MINISTERIO DA AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO
SECRETARIA DE DEFESA AGROPECUARIA
INSTRUCAO NORMATIVA N° 15, DE 19 DE FEVEREIRO DE 2004 (*)

Aprovar regulamento técnico para producéo e controle de qualidade da vacina contra a brucelose e
antigenos para diagnostico da brucel osg;

O SECRETARIO DE DEFESA AGROPECUARIA, DO MINISTERIO DA AGRICULTURA,
PECUARIA E ABASTECIMENTO, no uso da atribuicdo que |he confere o inciso IV, do art. 83, do
Regimento Interno da Secretaria, aprovado pela Portaria Ministerial n° 574, de 8 de dezembro de 1998,
tendo em vista o disposto no Decreto-Lel n° 467, de 13 de fevereiro de 1969, e 0 que consta dos Processos
n° 21000.005699/2003-25 e 21000.001085/2004-55 resolve:

Art. 1° Aprovar regulamento técnico para producdo e controle de qualidade da vacina contra a brucelose e
antigenos para diagnéstico da brucel oseg;

Art. 2° Esta Instrucdo Normativa entra em vigor na data de sua publicagéo.
MACAO TADANO

ANEXO - REGULAMENTO TECNICO PARA PRODUCAOE CONTROLE DE QUALIDADE DA
VACINA CONTRA A BRUCELOSE E ANTIGENOS PARA DIAGNOSTICO DA BRUCELOSE

1. PRODUCAO E CONTROLE DE QUALIDADE DA VACINA

1.1. Toda partida de vacina contra Brucel ose e de antigeno para diagnostico da Brucel ose devera ser
submetida ao controle previsto no presente regulamento.

1.2. A vacina, utilizada para o controle da brucel ose bovina e bubalina € obtida a partir de culturas de
referéncia certificadas de Brucella abortus B19, cultivadas em tanques de fermentacdo ou garrafas tipo
Roux, padronizada conforme normas estabel ecidas pelo MAPA, comercializada na formaviva,
liofilizada, acompanhada do respectivo diluente e de uso veterinario exclusivo.

1.3. Outras cepas poderdo ser utilizadas para a fabricac&o de vacinas contra a brucel ose, desde que
aprovadas pelo MAPA. As respectivas especificagdes devem ser objeto de regulamentacdo propria.

1.4 SEMENTES

1.4.1 SEMENTE DE REFERENCIA CERTIFICADA (SRC)

Cultura de Brucella abortus B19 proveniente de uma colec&o de culturas, reconhecida pelo MAPA,
acompanhada de certificado, adequadamente caracterizada, de composi¢do uniforme, comprovada
seguranca e eficacia na administracéo parenteral a bezerras em idade apropriada, mantida naforma
liofilizada e refrigerada entre 2°C e 8°C.

1.4.2 SEMENTE DE RESERVA (SR)

Culturalisade Brucella abortus B19 obtida a partir da reativacdo e repique em meio solido de uma SRC,
de composi¢cdo uniforme, mantida naformalliofilizada e refrigerada entre 2°C e 8°C ou em suspensao
congelada a uma temperaturaigual ou inferior a- 30°C.

1.4.3 SEMENTE DE TRABALHO (ST)

Culturalisade Brucella abortus B19 obtida a partir da reativacdo e repique de uma SR.



1.4.4INOCULO
Culturalisade Brucella abortus B19 obtida a partir da reativacdo e repique de uma ST.
1.5 PRODUCAO E CONTROLE

A producédo e o controle das partidas de vacina devem ser conduzidos conforme o relatério técnico do
registro do produto, obedecidas as determinacfes deste regulamento, sendo todas as suas etapas
registradas de forma a permitir a rastreabilidade das informagdes. O controle da vacina deve ser realizado
segundo ensai os provenientes de referéncias normalizadas. Eventuais adaptacdes, modificacbes ou
substituigdes devem ser devidamente validadas e aprovadas pelo MAPA.

1.6 CONTROLE DO PRODUTO FINAL

As partidas da vacina, constituidas por fragéo liofilizada e respectivo diluente, devidamente aprovadas no
controle de qualidade dos estabel ecimentos fabricantes serdo acondicionadas em embal agens comerciais e
submetidas ao controle oficial. Os ensaios serdo realizados de acordo com o MANUAL DE
PROCEDIMENTOS E TECNICAS DE CONTROLE DE QUALIDADE DE VACINAS CONTRA A
BRUCELOSE E ANTIGENOS PARA DIAGNOSTICO DA BRUCELOSE DO MAPA.

1.6.1 PUREZA
1.6.1.1 PESQUISA DE CONTAMINANTES VIAVEIS

A vacinadeve estar livre de contaminagdo e apresentar apenas o crescimento de Brucella abortus,
constatado por semeadura em meios de cultura apropriados para a avaliacdo da presenca de contaminantes
bacterianos (aerobicos e anaerdbicos) e fungicos e por microscopia. A partida deve ser considerada
satisfatoria para pureza se, por observagao macro e microscopica ndo houver crescimento atipico.

1.6.1.2 PESQUISA DE CONTAMINANTES POR MICROSCOPIA DIRETA

Em exames microscdpi cos da vacina reconstituida, constatando-se a presenca de outros microrganismos,
serarealizada avaliacéo de risco que indicara a aprovacao ou reprovacao da partida.

1.6.2 DISSOCIACAO

A partida deve ser considerada satisfatéria para dissociagéo quando, por observagdo micro e
macroscopica, ndo houver mais que 5% de colbnias ndo lisas. Caso contrario, a partida deve ser
considerada insatisfatoria e reprovada.

1.6.3 CONTAGEM DE MICRORGANISMOS VIAVEIS

O nimero de microrganismos viaveis ndo pode ser inferior a 60 x 109 unidades formadoras de colbnias
(UFC) por dose e nem superior a 120 x 109 UFC por dose na data de liberacdo e ndo deve ser inferior a
40 x109 UFC por dose ao fim do prazo de validade.

1.6.3.1 ENSAIO A FRESCO

O numero de microrganismos viaveis ndo pode ser inferior a60 x 109 UFC por dose e nem superior a 120
x 109 UFC por dose na data de liberagdo. Caso contrario, a partida deve ser considerada insatisfatoria e
reprovada.

1.6.3.2 ENSAIO DE ESTABILIDADE TERMICA

Na avaliagdo de estabilidade térmica, a vacina deve ser mantidaa 37° C, por 7 (sete) dias de incubagéo. O
numero ideal de microorganismos viaveis éigual ou maior a40 x 109 UFC por dose.



1.6.4 pH
O pH ideal davacinavariade 6,4 a7,2.

1.6.5 UMIDADE

A umidade residual méximaideal davacina é de 3%.

1.6.6 DILUENTE

1.6.6.1 Utilizar agua padréo injetével definido pelo MAPA ou solucgéo salina tamponada estéril.
1.6.6.2 O diluente deve estar livre de particulas em suspensdo, comprovada por exame visual
macroscopico e de contaminagdo microbiana, comprovada por microscopia e semeadura em meios de

cultura apropriados. Caso contrario, a partida do diluente deve ser considerada insatisfatéria e reprovada.

1.6.6.3 O frasco de diluente deve ser transparente e incolor, identificado com seu respectivo nimero de
partida, sendo vedada a utilizagdo de mais de uma partida de diluente para a mesma partida de vacina.

1.6.6.4 Sera permitida a utilizacdo de uma partida de diluente para mais de uma partida de vacina.
1.6.7 PRESSAO NEGATIVA

O frasco que contém a vacina deve apresentar pressao negativa.

1.6.8 CRITERIOS PARA APROVA(;AO DAS PARTIDAS DA VACINA

Para aprovacéo de uma partida de vacina, todos os testes indicados devem ser realizados. Devem ser
obtidos resultados satisfatorios nos testes descritos nos itens 1.6.1, 1.6.2 e 1.6.3.1. Resultados
insatisfatorios em pelo menos um destes testes reprovam a partida da vacina.

1.7 PRAZO DE VALIDADE E CONSERVACAO

1.7.1 O prazo de validade deve ser de até 24 (vinte e quatro) meses a partir da data de liofilizacéo,
condicionado a aprovacao pelo MAPA nos testes de contagem de microorganismos viave's, realizados
apos o final do prazo pretendido, em amostras de contra-prova de trés partidas colhidas oficialmente.

1.7.2 A vacina deve ser conservada a temperatura entre 2°C e 8°C, protegida da radiacéo solar direta.
1.8 DISPOSICOES GERAIS

Os casos omissos e as dividas suscitadas na execucao da presente norma seréo resolvidos pelo
Departamento de Defesa Animal.

2 PRODUCAO E CONTROLE DE QUALIDADE DE ANTIGENOS PARA DIAGNOSTICO DA
BRUCELOSE.

2.1 DEFINICAO

Os antigenos para o diagndstico sorol 6gico da brucel ose, causada por espécies lisas da bactéria (B.
abortus, B. melitensis e B. suis), séo preparados a partir de culturas de referéncia certificadas de Brucella
abortus 1119-3, cultivadas em tanques de fermentacdo ou garrafas tipo Roux, inativadas e padroni zadas
conforme normas estabel ecidas pelo MAPA, sendo de uso veterinario exclusivo. Outras cepas podem ser
utilizadas para a fabricagéo de antigenos para diagnostico da brucel ose, desde que aprovadas pelo MAPA.

2.2 SEMENTES



2.2.1 SEMENTES DE REFERENCIA CERTIFICADAS (SRC)

Culturas de Brucella abortus 1119-3 provenientes de uma colecéo de culturas reconhecida nacional e/ou
internacionalmente, acompanhada de certificacdo, adequadamente caracterizada, de composicéo
uniforme, mantida naformaliofilizada e refrigerada entre 2°C e 8°C.

2.2.2 SEMENTES DE RESERVA (SR)

Culturas lisas de Brucella abortus 1119-3 obtidas a partir da reativacéo e repique em meio sélido de uma
CRC, de composicéo uniforme, mantida naformaliofilizada e refrigerada entre 2°C e 8°C ou congelada
em nitrogénio liquido, com ndo mais que 3 (trés) piques.

2.2.3 SEMENTES DE TRABALHO (ST) OU INOCULO

Culturalisade Brucella abortus 1119-3 obtida a partir da reativacéo e repique de uma CR, por
crescimento em meio solido, com ndo mais que 3 (trés) repiques, mantida sob refrigeracéo entre 2°C e
8°C.

2.3 PRODUCAO E CONTROLE

A producéo e o controle das partidas de antigenos para diagnésticos devem ser conduzidos conforme
relatorio técnico do registro do produto, obedecidas as determinacdes deste regulamento, sendo todas as
suas etapas registradas de forma a permitir a rastreabilidade das informagdes. O controle dos antigenos
para diagnéstico deve ser realizado segundo ensaios provenientes de referéncias normalizadas. Eventuais
adaptacOes destas referéncias devemn ser aprovadas pelo MAPA.

2.4 CONTROLE DO PRODUTO FINAL

As partidas de antigenos, devidamente aprovadas no controle de qualidade dos estabel ecimentos
fabricantes serdo acondicionadas em embalagens comercials e submetidas ao controle oficial. Os ensaios
serdo realizados de acordo com 0 MANUAL DE PROCEDIMENTOS E TECNICAS DE CONTROLE
DE QUALIDADE DE VACINAS CONTRA A BRUCELOSE E ANTIGENOS PARA DIAGNOSTICO
DA BRUCELOSE DO MAPA.

2.4.1 PUREZA E ESTERILIDADE

O antigeno deve estar livre de contaminagdo comprovada por microscopia, € ndo apresentar crescimento
bacteriano (aerdbico e anaerdbico) e fungico, apds semeadura em meios de cultura apropriados. Caso
contrério, a partida deve ser considerada insatisfatoria e reprovada

2.4.2 SENSIBILIDADE

A sensibilidade do antigeno deve ser testada, por comparacéo da reacdo de aglutinagdo, com um antigeno
de referéncia, frente a soros ou amostras de leite, conforme o antigeno que estiver sendo avaliado.

2.4.2.1. ANTIGENO ACIDIFICADO TAMPONADO

A sensibilidade do antigeno deve ser testada por comparacdo com um antigeno de referéncia frente a 20
soros bovinos, sendo 5 (cinco) negativos, 10 (dez) fracamente positivos e 5 (cinco) fortemente positivos.
Apos aleitura das reacdes positivas e negativas, estabelecer um valor de 0,5 (meio) ponto para cada
diferenca de intensidade de aglutinacdo de um mesmo soro, tolerando-se um total de até 3 (trés) pontos
em 6 (seis) amostras de soros para considerar 0 antigeno em teste satisfatério. O antigeno deve ser
considerado insatisfatorio e reprovado quando houver pelo menos um soro com diferenca entre reacéo
negativa e positiva, ou somatorio de diferencas maior que trés pontos.

2.4.2.2 ANTIGENO PARA SOROAGLUTINACAO LENTA



A sensibilidade do antigeno deve ser testada por comparacg&o da reagdo de aglutinagdo, com um antigeno
de referéncia, frente a 20 soros bovinos, sendo 5 (cinco) negativos, 10 (dez) fracamente positivos e 5
(cinco) fortemente positivos. Atribuir valor de 1 (um) ponto para cada tubo que apresentar uma reagcéo
positiva e 0,5 (meio) ponto para cada tubo que apresentar uma reacdo incompleta. O valor numeérico total
para cada antigeno € determinado pela soma dos val ores numéricos das amostras dos soros individuais. O
antigeno deve ser considerado insatisfatorio e reprovado quando a diferenca entre os dois valores for
menor que -3 ou maior que 3 pontos e a diferenca entre as amostras individuais ndo for maior que +- 0,5
(meio) ponto.

2.4.2.3. ANTIGENO PARA O TESTE DO ANEL DO LEITE

A sensibilidade do antigeno deve ser testada, por comparacdo da reacdo de aglutinagdo, com um antigeno
de referéncia, frente a diluicdes seriadas de pelo menos 5 (cinco) amostras de leite de titul os el evados.

2.4.3. CONCENTRACAO CELULAR

A concentracdo celular final do antigeno deve ser avaliada paralelamente a um antigeno de referéncia. A
concentracdo do antigeno em teste deve ser igual a do antigeno de referéncia.

2.4.3.1. ANTIGENO ACIDIFICADO TAMPONADO

A concentracdo do antigeno de referéncia é de 8%.

2.4.3.2. ANTIGENO PARA SOROAGLUTINACAO LENTA
A concentracdo do antigeno de referéncia é de 4,5%.

2.4.3.3. ANTIGENO PARA O TESTE DO ANEL DO LEITE
A concentracdo do antigeno de referéncia € de 4,0%.

2.4.4. pH

2.4.4.1 ANTIGENO ACIDIFICADO TAMPONADO

O pH do antigeno deve ser de 3,65 + - 0,05 e, quando determinado em uma mistura de partes iguais com
soro bovino, o Ph deve ser de 3,80 + -0,05.

2.4.4.2. ANTIGENO PARA SOROAGLUTINACAO LENTA

O pH do antigeno deve estar entre 6,4 e 7,0.

2.4.4.3. ANTIGENO PARA O TESTE DO ANEL EM LEITE

O pH do antigeno deve estar entre 4,0 e 4,3.

2.4.5. CRITERIOS PARA APROVACAO DE PARTIDAS DE ANTIGENOS

Para aprovacdo de uma partida de antigeno, todos os testes indicados devem ser realizados. Devem ser
obtidos resultados satisfatorios nos testes descritos nos itens 2.4.1, 2.4.2, 2.4.4. Resultados insatisfatorios
em pelo menos um destes testes reprovam a partida.

2.5 PRAZO DE VALIDADE E CONSERVACAO

2.5.1 O prazo de validade deve ser de até 18 (dezoito) meses a partir da data de envase, condicionado a

aprovacdo pelo MAPA nos testes do item 2.4.5, realizados apds o fina do prazo pretendido em amostras
de contra-prova de trés partidas colhidas oficialmente.



2.5.2 O antigeno deve ser conservado atemperatura entre 2°C e 8°C, protegido da radiacdo solar direta.

2.6 DISPOSICOES GERAIS

Os casos omissos e as dividas suscitadas na execucao da presente norma serdo resolvidos pelo
Departamento de Defesa Animal.

(*) Republicada por ter saido com incorrecdo, do original, no D.O.U. n° 37, de 25-02-2004, Secdo 1, pags.
de2a3.

REPUBLICACAO 24/03/2004
D.0.U., 25/02/2004 - Segdo 1

REP., 24/03/2004 - Segéo 1



