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RESUMO

Foi elaborada uma vacina monovalente contendo a sorcvariedade hardjo amostra Norma e
adsorvida em diferentes adjuvantes: Hidrdxido de Aluminio e duas emulsGes de agua em dleo
Emuisigen e a Lanolina. Oitenta ovinos com idade entre 8 meses a 1 ano de idade da raga
Santa Inés foram uiilizados, divididos em quatro grupos de 20 animais cada. O Grupo | foi
vacinado com adjuvante Emulsigen, o Grupo Il com a Lanolina e o Grupo ili com Hidroxido de
Aluminio e, solucéo salina foi aplicada no Grupo IV. O esquema de vacinacdo para todos os
grupos foi uma dose de 3 ml para cada animai no dia zero e uma revacinacdo com a mesma
dose trinta dias apds a primeira. A imunogenicidade da vacina em todos os animais foi avaliada
com 0, 30, 60, 90 e 120 dias pelo Teste de Soroaglutinacdo Microscopica e pelo Teste de
Inibicdo de Crescimento. O Teste de Inibigdo de Crescimento revelou ser uma alternativa para
avaliagdo de uma bacterina anti-hardjo para ovinos em substituicio ao Teste de Protecdo em
Hamster. Os animais dos trés grupos vacinados apresentaram titulos protetores apreciaveis
durante os 120 dias de experimento, o adjuvante Hidréxido de Aluminio, Lanoclina e Emulsigen
revelaram equivaléncia na inducéo de anticorpos [gM e 1gG quando utilizades em vacinas anti-
leptospira hardjo em ovinos.

Palavras-Chave: Leptospira, Vacina, Ovinos
SUMMARY

A monovalent vaccine was developed in three different adjuvants containing the hardjo serovar
strain Norma. Hydroxide of Aluminum, and two emulsions of water in oii Emuisigen and Lanolin
were used as adjuvants. Eighty Santa Inés sheeps between 6 and 12 months of age were used:;
divided into four groups of 20 animals for each, the Group | received a vaccine with Emulsigen
adjuvant, Group Il & vaccine with Lanolin, Group |l received the vaccine with Hydroxide of
Aluminum and the Group IV was the control one receiving saline solution. The vaccination
scheme for all of the groups was 3 ml per animal in day zero with revaccination with the same
dose after thirty days. The immunogenicity of the vaccine was evaluated in all the animals within
0, 30, 60, 90 and 120 days by the of Microscopic Agglutination (MAT) test and Inhibition of
Growth Test (IGT). The Test of Inhibition of Growth revealed to be an alternative for the
evaluation of a anti-hardjo bacterin for sheeps. The animals of the three vaccinated groups
presented appreciable protecting titles during the 120 days of experiment, the adjuvants
Hydroxide Alurninum , Lanolin and Emulsigen were shown equivalent in the induction of
antibodies IgM and 1gG when used in vaccines anti-leptospira hardjo in sheeps.

Word-key: Leptospira, Vaccinates, Sheeps
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1 - INTRODUGAO

A necessidade de intensificar a produgdo de
aiimentos em quantidade e qualidade,
disponiveis para o homem, tem determinado
a procura de alternativas de fontes de
proteinas. Atualmente a carne de bovinos,
aves e suinos sdo destacadas como as
principais & com maior disponibilidade no
Brasil,

A carne de ovino tem se maostrado como
uma alternativa muito proeminente,
principaimente  por ser originaria de
ruminantes de pequeno porte, capazes de
serem mantidos em espagos considerados
pequenos, criados em harmonia com
bovinos de uma mesma propriedade. Séo
alimentados basicamente com gramineas e
leguminosas, e  suplementados com
capineiras, que sao disponiveis e com
abundancia na maioria das propriedades
rurais de Minas Gerais.

Estima-se que populacio de ovinos, de
Minas Gerais, sefa de 125 mil cabecas
distribuidas em 12 Mesorregides (IBGE
1996)', criados em regime exiensivo, e
geralmente para este tipo de criacdo ndo &
destinado nenhum modelo tecnoiogico de
manejo, sanidade ou melhoramento
genético especificos.

Para a implantacido de um sistema de
produ¢do com uma ovinocultura moderna e
eficiente, sdo necessdrias as adogdes de
medidas preventivas e higiénicas sanitdrias,
principaimente no que diz respeito no
momento da aquisicAo de matrizes e
reprodutores. Assim, sdo recomendadas as
avaliagbes das caracteristicas genéticas de
racas mais apropriadas para producio de
came, |3 e pele, acrescidos de testes
imunologicos capazes de detectar animais
doentes ou infectados. No caso das
leptospiroses, adotar medidas de controle,
sendo a vacinagao eficaz e de baixo custo.

" http:// www sidra.ibge.gov.br/cgr-
bm/prtabr(20/01/2004}

Civersas enfermidades podem determinar
problemas reprodutivos e corno
conseqiiéncia o éxito da implantacdo da
uma ovinocultura sustentave!, podendo ser
destacadas neste momento as leptospiroses
patogénicas dos ovinos, responsaveis por
causar abortos nas diversas fases da
gestacdo e ainda o nascimento de cordeiros
fracos com morte nas primeiras semanas de
vida.

As leptospiroses nos ovinos geralmente
ocorrem na forma de surtos € a doenc¢a na
sua forma mais grave estad associada a
sorovariedade pomona. Estudos soroldgicos
recentes ¢ o0 cultive de amostras
provenientes de fetos ovinos abortados tem
revelado  também a presenca da
sorovariedade hardjo, responsavel por
grandes prejuizos na reproducdo como o
retorno a0 cio, o aborto, mastite
sanguinolenta nas ovelhas e 0 nascimento
de cordeiros fracos, com a morte nas duas
primeiras semanas de vida.

As primeiras evidéncias de que as
leptospiroses poderiam ser uma grande
causa de perdas econdmicas nos ovinos do
Brasil foram feitas em 1963 (Santa Rosa e
Pestana de Castro). Estudos soroldgicos
realizados em paises onde a ovinocultura &
uma atividade econdmica expressiva
colocam as leptospiroses entre os principais
problemas sanitarios. As pesquisas feitas
por (Ris, 1975), Thornton (1984) na Nova
Zelandia e Gordon (1980) na Australia,
Mccaughan et al. (1980), Hathaway et al.
(1982) e Ellis (1994) descrevem que a
sorovariedade  hardjo  possui  grande
importadncia na ovinocultura desses paises.
A sarovariedade hardjo amostra Norma que
havia sido isolada e tipificada na Holanda
por Moreira (1994) em bovinos, revelou-se
como a mais freqiente na pesquisa
realizada por Hermann (2002) sobre a
prevaléncia da infecgdo por leptospiras em
ovinos no Rio Grande do Sul. Ellis (1981)
concluiu gue existe associacdo entre as
taxas de prevaléncia de ovinos reagentes
positivos para hardjo e perdas reprodutivas,
entre elas, abortos e nascimento de crias
fracas. Esses autores consideram
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necessario o isolamento pois a hardjo
apresenta baixos titulos mesmo em
infecgbes ativas Tornando-se entdo uma
sorovariedade de grande importdncia para
comporem uma vacina para esta espécie.

A utilizagdo de uma vacina inativada com
adjuvante é o método mais comum e viavel
economicamente em detrimento ao uso de
antibioticoterapia (Little et al., 1992). A
vacinagdo reduz o impacto econdmico
(Sullivan, 1974), impedindo o aparecimento
dos sinais clinicos, mas ndo impede o
estabelecimento da infecgdo principalmente
se esta vacina possuir um grande numero
de sorovariedades ndc¢ garantindo um
numero minimo de células para cada ml da
dose, sendo ideal o0 wuso de uma
monovalente com a sorovariedade presente
na regiac.

A produgdo de wvacinas formuladas com
sorovariedade de Leptospiras sp especifica,
juntamente com a elaboracdo de um
programa sanitario, de manejo e de
melhoramento  animal sdo medidas
sanitarias importantes na criacio de ovinos.
A amostra utilizada nesta vacina por ser
mantidas em laboratério por muito tempo,
possui algumas limitagbes devido suas
caracteristicas de serem adaptadas aos
ruminanies ndo produzindo sintomatologia
clinica em hamster. O teste padrdo para a
avaliaco de vacinas de Leptospira é o
Teste de Protecdo em hamster (USDA,
1976) sendo de dificil realizagdo em
periodos curtos de experimentacdo razio
pela qual da utilizacdo de um teste
alternativo para avaliagdo de vacinas de
leptospiras.

O objetivo deste trabalho foi & elaboracio
de uma bacterina anti-hardjo com diferentes
adjuvantes e a avaliagao da
imunogenicidade destas vacinas utilizando-
se um Teste alternativo de Poténcia em

detrimento ac Teste de Protecido em
Hamster.

2 - LITERATURA CONSULTADA
A infecgio de ovinos por Leptospira sp foi

detectada no Brasil pela primeira vez por
Santa Rosa e Pestana de Castro, no ano de
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1963, no Estado de Sao Paulo. Mais tarde,
novos estudos surgem e concentrando-se
na década de 80 no Estado da Bahia,
quando Caidas et al., realizou varios
inquéritcs  sorolégicos em  diferentes
rebanhos com problemas reprodutivos.

Ris (1975) e Thormton (1994) na Nova
Zelandia, Gordon (1980) na Australia,
Mccaughan et al. (1980), Hathaway et al.
(1982) e Ellis (1994) na Irlanda e no Reino
Unido, em seus estudos sorolégicos,
evidenciam que as infecgdes de ovinos por
Leptospira sp parecem ser comuns e esta
associada a presenca da sorovariedade
hardjo, a maior responsavel pelo grande
niamero de perdas reprodutivas em bovinos
e tambem causadora de um grande numero
de abortos nas ovelhas.

Herrmann (2002) analisando 1360 amostras
de ovinos criados extensivamente nas
mesorregides Sudeste e Sudoeste Rio-
Granderse determinou uma pravaléncia de
28,4% da sorovariedade hardjo amosira
Norma em ovinos gue eram criados nos
mesmaos pastos com bovinos.

No Brasii até o aro de 2002 nido eram
conhecidos estudos com wvacina anti-
Leptospira sp em ovinos, sendo restrito em
bovinos, suinos e caninos. Novamente,
Herrmann (2002) produzindo e avaliando a
imunogenicidade de uma bacterina
adsorvida em adjuvante oleoso e 0s titulos
vacinais de IgM, atraveés da Soroaglutinagio
Microscopica e para IgG pelo ELISA,
demonstrou valores de titulos consideraveis
sendo a bacterina capaz de desencadear
uma resposta nos animais. Esses titulos
deveriam ser confrontados e estabelecidos
as relagbes entre os titules de anticorpos e
a protecdo dos animais por ensaios de
desafioc com a sorovariedade hardjo
patogénica (Faine, 1982).

Durante a infecgdo natural por leptospiras
0s animais desenvolvern uma resposia
sorolégica poritiva significativa dentro de
sete a dez .as para a sorovariedade
infectante ‘nensurada pelo Teste
Soroaglutinacdo Microscopica. Os animais
vacinados com as bacterinas comerciais




licenciadas disponiveis desenvolvem pouco
ou nenhum titulo no Teste de
Soroagiutinacdo Microscopica entretanto a
presenca de anticorpos protetores nestes
soros tem sido demonstrados através do
Teste de Inibicio de Crescimento, Teste de
Protecdo em Hamsters e o desafio direto
dos animais vacinados (Tripathy et al.,
1976).

Tripathy et al. (1975 e 1979) avaliando as
imunoglobulinas em bovinos vacinados com
bacterinas de Leptospiras demonstrou que a
Imunoglobulina G (IgG) € a principal classe
de anticorpos responsavel pela inibicdo do
crescimentc e que a mesma classe
responde principalmente pela protecao.

Hanson {1977} afirma que apds um periodo
curto de aparecimento de aglutininas igM,
0s anticorpos neutralizantes, primariamente
1gG, sdo detectaveis. Estes anticorpos
neutralizantes podem ser demaonstrados
pelo teste de protecdo em hamster e pelo
teste de inibicAo de crescimento e estes
anticorpos podem ser produzidos ambos
pela infecgde ou pela inoculagdo com uma
bacterina de Lepfospira sp, e estes podem
persistir por até anos apds uma infecgéo e
de seis até doze meses apds uma
vacinacao.

Geralmente a primeira classe de anticorpos
detectaveis no sorc de um animal apos
estimulacdo antigénica é a IgM. Isto
usualmente é sequido de poucos dias para
0 aparecimento de anticorpos da classe IgG,
come a concentragao de IgG aumenta a de
IgM diminui. mas ambas as ctasses sao
responsaveis pela protecdo gue foi testada
em hamsters entretanto a classe IgG foi
62% mais protetora contra 25% da ciasse
IgM (Negi et al., 1971a).

Huhn et al. (1575) investigando a imunidade
conferida por uma bacterina anti-Lepfospira
pomona, verificou que a resposta soroldgica
no Teste de Soroaglutinagdo Microscdpica,
apos a vacinagao, foi minima e um reduzido
nimero de animais apresentou anticorpos
aglutinantes depois de um més.

Stoenner (1975), analisando os critérios de
titulos a serem considerados como positivos
nas provas de aglutinacao fez a observacao
que animais infectados com L. hardjo,
fregiientemente ndo desenvolvem niveis de
anticorpos suficientes para serem
detectados 1:100 no Teste Soroaglutinacdo
Microscépica.

A IgM é a oprincipal classe de
imunoglobuiinica produzida durante uma
resposta  imune primaria. Também é
produzida em uma resposta secundaria,
mascarado pela predominancia da IgG
posteriormente {(Berek et al., 1993) e
{Tyzard, 1998).

As bacterinas estimulam a producdo de
ambas imunoglobulinas IgM e IgG, a
resposta de IgM é de baixa magnitude e de
curta duracdo produzindo titulos no Teste
de Aglutinacdo Microscépica usuaimente
menores do que 100, no qual nio interfere
com o teste de diagnostico. A resposia de
I9G, ndo é detectada pelo Teste de
Aglutinacdo  Microscdpica, que  séo
responsaveis pelos anticorpos
neutralizantes que protegem contra a
leptospirose (Hanson, 1977).

E vantajoso testarem as bacterinas na
producdo de anticorpos aglutinantes, pois
estes estdo envolvidos na reposta imune
humeral 4 infecgao (Ruby et al., 1992).

O papel da resposta imune celular contra a
leptospirose é ainda muito debatido, esta
resposia desenvolve inicialmente  a
prevencdo da localizacdo renal quando a
resposta  imune humoral €& ineficaz
{Balasubramanian e Ramknshna, 1996).

O efetivo controle da leptospirose depende
de  um diagnéstico acurado e do
desenvolvimemo de agentes imunizantes
adequados. Entretanto, o desenvolvimento
de vacinas multiplas depende em parte de
um meio para mensurar anticorpos
protetores em animais vacinados. E a
caracteristica padrio da resposta de
anticorpos a vacinagdo pode ser possivel a
avaliacdo sorolégica da protecio
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proporcionada pelas bacterinas de
leptospiras (Negi et al., 1971).

A vacinagdo ¢é uma importante ag¢io
preventiva contra a infecgao dos animais por
leptospiras. Para este fim, vacinas
inativadas s8o mais utilizadas (Hanson,
1977), e sua eficacia € aumentada com a
adicdo de adjuvantes, como o hidroxido de
aluminio (Hanscn, 1977). Em condigbes de
campo, 0 uso de vacinas contra leptospirose
reduz a ocorréncia da infecco e os
prablemas reprodutivos causados pela
variante sorologica hardjo (Bolin et al.,
1989); em regides endémicas, a vacinagio
contribui substancialmente para a redugio
do impacto econdémico da deenga (Sullivan,
1974),

A vacinagdo nao somente provem protecio
da doenca por Lepfospira sp mas também
reduz as chances de sobrevivéncia da
sorovariedade infectante na populacio
imune (Triphaty et al., 1978).

Tripathy et al. (1976) consideram a
vacinacdo com bacterinas de leptospiras
como o méfodo mais efetivo no controle de
rebanhos susceptiveis, desde gue fossem
especificas contra as  sorovariedades
prevalentes na area. As bacterinas contra
ieptospirose devem ser formuladas com o
menor numero de sorovariedades possiveis,
dando-se especial destaque para aquelas
grassantes na regido (Zemjanis, 1974).

Litle et ai. (1992) trabalhou com trés
estratégias no objetivo de controlar a
infecgdo por hardjo em gado de corte na
Escocia: promoveram mudangcas de manejo,
antibioticoterapia e vacinacdo. Os autores
consideraram a vacinacdo como o (nico
meio de controle e possivel erradicacéo da
doenga. As caracteristicas epidemioldgicas
da infeccdo mostraram que o programa de
vacinacdo deve ser aplicado em todo o
rebanho por um periodo de cinco anos.

Moreira (1994}, avaliou os métodos de
erradicagcdo de leptospiroses em bovinos
leiteiros, wvacinando e acompanhando
sorologicamente além da tentativa de
isolamento em bovinos alcangou resultados
negativos na sorologia apos um periodo de
trés anos em rebanhos fechados
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evidenciando a efetividade da vacinacéo na
erradicagdo da doenca,

Samina et al. (1997} verificaram que ¢ uso
de vacina inativada (mono ou multivalente)
pode prevenir a agalaxia, mas pode néo
conferir prote¢cdo contra a infecgio ou as
localizagBes renais e uterina das
leptospiras, embera o grau de leptospirtina
possa estar relacionado aos niveis de
anticorpos humorais especificos.
Evidenciade pelo estudo da Bolin et al
(1989), onde ao avaliar novilhas prenhes em
diversos grupos e regimes de vacinagio
relatou a persisténcia da Leptospira hardjo
amostra hardjo-bovis, apés o desafio, nos
rins mas sem nenhuma evidencia clinica dos
animais desafiados,

A avaliacdo da resposta imune com o Teste
de Protecdo em Hamster nio é somente de
alto custo, mas também consome muito
tempo n&o sendo adequada para todas as
sorovariedades que nédc sdo patogénicas
para esta espécie. Similarmente animai.:
vacinados e desafiados ndo provem um;
método  adequado para  avaliagdo da
resposta de anticorpos comoe os sinais e
les8es muito consideraveis (Tripathy et al.,
1972).

C teste de poténcia preconizado para
bacterinas antileptospirose {(United States
Departament of Agriculture, 1978) prevé o
ensaio em hamsters com desafio praticado
com estirpes dotadas de patogenicidade
regular para estes animais, 0 que, no
entanto, ndo ocorre com todas as estirpes
isoladas, principalmente com a
sorovariedade hardjo, mesmo quando se
adota o expediente ds realizacdo em
passagens sucessivas na espécie (Faine,
1982 e 1999).

Uma alternativa para que este impasse seja
contornado € a realizacdo do ensaio de
inibicho do crescimento de leptospiras in
vitro (Tripathy et al., 1972); (Tripathy et al,,
1973), (Tabata, 2002), o qual pode
mensurar 0s niveis de  anticorpos
neutralizantes presentes no soro sangiinec
de animais vacinados, que nio apresentam
relagdo direta com o©0s  anticorpos
aglutinantes demonstrados pelo Teste
classico de Soroagiutinagdo Microscopica
(Hanson, 1977).




3 - MATERIAL E METODOS

3.1 - LOCAL E CARACTERISTICAS DO
REBANHO

A avaliacdo da imunogenicidade da
bacterina anti-leptospira hardjo amostra
Norma foi reafizada na Fazenda Geo
Agropecuadria, locaiizada no municipio de
Esmeraidas, regido metropolitana de Belo
Horizonte. O municipio est4 situado a 60 Km
sentido oeste da capital, com uma altitude
média de 703 m acima do nivel do mar e
coordenadas geograficas de 19°,45", 35" de
latitude sul e 44°, 18", 45" de longitude oeste
(FIBGE, 1982).

A propriedade situa-se a 3 Km do centro da
cidade de Esmeraldas, possui topografia
acidentada, com areas de varzeas, ¢ clima é
tropical umido com temperatura média de
22°C e precipitagio pluviometrica de 1150 a
1540 mm e area em torno de 450 hectares.
A propriedade destina somente a criagdo de
ovinos, ¢ rebanho ovino € constituido de
aproximadamente de 1000 ovinos
deslanados da raga Santa Inés. Os animais
jovens com a idade até aos 12 meses de
idade sdo mantidos em instalagtes
fechadas onde recebem atencan especial.
Os animais acima desta idade sio criados
s0Itos no pasto.

3.2 - GRUPOS EXPERIMENTAIS

Foram realizadas quatro sorologias durante
um ano para obtengdc de ovinos negativos
e avaliar se existia infecgdo por Leptospiras
sp. na propriedade. Todos o0s testes foram
negativos. Para teste de avaliagdo das
vacinas foram organizados quatro grupos,
denominados Grupos |, li, Il e IV cada
formado com 20 ovelhas. Os Grupos |, Il e
Il foram constituidos com ovelhas de 6
meses de idade. O Grupo IV foi organizado
com ovelhas de 12 meses de idade para ser
o controle. Na composicdo desses grupos,
procedeu-se um sorteio entre 200 ovinos
aptos para participar da pesquisa. Foram
realizadas cinco coletas de sangue dos
quatro Grupos, dia 0, 30, 60. 90 e 120. Foi
feita uma revacinagio dos grupos | ti e 11l 30
apos a aplicagdo da primeira dose da
vacina.

3.3 - PREPARAGAO DA VACINA

A bacterina foi produzida em partida Gnica,
sorovariedade hardjo, gendtipo
Hardjoprajitno, amostra Norma, foi cultivada
em meio de EMJH modificado com fragéo
V' de albumina bovina (Ellinghausen &
McCulloug, 1965) por um periodo de 14 dias
a 28°C. Quando a cultura apresentou
contdgem de células de aproximadamente 2
x 10° bactérias por mi, foi inativada com
formalina na concentragao final de 0,3%,
dividida em trés aliquotas de 1000 ml. Cada
atiquota, a primeira e a segunda foram
emulsionadas em dois adjuvantes oleosos
diferentes  (agua-oleo), Emuisigen®® e
Lanolina, & uma terceira em um adjuvante
néo oleoso Hidrdxido de Aluminio (Al(OH)).
As duas diferentes bacterinas oleosas foram
adsorvidas em um homogeinizador circular
durante 24 horas com 96 rotagbes por
minuto, e terceira bacterina formulada com a
Lanolina foi emulsionada com auxilic do
equipamento Ultra-Turrax® em trés ciclos de
30 minutos a 13.000 rotagdes por minuto
com banho de gelo. As bacterinas
prewamente feram padronizadas com 1 x
10® células por ml| (3 Escala Mcfarland).

A dose utilizada em cada ovino foi de 3,0 ml,
inoculada por via subcutanea na regido
dorsal do tergo proximal do pescogo.

3.4 - PUREZA E INOCUIDADE

As partidas foram previamente avaliadas em
relagdo & pureza e inocuidade, conforme
normas preconizadas pelo United States
Departament of Agriculture (1976) e OIE
(2001).

A prova de esterilidade foi realizada em uma
aliquota de cada partida, foram semeadas
em Agar Sangue a 5%, caldos Tieglicolato
de Sodlo Brain Heart Infusmn Tryptic Soy
Broth®. e agar Sabouraud’

? MVP Laboratories, inc., 5404 Miller Avenue,
Ralston Nebraska 68127

* Jankle & Kinkef |ka Werk Staufeni-Breisgaw -
TYP - T45

Becton Dickinson and Company Sparks,
Maryfand 21152 USA,

Becton Dickinson and Company Sparks,
Maryland 21152 USA

® Difco Labaratories Detroit Michigan 48238 USA.
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Em seis ovinos adultos com mais de 12
meses de idade, saudaveis e negativos na
sorologia para a sorovariedade presente na
vacina foram aplicadas o dobro da dose
recomendada (6 ml) e observou-se as
eventuais rea¢tes adversas por um periodo
de 14 dias.

3.5 - TECNICA DE SORCAGLUTINAGAO
MICROSCOPICA

A Técnica de Soroaglutinagdo Microscopica
(SAM) consiste em reagir 25 ul de soro
suspeito diluido 1:100, com igual volume de
uma suspensdo de antigeno, incubados em
temperatura de 25 a 30°C por um periodo
de tempo de 120 minutos.

O tempo de incubacdo foi modificado e
passou-se a utilizar neste trabalho um

tempo de incubacado de 80 minutos 27°C + 1
(Herrmann, 2002).

As amostras dos soros primeiramente foram
diluidas em tubos de ensaio 7x120 mm com
uma solucic de PBS (0,62M Na,HPQ,; 0,15
M NaCL pH 7,2).

Cada amostra do soro  foi diluida
iniciaimente em 1:5, utilizando 200 ul de
soro ovino e 800 pul de PBS. Em seguida
realiza-se uma segunda diluicdo do soro em
um segundo tubc de ensaio contendo 900
microlitros de PBS e no qual adicionava-se
100 pl de soro previamente diluido (1:5),
desta forma obtinha-se uma diluicéo do soro
de 1:5 e volume final de 1000 wl.

Obtido o volume 1000 wl da diluicdo do soro
{1:50), era transferido para uma cubeta de
deposito e no ato seguinte com uma pipeta
de oito canais deposita-se 25 ul do soro, em
oito pogos diferentes uma fila vertical de
uma microplaca de poliestirenc (NUNC F),
logo a seguir adicionava-se 25 pl de oito
sorovariedades de antigenos diferentes uma
em cada na fileira vertical, desta forma o
volume final em cada pogo da placa atingia
50 microlitros. As leituras das reagdes
positivas e ncgativas  foram  feitas

"’ Becton Dickinson and Company Sparks,

Maryland 21152 USA.
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diretamente na microplaca de poliestireno
(NUNC "F"), com microscopio Axiolab@a,
equipado com condensador seco de campo
escuro, objetiva de longa distancia (LD)
Epiplan 10x 0,20, ocuiares E-pi 10x/20 e
EP-L 10x/20.

36 - TESTE DE
CRESCIMENTO

INIBIGAO DO

O Teste de Inibicio de Crescimento,
descrito por (Tripathy, 1972), foi utilizado
para determinar os titulos de anticorpos lgG
dos animais vacinados para a
sorovariedade hardjo amostra Norma.

Procedimentos aplicados no Teste de
inibicdo do crescimento:

a} Os SOros foram coletados
assepticamente, com tubos de coleta a
vacuo com capacidade de 10 mi,
permanecendo em temperatura ambiente
por 24 horas, posteriormente foram
colocados por trés horas na geladeira para
favorecer a separagdo do soro. Em sequida,
foram centrifugados e abertos no fluxo
laminar para a transferéncia do soro para
frascos de vidro, de 5 ml, tipo penicilina,
previamente esterilizados.

b) O teste de esterilidade foi feito em todos
0s soros, semeando em meio de Tryptic Soy
Broth. Os soros que apresentaram
contaminacdo faram filtrados em filtros de
didmetro de 0,22 um do tipo Milipore.

c) Os soros foram diluidos PBS estéril na
base 2 (1:2, 1:4, 1:8 e 1:16), em seguida
foram inativados em temperatura de 56°C
durante 30 minutos. Cada uma das 4
diferentes diluigbes do soro foram repetidas
cinco vezes. Utilizou-se de tubos do tipo
baguelite 12 x 120 estéreis primeiro era
colocado 2,5 ml de meio EMJH enriquecido
com fragdo "V" de albumina bovina e 0,2 m|
dos soros das quatro dilvigbes, e seguida
adicionava-se em cada tubo 0,1 ml de uma

® Axiolab. Schott-Zeiss do Brasil Ltda Av. Nagdes
Unidas 21711, Sao Paulo - SP.
CEP 04795-100.




cultura da serovariedade hardjo amostra
Norma com 10 dias de crescimento,

d) Os tubos foram incubados por um
periodo de sete a 10 dias a 29°C, foram
examinados a turbidez, e o crescimento por
aspectes visuais em seguida examinadas
amostras dos tubos, colocando-se uma gota
em tAmina e examinadas em microscopia de
campo escuro. Foi considerada a diluigdo do
sore que houve inibicdo do crescimento
aquela que tinha menos de 10 bactérias por
campo microscopico

3.7 - ANALISE ESTATISTICA

As diferengas de frequéncia entre 0s grupos
foram analisadas pelo teste do yf conforme
descrito em (Snedecor e Cochran. 1980).
Para aceitar a hipotese de existéncia de
diferenca entre as vacinas, adjuvantes e o
grupo controle, fixou-se o© nivel de
significdncia estatistica em (p >95%).

4 - RESULTADOS E DISCUSSAQ

E conhecido que as Leplospiras sp.
possuem epitopos no envelope externo no
qual o0s anticorpos protetores  sdo
direcionados, tanto a opsonizacdo como a
aglutinagdo podem facilitar a fagocitose das
feptospiras por macréfagos (Ruby et al,
1992), tornando-se necessaria a avaliacio
da resposta de IgM pelo Teste SAM. As
respostas imunologicas detectadas pelo
Teste de Soroaglutinagdo Microscapica no
presente estudo ndo demonstraram serem
adequadas  para a avaliacdce do
monitoramento da resposta a vacinagio
devido ao ponto de cere utilizado ser o
mesmo para o diagnostico de infecgao,
presumindo que a utilizagdo com ponto de
corte mais baixo e trabalhando com
diluicbes menores obteria-se uma resposta
mais aproximada da dindmica das
Imunogiobulinas da Classe M (IgM)
semelhante aos encontrados por (Tripathy
et al., 1976)

Os resultados negativos tanto para o Teste
de Soroaglutinagdo Microscopica (SAM) no
grupo controle durante todo o periodo do
experimento bem como os resultados

negativos no dia zero para o Teste de
Inibicdo de Crescimento demonstraram gue
ndo houve infecgao natural por Leptospira
no periodo prévio estudado n&o havendo
titulos de Imunoglobulinas da classe G
anteriores a este periodo. Desse modo. as
variagdes de titulos produzidas tanto pelo
SAM bem como pelo Teste de Inibicdo de
Crescimento foram devidas as estimulacées
antigénicas da vacinacédo (Tabelas 1a 22) o
que anteriormente havia sido comprovado
em estudo sorologico com vacina com a
sorovariedade hardjo em ovinos por
Herrmann (2002).

O pico de producdo de IgM foi alcancado
trinta dias apés a primeira vacinagio
{(Graficos de 1 a 4) devido a estimulacio
vacinal onde alcangou titulos iguais ou
superiores a 1100 contrariande aos
encontrados em infecgdes naturais e por
resposta vacinal  (Stoenner, 1975 e
(Hanson, 1977).

As respostas como estdo representadas
nos CGraficos de 5 a 8 mostram os titulos
residuais com 30 dias apds a segunda dose
da vacina. Nao houve um incremento nestes
tituios de IgM, no ponto de corte utilizado na
teste, atribuido ao fendémeno de mudanca
de classe devido & formacio prévia de
linfocitos B de meméria na primeira
vacinagdo (Berek et al, 1993) e
{Tyzard,1998).

Qs resultados do crescimento negative de
hardjo nas diluicées 1:2, 1:4, 1:8 e 1:16 no
dia zero estdo registrados nas tabelas 3 a 6.
Este fato revela que ndo houve
imunoglobulinas da classe G {IgG)
traduzindo nenhum contato anterior com a
sorovariedade testada. Resuitados
semelhantes foram  encontrados  por
(Tripathy et al, 1979) quando realizou
pesquisa para avaliar vacina em bovinos.

Os resuitados apresentados nas tabelas 7 a
10 mostram niveis consideraveis de IgG
com 30 dias apds a vacinagdo mas o pico
foi atingido (Tabelas 11 a 22) e (Graficos 9 a
23) apos a revacinacdo no dia 60 de coleta
& manteve-se inallerado até o termino do
experimento com 120 dias, resultados que
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boncordam com 05 encontrados por
{Triphaty et al., 1973).

A persisténcia dos titulos de IgG até aos
120 dias do experimento infere-se que esta
classe de imunoglobulina persiste por
longos periodos e a sua concentragdo néo
diminui  vertiginosamente por periodos
inferiores a seis meses determinando njo
haver a necessidade de vacinagfes por
periodos inferiores de tempo a este periodo,
estes resultados sdo reforgados aos obtidos
por Negi et al. (1971) onde vacinou bovinos
e acompanhou por um periodo de 12 meses
demonstrando a persisténcia de 1gG.

Todas as diferencas de porcentagem de
ovinos reagentes entre ¢s grupos no Teste
de Inibicdo de Crescimento a partir do dia
30 de coleta, tiveram nivel de significancia
estatistica acima de p> 95% e indicaram o
desenvolvimento de resposta imune na
auséncia de titulos apreciaveis no Teste de
Soroaglutinac@o Microscdpica nos animais
vacinados. Sabe-se que IgM é o
responsavel| pelos titulos aglutinantes no
inicio da reposta imune. E 1gG em geral,
comeca predominar de 30 a 60 dias apds a
vacinagdo (Tripathy et al., 1975},
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A resposta sorologica a dose usada e ao
esquema adotado, com vacina
monovalente pode ser  considerada
protetora nesse periodo. Assim, ndo haveria
necessidade de revacinagfes em periodos
iguais cu inferiores.

Pode ser inferido que todos os adjuvantes
utilizados nao interferiram com a
performance do Teste de Inibicdo de
Crescimento, dados semelhantes foram

encontrados por (Tripathy et al., 1976; Ruby
et al., 1992).

Os resultados obtidos revelaram a
capacidade  imunogénica da  vacina
adsorvida em diferentes adjuvantes. Sendo
capaz de desencadear uma resposta
imunoldgica adequada nos ovinos.

O resultado sorolégico da vacinagio contra
Leptospira e o tempo de permanéncia de
IS em circulagdo durante o periodo
observado, sugere que € seguro o periodo
de revacinagbes em um espago de seis
meses.
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Tabela 2. Titulo de aglutininas IgM anti-leptospira no Teste de SAM de acerde com a data da
coleta para hardjo amostra Norma em ovinos vacinados com diferentes adjuvantes.

Titulo de Aglutininas

Dia Grupo 1 (Emulsigen} Grupo 2 {(Lanolina) Grupo 3 (Hidroxido Aluminio)

1:100 1:200 1:400 1:800 1:100 1:200 1:400 1:800 1100 1.200 1:400 1:800

30 4 11 5 0 8 8 3 2 7 9 1 1
60 2 1 0 0 2 1 0 o 2 3 1 o]
90 0 0 Q 0 0 0 0 G 0 0 8] 0
120 0 0 0 0 0 c 0 0 0 0 0 0

Titulos

0 1 2 3 4 5 8 78 9 10 11 12 13

Animais reagentes

Grafico 1. Titulos de aglutininas anti-leptospira do Grupo | no Teste de Soroagiutinacio
Microscaopica com 30 dias apds a vacinacdo.

20




Titulos

0 1 2 3 4 5 8 7 8 9 10
Animais reagentss

Grafico 2. Titulos de aglutininas anti-leptospira do grupo 1l com 30 dias no Teste
Soroaglutinagcdo Microscopica apos a vacinagéo.

4 5 6 7 8 9 10

o
—
S
W

Animais reagentes

Grafico 3. Titulos de aglutininas anti-leptospira do grupo Il com 30 dias no Teste de
Soroaglutinagao Microscopica apds a vacinacao.
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Grupe HI
B Grupo |l
@AGrupo |

Titulos

10 15 20

Animais reagentes

Grafico 4. Titulos de aglutininas anti-leptospira entre os 3 Grupos vacinados com 30 dias ap6s
a vacinac¢ao.

Titulos

T T T

0 1 2 3 4 5

Animais reagentes

Grafico 5. Titulos de aglutininas anti-leptospira do grupo t no Teste de Soroaglutinagio
Microscépica com 60 dias apos a vacinacgao.
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Titulos

Animais reagentes

Grafico 6. Titulos de aglutininas anti-leptospira do grupo !l no Teste de Soroaglutinacdo
Microscopica com 60 dias apos a vacinagio.

0 1 2 3 4 5

Animais reagentes

Grafico 7. Titulos de aglutininas anti-leptospira do grupo Il no Teste de Soroaglutinacio
Microscopica com 60 dias apés a vacinagéo.
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Animais reagentes

Grafico 8. Titulos de aglutininas anti-leptospira entre os 3 Grupos vacinados no Teste de
Soroaglutinagdo Microscdpica com 60 dias apos a vacinagio.
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Grafico 9. Nivel de IgG do Grupo | no periodo de 120 dias em quatro diluigdes.
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Gréfico 10. Nivel de 1gG do Grupo | no periodo de 120 dias na diluigdo de 1:2.
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Grafico 11. Nivel de IgG do Grupo | no periodo de 120 dias na diluicdo de 1:4.
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Grafico 12. Nivel de IgG do Grupo | no periodo de 120 dias na diluicdo de 1:8.
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Gréfico 13. Nivel de [gG do Grupo | no periodo de 120 dias na diluicio de 1:16.
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Grafico 14. Nivel de IgG do Grupo |l no periodo de 120 dias em quatro diluigdes.
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Grafico 16. Nivel de IgG do Grupo |l no periodo de 120 dias na diluicdo 1.4,
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Grafico 17. Nivel de 1gG do Grupo !l no periodo de 120 dias na diluicdo 1:8.
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Grafico 18. Nivel de IgG do Grupe Il no periodo de 120 dias na diluicdo 1:186.
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Grafico 19. Nivel de IgG no periodo de 120 dias no Grupo |ll nas quatro diluicGes.
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Grafico 20. Nivel de IgG do Grupo Ill no periodo de 120 dias na diluicdo de 1:2.
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Gréfico 21. Nivel de igG do Grupo Il no periodo de 120 dias na diluicdo de 1:4.
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Grafico 22. Nivel de IgG do Grupo Il no periodo de 120 dias na diluigdo de 1:8.
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Grafico 23. Nivel de IgG do Grupo |1l no periodo de 120 dias na diluicdo de 1:16.
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5 - CONCLUSOES

C Teste de Soroaglutinagdo Microscépica
(SAM) néo ¢é adequado para a avaliagdo de
titulos po6s vacinais dos anticorpos anti
hardjo em ovinos.

Os adjuvantes Hidréxido de Aluminio,
Lanolina & © Emulsigen se mostraram
eguivalentes na indugdc de anticorpos IgM
e igG quande utilizados em vacinas anti-
teptospira hardjo amostra Norma em ovinos.

O Teste de Inibigdo de Crescimento
mostrou-se uma alternativa viavel como
Teste de Poténcia in vitro para a avaliagdo

da resposta imunolégica de vacina anti
hardjo
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