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RESUMO

Neste trabalho avaliou-se a imunidade cruzada entre as leptospiras
hardjo e wolffi, em quatro grupos de hamsters adultos e sadios. O
primeiro ¢ o segundo grupos foram constituidos por hamsters
vacinados, respectivamente, com hardjo e wolffi. Os outros grupos
foram os controles: um positivo e outro negativo. Com excegdo do
grupo controle negativo, todos os animais receberam um desafio 18
dias apos a vacinagdo. Esse inoculo-desafio constituiu-se de 100
vezes a dose infectante 50 (DI 50) de hardjo previamente ativada
através de uma série de passagens em hamsters. A protec¢do
conferida pelas vacinas foi avaliada através de pesquisa direta de
leptospiras (pelos métodos de cultura de macerado de orgdos em
meios de Fletcher ¢ EMJH modificado e histopatologia com
coloragdo pela prata: Warthin-Starry) e pesquisa indireta de
leptospiras (avaliagio de sinais clinicos e estudo histopatologico de
figado, rim e pulmao pela coloragao hematoxilina-eosina dos cortes
histologicos). O titulo sorologico dos hamsters foi avaliado pela
Microaglutinagdo Rapida em Placas. Os resultados revelaram que a
vacinagio dos hamsters tanto com hardjo quanto com wolffi
conferiram imunidade frente ao desafio com hardjo.

Palavras-chave: Leptospira hardjo, vacina, hamster.




1 INTRODUCAO

As leptospiroses sio consideradas de importancia econdomica nas
exploragdes pecudrias e possuem também implicagoes na saude
publica. Sio zoonoses que infectam a maioria dos mamiferos e estao
distribuidas mundialmente. No homem, caracteriza-se por ser
doenga grave, atingindo. geralmente, individuos que trabalham com
animais, em servicos de agua e esgotos, arrozais, plantagdes de
cana-de-agucar e laboratorios.

Nos bovinos. as leptospiroses podem causar enormes perdas
economicas devido a abortos, natimortos, nascimentos prematuros
e/ou de bezerros fracos, repetigdes de cio, queda na produgdo de
leite. mamite. sub-fertilidade ou até mesmo infertilidade (Ellis, 1984;
Bolin et al., 1989). Os animais infectados sdo capazes de eliminar
leptospiras pela urina durante varios meses e, possivelmente. por
varios anos depois da infecgdo, atuando como portadores e

transmissores do microrganismo para outros animais ou para o
homem (Ruiz et al., 1991).

As lesdes atribuidas as leptospiroses sdo comparaveis tanto no
homem, quanto nos animais domésticos e de laboratorio,
principalmente hamsters (Ingh & Hartman, 1986).

Todas as perdas pelas leptospiroses podem ser causadas por
qualquer uma das cerca de 200 sorovariedades existentes,
pertencentes aos 26 sorogrupos reconhecidos da espécie Leptospira
interrogans (Ellis, 1984 ¢ 1986). Teoricamente, quaisquer dessas
sorovariedades podem estar presentes numa regido, infectando
qualquer espécie animal, contudo, na pratica, somente poucos
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"serovars" tornam-se endémicos em determinado pais ou regiio e a
transmissdo direta ¢, provavelmente, de maior importancia
(Ellis, 1984). Além disso, cada sorovariedade possui a tendéncia de
se manter em hospedeiros especificos (Blackmore & Schollum,
1980; Thiermann, 1984; Hanson, 1986). Esse fato ¢ visto com a
sorovariedade hardjo, a qual tem se mostrado adaptada e mantida
em bovinos de varias partes do mundo (Ellis, 1986; Hanson, 1986).

A Leptospira hardjo tem sido apontada como a mais prevalente e
patogénica entre os bovinos. Atualmente, é conhecida pela

abreviatura hardjo, com amostra de referéncia Hardjoprajitno-
OMS.

Além da hardjo, a sorovariedade wolffi também tem se destacado
entre os bovinos pela sua alta frequéncia em inquéritos sorologicos.

De acordo com Madruga et al. (1980), as reagdes cruzadas sido
muito comuns entre algumas sorovariedades do mesmo sorogrupo.
Resultados encontrados em sorologias de trabalhos experimentais
mostram a existéncia de reagdes cruzadas de aglutinagao entre duas
sorovariedades diferentes em soros de animais que temham sido
infectados com apenas um “serovar”.

As reagoes cruzadas entre hardjo e wolffi sio muito comuns devido
as relagoes antigénicas existentes entre ambas. Essas relagoes
antigénicas tomam possivel a utilizagio de um critério para
classificar as leptospiras em sorogrupos. No caso de hardjo e wolffi,
elas estao classificadas dentro do sorogrupo SEJROE.

A comprovagido da existéncia de hardjo nos bovinos de Minas
Gerais, conforme Moreira et al. (1978), dependia apenas da
intensidade de busca nos rebanhos com suspeita de leptospirose.
Essa hipotese foi confirmada por Morais (1994), quando isolou-se e
tipificou-se, pela primeira vez no Brasil, a hardjo, genétipo
Hardjoprajitno. Esse fato sugeriu que a maioria das reagdes
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sorologicas para as outras sorovariedades do sorogrupo SEJROE
fossem apenas reagoes antigénicas cruzadas.

Tendo em vista todas as perdas que podem advir de uma infeccao
por leptospiras, a imunizagdo artificial tomou-se amplamente
utilizada como método de controle das leptospiroses em animais.
Tem sido provado que as vacinas sio muito efetivas no controle
dessa doenga na maioria dos paises (Venugopal & Ratnam, 1991).

De acordo com Ruiz et al. (1991), a imunizagdo com bacterinas € o
método primario no controle das leptospiroses bovinas, desde que
contenham as sorovariedades especificas da regido.

Entretanto, a hardjo tem sido apontada como sendo pouco
imunogénica, uma vez que, a prova sorologica, produz baixo titulo
de anticorpos aglutinantes, além desses anticorpos durarem menos
tempo que aqueles produzidos por outras sorovariedades (Bolin et
al., 1989 Siddique & Shah, 1990; Bolin et al., 1991).

A identificagdo das leptospiras que infectam um rebanho, torna
possivel o desenvolvimento de uma vacina especifica. Contudo,
existe a dificuldade de se identificar com precisio o(s) agente(s)
causador(es) da doenga devido ao alto grau de reagdes cruzadas
entre as leptospiras (Le Febvre, 1987). Por causa dessa reagoes
cruzadas, Siddique & Shah (1990) relatam que mais sorovariedades
do antigeno acabam sendo incorporadas a vacina. Essas vacinas
polivalentes, por sua vez, também determinam reagdes cruzadas nos

animais levando a auséncia de titulos uniformes entre as
sorovariedades.

O presente estudo pretende avaliar a existéncia de imunidade
cruzada entre as sorovariedades hardjo e wolffi empregando-se um
método i vivo recomendado pelo United States Department of
Agriculture (1976), o qual utiliza hamsters em um esquema de
vacinagao-desafio, a fim de se determinar a poténcia de bacterinas
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contendo Leptospira interrogans. Esse teste foi adotado por
apresentar correlagdo entre o grau de protegdo conferida entre
hamsters e bovinos, desde que sejam feitos os devidos ajustes na
dosagem da vacina a ser usada nas duas diferentes espécies.

Considerando-se os varios trabalhos ja realizados. sabe-se que
existem reagoes cruzadas devido as relagoes antigénicas entre ambas
¢ que a hardjo € pouco imunogénica, produzindo baixos titulos de
anticorpos que duram pouco tempo. Com a imunidade cruzada, ha a
possibilidade de menos sorovariedades serem incorporadas a vacina,

0 que possibilitara menor custo de produgdo e evitara titulos
desuniformes nos animais vacinados.
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2 LITERATURA CONSULTADA

York, em 1957, recomendava a prevengdo e o controle das
leptospiroses nos animais domésticos baseados em medidas
higiénicas e a combinagdo dessas medidas com a vacinagdo. Essa
vacinagdo era indicada para grupos humanos e animais com
potencial de risco para infecgio.

A leptospirose em bovinos foi detectada pela primeira vez no Brasil

em 1957, em Sdo Paulo, por Freitas et al., quando isolaram pomona
de um feto abortado.

Lacerda et al. (1960) apresentaram dados sorologicos, anatomo-
patologicos e bacteriologicos que confirmaram a sorovariedade
pomona no conjunto etiologico das leptospiroses no Brasil.

Roth & Galton (1960), nos Estados Unidos, realizaram o primeiro
isolamento de hardjo em bovinos. Até entio, pomona era
considerado o principal agente etiologico das leptospiroses no pais.

Em Minas Gerais, a primeira referéncia foi feita em 1962 por
Barbosa, que, através de sorologia em bovinos, identificou pomona
como a sorovariedade mais prevalente.

Santa Rosa et al. (1969/70), em levantamento sorologico de
bovinos, no periodo de 1960 a 1968, observaram prevaléncia de
23,6% de reagoes positivas, com predominio do sorotipo wolffi.

Sullivan & Stallman, em 1969, na Australia, investigaram
sorologicamente um rebanho e encontraram uma novilha negativa
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frente a hyos e pomona eliminando grande quantidade de leptospiras
na urina. No teste sorologico contra sardjo, ela apresentou titulo de
1:30.000. Os pesquisadores conseguiram isolar hardjo da urina
deste animal. Foi o primeiro isolamento dessa sorovariedade na
Australia e os autores consideraram que o baixo numero de
isolamentos em relagio ao numero de tentativas, deveu-se a
sensibilidade e exigéncia da hardjo quanto a sua manutengdo em
laboratorio. Em exames sorologicos subsequentes, o rebanho, em
geral, apresentou alta prevaléncia de aglutininas contra hardjo.

Hanson et al. (1972) relatam que as bacterinas tém sido utilizadas
no controle das leptospiroses em bovinos e suinos para reduzir
perdas financeiras e para protegdo de humanos que tém contato com
esses animais. Eles verificaram que as taxas de bovinos reagentes
reduzem a zero apos nove anos de vacinagdo contra pomona.
Situagdo similar foi observada em bovinos de rebanhos vacinados
contra hardjo, a partir de trés meses de idade.

Em 1972, em S3o Manuel, Sdo Paulo, Corréa et al. fizeram
inquérito sorologico para brucelose e leptospirose e encontraram

53% das granjas leiteiras positivas para leptospirose, sendo wolffi a
sorovariedade mais prevalente.

Teruya et al.(1974) examinaram soros de varias espécies animais,
provindos de diversos estados do Brasil. Os resultados mostraram
maior prevaléncia de wolffi (15,42%) entre os bovinos.

No Rio Grande do Sul, Williams et al. (1975) avaliaram clinica e
sorologicamente 63 bovinos de uma propriedade onde ocorreram 22
abortos. Entre os animais que abortaram, 17 apresentaram sorologia

positiva, com maior prevaléncia para sejroe, seguida de wolffi,
hardjo e pomona.

Myers & Jelambi (1975) estudaram a prevaléncia da leptospirose em
bovinos na Argentina. Coletou-se 1857 amostras sanguineas e a
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sorologia mostrou aglutininas anti-leptospiras em 39,1% dos soros
examinados. A maior prevaléncia foi para hardjo (45,8%), com
titulos variando entre 1:100 e 1:25.600.

Tripathy et al. (1976) consideraram a vacinagdo com bacterinas de
leptospiras como o método mais efetivo no controle de rebanhos
susceptiveis, desde que fossem especificas contra as sorovariedades
prevalentes na area. Nos Estados Unidos, recomendavam bacterinas
multivalentes contendo grippothyphosa, hardjo e pomona por
serem usualmente as mais isoladas em bovinos nesse pais.

Em 1978, Vaz & Oliveira, no Rio Grande do Sul, pesquisaram
aglutininas anti-leptospiras em 71 touros usados em inseminagio
artificial e detectaram 38 animais soropositivos. Os titulos
encontrados variaram entre 1:100 e 1:3.200, sendo sejroe e wolffi
as sorovariedades predominantes.

Avila et al. (1978) testaram. através da microaglutinagdo rapida.
soros de 474 bovinos para leptospirose, em Jaboticabal, Sao Paulo.
Encontraram 130 animais (27,4%) positivos para uma ou mais
sorovariedades, sendo a maior prevaléncia para wolffi (60,7%).

Em Minas Gerais, Moreira et al. (1979) verificaram que 811
bovinos (14,05%) de um total de 5563 testados por
microaglutinagdo rapida, foram positivos a sorologia frente hardjo.

Eles concluiram ser muito provavel a existéncia dessa sorovariedade
nesse estado e no Brasil.

Madruga et al. (1980) realizaram levantamento sorologico em 670
bovinos de 62 propriedades distribuidas em nove municipios da
regido do cerrado no sul do estado do Mato Grosso. A frequéncia
de anticorpos anti-leptospiras foi de 74,3%, sendo hardjo (41%),
sejroe (40%) e wolffi (30%) as sorovariedades mais encontradas.
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Oliveira et al.(1980) realizaram levantamento sorologico em
rebanho bovino com problemas reprodutivos no Rio Grande do Sul.
Encontraram titulos variando de 1:50 a 1:3.200 para hardjo e de
1:400 a 1:800 para wolffi. Com amostra de sangue de um animal
soropositivo, realizaram isolamento de Leptospira pertencente ao
sorogrupo Hebdomadis. De acordo com os autores, a baixa
porcentagem de isolamentos neste trabalho confirma a exigéncia da
hardjo quanto ao crescimento em meios de cultura.

Na Colombia, Aycardi et al. (1980) isolaram, pela primeira vez no
pais. hardjo de bovinos com baixos titulos sorologicos (1:100 a
1:200). Os autores confirmam a evidéncia sorologica de que hardjo
€ 0 mais importante agente causador das leptospiroses em gado de
corte criado extensivamente naquela regiio e que as reagoes
observadas com outras sorovariedades siao devido, provavelmente.
as relagoes antigénicas existentes dentro do sorogrupo.

Giorgi et al. (1981), durante sete anos, examinaram contra
leptospirose 100.080 soros pertencentes a varias espécies de animais
e de diversos estados do Brasil. A microaglutinagdo lenta, mais de
50% dos soros bovinos foram positivos para wolffi. Eles
observaram que das varias regides onde foi constatada esta
sorovariedade, nao havia qualquer sinal clinico da doenca, estando
0s animais aparentemente normais. Tanto neste, quanto em outros
trabalhos de levantamento soroldgico citados anteriormente, nos
quais wolffi foi mais prevalente, ndo houve inclusio da hardjo na
bateria de antigenos utilizada. A alta prevaléncia de wolffi nesses
inquéritos, de acordo com Madruga et al. (1980), sio devido,
provavelmente, a reagdes cruzadas.

Varios autores (Aycardi et al., 1980; Ellis et al., 1981; Ellis et al.,
1982; Thiermann, 1982 e 1983) relataram que hardjo tem sido
frequentemente isolada de animais soronegativos ou com titulos
aglutinantes muito baixos.
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De acordo com Ellis et al. (1981), os levantamentos sorologicos sio
boa medida para avaliagio da doenga no rebanho. O diagnéstico
conclusivo necessita do isolamento do agente, ja que a relagdo entre
o estado de portador e a presenga de soroaglutininas € baixa,
principalmente no caso de infecgio pela hardjo.

Para isolamento de leptospiras de urina ou tecidos animal. Faine
(1982) cita que deve-se utilizar animais de laboratorio, sendo o mais
indicado o hamster. Os hamsters sdo, também, os animais de
escolha para testes de patogenicidade e para manutengio de
viruléncia das leptospiras (Faine, 1982).

Thiermann (1982 e 1983) e Ellis (1986) apontam que a hardjo tem
sido reconhecida em todo o mundo como a Leptospira mais
prevalente e bem adaptada aos bovinos. Entretanto, produz titulos
aglutinantes frequentemente baixos ou indetectaveis nos animais
infectados. Essa sorovariedade tem causado aborto, nascimentos
prematuros. infertilidade e mamite ou agalaccia em bovinos. Na
infec¢do cronica, ndo se observa doenga clinica, mas os animais
permanecem eliminando leptospiras pela urina por longos periodos.

Em 1982, Aycardi et al. relataram a ocorréncia de aglutininas anti-
wolffi em bovinos inoculados com amostra pura de hardjo. O
mesmo fato foi observado por Girio & Mathias (1988) que, além da
sorologia positiva para wolffi nos cobaios inoculados com hardjo,
obteve aglutininas para hardjo em animais inoculados com wolffi.

Essas reagdes cruzadas entre as duas sorovariedades apresentaram
titulos elevados.

Ribeiro (1983), numa fazenda de gado de corte de Minas Gerais,
observou, entre os 53,3% de bovinos com aglutininas anti-
leptospiras, maior prevaléncia para a sorovariedade hardjo (31,7%).

Hathaway & Little (1983) realizaram estudo para identificar hardjo
como causa primaria de abortos em bovinos. Concluiram que os
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aspectos mais relevantes foram: a constatagao dos susceptiveis se
tomarem infectados apos periodo longo de exposigdo aos adultos
com leptospiruria; a alta prevaléncia da doenga clinica nas vacas
infectadas: a confirmag¢ao do diagnoéstico laboratorial incriminando
hardjo como agente etiologico primario dos abortos e a presenga de
titulos relativamente baixos a hardjo nesses animais com infecgio
aguda.

Thiermann & Garrett (1983) isolaram hardjo de seis bovinos, sendo
que trés deles foram negativos a sorologia ou apresentaram titulos
menores que 1:100 a microaglutinagdo com essa sorovariedade.

Broughton et al. (1984), citam que além dos prejuizos causados
pela hardjo nos bovinos, a infecgdo humana também tem sido um
problema. A incidéncia da leptospirose no homem que lida com
gado reflete a situagdo da doenga nos bovinos. Eles relatam a
importancia da vacinagdo bovina, citando que 12 meses apos o

inicio desta, a infecgdo humana por hardjo foi significativamente
reduzida.

As vacinas sio comumente testadas in vivo, usando-se, com
frequéncia, hamsters dourados, os quais sio altamente susceptiveis
as infecgoes pelas leptospiras. Além dessa susceptibilidade a doenga,
Fox et al. (1984) citam que a preferéncia de uso de hamsters em
testes de vacinas € devido também a facilidade de reprodugio desses
animais, que possuem pequeno periodo de gestagdo, sdo muito
prolificos, com desenvolvimento e ciclo de vida rapidos,

apresentando caracteristicas fisiologicas e anatdmicas com grande
potencial para estudo.

Ellis (1984) revisando trabalhos de prevaléncia, patogénese e
controle das leptospiroses em bovinos nos tropicos, registrou que a
vacinagdo anual ¢ recomendada para rebanhos fechados e rebanhos
abertos devem ser revacinados a cada seis meses. Em casos clinicos,
a vacina deve ser administrada juntamente com antibioticoterapia. O
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autor sugere que as linhas de investigagio devem receber apoio
nacional para identificar as sorovariedades que afetam os animais
produtores de alimentos, conduzir estudos de laboratorios e
epidemiologicos para avaliar as perdas economicas em rebanhos
infectados, e os efeitos da vacinagao com bacterinas adequadas.

Abuchaim & Dutra (1985), na bacia leiteira de Porto Alegre, Rio
Grande do Sul, fizeram levantamento sorologico para leptospirose e

concluiram que a doenga esta presente nesta area, numa prevaléncia
de 49,8%, sendo a hardjo a mais prevalente.

Em 1985, Ellis et al. citam a frequéncia de relatos sobre bovinos
portadores renais que espalham hardjo no ambiente, através da
urina. Contudo, essa sorovariedade foi isolada de descargas
vaginais, indicando que esta poderia ser uma fonte de infecgio para
outros bovinos, como o touro em monta natural, e para aqueles que
lidam com o gado. como veterinarios e vaqueiros.

Kingscote (1985) relata a dificuldade do crescimento de hardjo em
meios de cultura, ndo so6 em material de isolamento, mas também
em repiques comuns de uma cultura positiva para um meio novo.

Em 1986, Ellis recomendou a vacinagao como método mais pratico
para controlar hardjo, pois previne e reduz a infecgdo nos bovinos
susceptiveis. O controle permanente deve ser baseado na vacinagio
de todos os bovinos acima de seis meses de idade, com duas doses
de vacina em intervalo de um més e revacinagio anual.

Hanson & Tripathy (1986) citam que, embora a protegdo conferida
pelas bacterinas seja primordialmente especifica para cada

sorovariedade, pode ser que exista alguma prote¢do cruzada entre
sorovariedades de um mesmo sorogrupo.

No Chile, Zamora et al. (1988) fizeram exames sorologicos e
bacteriologicos para leptospirose em 82 bovinos, aparentemente
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sadios, que foram abatidos. A sorologia, 43,9% dos animais foram
positivos, sendo hardjo mais prevalente (72,2%). Na bacteriologia,
isolaram Aardjo dos rins de dois animais, sendo que um deles tinha
mostrado titulo de 1:100 e o outro apresentou resultado negativo.

Miller et al. (1991) isolaram hardjo de rins de bovinos abatidos em
49 estados dos E.U.A. e Porto Rico. Eles relataram que a sorologia
apresentada frente wolffi, nesses animais, deve-se, provavelmente.
as estreitas relagdes antigénicas entre as duas sorovariedades, as
quais determinam reagoes cruzadas entre ambas.

Little et al. (1992) trabalharam trés estratégias com o objetivo de
controlar infec¢do por hardjo em gado de corte na Escocia:
promoveram mudangas de manejo, antibioticoterapia e vacinacao.
Os autores consideraram a vacinagdo como o Unico meio de
controle e possivel erradicagio da doenga. As caracteristicas
epidemioldgicas da infecgdo mostraram que o programa de

vacinagao deve ser aplicado em todo o rebanho por um periodo de
cinco anos.

De acordo com Jubb et al. (1993), a incidéncia da infec¢do por
leptospiras ¢ usualmente maior que a incidéncia da doenga clinica e,
em relacio a morbidade, a mortalidade é bem menor na
leptospirose. Animais com infecgdo subclinica e aqueles que se
recuperaram da doenga continuam excretando o agente,
principalmente pela urina, por periodos prolongados de tempo,
atuando como fonte de infecgdo para outros animais. Apos a fase de
bacteremia. as leptospiras persistem em alguns orgdos dos animais,
localizando-se, principalmente, no figado, rins e utero gestante.
Conforme esses autores, a patogenicidade das leptospiras parece
estar amplamente relacionada com a injuria capilar causada por
todas as sorovariedades, no organismo do animal. Assim, ¢ comum
que se encontre lesdes hemorragicas e outras advindas dessas
hemorragias, tais como areas de necrose, nos 6rgios acometidos.
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Morais (1994) isolou e tipificou, pela primeira vez no Brasil
hardjo, genotipo Hardjoprajtno. de urina de vacas pardo-sui¢co em
Minas Gerais. Esse trabalho sugere que a maioria das reagoes

sorologicas para outras sorovariedades do sorogrupo SEJROE
sejam reagoes antigénicas cruzadas.




3 MATERIAL E METODOS

3.1 VACINAS

As bacterinas foram produzidas no laboratorio de Zoonoses do
Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva da UFMG. Elas
foram elaboradas em meio de EMJH modificado com fragio de
albumina bovina (Ellinghausen & McCulloug, 1965), inativadas com
formol e adsorvidas em hidroxido de aluminio.

Foram elaboradas duas vacinas monovalentes: uma contendo hardjo
e outra wolffi, cada uma com cerca de um bilhdo da sorovariedade
por dose. No caso de bovinos, a dose recomendada para a vacina
que foi produzida seria de cinco ml por animal.

As bacterinas foram avaliadas previamente com relagio a pureza e
mocuidade ¢ adaptadas para uso em hamsters, conforme normas
preconizadas pelo United States Department of Agriculture
(USDA), 1976: obteve-se uma diluigiio final de 1:40 da vacina e, em
conformidade com as normas americanas, a dose utilizada para cada
hamster foi de 0,25 ml dessa dilui¢io.

3.2 ANTIGENOS

Os dois antigenos usados, hardjo (amostra de referéncia
Hardjoprajitno-OMS) e wolffi (amostra de referéncia 3705),
pertencem ao sorogrupo SEJROE. As duas sorovariedades foram
oficialmente obtidas do antigo Centro Panamericano de Zoonoses
da Organizagio Panamericana da SaGde e sio mantidas no
Laboratorio de Zoonoses da Escola de Veterinaria da UFMG em
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culturas vivas de leptospiras com cinco a sete dias de idade. com

aproximadamente 100 bactérias por campo microscopico de 400 X
de aumento.

Foram utilizadas normas padroes de seguranga laboratorial
requeridas para se trabalhar com leptospiras. Cuidados especiais
foram tomados no manuseio de agulhas e seringas contaminadas.
Todo o material e vidraria utilizados, tais como tubos de ensaio.
laiminas . pipetas e material cirirgico eram previamente colocados
em solugdo desinfetante para, posteriormente, serem lavados.

Utensilios descartaveis também eram desinfetados antes de serem
descartados.

3.3 CARACTERISTICAS E MANUTENCAO DOS ANIMAIS

Os animais utilizados foram hamsters dourados (Mesocricetus

auratus) adultos e sadios, pesando entre 70 e 90 gramas ao inicio
do teste.

Os hamsters eram mantidos em caixas plasticas com tampa de grade
de metal. O material da cama era constituido de serragem de
madeira, o qual era trocado de dois em dois dias. As garrafas de
agua eram lavadas e reabastecidas diariamente, juntamente com a
ragdo granulada, mantendo-se, dessa forma, dgua e ragao frescas e a
vontade por todo o periodo do experimento.

A limpeza da sala utilizada para o alojamento dos animais era feita
diariamente, sendo que, ao inicio do experimento, toda a sala
(prateleiras, bancada, tampas de grade, etc) foi desinfectada com
uso de langa-chamas. As janelas permaneciam semi-abertas durante
todo o dia, a fim de se obter ventilagio e arejamento adequados. Ao
anoitecer, as janelas eram fechadas.




3.4 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os hamsters foram divididos em quatro grupos para

acompanhamento por 18 dias apos a vacinagdo e mais 14 dias apos
o desafio.

Grupo 1: constituido de 20 hamsters vacinados por via subcutanea
com dose de 0,25ml de bacterina contendo hardjo. Foi desafiado
com hardjo, por via intraperitoneal.

Grupo 2: formado por 20 hamsters vacinados por via subcutanea

com dose de 0,25 ml de vacina contendo wolffi. Recebeu o desafio
de hardjo por via intraperitoneal.

Grupo 3: € o grupo "Controle Positivo". Constituido por dez
hamsters e receberam dose de 0,25 ml de solugio salina tamponada

estéril por via subcutanea. Injetou-se o desafio de hardjo por via
intraperitoneal.

Grupo 4: ¢ o grupo "Controle Negativo". Constituido por cinco
hamsters que receberam 0,25 ml de solugio salina tamponada estéril
por via subcutinea. Esse grupo néo recebeu o desafio 18 dias apos a
"vacinagdo"”, tendo sido injetado apenas solugio salina tamponada.

3.5 OBTENCAO DA AMOSTRA-DESAFIO

3.5.1 Ativagdo de hardjo

A hardjo ¢ mantida no Laboratério de Zoonoses da Escola de
Veterinaria da UFMG em meio de Fletcher (Myers, 1985) e em
repiques semanais em meio EMJH modificado, ha varios anos.
Essas passagens sucessivas da leptospira em meio de cultura, ao
longo do tempo, faz com que haja perda da sua patogenicidade.
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Para obten¢ido de uma amostra “desafio™ para os animais vacinados,
procedeu-se a reativagio de hardjo. Cinco hamsters recém
desmamados foram. entdo, inoculados por via intraperitoneal com
quatro ml, por animal, de cultura de hardjo. Essas culfuras
utilizadas possuiam sete dias de crescimento em meio EMJH
modificado, com cerca de 100 leptospiras por campo em
microscopio de campo escuro, com aumento de 400 vezes. Dois
dias apos, esses animais eram sacrificados e coletava-se amostras de
figado e sangue de cada um deles. A microscopia de campo escuro,
verificou-se que o macerado do ﬁgado, juntamente com O sangue,
mostrava presenga de leptospiras. A esse macerado, acrescentava-se
mais cultura de hardjo, misturando-se em um gral. Todo o
procedimento foi feito em capela, em condigdes totais de assepsia.
O sobrenadante era aspirado com seringa e agulha estéreis e
novamente inoculado em mais cinco hamsters recém desmamados,
por via intraperitoneal, mantendo-se o volume do inoculo de quatro
ml por animal. Trabalhou-se sempre com luvas cirirgicas estéreis.
gorro, mascara e oOculos para protegdo propria e para evitar
contaminagdo do material com outros agentes patogenos.

Esse procedimento foi conduzido por um periodo de trés meses.
aumentando-se, gradativamente, o intervalo entre o indculo e o
sacrificio para quatro a cinco dias. Além de hamsters recém
desmamados, animais adultos também foram sucessivamente
inoculados, até que se observou que o numero de leptospiras que
infectavam o figado aumentou e, paralelamente, os animais
passaram a apresentar lesoes caracteristicas da leptospirose.

Dessa maneira, conseguiu-se a ativagio de hardjo, a qual foi
mantida sob duas passagens semanais em hamsters para utilizagao
como desafio, apos a titulagao da mesma.
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3.5.2 Preparagido e titulacdo da amostra-desafio

Trabalhou-se com um hamster que havia sido inoculado com
amostra de hardjo ativada. O animal moribundo foi sacrificado
atraves de inalagao de éter. O figado foi usado como fonte de
leptospiras: uma amostra de um grama desse figado foi
assepticamente removido e pesado em uma placa de petri estéril
Essa amostra foi triturada em gral, juntamente com nove ml de
diluente (solugdo de albumina bovina a 1%, recomendado por
USDA, 1976). Depois de bem homogeneizada, a suspensao
correspondeu a uma diluigdo de 1:10.

Uma série de diluigdes a partir da suspensdo a 1:10 se seguiu,
sempre de maneira asséptica, utilizando-se como diluente a solugao
de albumina bovina 1%. Obteve-se diluigdes de 1:100, 1:1.000,
1:10.000 e 1:100.000. Uma gota de cada uma dessas diluigoes foi
observada ao microscopio de campo escuro e todas elas
apresentavam leptospiras com grande motilidade.

Essa suspensio foi titulada em hamsters ndo imunizados para a
determinag¢do da dose infectante 50 (DI 50). Os indculos contendo
diluigées 1:10, 1:100, 1:1.000, 1:10.000 e 1:100.000 de hardjo
ativada através de passagens sucessivas, foram feitos em 30
hamsters (seis animais para cada uma das cinco dilui¢des).

Cada grupo de seis hamsters recebeu, conforme preconizado pelo
Teste de Poténcia de Vacinas de Leptospiras (USDA, 1976), 0,2 ml
da diluicio apropriada por via intraperitoneal. Os animais
permaneceram sob observagio por um periodo de 14 dias.

O critério adotado para considerar animal positivo foi a presenga de
Leptospira em tecido(s) do organismo ou no sangue. Para tanto,
amostras de figado, rim, pulmio e sangue foram semeados em tubos
com meio de cultura (Fletcher e EMJH modificado) e incubadas em

estufa a 28°C, sendo examinadas em liminas (uma gota de cada




35

tubo) ao microscopio de campo escuro com aumento de 400 vezes,
de trés em trés dias. por um periodo de 40 dias. A determinagdo da
DI 50 foi calculada pelo metodo de REed & Muench (1938).

3.6 VACINACAO E DESAFIO DOS HAMSTERS

Para avaliar a imunidade cruzada entre as vacinas monovalentes
contendo hardjo e wolffi, empregou-se um método in vivo
recomendado pelo USDA (1976), o qual utiliza hamsters em um
esquema de vacinagdo-desafio, a fim de se determinar a poténcia de
bacterinas contendo Leptospira interrogans.

Cada hamster foi vacinado com dose de 0,25 ml por via subcutinea:
o grupo | com bacterina contendo hardjo e o grupo 2 com
bacterina contendo wolffi. Os grupos 3 e 4 receberam 0,25 ml de
solugao salina tamponada estéril também por via subcutanea.

Apos 18 dias da vacinagido, todos os animais receberam o desafio de
hardjo, por via intraperitoneal. Conforme o Teste de Poténcia de
Bacterinas de Leptospiras (USDA, 1976), o desafio foi efetuado
com a administragdo de uma dose de 0,2 ml da suspensdo de figado
de um animal moribundo, previamente titulada, a qual correspondeu

a cem vezes a DI 50. O grupo 4 recebeu apenas 0,2 ml de solugio
salina tamponada estéril.

3.7 ANALISE DA PROTECAO CONFERIDA PELAS VACINAS

Para avaliar a protegdo conferida pelas vacinas, os hamsters foram
acompanhados por 14 dias apos o desafio com hardjo. Os sinais
clinicos, mudangas fisiologicas e/ou comportamentais observados,
foram criteriosamente registrados. Depois desses 14 dias, os animais
foram sacrificados. Fez-se, entdo, pesquisa de leptospiras e de
lesdes nos orgaos dos hamsters, além de sorologia.
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Coletou-se. utilizando-se de material cirirgico estéril, amostras de
figado, rim, pulmio e sangue de cada animal dos quatro grupos para
possivel crescimento de hardjo em meios de cultura. O sangue foi
coletado por pungio cardiaca com seringa e agulhas estéreis,
imediatamente antes do sacrificio dos hamsters. Todo o
procedimento foi realizado em capela, trabalhando-se sempre com
luvas cirtrgicas estéreis, gorro e mascara, proximo a chama de
fogo. Depois de semear uma gota de sangue em meios de cultura,
procedeu-se a separagio dos soros para posterior prova sorologica.

Para se detectar presenca direta ou indireta de leptospiras nos
tecidos, foram feitos estudos histopatologicos, através das
coloragoes pela prata e pela hematoxilina-eosina.

3.7.1 Crescimento/Presenca de hardjo

A fim de se diagnosticar presenga de hardjo, apos o desafio, em
tecidos hepatico, renal e/ou pulmonar dos hamsters, fez-se
macerado de amostras desses oOrgdos, que foram processados
separadamente, em condi¢des assépticas, semeando-se uma amostra
de cada macerado em dois tubos de ensaio com meio Fletcher e
mais dois tubos com meio EMJH modificado. Uma gota de sangue
de cada hamster também foi colocada em ambos meios de cultura.
Conforme metodologia proposta por Myers (1985), foram
adicionados discos de 30 mcg de Neomicina' aos tubos com meios
de cultura (um disco de 30 mcg para cada tubo contendo dez ml de
meio), objetivando controlar microrganismos contaminantes.

Ao final, obteve-se uma série de 16 tubos de ensaio por animal: dois
tubos com meio EMJH modificado e dois tubos com meio de
Fletcher para cada orgio (figado. rim e pulmio), além do sangue.

' Centro de Cantrole ¢ Produtos para Diagnosticos Ltda. Rua Maranguape, 84. Sdo Paulo, Brasil.
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Todo o material foi incubado em estufa e mantido em temperatura
de 28°C por 90 dias. Para pesquisa de leptospiras, uma gota de cada
tubo foi examinada semanalmente em microscopio com
condensador de campo escuro a seco, com objetiva de 40 X e
ocular 10 X, perfazendo-se um total de 12 semanas de exames dos
tubos. As culturas positivas eram devidamente registradas.

3.7.2 Coloragio pela Prata

Apos o sacrificio de cada animal, fragmentos de figado, pulmio e
um rim eram colocados em formol a 10%. Depois de fixados em
formol, o material foi desidratado em alcool, diafanizado em xilol e
incluido em blocos de parafina purificada’. Trabalhou-se com cortes
seriados de quatro 1um de espessura dos orgédos incluidos.

Foram feitas seis liminas, por animal. com os cortes dos orgdos de
cada hamster para pesquisa de leptospiras através da coloragio pela
prata. Empregou-se o Método de Warthin-Starry para coloragdo de
espiroquetas (Luna, 19638).

3.7.3 Coloragao pela Hematoxilina-Eosina

Foram coradas duas liminas com cortes dos orgdos (previamente
fixados, desidratados, diafanizados e incluidos), de cada animal, pela
hematoxilina-eosina (Luna, 1968) para estudo histopatologico.

3.7.4 Prova Sorologica

Como antigenos, utilizou-se culturas vivas das sorovariedades
hardjo e wolffi com cinco a sete dias de crescimento em meio de
EMJH modificado e com cerca de 100 microrganismos vivos por
campo microscopico de 400 vezes de aumento, sem
autoaglutinagao, sem contaminagio e com mobilidade.

I Reagen - Quinubras Indistias Quimicas S.A. - Rua General Correia e Castro, 465 - Rio de Janeiro.




A pesquisa de aglutininas anti-leptospiras foi feita pelo Método de
Microaglutinagiao Rapida (MAR) descrito por Ryu (1970). Os soros
dos hamsters foram diluidos a 1:50 em solugdo salina tamponada
estéril. Desta diluigdo tomou-se uma gota, que era colocada em
placa de porcelana escavada a qual era acrescentado o mesmo
volume de antigeno. chegando-se a diluigdo de 1:100. A placa era
entdo agitada e colocada em repouso por seis a oito minutos, em
temperatura ambiente. Apos este periodo, com uma alga de platina,
tomava-se uma gota da mistura que era colocada sobre limina e
examinada em microscopio de campo escuro com condensador a
seco, oculares de 10 x e objetivas de 16 x.

O critério utilizado para leitura foi descrito por Galton et al. (1962),
onde o grau de aglutinagio e lise é dado em cruzes, variando de
negativo até quatro cruzes. A reagdo uma cruz (1+) ocorre quando
ha 25% de leptospiras aglutinadas por campo; duas cruzes (2+)
quando 50% das leptospiras estdo aglutinadas; trés cruzes (3+)
quando cerca de 75% das leptospiras se aglutinam e quatro cruzes
(4+) quando aproximadamente 100% dos microrganismos no
campo estdo aglutinados. Os soros sio considerados positivos

quando ocorre. no minimo, 50% de aglutinagdo, ou seja, a partir da
reagdo duas cruzes.




4 RESULTADOS
4.1 TITULACAO DA AMOSTRA-DESAFIO

Os resultados dos inoculos das diluigoes de 1:10, 1:100 e 1:1.000
do figado do animal moribundo, mostraram, respectivamente, seis
hamsters (100%), quatro (66,7%) e dois hamsters (33,3%) com
sinais clinicos da doenga (TAB. 1). Esses sinais iniciaram-se entre o
6° e 0 99 dia apos o inoculo e permaneceram por cerca de cinco a
sete dias ou até o sacrificio dos animais.

Os sinais clinicos mais comuns foram prostragio. hipertermia. pelo
sem brilho e ressecado, fraqueza e anorexia (TAB. 2 e FIG. 1).

Os hamsters positivos e 0s negativos para a presenga de leptospiras
nos tecidos, em cada uma das diluigdes da amostra-desafio, foram
registrados na Tabela 3. Néo foi observado crescimento ou presenga
de leptospiras no pulmao ou no sangue de nenhum dos hamsters,

enquanto 46,7% dos animais apresentaram leptospiras no figado e
26,7% nos rins (TAB. 3).

Dos 14 figados positivos a Leprospira, 13 (92,9%) apresentaram
hardjo tanto em Fletcher quanto em EMJH modificado. Somente
um (7,1%) continha hardjo em EMJH modificado. Dos oito rins
onde isolou-se Leptospira, em cinco (62,5%) observou-se
crescimento tanto em Fletcher quanto em EMJH modificado. Em
dois rins (25,0%) houve presen¢a de hardjo somente no meio

EMJH modificado e em um (12,5%) detectou-se Leptospira s6 no
meio de Fletcher.
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De acordo com os registros feitos de cada hamster, constatou-se
que em todos animais que apresentaram sinais clinicos da doenga,
foi diagnosticada presenca de hardjo no(s) meio(s) de cultura
contendo macerado de orgaos. Por outro lado, de alguns animais

que ndo apresentaram sinais clinicos, foi observado crescimento de
leptospiras.

TABELA 1. Titulagdo da amostra-desafio: Frequéncia (%) de
hamsters com sinais clinicos inoculados com hardjo.

Numero de Animais

Diluigao** Inoculados Sem Sinais Com Sinais %
1:10 6 0 6 100,0
1:100 6 2 4 66,7
1:1000 6 4 2 33,3
1:10000 6 6 0 0.0
1:100000 6 6 0 0,0

Controle* 6 6 0 0,0

* Inoculados com soro fisiologico.

** Diluigoes de figado de hamster com leptospirose, inoculado
experimentalmente.
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TABELA 2. Tipo e frequéncia de sinais clinicos nos hamsters
inoculados para a titulagio da amostra-desafio de

hardjo.
Numero de
Sinais Clinicos Hamsters %
Prostracgao 15 50,0
Pelo sem brilho e ressecado 12 40,0
Hipertermia 12 40,0
Fraqueza 12 40,0
Anorexia 11 36,7
Anemia* 06 20.0
Petéquias na mucosa nasal 05 16,7
Petéquias na conjuntiva ocular 05 16,7
Petéquias subcutaneas plantares 03 10,0
Incoordenagoes motoras 03 10,0

* diagnosticada ao exame clinico: palidez de mucosas oral e ocular
OBS: de um modo geral, a maioria dos animais apresentou
sindrome febril, sem observagdo de sinais clinicos isolados.
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4.2 CALCULO DA DI 50

Com os resultados obtidos na observagdo dos sinais clinicos
apresentados pelos animais nas cinco diferentes diluicoes e o
crescimento de leptospiras nos meios de cultura contendo macerado
dos orgdos. calculou-se a Dose Infectante 50, pela técnica de Reed
& Muench (1938) (TAB. 4). A DI 50 foi de 10*.

Utilizando uma tabela de logaritmo e antilogaritmo, estabeleceu-se a
diluigao que correspondeu a cem vezes a Dose Infectante 50 (100
DI 50), como sendo o desafio para os animais vacinados. Assim,
dois gramas de figado contendo hardjo ativada (oriundo de hamster
moribundo) foi triturado, assepticamente, em 11,52 ml de diluente
(solugao salina tamponada estéril - soro fisiologico).

TABELA 4. Determinagido da DI 50 de amostra de hardjo ativada,

inoculada por via intraperitoneal, em cinco grupos de
seis hamsters adultos.

Resultados Acumulados

Dilui¢ao | NI I NI  Total Fragio %l
1:10 6 0 14 0 10 14/14 100
1:100 4 3 2 10 8/10 30

1:1000 3 3 4 5 9 4/9 44

1:10000 | 5 1 10 11 1/11 9

1:100000 0 6 0 16 16 0/16 0

I: hamsters infectados
NI: hamsters nao infectados
%lI: porcentagem de hamsters infectados
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4.3 PROTECAO CONFERIDA PELAS VACINAS

4.3.1 Sinais Clinicos

Apos o desafio, os hamsters dos grupos 1. 2 e 4 ndo apresentaram
modificagdes comportamentais e/ou fisiologicas dignas de nota. Eles
permaneceram com apetite e ingestao hidrica normais. A
temperatura meédia (36,8°C), as fezes e o aspecto dos pelos estavam
em condigdes compativeis com a normalidade. Todos os animais
desses grupos continuaram atentos, com olhos vivos, conjuntivas

oral e ocular rosadas, ndo apresentando sinal clinico frente ao
desafio.

No grupo 3, ndo se observou mudanga nas condigdes gerais dos
hamsters até o 4° dia apos o desafio. Entre o 5° e o 8° dia, os
animais comegaram a manifestar sinais de doenga, os quais se
estenderam por cerca de sete dias. Foram observados hamsters
prostrados, quietos, deprimidos, com falta de apetite, hipertermia
(média de 39.5°C), pelos ressecados e sem brilho, descargas nasais
e oculares (coriza e lacrimejamento). No 14° dia (quando foram
sacrificados), a maioria deles ja ndo apresentavam hipertermia, mas

permaneciam fracos, com perda de peso (média de 8,1g/animal) e
pelos ressecados.

4.3.2 Crescimento/Presenga de hardjo

Nos grupos | e 4, ndo se detectou presenga de leptospiras em
nenhum meio de cultura e/ou orgdo. No grupo 2, apenas um
hamster (5%) mostrou-se positivo a presenga de leptospira: na Sa.
semana de leitura. ou seja, apos 35 dias de incubagdo em estufa,

constatou-se hardjo em tubo com meio de Fletcher e amostra de
figado macerado.

O grupo 3 apresentou crescimento de leptospiras em todos os dez
hamsters (100% de animais infectados). Desses dez animais, cinco
foram positivos nas culturas do figado e rim, tanto no meio de




46

Fletcher. quanto no meio EMJH modificado. Um hamster
apresentou somente o rim com hardjo em meio de Fletcher. Os
outros quatro animais foram positivos somente nas culturas com
amostras de figado em meio EMJH modificado. Nio houve

presenga ou crescimento de leptospiras no pulmio nem no sangue
de nenhum animal.

A partir da 9a. semana de leitura, a maior parte dos tubos com as
culturas passaram a ser descartadas por apresentarem
contaminagoes secundarias com bactérias e/ou fungos. Essas
contaminagoes levaram a mudanga de pH e empobrecimento dos
meios de cultivo, impossibilitando a continuidade das condigdes
ideais para o crescimento de leptospiras. Dessa forma, ao final da
12a. semana, todas as culturas foram descartadas.

4.3.3 Coloragio pela Prata

O numero de hamsters que apresentaram leptospiras nos tecidos
hepatico. renal e/ou pulmonar, diagnosticados pela impregnagio
pela prata (Método de Warthin-Starry), foram relacionados na
Tabela 5.

As leptospiras coraram-se em negro e o tecido em amarelo-pardo
ou castanho (FIG. 2). No grupo 3, o figado de sete hamsters
continha hardjo e em dois outros animais visualizou-se leptospiras
tanto no figado quanto no rim. Dessa forma, 90% dos hamsters

desse grupo foram positivos para hardjo frente ao método de
coloragdo pela prata.

Nos grupos 1, 2 e 4, ndo se encontrou leptospiras através desse
meétodo.
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TABELA 5. Hamsters positivos de acordo com a presenca de
hardjo nos tecidos hepatico, renal e/ou pulmonar -
metodo de coloracdo pela prata.

' Grupo
Orgao* 1 2 3 4
Figado 0 0 7 0
Rim 0 0 0 0
Pulmio 0 0 0 0
Figado e Rim 0 0 2 0
Total 0 0 0 0

*cortes histologicos de quatro um de espessura dos orgaos
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FIGURA 2. Corte histologico de figado de hamster inoculade com
hardjo

Leptospira hardjo em figado de hamster do grupo 3. Meétodo de coloragao
pela prata (Warthin-Starry). Microscopia dptica. 400X
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4.3.4 Coloragdo pela Hematoxilina-Eosina

Todos os hamsters do grupo 3 apresentaram lesdes pulmonares. As
principais alteragoes observadas foram congestdo e hemorragia
moderadas distribuidas difusamente no parénquima pulmonar,
principalmente nos alvéolos (FIG. 3).

No figado de todos esses hamsters foram encontradas lesoes, sendo
que a mais frequente foi a congestdo de vasos e sinusoides, em grau
moderado. Observou-se também: areas focais de inflamagdo
cronica; necrose focal de coagulagdo; discreta dissociagao de
hepatocitos e infiltrados mononucleares peri-portal, ao redor da veia

terminal hepatica e em alguns focos do parénquima hepatico
(FIG.4).

Apenas quatro animais do grupo 3 apresentaram congestio e
hemorragias moderadas nas regides cortical e medular renal.

Assim sendo, constatou-se que 100% dos hamsters do referido

grupo foram infectados pela hardjo, tendo apresentado lesdes
causadas pela leptospirose.

Nos grupos 1 ¢ 4 nenhum dos animais apresentaram quaisquer
lesoes no figado, rim ou pulmaio.

No grupo 2, um hamster (5%) possuia o figado com congestido de
vasos e sinusoides e infiltrados mononucleares peri-portal. Esse
mesmo animal foi positivo no isolamento de Leptospira do tecido
hepatico em meio de Fletcher.
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FIGURA 3. Corte histol6gico de pulmio de hamster inoculado
hardjo

com

Note-se congestio = hemorragia no parénquima pulmonar de hamster do
grupo 3. Coloracdo pela hematoxilina-eosina. M.O. 100X.
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FIGURA 4. Corte histologico de figado de hamster inoculado ¢«
hardjo.

Note-se congestdo moderada de vasos, infiltrado mononuclear peri-portal,
discreta dissociagdo e degeneragdo vacuolar de hepatocitos em figado de
hamster do grupo 3. Coloragao pela hematoxilina-eosina. M.O. 100X.
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TABELA 6. Numero de hamsters positivos a hardjo, de acordo
com as lesdes histopatologicas em figado. rins e
pulmao - Coloragao pela hematoxilina-eosina.

' Grupo

Orgao(s) 1 2 3 4
Figado 0 1 0 0
Rim 0 0 0 0
Pulmaio 0 0 0 0
Figado e Rim 0 0 0 0
Figado e Pulmao 0 0 6 0
Rim e Pulmio 0 0 0 0
Figado. Rim e Pulmio 0 0 4 0
Total 0 1 10 0

4.3.5 Prova Sorologica

A Microaglutinagao Rapida mostrou que os 20 hamsters do grupo 1
(100%) tiveram titulos para hardjo, sendo que 80% (16 animais) e
20% (quatro animais) apresentaram, respectivamente, titulos de
1:100 e 1:200. Esse mesmo grupo apresentou hamsters com titulos
para wolffi: 55% (11 animais) com titulo de 1:100 e 10% (dois
animais) com 1:200, totalizando 65% de animais reagentes frente

wolffi.

No grupo 2. todos os 20 hamsters foram positivos a aglutinagao
com wolffi, sendo que nove deles apresentaram titulo de 1:100 e
outros onze hamsters, titulo de 1:200. A sorologia feita com hardjo,
75% dos animais foram positivos: 65% (13 hamsters) e 10% (dois
hamsters) tiveram, respectivamente, titulos de 1:100 e 1:200.

No grupo 3 cinco hamsters (50%) mostraram titulo de 1:100 frente
a hardjo. Ainda nesse grupo, oito animais (80%), foram reagentes a
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wolffi, sendo que seis deles (60%) tiveram titulo de 1:100 e dois
(20%) titulo de 1:200.

O grupo 4 ndo apresentou nenhum animal positivo a sorologia.

TABELA 7. Hamsters com titulos para hardjo e/ou wolffi, de
acordo com o método de Microaglutinagao Rapida.

Titulo para hardjo Titulo para wolffi
Grupo 1:100 1:200 Total (%) 1:100 1:200 Total (%)
1 16 4 20(100) 11 2 13 (65)
2 13 2 15 (75) 9 11 20(100)
3 5 0 5(50) 6 2 8 (80)
4 0 0 0 (0) 0 0 0 (0)

Para analise da protegio conferida pelas vacinas frente ao desafio de
100 DI 50, considerou-se protegido todo hamster que nao
apresentou sinais clinicos da doenga, presenga de hardjo nos
cultivos de orgdos e sangue em meios proprios para crescimento de
leptospiras, presenga da espiroqueta em Orgios corados pela prata

ou lesodes histopatologicas da doenga nos tecidos hepatico, renal
e/ou pulmonar.

Com essa analise, pode-se observar que 100% dos hamsters do
grupo | e 95% dos do grupo 2, foram protegidos pelas vacinas

(TAB. 8). Essa diferenga nao foi estatisticamente significativa (teste
de qui-quadrado).
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TABELA 8. Taxa de prote¢io em hamsters vacinados com hardjo
ou wolffi e desafiados com hardjo.

Hamsters
Vacinas Vacinados Protegidos %

hardjo 20 20 100
wolffi 20 19 95
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5 DISCUSSAQ

No mundo todo. a hardjo tem sido descrita como a Leptospira de
maior prevaléncia e a principal sorovariedade patogénica para
bovinos (Thiermann. 1982, Ellis, 1986, Bennett, 1993). As
infecgdes a campo sio resultado de uma ativa exposigdo natural a
amostras patogeénicas.

Contudo, para manutengio do antigeno no laboratorio, sdo
processadas sucessivas passagens em meios de cultura, ocorrendo,
de acordo com Faine (1982), o principio do crescimento de
leptospiras mutantes avirulentas. A viruléncia da amostra pode ser
restaurada e mantida atraves de passagens em animais susceptiveis.
Durante essas passagens. os microrganismos virulentos sobrevivem,
enquanto os avirulentos morrem no animal. Para manter a viruléncia
maxima da amostra. o sangue ou uma emulsio do figado contendo
grande numero de leptospiras, devem ser injetados diretamente em
outro animal, por via intraperitoneal. O animal inoculado deve ser
sacrificado dentro de cinco a sete dias, no maximo, e o material
repassado para um outro. Os hamsters sio os animais mais usados
para essa finalidade e sdo, também, o padrio de referéncia para
testes de laboratorio para vacinas, uma vez que sdo susceptiveis a
varias sorovariedades, inclusive hardjo (Faine, 1982).

Procedendo-se dessa forma, restaurou-se a patogenicidade da
amostra a ser usada como desafio a vacinagio. A hardjo
apresentava-se, inicialmente, com viruléncia baixa, uma vez que foi
preciso cerca de 27 passagens em grupos de cinco hamsters,
perfazendo-se um total de trés meses para se obter a reativagdo da
amostra. Nesse tipo de experimento, esta ¢ uma fase muito
importante, ja que € preciso obter hardjo para o posterior desafio. E




61

também uma fase laboriosa e perigosa. pois passa-se a trabalhar
com amostra de Leptospira ativada.

De acordo com cada sorovariedade, o curso da doenga pode ser
mnaparente ou letal. Conforme Thiermann (1982), a patogenicidade
da hardjo pode nao ser suficiente para causar morte. No presente
trabalho, observou-se que a amostra ativada ndo foi letal para os
hamsters, mas levou a perda de peso, febre, prostragao e lesoes no
figado (que apresentou-se palido, fridvel, com areas de necrose),
rins (congestao) e pulmoes (congestio, edema e hemorragias
petequiais difusas).

A identificacio dos casos de leptospirose é complexa e o
diagnostico clinico nao ¢ conclusivo (Moreira, 1994), ja que a
infecgdo ndo apresenta sinais patognomonicos (Stoenner, 1972).
Manifestagoes como febre, anorexia, debilidade e prostragio sio
sinais clinicos que podem ser confundidos com outras doengas. De
acordo com Jubb et al. (1993), na leptospirose, a incidéncia da
infec¢do ¢ muito maior que a incidéncia de doenga clinica e, em
relagio a morbidade, a mortalidade ¢ bem menor. Assim, a
determinagdo exata da infecgdo por leptospiras depende da
visualizagdo direta e isolamento do agente, havendo necessidade de
suporte laboratorial.

Dessa forma, a avaliagdo da vacina frente ao desafio, no presente
trabalho, ndo levou em consideragio somente os sinais clinicos
apresentados pelos animais inoculados. Processou-se incubagio de
amostras de figado, pulmio e rins, além do sangue, em meios de
cultura proprios para crescimento de leptospiras e, também.
sorologia. Estudos histopatoldgicos, com a finalidade de visualizar o
agente diretamente e/ou as lesdes causadas por ele nos oOrgios
citados acima, foram feitos, usando-se, respectivamente, a
impregnagdo pela prata e a coloragio pela hematoxilina-eosina.

Os animais que adoeceram na titulagio da amostra-desafio ou no
desafio propriamente dito (grupo 3), comecaram a mostrar sinais da
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doenga entre o 5° e o 9° dia apds o inoculo de hardjo. Assim. o
periodo meédio de incubagao da doenga nos hamsters foi de sete
dias. Os principais sinais clinicos da doenga foram prostragao, febre,
pelo sem brilho e ressecado, fraqueza, anorexia, perda de peso e
anemia. Nio se observou ictericia. Esses sinais estdo de acordo com
o citado por Jubb et al.(1993) e Faine (1982), que relatam, além
desses sinais, que a ictericia nem sempre esta presente na infecgao.

Usando a técnica de Warthin-Starry de impregnagdo pela prata,
diagnosticou-se nove animais (90%) do grupo 3 com presenga de
hardjo no figado e/ou rim (nove com leptospiras no figado, sendo
que, dois dentre eles, apresentavam o microrganismo também no
rim). Por esse método. os grupos 1, 2 e 4 ndo apresentaram
leptospiras em nenhum dos orgaos examinados.

Através da coloragio pela hematoxilina-eosina. ndo foram
identificadas lesoes histopatologicas nos grupos 1 e 4. Os hamsters
do grupo 3 mostraram lesdes hepaticas em 100% dos animais,
lesdes renais (40%) e pulmonares (100%). Um unico hamster do
grupo 2 apresentou alteragdes hepaticas. As lesdes encontradas
conferem com as descritas por Jubb et al. (1993), com excecdo das
alteragoes degenerativas no epitélio dos tubulos renais e nefrite

intersticial, as quais nido foram diagnosticadas no presente estudo.

A presenca de hardjo nos meios de cultura com amostras de orgaos,
nesse trabalho, mostram a importancia de se trabalhar com material
coletado e processado imediatamente apos o sacrificio dos animais,
em condigoes maximas de assepssia. Essa observagdo esta em
concordancia com Thiermann (1984) apud Gregoire et al. (1987)
que diz que as principais razoes de ter conseguido isolar leptospiras
de rins bovinos sio as amostras serem frescas e processadas tdo
logo quanto possivel. Por outro lado, Sullivan & Stallman (1969) e
Oliveira et al. (1980) relataram a sensibilidade, dificuldade e
exigéncia para isolamento de hardjo em meios de cultura. Apesar de
encontrarem varios animais com titulos altos em teste sorologico, o
numero de isolamentos foi muito pequeno. Contudo, o objetivo
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desse trabalho nao foi obter culturas puras de leptospiras, mas
presenciar ou ndo o agente nos meios.

No grupo 3 foi possivel diagnosticar presenca de hardjo em um ou

em ambos meios de cultura (Fletcher e EMJH modificado) contendo
macerado do figado e rim dos dez animais. De um modo geral.
tanto na cultura dos tecidos quanto nos estudos histopatologicos, o
figado se mostrou como um foco de infecgdo da hardjo, ja que a
presenca do agente nesse orgio foi maior quando comparado ao
rim, sangue ou pulmio. Além disso, o numero de tubos com meio
EMJH modificado contendo macerado hepatico e presenca de
leptospiras foi também maior que o meio de Fletcher.

O hamster do grupo 2 que apresentou hardjo no figado
(diagnosticado na 5a. semana de cultivo em Fletcher e pelas lesdes
histopatologicas) ndo teve quaisquer sinais clinicos de infecgdo.
apresentando. portanto, curso inaparente da doenga. A auséncia de

sinais foi observada também em alguns animais usados para o
calculo da DI 50.

Os tubos de ensaio contendo Fletcher ou EMJH modificado e
semeados com amostras de sangue e/ou pulmido dos hamsters
desafiados nao mostraram a presenga de leptospiras. Esse fato foi
constatado até mesmo nos animais do grupo 3, os quais ja haviam
se mostrado positivos nos cultivos de outros 6rgios. Assim, sugere-
se que 14 dias apds a inoculagdo, as leptospiras ja ndo se encontram
mais na corrente sanguinea e/ou no pulmio, entretanto, as lesdes
pulmonares persistiram, mesmo sem a presenga do agente neste
orgdo. De acordo com Faine (1982), as leptospiras s0 sdo
encontradas no sangue nos primeiros dias de infecgdo e, depois da
la. semana da doenga, raramente obtém-se sucesso na cultura do
sangue. O mesmo autor cita que o rim € o Orgdo mais importante
para o isolamento de leptospiras, mas conforme os resultados
obtidos nesse trabalho, o figado dos hamsters mostrou-se o melhor
foco de infecgio e isolamento para hardjo.
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A rapida dispersao da infecgdo no grupo 3 (controle positivo),
diagnosticada tanto pela presenga de sinais clinicos quanto pela
histopatologia (coloragdes pela hematoxilina-eosina e pela prata) e
isolamento em meios de cultura, indica que os animais receberam
um forte desafio.

Apesar de alguns tubos com meios de cultivo e macerado de orgaos
serem mantidos incubados por até 90 dias apos terem sido
semeados, nenhum deles apresentou crescimento de leptospiras
depois de 63 dias em estufa. A partir dai, todos os tubos passaram a
ndo apresentar mais leptospiras, seja pela mudanga de pH,

empobrecimento e/ou contaminagio dos meios ou pela associagdo
destes fatores.

O grupo | mostrou-se protegido pela vacina, ja que tanto nos
estudos histopatologicos quanto no isolamento, ele permaneceu
negativo. O grupo 4 ndo apresentou alteragdoes em nenhum dos
exames efetuados, permanecendo os animais sadios e constatando

que as condi¢des de manejo e instalagao foram adequadas e sem
presenc¢a de outros patogenos.

As reagoes cruzadas entre as sorovariedades sio determinadas pelas
relagoes antigénicas existentes, as quais tornam possivel a utilizagdo
de um critério para classificar as leptospiras em sorogrupos. Essas
reagOes cruzadas sio muito comuns entre as sorovariedades hardjo
e wolffi, sendo que ocorrem aglutinagdes das duas sorovariedades

em soros de animais que tenham sido infectados com apenas um
sorotipo.

O presente trabalho confirma esses dados, uma vez que 65% do
grupo 1 (vacinados com hardjo) e 75% do grupo 2 (vacinados com
wolffi) apresentaram titulos, respectivamente, para wolff e para
hardjo a reagido sorologica. No grupo 3, onde os animais soO
receberam hardjo do desafio, houve presenga de aglutinagdes tanto
para hardjo (50% dos hamsters) quanto para wolffi (80% dos
animais). Assim sendo, wolffi mostrou-se mais sensivel na detecgdo
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de hardjo ao teste que a propria hardjo. O grupo 4 (controle

negativo) ndo apresentou titulos sorologicos a prova de
microaglutinagao.

Hanson et al., em 1972, relataram que as relagdes antigénicas
identificadas com os testes de aglutinagdo ndo indicam propriedades
protetoras e que a imunidade conferida por vacinas € sorotipo-
especifica. Ji em 1986, Hanson & Tripathy consideraram a
possibilidade da existéncia de protegdo cruzada entre
sorovariedades de um mesmo sorogrupo. Conforme os resultados
obtidos nesse experimento, houve protegdo cruzada entre as
sorovariedades hardjo e wolffi, ou seja, wolffi foi capaz de induzir
formagdo de anticorpos que protegeram os hamsters ao desafio com
hardjo. A taxa de protegdo conferida aos hamsters pelas vacinas
monovalentes contendo hardjo e wolffi, frente ao desafio com
hardjo, foi de 100% e 95%, respectivamente.

Varios autores (Aycardi et al., 1980, Ellis et al., 1981, Ellis et al.,
1982, Thiermann, 1982) relataram que hardjo tem sido
frequentemente isolada de animais soronegativos ou com titulos
aglutinantes muito baixos. Zamora et al. (1988), conseguiram isolar
hardjo dos rins de dois animais e, a sorologia, encontrou um deles
com titulo 1:100 e o outro negativo. Existe baixa correlagio entre o
estado de portador e a presenga de soroaglutininas, principalmente
no caso de infecgao por hardjo (Ellis et al., 1981).

A hardjo possui altas exigéncias e sensibilidade para sua
manutengdo e crescimento em meios de cultura em laboratorio
(Sullivan & Stallman, 1969, Myers & Jelambi, 1975, Oliveira et al.,
1980). Além disso, segundo Ellis et al. (1981), Ellis et al. (1982),
Thiermann (1982 e 1983), Kingscote (1985), Bolin et al. (1989),
Siddique & Shah (1990) e Bolin et al. (1991), a hardjo € pouco
imunogénica, produzindo menor titulo de anticorpos aglutinantes a
prova sorologica que outras sorovariedades ou nem sempre
induzindo titulos aglutinantes. Bolin et al. (1991) citam também que
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os anticorpos produzidos apos a vacinagdo duram pouco tempo.
conferindo curta duragio a imunidade.

Como citado anteriormente, o papel da hardjo como a principal
sorovariedade patogénica para bovinos € aceito e conhecido
atualmente no mundo todo. Por outro lado. a patogenicidade de
wolffi para bovinos ainda nio esta bem determinada. Em nosso
meio, € muito comum sua predominincia nos levantamentos
sorologicos. As pesquisas ndo conseguiram demonstrar atraves de
isolamento a efetiva participagao de wolffi em casos de leptospirose
bovina, ficando restrita a demonstragio da ocorréncia dessa
sorovariedade somente a estudos sorologicos. Santa Rosa et al.
(1969/70) e Giorgi (1981) revelaram ter encontrado mais de 50%
dos soros positivos para wolffi, sem, entretanto, haver qualquer
sinal clinico da doenga, estando os bovinos aparentemente sadios.

A sorologia e o isolamento permitem identificar as leptospiras que
infectam um rebanho, torando possivel o desenvolvimento de uma
vacina especifica. Contudo, existe a dificuldade de se identificar
com precisdo o(s) agente(s) causador(es) da doenga devido ao alto
grau de reagio cruzada entre as leptospiras (Le Febvre, 1987). Por
causa dessas reagoes cruzadas, Siddique & Shah (1990) relatam que
mais sorovariedades do antigeno acabam sendo incorporados a
vacina. Essas vacinas polivalentes, por sua vez, também determinam
reagoes cruzadas nos animais levando a auséncia de titulos
uniformes entre as sorovariedades. Moreira (1995) cita que as
vacinas modernas multivalentes ndo devem ultrapassar de trés
antigenos para maior eficacia no controle das leptospiroses.

A Imunizagao artificial tornou-se universalmente utilizada como
meétodo de controle das leptospiroses em animais. De acordo com
Moreira (1994), a vacinagio tem-se revelado medida pratica e
eficiente nao s0 no controle, mas também na erradicagdo da doenga
em focos de leptospiroses. Nos rebanhos bovinos abertos, a
vacinagao deve ser feita a cada seis meses.
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Considerando-se os trabalhos citados, sabe-se que existem relagoes
antigénicas entre hardjo e wolffi e que a hardjo € pouco
imunogeénica. uma vez que produz baixos titulos de anticorpos que
duram pouco tempo. Por outro lado. wolffi tem-se mostrado
apatogénica e possuli poucas exigéncias laboratoriais, quando
comparada a hardjo, além de conferir altos titulos aglutinantes a
animais que tenham sido inoculados com amostras puras de hardjo.

Pelo presente trabalho, pode-se afirmar que vacina monovalente
contendo wolffi protege hamsters do desafio com hardjo,

mostrando que, nessa espécie (Mesocricetus auratus), ha imunidade
cruzada.

Novos estudos devem ser efetuados no sentido de selecionar
amostras imunogénicas para produgdo de vacinas. Constatando-se
imunidade cruzada também em bovinos, menos sorovariedades
poderio ser incorporadas a vacina, possibilitando menor custo de
producio e evitando titulos desuniformes nos animais vacinados.
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6 CONCLUSOES

1- Em hamsters, bacterina contendo a sorovariedade wolffi conferiu
imunidade frente ao desafio com Aardjo.

2- Existem reagdes cruzadas entre hardjo e wolffi também em
hamsters.

3- O figado ¢ o melhor indicador para avaliar infecgido por hardjo
em hamsters.
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SUMMARY

The cross-immunity between Leptospira hardjo and L. wolffi was
experimentally evaluated in four groups of adult healthy golden
hamsters. Each animal in groups I and II were vaccinated.
respectively with hardjo and wolffi. 18 days after the vaccination, all
the animals, except those in the negative control group, received a
challenge dose of a virulent sample of hardjo. This sample was 100
X (times) greater than the infectious dose (ID 50) of hardjo
previously activated through serial passages in hamsters. The
achieved protection was evaluated by the direct finding of
leptospiras (slides silver stained: Warthin-Starry and cultures of
macerated organs in Fletcher and in modificated EMJH media).
Clinical signs and histological lesions in liver, kidney and lungs HE
stamed slides were also analysed to detect the presence of
leptospiras. The sera titres of the hamsters was tested by fast
microaglutination in plates. The results strongly suggested that the
vaccination of the animals either with hardjo or wolffi developed
immunity against the hardjo strain.

Key-words: hardjo, vaccine, golden hamster.
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