CAPITULO 3.1.12.

LEPTOSPIROSIS

RESUMEN

Descripcion de la enfermedad: La leptospirosis es una enfermedad transmisible que afecta tanto
a los animales como al ser humano causada por una infecciéon por cualquiera de los agentes
patégenos del género Leptospira. La leptospirosis aguda debe sospecharse en los siguientes
casos: aparicion repentina de agalaxia (en ganado vacuno u ovino adulto en lactacion), ictericia y
hemoglobinuria, sobre todo en animales jovenes, meningitis e insuficiencia renal aguda o ictericia
en el perro. La leptospirosis cronica debe plantearse en los siguientes casos: aborto, nacidos
muertos, nacimiento de animales débiles (tal vez prematuros), infertilidad, insuficiencia renal
cronica o hepatitis activa crénica en perros, y casos de oftalmia periddica en caballos.

El diagnoéstico de laboratorio de la leptospirosis puede ser complejo e implica pruebas que se
dividen en dos grupos. Uno de los grupos de pruebas esta disefiado para detectar los anticuerpos
antileptospiras, el otro esta disefiado para poner en evidencia las leptospiras, antigenos de
leptospiras o &cidos nucleicos de leptospiras en tejidos animales o en liquidos corporales. El
conjunto de pruebas concretas seleccionadas depende del objetivo de la prueba (por ejemplo, los
estudios de rebafios o el diagnéstico en un animal aislado) y de las pruebas o de la experiencia de
la que se disponga en la zona.

Deteccion del agente: El aislamiento y la deteccion de las leptospiras en:

a) varios organos internos (como el higado, el pulmon, el cerebro y el rifién) y en los liquidos
corporales (la sangre, la leche, los liquidos cerebroespinal, toracico y peritoneal) de los
animales infectados clinicamente, en cuyo caso proporciona un diagnéstico definitivo de la
enfermedad clinica aguda o, en el caso de un feto, de la infeccién crénica de la madre.

b) el rifién, la orina o en el tracto genital de animales sin signos clinicos, en cuyo caso solo es un
diagndstico de un estado de portador crénico.

El aislamiento de leptospiras a partir de material clinico y la identificacion de las cepas constituyen
procesos de larga duracion, y se realizan en laboratorios de referencia especializados. El
aislamiento seguido de la tipificacion a partir de portadores renales es importante y muy Util en los
estudios epidemioldgicos para determinar qué serotipos estan presentes en un grupo concreto de
animales, en una especie animal o en una region geografica.

La comprobacion de la presencia de leptospiras mediante pruebas inmunoquimicas
(inmunofluorescencia e inmunohistoquimica) se adapta méas a la mayoria de las condiciones de
laboratorio. Sin embargo, la eficacia de estas pruebas depende del nimero de microorganismos
gue estén presentes en el tejido y carecen de la sensibilidad de un cultivo. A menos que se utilicen
reactivos especialmente elaborados, las pruebas inmunoquimicas no identifican el serotipo
infectante, y sus resultados deben interpretarse en conjunto con los resultados serologicos. Los
reactivos para inmunofluorescencia se elaboran mejor con sueros antileptospira con un titulo alto
de IgG, que no estan disponibles comercialmente. Para las pruebas inmunohistoquimicas puede
utilizarse suero de conejo o anticuerpos monoclonales para la tipificacién de leptospiras, y estan
disponibles en los laboratorios de referencia de leptospiras.

La presencia de material genético de leptospiras en los tejidos o en los liquidos corporales se
puede poner de manifiesto empleando diversas pruebas basadas en la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR), bien sea en tiempo real o en formatos clasicos. Las PCR son sensibles, pero
los procedimientos de control de calidad y el procesamiento de las muestras para la PCR son
cruciales y deben adecuarse al tejido, al liquido y a la especie que se esté analizando. Al igual que
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ocurre con las pruebas inmunoquimicas, con la PCR no se identifica la serotipo infectante, aunque
algunos identifican la especie.

Pruebas serolégicas: Las pruebas serolégicas constituyen el medio mas ampliamente utilizado
para el diagnéstico de la leptospirosis, y la prueba de aglutinaciéon microscépica (MAT) es la
prueba seroldgica estandar. Los antigenos seleccionados para su utilizacion en la MAT deben
incluir las cepas representativas de los serogrupos que existen en la regién concreta, ademas de
aguéllos que se sabe que persisten en otra region en la especie hospedadora objeto de estudio.

La MAT se utiliza principalmente para diagnosticar la enfermedad en individuos y en rebafios.
Como prueba en un animal individual, es muy util para diagnosticar una infecciéon aguda: el
incremento de cuatro veces en los titulos de anticuerpos en los sueros pareados de animales con
infeccion aguda o convalecientes constituye un diagndstico claro. Para la obtencion de informacion
atil, se deben examinar al menos diez animales o el 10% del rebafio, el que mayor sea, y
documentar el historial de vacunacién de los animales.

La MAT tiene limitaciones en el diagnéstico de la infeccién crénica en los animales aislados y en el
diagndstico de las infecciones endémicas de los rebafios. Los animales infectados pueden abortar
o ser portadores renales y genitales mostrando titulos de MAT por debajo del titulo minimo
significativo ampliamente aceptado de 1/100 (dilucion final).

Los enzimoinmunoandlisis (ELISA) también pueden ser Utiles para la deteccion de anticuerpos
contra las leptospiras. Se han elaborado numerosos ensayos que se utilizan principalmente para la
deteccion de infecciones recientes, para la seleccion de animales experimentales que se emplean
en los estudios de infeccion y, en ganado vacuno, para planes sanitarios destinados a evaluar los
niveles de infeccion por la serotipo Hardjo — a modo de pruebas en sangre o leche de animales
determinados o como pruebas de leche de tanque. Los animales que han sido vacunados frente al
serotipo pertinente pueden dar resultados positivos en algunos ELISA, dificultando de esta manera
la interpretacion de los resultados.

Requisitos para las vacunas: Las vacunas para uso veterinario son suspensiones de uno o mas
serotipos de Leptospira sp. inactivadas de tal forma que la actividad inmundgena se conserva.
Aunque se ha probado una gama de vacunas experimentales basadas en extractos celulares, las
vacunas comerciales son productos con células completas. Las leptospiras se cultivan en medios
de cultivo adecuados que contienen a menudo suero o proteinas del suero. En caso de utilizarse,
el suero y las proteinas del suero deben retirarse de los productos finales. Las vacunas pueden
contener adyuvantes adecuados.

A. INTRODUCCION

La leptospirosis es una enfermedad transmisible de los animales y del hombre producida por la infeccién por la
espiroqueta Leptospira.

Agente patégeno causal: En el pasado, todas las leptospiras patégenas se clasificaban como miembros de la
especie Leptospira interrogans; sin embargo, el género Leptospira ha sido reorganizado y se considera que
consiste en 66 especies que se pueden clasificar en cuatro subclados. Las espiroquetas patégenas del género
Leptospira pertenecen principalmente al subclado P1 de la nueva clasificacion (Casanovas-Massana et al., 2020;
Vincent et al., 2019). Seroldgicamente, hay mas de 300 serovares leptospirales distintos reconocidos y estos
estan organizados en 30 serogrupos.

Tedricamente, cualquier Leptospira puede infectar a cualquier especie animal, pero afortunadamente, solo una
pequefia cantidad de serotipos seran endémicos en cualquier zona o pais. Ademas, la leptospirosis es una
enfermedad que presenta una nidalidad natural, y cada serotipo tiende a mantenerse en hospedadores de
mantenimiento especificos. Por lo tanto, en cualquier regién una especie animal doméstica resultara infectada
por serotipos mantenidos por una especie 0 serotipos mantenidos por otras especies animales presentes en la
zona. La importancia relativa de estas infecciones accidentales se determina en funcién de la probabilidad de
gue factores sociales, de gestibn y ambientales predominantes faciliten el contacto y la transmision de
leptospiras a partir de otras especies. Un ejemplo de infeccion mantenida en hospedador es la infeccion por el
serotipo Hardjo en el ganado vacuno. El hecho de que existan pocos hospedadores permite el desarrollo de
esquemas de control/erradicacion.
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Descripcion de la enfermedad: El uso, la interpretacion y el valor de los procedimientos de diagndstico de
laboratorio para la leptospirosis varian segin la historia clinica del animal o del rebafio, la duracién de la
infeccion y el serotipo infectante. Debe sospecharse de leptospirosis aguda en los siguientes casos: aparicion
repentina de agalactia (en el ganado lechero adulto y ovino); ictericia y hemoglobinuria, especialmente en los
animales jovenes; meningitis; y fallo renal agudo (en perros). La leptospirosis crénica debe considerarse en los
siguientes casos: aborto, mortinatos, nacimiento de animales débiles (pueden ser prematuros); infertilidad; fallo
renal crénico (en perros); y casos de oftalmia periddica en los caballos. La localizacion y la persistencia de
leptospiras en el rifion y en el tracto genital de los machos y las hembras son dos secuelas microbioldgicas
crénicas importantes de la infecciéon por leptospiras que presentan problemas de diagnéstico concretos. Los
animales infectados crénicamente pueden ser portadores durante toda la vida y servir de reservorios de la
infeccion para otros animales y para los humanos.

Riesgo zoonético y requisitos de bioseguridad: Leptospira representa un riesgo moderado de infeccién
humana. Las manipulaciones de laboratorio deben llevarse a cabo a un nivel apropiado de bioseguridad y
biocontencion, que vendra determinado por un analisis del riesgo, como se describe en el Capitulo 1.1.4.
Bioseguridad y bioproteccion: norma para la gestion del riesgo biolégico en el laboratorio veterinario y en las
instalaciones de los animales.

Diagndstico diferencial: 1) Pueden incluirse situaciones en las que se produce una caida de la produccion de
leche, como las infecciones viricas agudas y la ausencia repentina de agua de bebida: 2) enfermedades que
cursen con insuficiencia hepato-renal, y 3) enfermedades caracterizadas por pérdida reproductiva — aborto,
tamafios de camada reducidos, nacidos muertos e infertilidad, como por ejemplo, brucelosis, Neospora, fiebre Q
y diarrea virica bovina en el ganado vacuno; clamidiasis y toxoplasmosis en ovejas; fiebre Q en cabras, etc.

B. TECNICAS DE DIAGNOSTICO

Tabla 1. Métodos analiticos disponibles para el diagnéstico de la leptospirosis y su propésito

Propésito
Demostrar ausencia - . Determinar el
Método Demostrar ] - Contribuir a ) Determinar la . o
. de infeccion en o Confirmar - estado inmunitario
ausencia de . las politicas prevalencia de ;
infecciébnen | . . . animales de casos la infeccion — en ammales 0
- individuales antes de L clinicos - . poblaciones tras la
la poblacion ) erradicacion vigilancia i
los desplazamientos vacunacion
Deteccién del agente®
Alsla_mlent_q € - +++ + +++ - -
identificacion
PCR - ++ - ++ — -
Deteccion de la respuesta inmunitaria
MAT - +++ + ++ +++ +
ELISA +++ - +++ +++ ++ +++

Clave: +++ = método recomendado para este proposito; ++ = método recomendado pero con limitaciones; + = puede utilizarse
pero en muy pocas circunstancias; — = no adecuado para este propésito.
PCR = reaccién en cadena de la polimerasa; MAT = prueba de aglutinacién microscépica; ELISA = enzimoinmunoanalisis

1. Deteccion del agente

La demostracion de la presencia de leptospiras en la sangre y la leche de los animales que muestran signos
clinicos que sugieren leptospirosis aguda tiene un valor diagndstico. Sin embargo, el aislamiento a partir de la
sangre no es siempre satisfactorio, porque la bacteriemia es pasajera y no siempre se acompafia de sintomas
clinicos. Con frecuencia, los perros se tratan con antibiticos antes de tomar las muestras para analizar la
presencia de Leptospira, o que después disminuye la probabilidad de identificar el agente en la sangre. También
tiene valor diagndstico la deteccién de una infeccion generalizada por Leptospira en una serie de 6rganos
tomados en la necropsia. Sin embargo, si el animal vive lo suficiente o se le ha tratado con antibiéticos, puede

1 Se recomienda una combinacion de métodos de identificacion del agente en una misma muestra clinica.
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resultar dificil la deteccion sistémica de microorganismos intactos; en estos casos la inmunohistoquimica puede ser
particularmente Util en la identificacion del antigeno residual de leptospiras. La demostracién de la presencia de
leptospiras en el tracto genital, los rifiones o la orina solo debe interpretarse considerando en conjunto los sintomas
clinicos y los resultados serolégicos, ya que puede que estos hallazgos solo indiquen que el animal era portador.

La imposibilidad de detectar la presencia de leptospiras en la orina de un animal no es suficiente para descartar
la posibilidad de que este sea portador renal crénico; solo indica que el animal no excretaba cantidades
detectables de leptospiras en el momento del examen. La toma de orina después del tratamiento de los animales
con un diurético aumenta las posibilidades de detectar el microorganismo. En los casos importantes en los que
estén implicados animales aislados (por ejemplo, la autorizacién para que un caballo semental vuelva a utilizarse
como reproductor), las pruebas negativas de muestras de orina de tres semanas consecutivas se considera una
buena demostracion de que el animal no elimina leptospiras por la orina.

La deteccion de las leptospiras en los liquidos corporales o en los 6rganos internos (normalmente en el rifién, el
higado, el pulmén, el cerebro o en las glandulas suprarrenales) de fetos abortados o nacidos muertos tiene valor
diagndstico de la leptospirosis cronica de la madre, y es una evidencia de la infeccion activa del feto.

1.1. Aislamiento de Leptospira

El aislamiento de leptospiras por personal experimentado es uno de los métodos mas especificos de
demostracion de su presencia, siempre que no haya residuos de antibiéticos, que no haya autolisis
avanzada del tejido, que los tejidos se manejen con rapidez para realizar cultivos después de su
recogida vy, en el caso de la orina, que tenga un pH adecuado. Cabe sefialar que la sensibilidad
diagndstica del aislamiento del agente es baja. Sin embargo, el método da acceso al laboratorio a la
cepa aislada, lo que proporciona informacion importante sobre la epidemiologia de la enfermedad, que
luego puede usarse para mejorar el diagnéstico y la produccidn de vacunas contra Leptospira.

Si los tejidos o los liquidos no se pueden enviar al laboratorio inmediatamente para la realizacién de
un cultivo de leptospiras, la muestra se conservara a 2-5°C para impedir el crecimiento excesivo de
otras bacterias y la autolisis de las muestras de tejido. Como medios de transporte para el envio de las
muestras, deben emplearse un medio de cultivo liquido o una solucién al 1% de albumina sérica
bovina (BSA) con 5-fluorouracilo a una concentracion de 100—-200 pg/ml.

El cultivo debe realizarse en un medio liquido o semisdlido (agar al 0,1-0,2%) con BSA o bien con
Tween 80 (por ejemplo, medio EMJH?) o una combinaciéon de Tween 80 y Tween 40 (Ellis, 1986). La
contaminacion se puede controlar afiadiendo una serie de agentes selectivos, por ejemplo, 5-
fluorouracilo, acido nalidixico, fosfomicina y una mezcla de rifampicina, polimixina, neomicina, 5-
fluorouracilo, bacitracina y actidiona. Sin embargo, el uso de agentes selectivos puede reducir las
posibilidades de aislamiento cuando solo haya un nimero pequefio de leptospiras viables, y algunas
cepas de leptospiras no creceran en los medios selectivos que contengan multiples antibioticos. La
adicion de suero de conejo al 0,4-5% a un cultivo semisolido aumenta las posibilidades de aislar
serotipos de leptospiras exigentes.

Los cultivos deben incubarse a una temperatura de 30 + 2°C al menos durante 16 semanas VY,
preferiblemente, durante 26 semanas. El tiempo que se requiere para la deteccién de un cultivo
positivo varia con el serotipo de Leptospira y el nimero de microorganismos presentes en la muestra.
Los serotipos menos exigentes (por ejemplo, Pomona y Grippotyphosa) pueden dar resultados
positivos muy pronto, entre 7-10 dias después de la inoculacidn; otros serotipos (por ejemplo, Hardjo
y Bratislava) pueden tardar mucho mas tiempo. Los cultivos deben examinarse con un microscopio de
campo oscuro cada 1-2 semanas. Es importante utilizar una fuente luminosa de 100 vatios y un
microscopio de campo oscuro de buena calidad.

1.2

.

Técnicas de tincion inmunoquimicas

La presencia de leptospiras se puede poner de manifiesto también mediante una serie de técnicas de
tincibn  inmunoquimicas, por ejemplo, la inmunofluorescencia y diversas técnicas
inmunohistoquimicas. Estas técnicas son Utiles para diagnosticar la infeccién en material patolégico
gue es inadecuado para la realizacion de cultivos o donde se requiere un diagnéstico rapido. Puesto
que el éxito de estas técnicas depende del nimero de microorganismos presentes, son menos
apropiadas para diagnosticar el estado de portador crénico, donde el nimero de microorganismos
puede ser muy bajo o localizado. Las leptospiras no se tifien bien con los colorantes de anilina, y las
técnicas de tincion argéntica carecen de sensibilidad y especificidad, aunque constituyen un
complemento Util para el diagndstico histopatolégico.

2 EMJH: Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris
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1.3. Métodos de deteccion del acido nucleico

Las pruebas basadas en la reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR) se emplean cada vez mas
para detectar leptospiras en tejidos y liquidos corporales de animales debido a la sensibilidad
percibida y a la capacidad de dar un diagnéstico temprano. La PCR en tiempo real es mas rapida que
la PCR clasica y es menos sensible a la contaminacion (Picardeau, 2013). Las pruebas se clasifican
en dos posibles grupos en funcién de si se detectan los genes que estan siempre presentes en la
bacterias, como gryB, rrs (gen del ARNr de la subunidad 16S) y secY, o genes restringidos a especies
patégenas de Leptospira, como lipL21, lipL32, lipL41, ligA y ligB (Thaipadunpanit et al., 2011). Estas
pruebas no identifican el serotipo infectante, aunque algunos grupos de cebadores pueden permitir un
mayor grado de identificaciéon, a nivel de especie o de cepa si se secuencian los amplicones de la
PCR. Este segundo andlisis no es un método de diagndstico de rutina. Muchos de los conjuntos de
cebadores de la PCR se han disefiado y evaluado para ser utilizados en muestras humanas y no
animales, y no existe acuerdo general acerca de los cebadores de la PCR que deben utilizarse para
analizar muestras de animales, aunque los que se indican mas a menudo son los que se basan en el
gen lipL32. La validacion sigue siendo uno de los problemas por resolver en cuanto al uso de la PCR
en el diagnéstico de la leptospirosis animal (véase la Tabla 1), y cada laboratorio es responsable de la
validacion de la prueba concreta que utilice para el tejido, liquido y especie analizados. Hasta ahora,
solo se han validado tres PCR en tiempo real (Ahmed et al.,, 2009; 2012b; Slack et al., 2007;
Thaipadungpanit et al., 2011). La presencia en las muestras clinicas de inhibidores de la amplificacion
puede originar falsos negativos, especialmente en muestras de animales alteradas por la
contaminacion con heces o autolisis. El control de calidad de los ensayos de PCR utilizados para el
diagnéstico de la leptospirosis requiere una atencién especial en lo que se refiere al disefio y al
volumen de trabajo del laboratorio para prevenir la contaminacion de los materiales y al uso de
muestras control apropiadas (McCreedy & Callawayth, 1993). Ademas, el procesamiento de la
muestra para PCR es decisivo y debe ser adecuado para el tejido, el liquido y la especie que se esté
analizando.

1.4. ldentificacion de cepas de Leptospira

La identificacion de las cepas de leptospiras es un cometido de los laboratorios de referencia
especializados. Para realizar una identificacion completa, debe utilizarse una combinacion de
procedimientos que determinen: 1) si la cepa es un patégeno o un saprofito; 2) la especie de
Leptospira a la que pertenece la cepa y 3) el serogrupo y el serotipo de la cepa. Un cultivo puro de
leptospiras puede identificarse como perteneciente a una especie patdgena o saproéfita mediante
pruebas diferentes como la capacidad de infectar animales, la resistencia relativa a la 8-azaguanina, la
actividad lipasa, la tolerancia a la sal y a la temperatura, y el contenido de G+C del ADN.

La determinacion de la especie se basa en andlisis de hibridacion ADN-ADN pero cada vez se utilizan
mas otras técnicas moleculares rapidas (Ahmed et al., 2012a), entre las cuales la tipificacion de la
secuencia multilocus (MLST) (Ahmed et al., 2006) y la secuenciacion del gen ppk (Vincent et al., 2019)
parecen robustas. Las diferentes cepas pertenecientes a un Unico serotipo normalmente pertenecen a
la misma especie, pero este no siempre es el caso.

El serogrupo de las cepas pertenecientes a Leptospira puede diferenciarse mediante reacciones de
aglutinacién cruzada (un concepto que ya no tiene validez taxondmica pero que es un paso preliminar
util en la identificacion y seleccion del antigeno para vacunas y pruebas seroldgicas). La diferenciacion
del serotipo se realiza tradicionalmente mediante la absorcién por aglutinacion cruzada, aunque para
la mayor parte de las cepas esto se realiza ahora utilizando métodos que requieren menos tiempo,
como son los anticuerpos monoclonales (MAbs). Varios métodos moleculares pueden dar resultados
que pueden concordar con la serotipificacion. Estos métodos no son validos para establecer nuevos
serotipos, pero aportan una orientacion Gtil en cuanto a la identificacion y pueden aportar informacion
epidemioldgica molecular Gtil a nivel de sub-serotipo. Los enfoques basados en la PCR incluyen
multilocus con un nimero variable de repeticiones en tandem (Slack et al., 2006; Zuerner & Alt, 2009),
amplificacion de elementos de insercién, polimorfismos en la longitud de los fragmentos amplificados
(AFLP) y AFLP fluorescente-marcada (Vijaychari et al., 2004) PCR con cebado aleatorio. Se ha
observado que el andlisis del ADN un analisis de fragmentos de restriccion (obtenidos por
endonucleasa) del ADN bacteriano (BRENDA) es muy util en estudios epidemioldgicos de leptospiras
de animales de produccion.

2. Pruebas serolégicas

Las pruebas seroldgicas constituyen el procedimiento de laboratorio utilizado con mas frecuencia para confirmar
el diagndstico clinico, para determinar la prevalencia en el rebafio y para realizar los estudios epidemiol4gicos.
Los anticuerpos de las leptospiras aparecen a los pocos dias del comienzo de la enfermedad y persisten durante
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semanas 0 meses Yy, en algunos casos, afios. Desafortunadamente, los titulos de anticuerpos puede que
desciendan hasta niveles indetectables mientras los animales permanecen infectados cronicamente. Para
superar este problema, se necesitan métodos sensibles que detecten el microorganismo en la orina o en el tracto
genital de portadores crénicos.

Se ha descrito una amplia variedad de pruebas seroldgicas que muestran grados variables de especificidad de
serogrupo y de serotipo. La prueba de la aglutinaciéon microscépica (MAT) y el enzimoinmunoandlisis (ELISA)
contribuyen al diagnoéstico veterinario.

2.1. Prueba de aglutinacién microscépica

La prueba MAT en la que se emplean antigenos vivos es la prueba serolégica mas ampliamente
utilizada. Constituye la prueba de referencia frente a la que se evallan todas las otras pruebas
seroldgicas y se utiliza en las comprobaciones para la importacién/exportacion. Para obtener una
sensibilidad 6ptima deben emplearse antigenos representativos de todos los serogrupos conocidos
que existen en la regiéon en la que se han encontrado los animales y, preferiblemente, cepas que
representen a todos los serogrupos conocidos. La presencia de un serogrupo normalmente viene
indicada por la reaccion frecuente en la seleccion serolégica pero solo puede identificarse
definitivamente por el aislamiento de un serotipo procedente de animales afectados clinicamente. Se
puede mejorar la sensibilidad de la prueba utlizando aislamientos locales en vez de cepas de
referencia, pero las cepas de referencia ayudan en la interpretacion de los resultados entre los
laboratorios.

La especificidad de la MAT es buena; normalmente los anticuerpos frente a otras bacterias no dan
reaccion cruzada con Leptospira de manera significativa. Sin embargo, existen reacciones serolégicas
cruzadas significativas entre serotipos y serogrupos de Leptospira y es probable que un animal
infectado con un serotipo tenga anticuerpos frente al serotipo infectante que dé una reaccién cruzada
con otros serotipos (hormalmente a un nivel mas bajo) en la MAT. Por tanto, la serologia no puede
utilizarse para identificar definitivamente la identidad del serotipo infectante en una infeccién individual
0 en un brote, y requiere el aislamiento del agente. Sin embargo, en areas donde los serotipos de
Leptospira presentes se han descrito bien mediante estudios de aislamiento, el examen serolégico de
los animales infectados puede sugerir, aunque no definitivamente identificar, el serotipo infectante.
Ademas, los animales que han sido vacunados contra la leptospirosis pueden tener anticuerpos frente
a los serotipos presentes en la vacuna utilizada. Por tanto, es especialmente importante considerar el
historial de vacunacion de los animales objeto de estudio. Los métodos para la realizacion de la
prueba se han descrito detalladamente (Faine et al., 2000; Goris & Hartskeerl, 2014; USDA, 1987).

2.1.1. Procedimiento analitico

i) Las estirpes seleccionadas deben cultivarse en medio de cultivo liquido para leptospiras
(como EMJH u otro medio adecuado) a 30 + 2°C y el cultivo debe tener al menos 4 dias,
pero no mas de 10 dias y esto puede depender del crecimiento y la densidad de los
cultivos. Como antigenos se utilizaran cultivos vivos con densidades de aproximadamente
2 x 108 leptospiras por ml. Para estandarizar la densidad del cultivo, puede ser necesario
ajustar los cultivos a una concentracion de 2 x 108 leptospiras por ml antes de la prueba.
La densidad de los cultivos de Leptospira se puede determinar mediante: (1) recuento en
una camara de recuento adecuada (Helber o Petroff-Hausser, profundidad de celda de
0,02 mm), (2) midiendo la densidad optica del cultivo mediante espectrofotometria a 420
nm, (3) utilizando la escala de McFarland, y (4) estimando el nUmero de leptospiras por
campo mediante microscopia de campo oscuro.

i)  El nimero de antigenos que se utilizan es determinado, y se puede realizar una seleccion
con una dilucién del suero de 1/50 (o una dilucién de inicio diferente basada en el objetivo
de la prueba).

iii) A cada pocillo se afiade un volumen de cada antigeno, igual al volumen del suero diluido,
para hacer una dilucion final del suero de 1/100 en la prueba de seleccion.

iv) Las placas de microtitulacion se incuban a 30 + 2°C durante 1,5 —4 horas
v) Las placas se examinan mediante microscopia de campo oscuro.

El titulo de punto final se define como la dilucién de suero que muestra un 50% de aglutinacion,
dejando libres un 50% de las células en comparacion con un cultivo control diluido a la mitad en
solucién salina tamponada con fosfato. El resultado de la prueba puede indicarse como el
punto final de la dilucion del suero (por ejemplo, como 1/100 o 1/400) o como un titulo que es el
inverso de la dilucion del punto final del suero (por ejemplo, 100 o 400).
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2.1.2.

Control de calidad de los antigenos que se utilizan en la MAT

La identidad de los antigenos es un factor crucial al realizar la MAT. Los antigenos deben
evaluarse respecto a su identidad utilizando sueros hiperinmunes de conejo, MAbs, o un
método molecular que confirme los pases a lo largo del tiempo, preferiblemente cada vez que
se realiza la prueba, pero al menos dos veces al afio. El suero de conejo hiperinmune para este
fin puede prepararse utilizando un protocolo como el ofrecido por la Subcomisién de
Taxonomia de Leptospira. Brevemente, se seleccionan conejos sanos con un peso entre 3—
4 kg que no tengan anticuerpos antileptospiras detectables. A cada conejo se le administra una
inoculacion intravenosa de un cultivo vivo que haya crecido bien o de un cultivo tratado con
formalina con una densidad aproximada de 2 x 108 leptospiras/ml en una vena marginal de la
oreja. Puede ser necesario incluir un paso de lavado, porque el BSA puede causar shock. El
cultivo debe hacerse en medio de BSA con Tween 80 o en otro medio apropiado. Se
administran cinco inoculaciones de 1, 2, 4, 6 y 6 ml a intervalos de 7 dias. Una semana
después de la ultima inoculacion, se determina el titulo del anticuerpo homoélogo mediante la
MAT. Si el titulo es 21/12.800, se anestesia el conejo y se sangra mediante puncién cardiaca
7 dias mas tarde (es decir, 14 dias después de la inyeccion final). Si el titulo es <1/12.800, se
puede administrar otra inoculacion de 6 ml de cultivo; 7 dias después de esta se determina de
nuevo el titulo homdlogo. El procedimiento debe repetirse con otro conejo a no ser que el titulo
sea =1/12.800. Para la preparacion de cada antisuero se utilizan dos conejos. Si los titulos son
satisfactorios en ambos conejos, los sueros se pueden mezclar. Para mantener la potencia es
preferible liofilizar el antisuero en volimenes de 2 ml y conservarlo a 2-5°C. Alternativamente,
el suero se puede conservar en volimenes de 1 ml a temperaturas de entre —15 y —70°C.
Todas las inoculaciones a los animales deben ser aprobadas y realizadas conforme a las
normas establecidas para el bienestar animal. Se pueden considerar otros protocolos de
inmunizacioén en funcién del uso previsto del antisuero y la necesidad de reducir el nimero de
conejos utilizados.

Debe comprobarse de forma regular la pureza de los antigenos utilizados en la MAT mediante
el cultivo en agar sangre y en caldo de tioglicolato. Los cultivos base de antigenos se pueden
almacenar a temperaturas de entre —70°C y —80°C o en nitrégeno liquido. Después de la
liofilizacion habra una tasa de supervivencia baja de leptospiras. El pase repetido de antigenos
en medio de cultivo da lugar a una pérdida de antigenicidad. En este caso, se debe hacer un
nuevo cultivo liquido a partir del cultivo base.

El esquema anual internacional de eficiencia de la MAT puede consultarse en la Sociedad
Internacional de Leptospirosis®.

. Interpretacién y limitaciones de la MAT

Un titulo de 1/100 se considera positivo, pero dada la alta especificidad de la MAT, pueden
tomarse titulos menores como indicio de exposicion previa a Leptospira.

Como prueba en un animal aislado, la MAT es muy Util en el diagnostico de la infeccion aguda;
tiene valor diagndstico la demostracion de un aumento de cuatro veces en los titulos de
anticuerpos en muestras pareadas de sueros, estando cada par formado por una muestra del
animal con enfermedad aguda y una muestra del mismo animal una vez convaleciente.
Ademas, un diagnoéstico de leptospirosis puede basarse en el hallazgo de titulos muy elevados
en un animal con un cuadro clinico bien definido. La prueba tiene limitaciones en la diagnosis
de la infeccion crénica en animales individuales, tanto en el diagnéstico de abortos como en la
identificacion de portadores renales o genitales (Ellis, 1986). Esto es particularmente cierto en
las infecciones por leptospiras adaptadas al hospedador, como por ejemplo en la infeccion de
ganado vacuno por el serotipo Hardjo. Cuando se toma como significativo un titulo de 1/100 o
superior, la sensibilidad de la prueba solo es del 41%, e incluso cuando el titulo significativo
minimo se reduce a 1/10, la sensibilidad de la prueba solo es del 67% (Ellis, 1986). Sirve de
diagnoéstico la demostracion de anticuerpos en la sangre fetal pero los titulos son con
frecuencia muy bajos, es decir, 1/10, y se requiere un procedimiento modificado de la prueba
en la mayoria de los laboratorios.

Puesto que la leptospirosis es un problema de rebafio, la MAT tiene un uso mucho mayor como
prueba de rebafio. Para obtener informacion util, se deben tomar muestras de al menos diez
animales o del 10% del rebafio, la que mayor sea. En un estudio de la infeccion por Hardjo en
el ganado vacuno, encontraron que normalmente una muestra de diez vacas indicaba la
presencia o ausencia de infeccion en un rebafio. El incremento en el tamafio de la muestra
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mejoraba notablemente la informacién epidemiolégica, las investigaciones de la enfermedad
clinica y los rastreos retrospectivos de salud publica.

Al hacer un diagnostico serolégico de la leptospirosis, deben tenerse muy en cuenta el serotipo
infectante y el estado clinico implicado. En el caso del aborto inducido por el serotipo Pomona
en el ganado vacuno, normalmente se encuentra un titulo alto en el momento del aborto,
debido a que el incidente clinico tiene lugar relativamente pronto después de la infeccién. El
aborto en el ganado vacuno debido al serotipo Hardjo es un hecho crénico; en este caso, la
respuesta serolégica en el momento del aborto es mas variable, apareciendo algunos animales
seronegativos y otros que muestran titulos altos. El ganado vacuno puede experimentar una
caida en la produccion de leche durante la fase aguda de la infecciéon por Hardjo, y este
sintoma clinico esta asociado con titulos altos. También debe tenerse en cuenta el historial de
vacunacion al interpretar los resultados de la MAT, pues la vacunacién extendida contribuye de
forma importante al nimero de animales seropositivos y puede enmascarar la presencia de
infecciones crénicas en el rebafio, en particular por el serotipo Hardjo.

2.2. Enzimoinmunoanalisis

Los ELISA para la deteccion de anticuerpos antileptospira se han elaborado empleando una serie de
preparaciones antigénicas diferentes, protocolos de ensayo y programas de ensayo que incluyen
pruebas en placa y pruebas con tiras reactivas. Las preparaciones de antigeno han sido
principalmente o bien preparaciones de células enteras o bien preparaciones de la proteina de la
membrana externa (OMP), y recientemente se ha incidido especialmente en el desarrollo de pruebas
en las que se utilizan OMP recombinantes. El agente utilizado es el que determina la especificidad del
ELISA. Los ELISA basados en OMP recombinantes son ampliamente reactivos frente a anticuerpos
contra todas las leptospiras patdégenas y por lo tanto no tienen valor en los estudios epidemioldgicos.
Por el contrario, los ELISA basados en antigenos lipopolisacéridos son especificos de serogrupo y si
tienen utilidad en los estudios epidemiolégicos y los planes de control. Se ha observado que los ELISA
que funcionan con IgM son Utiles en el diagnostico de la infeccién aguda. Un ELISA que funcione con
todas las Ig es util para identificar animales totalmente susceptibles, que serdn adecuados para las
pruebas de exposicién experimental. También se han desarrollado ELISA para utilizarlos en leche de
vacas concretas o en leche de tanque, con el fin de detectar anticuerpos contra el serotipo Hardjo.
Estas pruebas han resultado Utiles para identificar rebafios infectados por Hardjo y en programas de
control/erradicacion del serotipo Hardjo (Pritchard, 2001). No obstante, los rebafios que estan
vacunados contra el serotipo Hardjo también seran positivos en estos distintos ELISA, lo cual
disminuye su utilidad en zonas en las que se vacuna por sistema. Todavia no se dispone ampliamente
de pruebas basadas en OMP. Aunque pueden resultar Utiles en el diagndstico de infecciones
puntuales, es improbable que resulten utiles en programas de control en el caso de las infecciones
mantenidas por el hospedador, como las causadas por el serotipo Hardjo, en las cuales el ganado
vacuno infectado de forma natural no produce respuesta frente a proteinas de la membrana externa, o
bien esta es muy débil, sino que la principal respuesta serolégica tiene lugar contra antigenos
polisacéridos de la envoltura externa (Ellis et al., 2000).

Los problemas con la validaciéon son una importante limitacién a la hora de evaluar la mayoria de
ELISA. Casi todos se han validado frente a la MAT (empleando titulos de MAT de 1/100 o superiores),
que es una prueba imperfecta y tiene una sensibilidad inferior al 50% en algunas infecciones crénicas.
Los investigadores del ambito de la medicina humana han intentado superar este problema utilizando
modelos de clase latente bayesianos y metaanalisis de efectos aleatorios (Limmathurotsakul et al.,
2012; Signorini et al., 2013), pero la mejor validacion posible es utilizar sueros secuenciales de casos
positivos segun el cultivo (Goris et al., 2012). Un pequefio nimero de ELISA para animales se ha
validado empleando muestras de suero secuenciales de animales experimentales pero no después de
6 meses tras la exposicion, mientras que un ELISA comercial para Hardjo se ha validado frente a
muestras de suero Unicas obtenidas de ganado vacuno positivo segun el cultivo.

C. REQUISITOS PARA LAS VACUNAS

1. Antecedentes

Las vacunas contra la leptospirosis para uso veterinario son suspensiones de una 0 mas cepas patdgenas de
Leptospira inactivadas de tal manera que se conserva la actividad inmundgena. Las vacunas comerciales son
productos que contienen células completas y estan disponibles a nivel mundial para ganado vacuno, cerdos y
perros. Las leptospiras se cultivan en medios de cultivo apropiados, que pueden contener suero o proteinas del
suero. En caso de utilizarse, el suero y las proteinas del suero deben eliminarse del producto final. Las vacunas
pueden contener adyuvantes adecuados.
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Las vacunas se utilizan en animales para proteger tanto a los animales como a las personas que con ellos
contactan, y constituyen una herramienta clave en los programas de control o erradicacién. Las vacunas no
eliminaran la infeccién de un hospedador ya infectado y, por lo tanto, deben administrarse antes de la exposicion.
Las vacunas comerciales tienen varias eficacias. Se ha observado que varios productos monovalentes que se
emplean en el ganado vacuno estimulan poco la inmunidad. Los programas de vacunacién deben adaptarse a
cada poblacién en cuestién y a la eficacia del producto que se utilizara. Lo ideal es vacunar al ganado vacuno
antes de la posible exposicién, y a partir de ese momento con una frecuencia anual, programando la vacunacién
de tal modo que preceda a los periodos de mayor riesgo. Para que un programa de vacunacién funcione, es
necesario llevar a cabo estudios epidemiolégicos en los que se evalle la incidencia de los distintos serotipos de
Leptospira en una poblacién dada (Adler & de la Pena Moctezuma, 2010).

Las directrices para la produccién de vacunas veterinarias se dan en el capitulo 1.1.8. Principios de produccién
de vacunas veterinarias. Las directrices dadas aqui y en el capitulo 1.1.8 son de caracter genérico y pueden
complementarse mediante requisitos nacionales o regionales.

2. Descripcién de la produccién y requisitos minimos para las vacunas
2.1. Caracteristicas del inéculo

2.1.1. Caracteristicas biolégicas del in6culo primario

Para la produccion de vacunas es de suma importancia la seleccion adecuada de las cepas. La
inmunidad inducida mediante la vacunacion es en gran medida especifica de serotipo. Una
vacuna debe formularse para su uso en una especie concreta de animal de una region
geografica concreta. Solo debe contener aquellos serotipos — y preferentemente aquellos
genotipos — que causen problemas en la especie animal, 0 que se transmitan de una especie
animal a otra en la region. Las cepas seleccionadas para utilizarlas de cultivo de in6culo
original deben clonarse en un medio solido para asegurar la ausencia de contaminantes
saprofitos de Leptospira y la uniformidad del cultivo.

Posteriormente, deben seleccionarse las cepas adecuadas por su capacidad para crecer con
alto rendimiento en las condiciones de cultivo de lotes.

Cada cepa componente que se incluye en la vacuna final debe cultivarse por separado en
medio liquido, preferiblemente en medio libre de proteinas o bajo en proteinas.

El volumen de cada cultivo de inéculo primario debe amplificarse mediante el crecimiento
durante 2—10 dias a 30 + 2°C en una serie de subcultivos hasta que se alcance un volumen
suficiente para su uso como un cultivo de inéculo de produccién. Los cultivos deben airearse y
agitarse cuando sea necesario.

2.1.2. Criterios de calidad (esterilidad, pureza, ausencia de agentes extrafios)

En cada subcultivo del cultivo de indculo original debe comprobarse su pureza y su
crecimiento. La pureza puede comprobarse mediante la inoculacion del contenido de un asa
del cultivo en placas de agar sangre o en caldo de tioglicolato para su incubacion a 35-37°C
durante 2-5 dias, y mediante el examen de una extension de precipitado del cultivo tefiida con
Gram. El crecimiento se puede examinar con un microscopio de campo oscuro. Para garantizar
la pureza y la homogeneidad, cada cultivo de inéculo de produccion también debe
comprobarse frente a su antisuero de conejo homdlogo. Los MAb también se pueden utilizar
para este fin.

2.1.3. Validacién como cepa vacunal

Hay una gran cantidad de informacion sobre la eficacia de las vacunas contra la leptospirosis.
En la mayoria de los casos, las vacunas proporcionan una proteccion importante frente a la
enfermedad producida por una infeccion homologa en las condiciones naturales.

Las vacunas son menos eficaces en la prevencion de la infeccién en animales, y un porcentaje
de los animales vacunados se infectardn con el serotipo pertinente, y pueden eliminar el
microorganismo en la orina a pesar de no presentar sintomas clinicos de la enfermedad.

Las pruebas de eficacia y la validacion de vacunas deben llevarse a cabo en la especie a la
gue se destina la vacuna. La vacuna debe administrarse como se indica en la etiqueta, y debe
comprobarse la inmunidad mediante la infeccion con cepas naturales virulentas de cada
serotipo por las vias naturales de infeccion, es decir, mediante la infeccién conjuntival y/o
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vaginal. Los estudios de validaciéon se han llevado a cabo con frecuencia provocando la
inmunidad mediante inoculaciones intravenosas o intramusculares de leptospiras. Las vacunas
validadas de esta forma no siempre han ofrecido proteccion frente a la infeccién de campo, que
tiene lugar por la exposicion de las mucosas del 0jo, la boca y el tracto genital a las leptospiras.
Las vacunas comerciales contra la leptospirosis que contienen el serotipo Hardjo no siempre
protegen al ganado de la infeccion conjuntival o de campo con el serotipo Hardjo. Se ha
publicado un método para la comprobacion de la eficacia de las vacunas con serotipo Hardjo
gue especifica el uso de vias de infecciobn mas naturales (monografia de la Farmacopea
Europea).

2.2. Métodos de fabricacion

2.2.1.

2.2.2,

2.2.3.

Procedimiento

La produccién se lleva a cabo mediante el cultivo de lotes en fermentadores de tamafio
apropiado. Estos deben estar equipados con tomas para la adicion estéril del cultivo de inéculo,
aire y medio de cultivo. Deben contar también con tomas para el muestreo de forma que
puedan supervisarse la pureza y el crecimiento del cultivo de produccion.

Para la produccién, se emplean preferentemente los medios bajos o libres de proteinas. Sin
embargo, algunas cepas requieren la presencia de una proteina animal para alcanzar
rendimientos adecuados; esta se suministra normalmente como BSA. Todos los componentes
de los medios que no se degraden por el calor deben esterilizarse por calor. Esto reduce el
riesgo de contaminacion por las leptospiras saprofitas que lleva el agua, que no son eliminadas
mediante la esterilizacion por filtracion.

Después de la adicion del cultivo de inéculo, se puede supervisar el crecimiento del cultivo de
produccion a intervalos frecuentes para comprobar cudndo empieza la fase logaritmica del
crecimiento. Una vez detectada, entonces se agita y se airea el recipiente. El rendimiento final
puede mejorarse con frecuencia mediante la adicion de mas Tween 80 al cultivo cuando se
observe por primera vez la ralentizacion en el crecimiento logaritmico. Un crecimiento
adecuado puede requerir hasta 10 dias de incubacion a 30 + 2°C.

La inactivacion se hace normalmente mediante la adicién de formalina, pero también se ha
utilizado el fenol, el mertiolato y la inactivacion por calor; siempre debera tenerse en cuenta la
normativa de cada pais.

Después de un periodo adecuado de inactivacion, el cultivo puede concentrarse y el material
proteico superfluo puede eliminarse mediante ultrafiltracion. Después se pueden mezclar
volumenes iguales de las diferentes cepas que se van a incluir en la vacuna final y afiadir el
adyuvante y el conservante, si se considera oportuno.

Requisitos para los ingredientes

Todos los productos de origen bioldgico, en concreto el BSA, deben proceder de un pais con
riesgo insignificante de encefalopatias espongiformes transmisibles (véase el capitulo 1.1.8).

Control durante el proceso

Durante el proceso de produccidn, deben tomarse submuestras de forma diaria o dos veces al
dia y supervisar el crecimiento de las leptospiras y la ausencia de contaminantes. El
crecimiento se supervisa contando leptospiras en una camara de recuento en un microscopio
de campo oscuro o mediante un nefelometro. La ausencia de contaminacion se puede
establecer mediante el examen microscépico de preparaciones tefiidas con tincion de Gram de
un cultivo centrifugado.

Inmediatamente antes de la inactivacién, debe tomarse una muestra para su comprobacién
frente a sus anticuerpos homologos con una MAT. Debe comprobarse que el cultivo inactivado
esté libre de leptospiras viables. Esto se lleva a cabo inoculando alicuotas de cultivo inactivado
en un medio de crecimiento apropiado como el medio de Jonson & Harris, incubandolo a 30 +
2°C durante al menos 4 semanas y examinandolo semanalmente mediante microscopia de
campo oscuro para detectar la presencia de leptospiras viables.

Después de realizar la mezcla, los niveles de agentes inactivantes libres, de minerales
presentes en los adyuvantes (como el aluminio) y conservantes (como el tiomersal) deben
estar dentro de los limites prescritos.
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2.2.4. Control en lotes de producto final

i) Esterilidad

Las muestras seleccionadas de la vacuna completa deben examinarse para comprobar
que no contienen bacterias u hongos viables (Farmacopea Europea, 2002a; 2002b; 9CFR
113.26). En el capitulo 1.1.9 pueden encontrarse las pruebas de esterilidad y ausencia de
contaminacion en los materiales bioldgicos de uso veterinario.

i) Identidad

Deben llevarse a cabo comprobaciones de la identidad en el producto antes de la
inactivacion; lo habitual es hacerlo con antisueros adecuados.

iii)  Inocuidad

Debe comprobarse la inocuidad de muestras procedentes del producto acabado. Los
métodos para realizar esto se han descrito en otro lugar (Farmacopea Europea, 2002a;
9CFR 113.26). La prueba debe llevarse a cabo para cada via de inoculacion indicada en
la etiqueta y en dos animales sanos de cada categoria (por ejemplo, animales en
gestacién y en ganado joven) a los que va dirigida la vacuna. Los animales deben ser
susceptibles a los serotipos contenidos en la vacuna y sus sueros deben estar libres de
anticuerpos aglutinantes para esos serotipos. A cada animal se le administra la vacuna a
través de la via recomendada con el doble de la dosis recomendada, conforme se indica
en la etiqueta. Los animales se observan durante 14 dias y no deben mostrar efectos
adversos locales o sistémicos atribuibles a la vacuna.

iv) Potencia del lote

Siempre que sea posible, debe evitarse el uso de pruebas de inocuidad en animales de
las especies de destino o de laboratorio para la liberacién del lote. Debe examinarse la
potencia de las muestras de la vacuna completa en hAmsteres o cobayas. La potencia se
mide normalmente por la capacidad de la vacuna para impedir la muerte del animal
cuando se exponga a dosis letales. Con algunos serotipos que no son letales para el
hamster o el cobaya, como el serotipo Hardjo, la potencia se mide frente a la resistencia a
la infeccién renal cuando los animales se infectan con 10 y 10.000 Dlso (dosis infecciosa
50%) o mediante la induccion de un titulo de anticuerpos adecuado en conejos.

Un ejemplo de protocolo consiste en inocular un 1/40 de la dosis de perro de la vacuna a
diez hamsteres sanos de no mas de 3 meses. Después de 15-30 dias, a cada hamster
vacunado y a diez sin vacunar de la misma edad, se inocula intraperitonealmente una
cantidad adecuada de un cultivo virulento de leptospiras del serotipo utilizado para
elaborar la vacuna (0 una suspension de tejido de higado o rifion tomado de un animal
infectado experimentalmente). En el caso de las vacunas bivalentes, cada serotipo se
examina por separado. Para que la vacuna supere la prueba, al menos el 80% de los
controles debe morir mostrando los signos caracteristicos de la infeccion por Leptospira y
al menos un 80% de los animales vacunados deben permanecer con buena salud durante
14 dias después de la muerte de los controles. Otros protocolos pueden ser aplicables a
vacunas para ganado vacuno y porcino que contienen cinco o seis componentes. En la
Farmacopea Europea se utilizan cinco animales vacunados y cinco animales control.

Se estan elaborando pruebas in-vitro de potencia para las vacunas contra la leptospirosis
basadas en la cuantificacion del antigeno protector de la vacuna utilizando MAb en un
ELISA de captura y actualmente se estdn empezando a utilizar (Klaasen et al., 2013).

2.3. Requisitos para la aprobacion para el registro

2.3.1. Proceso de fabricacién

Para la aprobacién de una vacuna, todos los datos relevantes relativos a la fabricacion de la
vacuna y a las pruebas de control de calidad (véanse los apartados C.2.1 y C.2.2) deben
presentarse a las autoridades. Esta informacion debe proceder de tres lotes de vacuna
consecutivos con un volumen no inferior a 1/3 del volumen habitual de un lote industrial.

Los controles durante el proceso forman parte del proceso de fabricacion.
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2.3.2. Requisitos de inocuidad

2.3.3

2.3.4.

En las pruebas se utilizan dosis Unicas y dosis repetidas (teniendo en cuenta el ndmero
maximo de dosis para la vacunacion primaria y, cuando corresponda, la primera
revacunacion/vacunacion de refuerzo) que contienen la maxima carga permitida y, segun cada
caso, el maximo numero de cepas vacunales.

i) Inocuidad general en la especie de destino

Un ejemplo es utilizar no menos de diez animales diana sanos que no tengan anticuerpos
contra Leptospira. Se administra a cada animal una dosis doble de la vacuna mediante el
método recomendado en la ficha técnica. Se observa a los animales cada dia durante 14
dias. Si se producen reacciones adversas atribuibles al producto biolégico durante el
periodo de observacion, la vacuna resulta insatisfactoria. Si aparecen reaccion adversas
no atribuibles al producto biolégico, la prueba serd declarada inconcluyente y debera
repetirse (Farmacopea Europea, 2002a; 9CFR; Standard Requirements 8 9. CFR, 113 del
Departamento de Agricultura de EE.UU.).

i) Inocuidad en animales gestantes

Si la vacuna va destinada a animales gestantes, se utilizan no menos de diez animales
sanos en el estadio de gestacion indicado por el programa recomendado o en distintos
estadios de gestacién. Se administra a cada animal una dosis doble de la vacuna
mediante el método recomendado en la ficha técnica. Se observa a los animales por lo
menos hasta 1 dia después del parto. La vacuna supera la prueba si los animales no
muestran reacciones locales o sistémicas andmalas, signos de enfermedad o mueren por
motivos atribuibles al producto bioldgico y si no se detectan efectos adversos en la
gestacion o en las crias.

iii)  Precauciones (peligros)

La vacuna debe clasificarse como inocua o patégena para el personal que la administra.
Los fabricantes deben advertir adecuadamente de que es necesario acudir al médico en
caso de auto-inyeccion (incluida la de adyuvantes, vacunas oleosas, conservantes, etc.)
incluyendo advertencias en la ficha técnica o el prospecto del producto para que el
personal que lo administre sea consciente de todos los peligros.

Requisitos de eficacia

Para registrar una vacuna comercial, debe demostrarse la eficacia (proteccién) en un lote o
lotes producidos de acuerdo con el método estandar y que contengan la cantidad minima de
antigeno o nivel de potencia; cada futuro lote comercial debera analizarse antes de ser liberado
para comprobar si tiene la misma potencia que se ha demostrado mediante el/los lote/s
utilizado/s en la/s pruebals de eficacia.

Un minimo de diez animales vacunados y diez controles (en el caso del ganado vacuno) y un
minimo de ocho animales vacunados y ocho controles (en el caso de los perros) deberan
exponerse a cada uno de los serotipos incluidos en la vacuna. Los animales deberan
vacunarse segun la propuesta de uso en la practica. La exposicion debera tener lugar por una
via natural. Los animales deberan ser de una edad y encontrarse en un estado reproductivo
acorde a todas las especificaciones que se pretenda incluir en la ficha técnica. Los animales
deberan ser sacrificados (si no han muerto previamente) a los 28-35 dias de la exposiciéon y
deberan tomarse muestras de los tejidos correspondientes para proceder al cultivo. Deberan
realizarse exploraciones fisicas a diario. Deberan realizarse cultivos de muestras de sangre los
dias 4-7 post-exposicion y cualquier dia que se detecte pirexia. La orina debera examinarse
para comprobar si contiene Leptospira 14, 21 y 28 dias post-exposicién. Tras el sacrificio
debera realizarse cultivo de rifién y de orina. Si en la ficha técnica va a incluirse la proteccion
del tracto genital, tras el sacrificio también deberan realizarse cultivos de utero y de oviducto.
En caso de que un animal muera, deberan realizarse cultivos de orina, rifion e higado. Para
incluir en la ficha técnica que el producto es eficaz, es necesario que un 80% de los animales
vacunados resulte protegido y que al menos un 80% de los controles resulte infectado.

Duracion de la inmunidad

La duracion de la inmunidad debe determinarse en la especie animal a la que la vacuna esta
dirigida, empleando las vias naturales de infeccién. La duracién de la inmunidad no debe
estimarse en base a la duracién de los titulos de la MAT en animales vacunados porque la
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proteccién contra la enfermedad clinica puede existir con titulos muy bajos. La inmunidad
vacunal debe persistir al menos durante 6 meses, dependiendo de la indicacién de la etiqueta.

2.3.5. Estabilidad

Cuando las vacunas se almacenan en las condiciones prescritas, se espera que estas retengan
su potencia durante 1-2 afios. La estabilidad debe evaluarse mediante la determinacion de la
potencia después del almacenamiento a 2-5°C, a temperatura ambiente y a 35—-37°C.
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NB: Existen Laboratorios de Referencia de la OIE para la Leptospirosis (puede consultarse la pagina web de la
OIE: https://www.oie.int/es/que-ofrecemos/red-de-expertos/laboratorios-de-referencia/#ui-id-3 ).
Por favor, contacte con los Laboratorios de Referencia de la OIE para cualquier otro dato sobre las pruebas de
diagnéstico, los reactivos y las vacunas para la leptospirosis.

NB: ADOPTADO POR PRIMERA VEZ EN 1990; ULTIMAS ACTUALIZACIONES ADOPTADAS EN 2021.
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