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SERVICIO NACIONAL DE SANIDAD Y CALIDAD AGROALIMENTARIA
Sanidad Animal

Disposicion N2 405/1988

Bs. As., 27/5/1988

VISTO el expediente n® 100.439/88 por el cual el SERVICIO DE LABORATORIOS propicia la fijacién de
normas relacionadas con los controles de series, uso y comercializacion de vacunas contra la
leptospirosis, producidas por la actividad privada, y

CONSIDERANDO:

Que la leptospirosis es una enfermedad que afecta a los animales domésticos y silvestres, siendo de
dificil erradicacion.

Que esta enfermedad es de diagndstico complejo debido al polimorfismo clinico de su presentacion.

Que los dafios econdémicos que provoca son dificiles de cuantificar por la imprecision de sus
indicadores.

Que la vacunacion es el medio valido de controlar esta zoonosis.

Que el SERVICIO DE LABORATORIOS por su funcién fiscalizadora y de control debe garantizar
mediante pruebas estandarizadas, la calidad del inmundgeno.

Que el SERVICIO DE LABORATORIOS esta en condiciones de efectuar integramente los controles de
series de vacunas a distintos serovares de Leptospira interrogans producidas por la industria
privada.
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Que el Anexo Il del Decreto n° 182 del 11 de enero de 1973 acuerda facultades a este SERVICIO
NACIONAL DE SANIDAD ANIMAL para resolver sobre el particular.

Por ello

EL DIRECTOR GENERAL DEL SERVICIO NACIONAL DE SANIDAD ANIMAL

DISPONE:

ARTICULO 1° — A partir de la fecha de publicacién de la presente Disposicién en el Boletin Oficial,
todas las vacunas destinadas a prevenir la leptospirosis, deberan satisfacer los siguientes controles:
esterilidad, inocuidad, inactivacion, pH y potencia.

| CONTROL DE ESTERILIDAD:

a) Medio de cultivo:

a.1) Control de bacterias: medio semi-sélido de tioglicolato con el agregado de 0,5% de extracto de
carne. La cantidad de medio de cultivo distribuida sera la suficiente como para inhibir la actividad
bactericida del producto.

a.2) Control de hongos: medio Sabouraud o similar

b) Test: Se tomaran DIEZ (10) muestras que se sembraran en DIEZ (10) tubos para control de
bacterias y en DIEZ (10) tubos para control de hongos.

El indculo esta en relacidén al volumen total de cada muestra. Si ésta es de DOS (2) mililitros o
superior, el indculo sera de UN (1) mililitro. Si ella es inferior a DOS (2) mililitros el indculo sera de

CINCO décimas (0,5) de mililitro.

b.1) Incubacién: Durante CATORCE (14) dias; entre 30 a 35°C para control de bacterias y entre 20 a
25°C para control de hongos.

b.2) Interpretacién: No debe haber desarrollo a la observacién directa ni a la observacién
microscopica.

Si la siembre enturbia el medio, debe efectuarse un subcultivo entre los 7 a 11 dias de incubacién
empleando no menos de UN (1) mililitro para 20 a 25 mililitros de medio de cultivo.

Si no se observa desarrollo alguno, el test redne las condiciones para su aprobacion.

Si se observa desarrollo en algun tubo, debe repetirse la prueba. Si nuevamente se observa desarrollo
en algun tubo, el test serad considerado no satisfactorio y debe rechazarse.

[ CONTROL DE INOCUIDAD



Por inoculacién de DOS (2) cobayos por via intramuscular o subcutdnea, con DOS (2) mililitros de
vacuna previamente homogeneizada por agitacion. Se observaran durante SIETE (7) dias al cabo de
los cuales no deben existir reacciones generales o locales importantes.

Si se constatara una reaccién atribuible al producto, el test serd declarado no satisfactorio. Si se
constatara reaccién no atribuible al producto, el test sera repetido.

Si el test no se repitiera o si se produjeran las mismas lesiones, el producto sera declarado no
satisfactorio.

[I CONTROL DE INACTIVACION:

Por siembre de DIEZ (10) tubos con medio de cultivo apto para el desarrollo de cualquier serovar de
Leptospira interrogans con UN (1) mililitro de vacuna debidamente homogeneizada por agitacion.

Incubacion entre 28 a 30°C durante CATORCE (14) dias al cabo de los cuales no deben apreciarse
leptospiras vivas a la observacion microscépica.

[V CONTROL DE pH:
Debe mantenerse dentro de los limites de pH 7-7.4
V CONTROL DE POTENCIA:

Se empleardn no menos de VEINTE (20) y no méas de VEINTICUATRO (24) hamsters del mismo sexo
entre 50 a 90 gramos de peso, divididos en DOS (2) lotes: vacunados y testigos.

La vacuna a examinar sera diluida en solucién fisioldgica, de manera que la dosis hamster a inocular
(VEINTICINCO centésimas (0,25) de mililitro) represente no mas de 1/80 de la dosis para pequefios
animales y 1/800 de la dosis para grandes animales.

a) Vacuna para pequefos animales:

a.1) Dilucién de la vacuna: Ejemplo de metodologia a seguir:

a.1.1.) Agitar enérgicamente el envase a fin de homogeneizar el producto a testar

a.1.2.) Tomar CINCO décimas (0,5) de mililitro de vacuna y diluirlo en NUEVE mililitros con CINCO
décimas (9,5) de diluyente de manera de obtener una dilucién 1/20.

a.1.3.) De la dilucién efectuada en a.1.2. se tomaran VEINTICINCO centésimas (0,25) de mililitro para
inocular cada hamster, que es el equivalente de 1/80 de dosis UN (1) mililitro para pequefios

animales.

a.2.) Vacunacién: se inmunizardn no menos de DIEZ (10) y no mdas de DOCE (12) hamsters por la via



que corresponda segun las indicaciones de la vacuna, con VEINTICINCO centésimas (0,25) de mililitro
de la vacuna convenientemente diluida.

a.3.) Testigos: se utilizaran no menos de DIEZ (10) y no mas de DOCE (12) hamsters de las mismas
caracteristicas que los vacunados que seran mantenidos sin vacunar y separados de los anteriores.

b) Vacuna para grandes animales:
b.1.) Dilucidn de la vacuna: Ejemplo de la metodologia a seguir:

b.1.1.) Agitar enérgicamente el envase conteniendo la vacuna, a fin de homogeneizar el producto a
testar.

b.1.2.) Tomar UN (1) mililitro de vacuna y diluirlo en NUEVE (9) mililitros de diluyente a fin de obtener
una dilucién 1/10.

b.1.3.) De la dilucién efectuada en b.1.2. tomar UN (1) mililitro y diluirlo en TRES (3) mililitros de
diluyente a fin de obtener una dilucién 1/40

b.1.4.) De la dilucién efectuada en b.1.3. se tomaran VEINTICINCO centésimas (0,25) de mililitro para
inocular a cada hamster, que es el equivalente de 1/800 dosis (CINCO (5) mililitros) para grandes
animales.

b.1.5.) Si la dosis es diferente se debe efectuar el calculo correspondiente.

b.2.) Vacunacién: Se inmunizaran no menos de DIEZ (10) y no mas de DOCE (12) hamsters por la via
gue corresponda segun las indicaciones de la vacuna convenientemente diluida.

b.3.) Testigos: Se utilizardn no menos de DIEZ (10) y no mas de DOCE (12) hamsters de las mismas
caracteristicas que los anteriores.

c) Test de potencia: CATORCE (14) a DIECIOCHO (18) dias posteriores a la vacunacidn, se inoculan los
lotes de hamsters vacunados (a.2.; b.2) y testigos (a.3.; b.3.) por via intraperitoneal, con una
suspension de cepa virulenta de Leptospira interrogans del mismo serovar con que esté preparada
la vacuna, usando una dosis de CINCO décimas (0,5) de mililitro, que represente de 10 a 10.000 dosis
letales 50 hamsters determinada por titulacion.

c.1.) Titulacién de cepa de Leptospira interrogans.

c.1.1.) A partir de un cultivo bien desarrollado del serovar elegido de Leptospira interrogans de 7 a
10 dias de edad, se efectla un conteo directo por ejemplo en cdmara de Petroff-Hausser.

Se efectlan diluciones suficientes del cultivo, que permitan su conteo, en solucién fisiolégica o medio
de cultivo para leptospiras. Se cuentan por lo menos 10 a 20 cuadrados y se aplica al calculo
siguiente:



Total de bacterias contadas x Dilucién x 20.000.000 : Leptospiras por mililitro

NUmero de cuadrados pequefios contados

Se obtiene por ejemplo: 2 x 10°.
c.1.2.) Se efecttan distintas diluciones del cultivo en solucidn fisioldgica: 10™, 107 etc.

c.1.3.) Por cada dilucién se inoculan DIEZ (10) hamsters por via intraperitoneal con CINCO décimas
(0,5) de mililitro.

c.1.4.) Aplicando el método de Reed y Muench para dosis letal, (DL 5,) se encuentra que ésta se ubica
por ejemplo en 107,

En el recuento con camara de Petroff-Hausser el resultado fue de DOS MIL MILLONES (2.000.000.000)
de leptospiras por mililitro.

N2 de bacterias contadas: nimero de bacterias por mililitro

Dilucidn

En el ejemplo = 2.000.000.000: 20.000 bacterias por mililitro
1.000.000

Como la dosis a inocular es de 5 décimas (0,5) de mililitro el nUmero de bacterias en ese volumen es
de 10.000.

10.000 es equivalente a 1 dosis letal .

¢.1.5.) Se establece que para la prueba de potencia es necesario inocular de 10 a 10.000 dosis letales

50"

Luego, si se inoculan por ejemplo 100.000 bacterias con CINCO décimas (0,5) de mililitro, se estan
inoculando 10 dosis letales .

c.2.) Observaciéon de los animales: Durante CATORCE (14) dias registrandose la muerte de cada
animal por lote.

c.3.) Interpretacién de resultados:
El test es valido si mueren OCHO (8) o mas testigos.

Si mueren los animales vacunados, la evaluacién se hara en base a la siguiente tabla:



Etapa Ndmero de Ndmero acumulativo de Total acumulativo muertos Total acumulativo muertos

Vacunados vacunados para test satisfactorio para test no satisfactorio
1 10 10 2 0 menos 5 0 més
2 10 20 5 0 menos 6 0 mas

Si mueren TRES (3) o CUATRO (4) animales vacunados, se efectla el test de la segunda etapa. La
evaluacion final de la vacuna en control se hara en base a la segunda parte de la tabla y a los totales
acumulados.

ARTICULO 2° — No existiendo una cepa de referencia nacional o internacional de cualquier serovar
de Leptospira interrogans para ser empleada en la producciéon de inmundgenos, las cepas
empleadas por la industria privada en la elaboracién de los mismos deberan estar tipificadas por un
organismo nacional o internacional reconocido (Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria o
Centro Panamericano de Zoonosis).

ARTICULO 3° — Los laboratorios productores deberén presentar mensualmente una declaracién
jurada de las series de vacunas contra leptospirosis en la que conste: nUmero de serie, nimero de
dosis que la compone y controles a los que se las ha sometido.

De cada serie el laboratorio productor conservara DIEZ (10) envases por el lapso de validez de la
misma, los que podran ser requeridos por el SERVICIO DE LABORATORIOS para realizar los controles
gue estime necesarios.

ARTICULO 4° — Las partidas de vacunas contra leptospirosis deberan constar por lo menos de
VEINTE MIL (20.000) dosis.

ARTICULO 5° — Para la realizaciéon de los controles, las muestras serdn obtenidas cuando la
totalidad de la serie haya sido envasada, rotulada, estampillada y presentada en las condiciones en
gue ha de ponerse en venta, con su estuche y prospecto correspondiente si los tuviere.

ARTICULO 6° — El SERVICIO DE LABORATORIOS realizara los controles citados de las series
elaboradas por el sistema de muestreo aleatorio, de tal forma que cada laboratorio productor recibira
como minimo UN (1) control anual. Si el laboratorio productor no aprobare el primer control realizado
sobre una serie, el mismo sera mantenido a lo largo de SEIS (6) series siguientes o los que se
consideren necesarios para garantizar la calidad del producto.

ARTICULO 7° — EI SERVICIO DE LABORATORIOS podria facilitar cepas de Leptospira interrogans
cuando éstas sean solicitadas para los controles de potencia y toda vez que dicha solicitud esté
debidamente justificada.



ARTICULO 8° — Cuando se comprobare infraccién a las normas establecidas o las vacunas
elaboradas no aprobaren los controles correspondientes, la partida en control debera ser decomisada;
dicha accién se realizard sobre el envase primario del producto y deberd producir su destruccién
total. El laboratorio productor tendra un plazo de CINCO (5) dias habiles para solicitar el analisis de
contraverificacion.

ARTICULO 9° — Los laboratorios productores de vacunas contra leptospirosis tendrén un plazo de
DOCE (12) meses a partir de la puesta en vigencia de la presente reglamentacion para ajustarse a las
normas prescriptas.

ARTICULO 10.— Comuniquese a las firmas titulares de permisos de uso y comercializacién de
vacunas contra leptospirosis.

ARTICULO 11.— Comuniquese, publiquese, dése a la Direccién Nacional del Registro oficial y
archivese. — Marcelo E. Rabasa.
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