material de explotaciones ajenas, el
control de vectores, las tareas de limpieza y desinfeccidon (Andres and Davies,
2015); también las estrategias de suplementaciéon de la alimentaciéon y del
agua de bebida de los animales, con probiéticos, prebidticos, acidos, sales
organicas e inorganicas (Rasschaert et al., 2016; Tran et al., 2018); y las terapias

con bacteriéfagos o sueros hiper-inmunes (Zhang et al., 2015), entre otras.
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La vacunacion, disefiada para inducir una respuesta inmune que proteja
frente a la infeccion, es una aproximacion viable para el control de la
Salmonella en explotaciones de porcino (Haesebrouck et al., 2004; Boyen et
al., 2008). Sin embargo, su uso esta limitado por la interferencia que producen
muchas vacunas en el diagnoéstico serolégico de la enfermedad. Entre las
vacunas disponibles frente a Salmonella se encuentran las inactivadas, cuyos
resultados en animales han sido variables debido a que su capacidad de
inducir una respuesta inmune celular es limitada (Xu et al., 1993; Davies and
Breslin, 2003), y las atenuadas, que parecen ofrecer una buena proteccion
debido a la induccién de una fuerte respuesta inmune celular junto con la
produccion de Inmunoglobulina A (Haesebrouck et al., 2004). Aunque el
impacto de la vacunacion en el control de Salmonella en esta poblacion ha
sido ampliamente evaluado, los resultados son altamente variables,
probablemente debido a la heterogeneidad de vacunas y protocolos de
vacunacion (Wales and Davies, 2016), lo que dificulta la determinacién de una
estimacion global del efecto esperado del uso de esta herramienta. Por ello,
el segundo estudio del tercer capitulo tenia como objetivo actualizar el
conocimiento existente sobre la efectividad de la vacunacion frente a
Salmonella en el porcino mediante la revision sistematica de la literatura
existente y describir la variedad de serotipos y protocolos utilizados en su
aplicacion para, mediante el uso de un meta-analisis de los resultados
cuantitativos, determinar su eficacia global y evaluar la influencia de ciertos
factores en la misma. La busqueda de esta informacidon en dos repertorios
informatizados ampliamente utilizados en ciencias de la salud, PubMed
(MEDLINE) y CAB Abstracts, confirmd el elevado numero de trabajos realizados
sobre este tema (con 4.375 publicaciones relacionadas con la cadena de
busqueda siendo identificadas en la primera fase) de las que, tras la revisidn
de sus resimenes, se conservaron 964. En las 44 investigaciones que evaluaban
la aplicacion de vacunas de acuerdo a los criterios de inclusion (a lo largo de
un total de 73 ensayos) se identificaron importantes diferencias en términos del
tipo de vacuna (atenuada/inactivada, el serotipo S. Typhimurium/sS.
Choleraesuis) y la dosis, ruta y composicion (uso de adyuvantes) usada en la

administracion, asi como la medida del éxito de la vacuna. La revision
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demostr6 que la medida mas frecuentemente utilizada para medir la
efectividad vacunal fue la comparacion del porcentaje de animales cuyas
muestras de heces o de tejidos fueron positivas a cultivo en el grupo vacunal
vs. el control, algo esperable dado que un resultado positivo a cultivo refleja
un posible riesgo de transmision/contaminacion del medio ambiente en
comparacion con la serologia o la histologia, que guardan poca relacién con
la probabilidad de excrecion de la bacteria (Kranker et al., 2003; Straw, 2006).
En algunas investigaciones (Gibson, 1999; Springer et al., 2001; Roesler et al.,
2004; Takada-lwao et al., 2013; De Ridder et al., 2014) la efectividad de la
vacunacion se evalué en base a los resultados de cultivo obtenidos de
muestras fecales y de tejidos, ofreciendo el primer tipo de muestra
estimaciones similares o, en algunos casos superiores (Roesler et al., 2004),
aunque estas diferencias nunca resultaron significativas. En el estudio aqui
presente hubo preferencia por los resultados de muestras fecales, siempre que
éstos estuvieran disponibles, para el analisis estadistico ya que representan
mejor el riesgo que suponen los animales infectados para la salud publica
(Wisener et al., 2014). Sin embargo, los resultados derivados de la evaluacion
de lesiones (sin aislamiento) y la mortalidad de los animales deben
interpretarse con cautela ya que pueden estar sesgados por factores que
afecten al bienestar de los cerdos diferentes de la infecciéon por Salmonella,

sobre todo en condiciones experimentales.

Gracias ala aplicacion de la revision sistematica y el meta-analisis, se identifico
que la gran mayoria de las investigaciones publicadas y revisadas reportaban
un efecto beneficioso de la vacunacion frente a la infeccion por Salmonella,
con una estimacion global de su capacidad de reduccion de los animales
positivos a cultivo del 28,6%, aunque variable (IC 95%: 22,4 — 34,7) debido a la
heterogeneidad de vacunasy protocolos. Este resultado esta en gran medida
en concordancia con lo reportado en revisiones realizadas con anterioridad
(Denagamage et al., 2007; Wilhelm et al., 2012; Wisener et al., 2014; FAO/WHO,
2016), aunque representa una actualizacidon del conocimiento existente en
este campo ya que incluye un niamero superior de investigaciones revisadas
en comparacion con las revisiones citadas. Denagamage y colaboradores

(2007) evaluaron la efectividad de la vacunacion Gnicamente en cerdos listos
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para sacrificio y concluyeron que, aunque la asociacion entre la vacunacion
y la reduccién de Salmonella era prometedora, no podia considerarse
definitiva debido a las deficiencias en términos de disefio y comunicacion de
las investigaciones revisadas, y no llevaron a cabo un meta-analisis de estos
resultados (Denagamage et al., 2007). Wilhelm y colaboradores (2012)
compararon la efectividad de la vacunacion entre estudios experimentales y
estudios de campo bajo unas condiciones especificas, pero la gran
heterogeneidad observada en el nimero limitado de estudios de campo solo
permitié el calculo de un estimador global de los experimentales (Odds Ratio:
0,3; IC 95%: 0,21-0,45) (Wilhelm et al., 2012). Wisener y colaboradores (2014)
compararon los resultados de efectividad obtenidos durante y al final de los
ensayos y demostraron el efecto protector de la vacunacion frente a
Salmonella, aunque éste fue menos pronunciado cuando se evalué al final del
ensayo (OR: 0,36) que en fases anteriores (OR: 0,36) (Wisener et al., 2014). El
informe de la Organizaciéon de las Naciones Unidas para la Alimentaciéon y la
Agricultura también concluyd que la vacunaciéon daba lugar a unareducciéon
de la prevalencia de Salmonella en cerdos, pero con una alta
heterogeneidad en este efecto (FAO/WHO, 2016). A diferencia de estas
revisiones, el objetivo del estudio aqui presente fue entender también el efecto
del tipo de vacuna y de la ruta de administracién, entre otras, en la
efectividad de esta estrategia; la falta de distincion de estas caracteristicas
pudo provocar la alta heterogeneidad hallada en alguna de las revisiones

anteriores.

Se observd que el uso de vacunas atenuadas e inactivadas aportaban
estimaciones de efectividad similares, con una diferencia de riesgo (DR) entre
los animales vacunados y los controles comprendida entre el 27 y 29%, a pesar
de que las vacunas atenuadas generalmente aportan una mejor proteccion
que las inactivadas (Collins and Campbell, 1982; Linde, 1983; Robertsson et al.,
1983) debido a la capacidad del agente vivo de estimular una respuesta
inmune celular efectiva. Sin embargo, la mayor efectividad correspondio a la
estimada cuando se administraba una combinacion de ambos tipos de
vacuna, con unareduccioéon de lainfeccion del 50,95% en los vacunados. Este

aumento podria deberse al efecto “boost” de una doble vacunacion en el
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mismo animal. En los tres ensayos donde se identificé este protocolo de
vacunacion, las madres habian sido vacunadas en la octava semana de
gestacion y recibieron la segunda administracion tres semanas después,
combinando dosis de una vacuna atenuada (oralmente) y de una inactivada
(intramuscularmente). Ademas, en uno de estos ensayos también los lechones
fueron inmunizados en la segunda y quinta semana de vida. Sin embargo, la
extrapolacion de estos resultados esta limitada por el limitado nimero de

ensayos basados en la combinacién de ambas vacunas.

La seleccidén de un protocolo de vacunacion para reducir la colonizaciéon y
excrecion de Salmonella en cerdos es complicada, ademas de por el tipo de
vacuna (atenuada vs inactivada) como se refleja en el parrafo anterior,
también por la diversidad de serotipos que pueden infectar este hospedador,
ya que la inmunidad humoral es especifica de serotipo mientras que la
inmunidad celular, generalmente, no es serotipo-especifica (Foss et al., 2013).
No es sorprendente que S. Choleraesuis y S. Typhimurium fueran los serotipos
mas utilizados en las vacunas de las investigaciones revisadas, dado que son
los serotipos mas frecuentemente descritos en porcino (Foley et al., 2008). Las
vacunas vivas conferian una proteccion similar (DR: 25-30%)
independientemente del serotipo empleado en su formulacion, sugiriendo un
posible mayor papel de la inmunidad celular en la respuesta a la cepa
vacunal. Sin embargo, las vacunas inactivadas con S. Choleraesuis parecian
funcionar mejor que las del serotipo S. Typhimurium (reduccién de los animales
positivos en un 73,8% vs 24,4%), lo que podria deberse a una mayor
importancia de la inmunidad sistémica humoral en este caso. En todo caso
estos resultados deben ser interpretados con cautela ya que los dos ensayos
gue evaluaron las vacunas inactivadas con S. Choleraesuis (Draayer, 1986;
Takada-lwao et al., 2013) fueron realizados en una muestra pequefia (cinco
animales en cada grupo, vacunado y control) y en cerdos desafiados
experimentalmente, en comparacion con los ensayos que evaluaron las
vacunas inactivadas con S. Typhimurium, llevados a cabo en un ndmero
superior de animales (media= 915) y principalmente en condiciones de
campo. De hecho, el meta-andlisis revel6 una mayor efectividad en las

vacunas evaluadas en estudios experimentales (DR vacunas vivas: 27,5%; DR
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vacunas inactivadas: 36,3%) en comparacion con aquellos donde la infecciéon
era natural (DR vacunas vivas: 21,3%; DR vacunas inactivadas: 23,9%). Esta
diferencia podria deberse a una exposicion mas homogénea y pronunciada
al patégeno en los animales vacunados y controles dentro de los estudios
experimentales (dosis, tiempo de exposicion, etc.) en contraste con los
estudios de campo, donde la presion de infeccion, la excrecion del patégeno
y la tasa de contactos es mas variable (Wilhelm et al., 2012). Otra posible
explicacion seria la relacionada con el sesgo de publicacion, ya que los
estudios experimentales que reportan una efectividad mayor tienen mas
posibilidades de ser publicados que los estudios con resultados bajos o

negativos (Borenstein, 2009).

Los resultados de este meta-analisis deben ser interpretados con precaucion
ya que puede existir un riesgo de sobreestimacion de la precision de las
estimaciones de efectividad de la vacunacion derivada de la comparacion
de diferentes grupos de tratamiento con el mismo grupo control, como
consecuencia de la extraccidon de mudltiples ensayos de una misma
investigacion que valoraba diferentes tipos de vacuna, dosis, etc. (Wisener et
al., 2014). En todo caso en meta-analisis anteriores, el ratio ensayo/estudio fue
de 1.2 y 1:2,5 (Wilhelm et al., 2012; Wisener et al., 2014), respectivamente,
mientras que en nuestro caso la inclusion de un mayor numero de
investigaciones hizo que disminuyera este ratio a 1:1,7, lo que podria atenuar

este riesgo.

Como todas las revisiones sistematicas nuestro trabajo podria verse afectado
por otros sesgos: aunque uno de los objetivos de este estudio fue ser mas
inclusivo que las revisiones publicadas con anterioridad, el hecho de que la
bUsqueda, por cuestiones practicas, se llevara a cabo Unicamente en
repertorios informatizados limita la poblacibn de estudio a, primero,
investigaciones publicadas y, segundo, a investigaciones publicadas en
revistas incluidas en los dos repertorios que, como ya se menciond en la
introducciéon de esta tesis, no son exhaustivas de todas las revistas y libros
existentes (Delgado, 2010). Esto hace de nuestro estudio susceptible al sesgo

de publicacion, lo que podria dar lugar a conclusiones erréneas (Sutton, 2005;
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Dickersin, 2006), como una sobreestimacion de la efectividad de las vacunas.
Por otro lado, uno de los criterios de restriccion en nuestro estudio fue el idioma
en el que estuviera redactada la investigacion susceptible de revisar. En este
caso, los idiomas seleccionados fueron el inglés, el espafiol y el francés. Aun
asi, cuando se evaluo el posible sesgo de publicacién de los ensayos incluidos
en nuestro meta-analisis y, a pesar de observar que una importante proporcion
de los ensayos presentaba tamafnos muestrales limitados y que, en aquellos de
tamafio muestral mayor, la eficacia encontrada parecia ser menos
pronunciada, la prueba de Macaskill no encontré evidencias indicativas de

este sesgo.

Se identificaron limitaciones en lo que la calidad metodoldégica y de
comunicacion respecta en muchas de las investigaciones revisadas en
nuestro estudio; la falta de informacién en factores de produccién y manejo
(censo de la explotacion, densidad, manejo extensivo o intensivo, etc.)
imposibilitd la evaluacion de su efecto sobre la efectividad de las vacunas. Por
tanto, es necesario llevar a cabo mas investigaciones con el fin de determinar
la importancia de estos factores, especialmente en condiciones de campo ya
que unicamente el 29,5% de las investigaciones revisadas pertenecian a esta
categoria, y en cerdos en la fase final de produccién ya que son los que
representan el mayor riesgo de contaminacion de la cadena alimentaria. No
obstante, nuestro trabajo resultd mas inclusivo que revisiones anteriores y
representa una actualizacion del conocimiento existente sobre la efectividad
de la vacunacion frente a Salmonella en porcino. Los resultados demuestran
el efecto beneficioso, aunque variable de esta estrategia, observandose una
efectividad similar en vacunas atenuadas e inactivadas, pero una influencia

del serotipo, especificamente S. Choleraesuis, en las Ultimas.
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8. CONCLUSIONES

1.

La evaluacion de la fiabilidad de la inmunofluorescencia indirecta de
anticuerpos (IFAT) para el diagnéstico de la leishmaniosis en conejos y
liebres revela valores de sensibilidad del 73% y de especificidad del
80%, lo que la convierte en una potencial herramienta de cribado en

estas especies.

La sensibilidad de la PCR anidada para el diagnoéstico de leishmaniosis
en conejos y liebres es limitada (<30%), lo que cuestiona su utilizacion

en la vigilancia de la enfermedad en lagomorfos.

En el diagndstico de la tuberculosis bovina, el kit IDvet para la
deteccion de gamma-interferéon, con el punto de corte
recomendado por el fabricante, ofrece una sensibilidad limitada
(<37%) en un escenario epidemiolégico como el de Espafa. Una
disminucién del punto de corte incrementa sustancialmente la

sensibilidad, manteniendo una alta especificidad.

La tuberculosis bovina presenté un marcado patron espacial en forma
de agrupamiento de explotaciones positivas en el norte de la
Comunidad de Madrid entre 2010 a 2012. La alta homogeneidad
genética de las cepas aisladas y la autocorrelacion espacial de los
coeficientes de transmisidon estimados sugieren la existencia de

factores locales que condicionan la transmision entre granjas vecinas.

En Castilla y Ledn, en explotaciones consideradas oficialmente libres
de bTB (OTF) donde la prevalencia intra-rebafio es baja, la prueba de
la intradermotuberculinizacion (IDTB) es capaz de detectar en un
primer saneamiento tres de cada cuatro explotaciones recién
infectadas. Tras dos saneamientos consecutivos en las mismas

explotaciones, este nimero sube hasta nueve de cada diez, lo que
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pone de manifiesto la importancia del analisis rutinario de

explotaciones consideradas libres de enfermedad.

El analisis bacteriolégico es capaz de confirmar la presencia de
miembros del complejo Mycobacterium tuberculosis (MTC) en un
promedio de dos de cada tres explotaciones recién infectadas y
detectadas mediante la prueba de IDTB. Este resultado subraya la
importancia de limitar el movimiento de ganado en explotaciones
positivas a la IDTB incluso cuando no haya sido posible cultivar el

agente causal.

Solo una de cada diez explotaciones infectadas en Castilla y Led6n
detectadas mediante IDTB, pero en las que no se aisla MTC en el
primer saneamiento, no sera detectada mediante la IDTB en los dos
saneamientos subsiguientes, lo que resalta la importancia de someter
a estas explotaciones a varios saneamientos consecutivos antes de

considerarlas libres de tuberculosis bovina.

La informacion analizada en un meta-analisis indica que las vacunas
frente a Salmonella, tanto atenuadas como inactivadas, presentan
una efectividad significativa en la reducciéon de la prevalencia de

colonizacién y/o excrecion de la bacteria en ganado porcino.
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9. CONCLUSIONS

1. The assessment of the accuracy of the Immuno-fluorescence antibody
test (IFAT) for diagnosis of leishmaniasis in rabbits and hares discloses
sensitivity values of 73% and specificity values of 80%, what makes the

IFAT a potential screening tool in these species.

2. The sensitivity of the nested PCR for diagnosis of leishmaniasis in rabbits
and hares is limited (<30%), fact that challenges its use in the

surveillance of the disease in lagomorphs.

3. For diagnosis of bovine tuberculosis, the IDvet kit for detection of the
interferon-gamma, at the manufacturer recommended cut-off value,
presents a limited sensitivity (<37%) in an epidemiological setting as the
Spanish one. A decrease in the cut-off value could substantially

increase the sensitivity of the test, maintaining a high specificity.

4. Bovine tuberculosis showed a marked spatial pattern, with a cluster of
positive herds located in the north of the region of Madrid between
2010 and 2012. The high genetic homogeneity of the isolated strains
and the spatial autocorrelation of the estimated transmission
coefficients suggest the existence of local factors that affect the

transmission between neighboring herds.

5. In the region of Castila y Ledn, in herds considered officially
tuberculosis free (OTF) with low within-herd prevalences, the
intradermal tuberculin test (skin test) is able to detect in a first herd-test
three out of four newly infected herds. After two consecutive herd-tests
carried out in the same herds, this number rises to nine out of ten,
highlighting the importance of routine testing of herds considered

tuberculosis-free.
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The bacteriological analysis is able to confirm the presence of
members of the Mycobacterium tuberculosis complex (MTC) in
approximately two out of three newly infected herds detected
through the skin test. This result underlines the importance of limiting
cattle movement originating from skin positive herds even when the

causative agent cannot be isolated.

Only one out of ten infected herds in Castilla y Le6n detected through
the skin test, where MTC is not isolated in the first herd-test, will not be
detected through the skin test in the two subsequent herd-tests,
highlighting the importance of subjecting these herds to several

consecutive herd-tests before considering them tuberculosis-free.

The information analyzed in a meta-analysis indicates that vaccines
against Salmonella, both attenuated and inactivated vaccines,
present a significant efficacy in reducing the prevalence of

colonization and/or excretion of the bacteria in swine.
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Anexos

ANEXOS

Estancias internacionales

Department of Veterinary Population Medicine, College of Veterinary
Medicine, University of Minnesota, USA.

Supervisor: Andrés Pérez

Periodo: 3 de octubre al 17 de diciembre de 2014.

Department of Veterinary Population Medicine, College of Veterinary
Medicine, University of Minnesota, USA.

Supervisor: Andrés Pérez

Periodo: 13 de marzo al 24 de mayo de 2015.

Participacion en congresos

11.2.1. Comunicaciones orales

Distribucion espacial de la tuberculosis bovina en una region
espafiola de alta prevalencia y dinamicas de transmision en un
periodo de tres afios.

M. de la Cruz, A. Pérez, J. Bezos, E. Pagés, C. Casal, J. Carpintero, B.
Romero, L. Dominguez, C. Barker, R. Diaz, J. Alvarez. 2° Congreso de

la SIEVPM, Buenos Aires (Argentina), 5-7 de noviembre de 2014.

Evaluaciéon mediante una aproximacion bayesiana de la sensibilidad
y especificidad de las técnicas diagnoésticas actualmente
contempladas en el programa nacional de erradicacion de la

tuberculosis bovina
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ML de la Cruz. Jornadas lll VETINDOC. Facultad de Veterinaria, UCM.
Junio 2017.

Evaluacioén del rendimiento del programa nacional de erradicacion
de la tuberculosis bovina en la region de Castilla y Ledn mediante la
aplicacion de un arbol de decision.

de la Cruz ML., Grau A., Nacar J., Minguez O., Pérez A., Dominguez L.,
de Juan L., Alvarez J. XXl Simposio Anual de AVEDILA 2017,
Asociacion de Veterinarios Especialistas en Diagnoéstico de

Laboratorio, Valladolid, Espafa, 16-17 de noviembre de 2017.

11.2.2. Comunicaciones en poster
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Spatial distribution of bovine tuberculosis in 2010-2012 in the region of
Madrid, Spain.

de la Cruz M., Perez A., Bezos J., Pages E., Casal C., Carpintero J.,
Romero B., Dominguez L., Barker C., Diaz R., Alvarez J. VI M. bovis
Conference. Organizado por el Animal Health and Veterinary
Laboratories Agency, British Cattle Veterinary Association y el
Department for Environment, Food & Rural Affairs. Cardiff (Gales,

Reino Unido), 16-19 de junio de 2014.

Sensitivity and Specificity of IFAT and Skin LnPCR techniques for
detection of L. infantum in wild lagomorphs estimated using a
Bayesian approach.

Maria Luisa de la Cruz, Andrés Pérez, Mercedes Dominguez,
Inmaculada Moreno, Nerea Garcia, Lucas Dominguez, Julio Alvarez.

ISVEE 14, 3-7 November 2015. Mérida, Yucatan, México.

Application of a scenario tree to evaluate the performance of the
Official Bovine Tuberculosis Eradication Program in a specific region of

Spain
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M L de la Cruz, P Pozo, A Grau, J Nacar, O Minguez, A Perez, L
Dominguez, L de Juan, J Alvarez. 3rd International Conference of One

Medicine, One Science. April 29-May 2, 2018. Minneapolis, MN, USA.
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