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RESUMO

No presente trabalho os niveis de anticorpos de dez bacterinas incluindo nove comerciais
polivalentes e uma experimental monovalente, produzida com a sorovariedade Hardjoprajiitino
amostra Norma, foram avaliados empregando-se o Teste de Aglutinagdo Microscépica (TAM) e
um ensaio imunoenzimatico (ELISA) indireto. Os niveis de protegdo conferidos pelas bacterinas
obtidos no teste de inibigdo do crescimento (TIC) e no ELISA foram correlacionados. Para
realizagdo do TIC com a sorovariedade Hardjopraijiitino amostra Norma foram escolhidos
momentos importantes em termos de concentragao de IgG (Dias 60, 240, 270, 330 e 420).
Paralelamente foi desenvolvido um ensaio imunoenzimatico indireto utilizando-se conjugado
anti-lgG total para mensurar os niveis de imunoglobulinas da classe G conferido pelas
bacterinas utilizando trés amostras diferentes (Hardjopraijiitino, Hardjoprajiitino amostra Norma
e Hardjobovis). Utilizou-se o TAM exclusivamente para mensurar os niveis de imunoglobulinas
da classe M utilizando as trés amostras acima referidas.Os resultados demonstraram que todas
as bacterinas produziram algum tipo de resposta, mas somente nos dias 60 e 270 obtiveram
niveis de anticorpos protetores n&o atingindo a totalidade dos animais utilizados. Os grupos
vacinados ndo apresentaram mesma homogeneidade de resposta de anticorpos sugerindo a
necessidade de aumentar a concentragdo da sorovariedade Hardjo para melhorar a resposta
imunolégica. Os protocolos para vacinas polivalentes deverao ser revisados para que a Hardjo
apresente resposta sorolégica adequada para revacinagdes semestrais.

Palavras-chave: leptospirose, bacterina, bovinos, imunoglobulinas
ABSTRACT

In the present study the levels of antibodies than ten bacterins comprising nine commercial and
a experimental monovalent, produced with serovar Hardjoprajiitino sample Norma, were
evaluated using up the microagglutination test (MAT) and an enzyme immunoassay (ELISA)
indirect. Levels of protection conferred by bacterins obtained in the test inhibition of growth
(TGI) and ELISA were correlated. For the TGI with serovar Hardjoprajiitino sample Norma were
chosen important times in terms of IgG concentration (Days 60, 240, 270, 330 and 420). At a
test was developed immunoassay indirect, using anti-IgG conjugated total to measure the levels
of the immunoglobulin G class given by bacterins using three different samples (Hardjoprajiitino,
Hardjoprajiitino sample Norma and Hardjobovis). It was used MAT exclusively to measure the
levels of immunoglobulins in Class M using the three samples above said. We results showed
that all bacterins produce some kind of answer, but only on days 60 and 270 achieved levels of
protective antibodies not reaching all the animals used. The groups had not vaccinated same
uniformity of response of antibodies suggesting the need to increase the concentration of
serovar Hardjo to improve the immune response. The protocols for multivalent vaccines should
be reviewed so that the Hardjo present serological response appropriate for revaccination six
months.

Key-words: leptospirosis, bacterin, bovine, imunoglobulins
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1 — INTRODUGAO

As leptospiroses sdo zoonoses de
distribuicdo mundial responsaveis por sérias
perdas econdmicas na pecuaria bovina,
devido a abortos e infertilidade, além de
causar doenga aguda febril em humanos e
animais de companhia (Faine et al., 1999;
Bharti et al., 2003).

A sorovariedade Hardjo tém sido encontrada
sorologicamente com maior frequéncia e
causando maior impacto na eficiéncia
reprodutiva de rebanhos bovinos
(Vasconcelos et al., 1997; Langoni et al.,
1999).

A amostra de referéncia Norma foi isolada no
Estado de Minas Gerais, Brasil e foi tipificada
por anticorpos monoclonais e PCR como L.
interrogans sorovariedade Hardjo, genotipo
Hardjoprajiitino (Moreira, 1994).

Diferencas nos resultados encontrados em
inquéritos soroepidemioldgicos entre as duas
amostras da sorovariedade Hardjo utilizadas
no laboratério de zoonoses da UFMG, tém
sido demonstradas, com a amostra Norma
detectando a maioria dos animais positivos.
Diferencas entre as amostras Norma e
Hardjoprajitino, amostra de referéncia da
sorovariedade Hardjo, ja haviam sido
observadas com maior ou menor intensidade
em outras populagbes de bovinos e ovinos
em outros estados do Brasil (Moreira, 1994;
Leite, 2003; Hermann, 2004; Araujo et al.,
2005). Estas diferengas s&o provavelmente,
devido ao baixo numero de passagens e
origem da amostra Norma, visto que, a
mesma foi isolada em 1991 e portanto,
apresenta um menor numero de passagens
in-vitro do que a amostra Hardjoprajiitino que
foi isolada em 1938 (Wolf, 1969).

Como a amostra Norma foi isolada no Brasil,
ela provavelmente apresenta maior
similaridade antigénica com L. interrogans
sorovariedade Hardjo infectando bovinos no
Brasil do que a Hardjoprajiitino que foi isolada
de um homem em Sumatra (Wolf, 1969).
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Diferengas ultra-estruturais e antigénicas na
identidade das moléculas de superficie de
amostras virulentas e cultivos isogénicos de
culturas atenuadas de L. interrogans da
sorovariedade grippotyphosa tém sido
demonstrada (Haake et al., 1991).

A leptospirose € usualmente controlada por
programas de vacinac&o. A vacinagdo contra
leptospirose pode proteger da doenga e
também prevenir a infeccdo crénica de
Leptospira sp.. A vacinagdo deve proteger
contra a doenga clinica e adicionalmente
prevenir animais do estabelecimento do
estado de portador renal e eliminagédo de
Leptospiras sp. pela wurina, tanto em
condigbes  experimentais quanto em
infeccdes naturais (Freudenstein e Hein,
1991).

Estudos tém demonstrado a falta de uma
protecdo completa com a sorovariedade
Hardjo e entre sorovariedades do sorogrupo
borgpetersenii (Bolin et al., 1989). Devido as
vacinas usualmente consistirem de células
inteiras quimicamente inativadas, pouco se
conhece sobre 0s componentes
imunogénicos responsaveis em provocar a
resposta imune protetora (Nunes-Edwards
et al., 1985).

A identificacdo das leptospiras que infectam
um rebanho torna possivel o desenvolvimento
de uma vacina especifica (Faine et al.,
1999). Contudo, existe a dificuldade de se
identificar com precisdo a(s)
sorovariedades(s) causador(as) usando
técnicas sorolégicas. O alto grau de reacdes
cruzadas entre as sorovariedades pode levar
a interpretacbes equivocadas. Essa duvida
leva os laboratdrios a produzirem vacinas
polivalentes, com o objetivo de atender uma
demanda bem diversificada. Essas vacinas
polivalentes, por sua vez, podem gerar
reagbes cruzadas nos animais induzindo
resposta imunolégica que nao apresentam
titulos uniformes para as diferentes
sorovariedades.(Siddique e Shah, 1990;
Bolin et al.,1991; Arduino et al., 2004),

O fato da resposta imunoldgica ser baixa e
especifica para cada sorovariedade, faz do



uso das bacterinas comerciais uma medida
profilatica muitas vezes ineficiente (Hanson,
1997; Faine et al.,, 1999), e aumenta a
probabilidade dos animais vacinados se
tornarem portadores destes
microorganismos (Srivastava, 2006).

Todas as bacterinas anti-leptospiroses
polivalentes, comercializadas no Brasil sdo
provenientes de culturas de células inteiras
inativadas quimicamente e adsorvidas em
adjuvante  (Langoni et al, 1999b).
Microorganismos de outras doengas como a
Rinotraqueite  Infecciosa Bovvacina(IBR),
Diarréia Viral Bovina (BVD), Virus Sincicial
Bovino (BRVS), Parainfluenza tipo Ill (PI3) ou
mesmo toxoéide de Clostridium tetani também
estao associados.

O modelo de desafio em hamster é usado
para teste de poténcia de vacinas de L.
Hardjo para bovinos, entretanto, o
procedimento é descrito como menos
severo tendo sido relatado que os animais
frequentemente sobrevivem a infecgédo.
Algumas das maiores desvantagens destes
modelos sdo o grande numero de animais
que sao usados para o teste de poténcia e
também pela manutencdo da viruléncia da
amostra desafio. Além disso, humanos séo
susceptiveis a infeccdo com a bactéria
leptospira, o teste envolve alto risco de
infeccdo a trabalhadores de Ilaboratério
(Weisser e Hechler, 1997; Marbehant,
1999).

Existe consenso entre os pesquisadores de
que o teste de poténcia para a
sorovariedade Hardjo é trabalhoso de ser
realizado. Por isso, métodos alternativos de
poténcia para vacinas de Leptospiroses,
avaliadas tanto por métodos sorolégicos
quanto por métodos de quantificacdo de
antigenos tém sido propostos (Ebert et al.,
1999; Schalling, 1999; Varney, 1999;
Hartskeel, 1999; Hickey, 1999; Ruby, 1999).
Todas as vacinas anti leptospiroses para
bovinos, disponiveis no mercado brasileiro,
contém a sorovariedade Hardjo que € pouco
patogénica para hamster e cobaios. Esse
aspecto é muito importante, pois essa
sorovariedade € a mais prevalente na
pecuaria bovina brasileira, ndo sendo
possivel ser avaliada rotineiramente por

esse teste (Tripathy et al., 1973), uma vez
que 0s ensaios leptospiricidas
correlacionam-se intimamente com os
resultados do teste de protegao em hamster
(Bey & Johnson, 1978).

O presente trabalho tem como objetivo avaliar
durante um periodo de 420 dias os niveis de
aglutininas anti-leptospira Hardjo em bovinos
imunizados com nove vacinas polivalentes
disponiveis no mercado brasileiro e compara-
las com uma vacina monovalente de L.
Hardjo amostra Norma por meio do Teste de
Aglutinagdo Microscépica (TAM) e por um
ensaio imunoenzimatico (ELISA) indireto
utlizando amostra homéloga bem como
heteréloga (Hardjoprajiitino e Hardjobovis).
Adicionalmente, realizou-se um ensaio
leptospiricida (Inibicdo do Crescimento) para
determinacgéo do nivel de protecgéo.

2 - LITERATURA CONSULTADA

Por mais de 50 anos, um grande numero de
vacinas de Leptospira  tém sido
desenvolvidas e avaliadas em animais de
laboratério, bovinos, suinos, caes, ovinos e
equinos. Muitas destas sao bacterinas
contendo organismos inativados por varios
métodos quimicos e/ou por aquecimento
(Srivastava, 2006).

Broom (1949), ja havia demonstrado alguma
protecéo de hamsters contra a
sorovariedade Canicola utilizando culturas
inativadas com fenol em altissimas
dosagens.

Brunner e Meyer (1950), relataram o
sucesso na imunizagao de hamsters e caes
com bacterinas liofilizadas com Canicola e
Icterohaemorrhagiae. As sorovariedades
utilizadas apresentaram especificidade, ndo
havendo protegdo cruzada contra outras
sorovariedades. Por esta razdo, vacinas
multivalentes s&o preparadas incorporando
varias sorovariedades, mas resultados
satisfatérios s6 foram alcancados em
hamsters e porcos-da-india utilizando-se até
trés sorovariedades (Venugopal e Ratnam,
1991).
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Gillespie e Kenzy (1950 e 1958) avaliaram
as repostas imunes em bezerros vacinados
com uma Dbacterina inativada pela
aureomicina, formol, e uma bacterina
comercial. Todas as bacterinas induziram
resposta em bezerros de 6 a 8 meses de
idade e observou-se que bezerros
vacinados com menos de 2 meses de idade
fracassaram no desenvolvimento de
imunidade substancial, quando avaliada
pelo desafio experimental, 6 a 8 meses
depois.

York e Baker (1953), prepararam uma
bacterina da sorovariedade Pomona a partir
de microorganismos cultivados em ovos
embrionados. Estudos de vacinagao e
desafio em cobaias e bovinos
demonstraram protegdo 2 a 6 semanas
apo6s a imunizagao. Entretanto, os niveis de
anticorpos encontrados foram baixos.

Olitzki et al. (1953), utilizaram um cultura da
sorovariedade Pomona inativada pela
formalina e avaliou esta bacterina em
suinos, sendo observado um moderado
grau de protecdo, no entanto uma reposta
febril desenvolveu-se em alguns animais.

Brown et al. (1955), produziram uma
bacterina em meio de Stuart modificado de
cultura de Leptospira com inativagao
térmica, congelamento e descongelamento.
E também desenvolveram uma bacterina
inativada com formalina contendo um
adjuvante (hidroxido de aluminio). Bezerros
vacinados com esta preparagao
desenvolveram titulos aglutinantes
significantes, entretanto a bacterina utilizada
sem adjuvante demonstrou baixos titulos.
Adicionalmente os bezerros vacinados
resistiram com sucesso ao desafio com a
inoculacdo de sangue de porcos-da-india
infectados com Leptospira.

Hoag e Bell (1955), desenvolveram uma
bacterina com a sorovariedade pomona
utilizando inativagdo com acido acético e
aquecimento, esta bacterina foi utilizada em
bezerros que se tornaram resistentes a
leptospiremia, leptospiruria e lesées no rim.

Johnson e Wilson (1960), fracionaram soro
de coelho em trés fragdes: globulinas,
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albumina e um ultrafiltrato. As globulinas
associadas com albumina demonstraram
ser promotoras de crescimento.
Subseqlientemente, o soro de coelho foi
parcialmente substituido pela albumina
bovina. Os acidos graxos essenciais foram
substituidos pelo Polisorbato 80 ou Tween
80. Leptospiras cultivadas no meio de
albumina bovina e Tween 80 (Ellinghausen
e Mccullough, 1965 e Johnson e Harris,
1967), suplementadas com  calcio,
magnésio, zinco, vitamvacinaB;, B; e
Cloreto de aménia, apresentaram
crescimento mais consistente com alta
densidade celular permanecendo
antigénicas e imunogénicas como aquelas
em meios utilizando soro de coelhos (Morsi
e Shibley, 1973).

Posteriormente, foi demonstrado que
leptospiras cultivadas em meio de albumina
bovina permaneciam virulentas até certo
limite de tempo nos subcultivos (Bey e
Johnson, 1986).

Bey e Jonhson (1986), postulam que nos
EUA e varios outros paises, muitos
pesquisadores e fabricantes de produtos
biolégicos utilizam o meio de albumina
descrito por Johnson e Harris (1967),
Ellinghausen & Meccullough, (1965), ou o
meio de albumina modificado descrito por
Bey e Johnson (1978). Estes meios
possuem a capacidade de cultivar
leptospiras com um baixo inoculo (1 — 1.000
organismos/ml) atingindo altas densidades
celulares com at¢ (1 - 2 x 10°
organismos/ml).

Meios livres de soros (Shenberg,1967;
Stalheim, 1966; Staneck, et al., 1973; Van
Eseltine e Staples, 1961; Van Eseltine et al.,
1967; Vogel e Hunter, 1961),
frequentemente requeriam adaptagdo da
leptospira a0 ambiente ou somente umas
poucas sorovariedades podem ser
cultivadas nestes meios. No entanto,
leptospiras crescidas dentro destes meios
retém sua imunogenicidade (Kida et al.,
1977), mas nao ganharam grande aceitagéo
pelos fabricantes de produtos biolégicos
(Bey e Jonhson, 1986).



Bey e Johnson (1978), desenvolveram um
meio livre de soro usando carvao vegetal
detoxificado por tween para o cultivo de
leptospiras  patogénicas. Uma ampla
variedade de sorovariedades de varios
sorogrupos pode ser cultivada com baixo
indculo (10" — 10° leptospiras/ml) atingindo
altas densidades celulares (109 células/ml).
A imunogenicidade de leptospiras cultivadas
em meios livres de proteinas foram similares
aquelas preparadas em meios contendo
albumina bovina (Bey e Johnson, 1982),
sendo que estas foram capazes de serem
cultivadas mantendo a patogenicidade para
hamsters. Este meio pode faciimente ser
convertido a um meio de baixa proteina pela
adigédo 0,1% albumina sérica bovina para o
cultivo de sorovariedades mais fastidiosas.
O fosfato de aluminio  potassico
normalmente ¢é utilizado como adjuvante
devido a ampla faixa de seguranca de
toxicidade (Marshall et al., 1980).

A Organizagdo Mundial de Saude (1976), ja
discutia que a maior parte das bacterinas
utilizadas para a prevencao de leptospirose
contém hidréxido de aluminio como
adjuvante. Este depdsito é inécuo, ainda
que possam aparecer abscessos. As
concentragbes de anticorpos contra os
antigenos destas bacterinas s&o superiores,
mas nao sao comparaveis aos
correspondentes de vacinas oleosas. Além
disso, a resposta utilizando este tipo de
adjuvante é de curta duragéo.

Adjuvantes de emuls&o de agua em 6leo em
bacterinas sdo empregados com menos
frequéncia do que os biolégicos com
adjuvante de depdsito, entretanto, seu uso
pode ser importante ja que se permite
empregar doses menores de antigeno para
obter titulos mais altos de anticorpos e
manté-los durante anos (Vanselow, 1987).

O desenvolvimento de vacinas de
leptospirose &€ um processo arduo que
consome tempo. Ao contrario de outras
bactérias, espiroquetas requerem condi¢des
de crescimento fastidiosas. A promogéo de
crescimento em tanques pode nao ser
adequada satisfatoriamente e o uso de
biofermentadores pode ou ndo aumentar o

crescimento de varias sorovariedades
(Srivastava, 2006).

Preparagdes contendo células inteiras sao
utilizadas comumente como bacterinas na
prevencao da leptospirose. Como esse tipo
de protecdo ¢é considerada sendo
sorogrupo-especifico, varias sorovariedades
foram adicionadas as vacinas usuais, e a
sorovariedade mais patogénica é
selecionada em cada sorogrupo. Diferentes
extratos de leptospira foram avaliados para
a sua capacidade protetora contra a
leptospirose aguda letal em gerbils
(Meriones unguiculatus). Extratos totais
induzem protecdo completa contra desafios
homélogos e protecdo parcial contra
desafios heterdlogos. Fracdes
lipopolissacarides protegem contra desafios
homdlogos, mas ndo contra heterélogos. E
extratos  protéicos induzem  protecéo
significante contra ambos os tipos de
desafio (Sonrier et al., 2001).

Palit et al. (1996), relataram que uma vacina
trivalente para leptospirose bovina contra
Pomona, Copenhageni e Hardjo foi
imunogénica e capaz de induzir altos titulos.
No entanto, a eficacia da vacina
permaneceu desconhecida como nenhum
estudo de desafio foi conduzido. Dhaliwal et
al (1996), de outra forma relataram que a
eficacia de uma vacina pode ser melhor
mensurada pela observagao da
performance de fertilidade e produgao de
leite. Entretanto Flint e Liardet (1980),
utilizando uma vacina ftrivalente em
experimentos de desafio em hamsters,
demonstraram que o componente Hardjo,
quando usado sozinho ou em uma vacina
trivalente foi capaz de proteger hamsters e
prevenir contra leptospiruria satisfazendo os
requerimentos da Farmacopéia Européia.
Estudo semelhante foi conduzido por
Mackintosh et al. (1980), onde uma
bacterina bivalente foi capaz de produzir
protecao significativa no grupo das novilhas
expostas ao desafio natural para a
sorovariedade Hardjo.

Bacterinas de leptospiras, quando aplicadas
nas diversas espécies domeésticas,
frequentemente falham em induzir niveis
significantes de anticorpos aglutinantes,
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especialmente em suinos a despeito do uso
de adjuvantes (Bey e Johnson, 1983).

Essas falhas levaram os cientistas a
obterem respostas, voltando-se para
avaliacdo do tipo de imunoglobulinas
produzidas na resposta a estimulagao
antigénica, devido aos animais estarem
frequentemente refratarios a infeccdo na
auséncia de um titulo aglutinante (Heath e
Box, 1965).

Bolin et al. (1989), demonstraram que
novilhas que receberam dois tipos de
vacinas pentavalentes  contendo a
sorovariedade Hardjobovis e
Hardjoprajiitino, falharam em proteger
contra a infecgdo advinda do desafio
demonstrada pela apresentagdo de
microorganismos na urina apesar dos titulos
do teste de microaglutinagao serem altos. O
estudo sugeriu que a eficacia de uma vacina
pode ndo ser baseada somente na
sorologia.

Bolin et al. (1991), demonstraram que a
sorovariedade Hardjo € um antigeno de
baixa imunogenicidade, com isso produz
uma baixa resposta de anticorpos apos as
vacinagdes, produzindo protecdo por um
curto periodo de imunidade.

Naiman et al. (2001), citaram que a
habilidade destas vacinas para proteger
contra a sorovariedade Hardjo podera
refletir em diferengas genéticas nos isolados
da sorovariedade Hardjo usados nas
vacinas ou nas condigdes de cultura usadas
para a preparagdo da bactéria para a
vacina. Tais diferencas podem afetar a
qualidade € o tipo de resposta induzida.

Entretanto, Hodges et al. (1985),
descreveram o uso de uma vacina bivalente
comercial (Pomona, Hardjo) na Nova
Zelandia, onde protegeu da infecgdo e
preveniu a leptospiruria muito bem.

Trifunovic et al. (1989), relataram em um
rebanho bovino com problemas de
hemoglobinuria, e observaram que o uso de
vacina experimental produzida com o
antigeno da sorovariedade Pomona, isolada
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de um animal infectado do rebanho, conferiu
uma maior protecdo em comparagao com o
uso de uma vacina comercial.

Herrmann (2002), determinou a
soroprevaléncia de  aglutininas  anti-
Leptospira sp, em 1360 amostras de soros
ovinos no estado do Rio Grande do Sul
achando a Hardjo como a mais prevalente,
a partir deste achado elaborou uma vacina
monovalente com L. Hardjo, com adjuvante
oleoso, aplicada em dois grupos de 15
ovelhas e um terceiro serviu de controle
com dez animais. O primeiro grupo recebeu
duas doses de vacina com intervalo de 30
dias e o segundo grupo apenas uma dose
da vacina. A imunogenicidade foi avaliada
utilizando titulos de aglutininas anti-
Leptospira Hardjo vacinais pela Técnica de
Aglutinagdo Microscopica e ELISA, por um
periodo de 120 dias. A determinagdo da
prevaléncia de Leptospira sp em ovinos no
Rio Grande do Sul com elaboracdo de uma
vacina oleosa experimental revelaram-se
importantes ferramentas, podendo ser
utilizadas nos inquéritos epidemioldgicos e
na implantacdo de programas de controle
das Leptospiroses dos ovinos.

Frangois et al., (1995), demonstraram que
uma simples vacinagédo de suinos com uma
vacina inativada de leptospira ndo induz
titulos na microaglutinagdo em 96% dos
animais apos 15 dias. Apos 28 dias os
titulos foram 1/100 quando um reforgo foi
dado no 15 dia pés-vacinagao.

Yan et al.,, (2003), avaliaram os efeitos
sorolégicos e epidemiologicos de uma
vacina de envelope externo para leptospira
em uma populagdo na China de uma area
endémica para a doenca. Os resultados da
analise de coorte apresentaram uma taxa
protetora da vacina de envelope externo
para O mesmo grupo sorolégico de
leptospira da vacina com 75,17% de
efetividade.

Tripathy et al. (1975), selecionaram soros
de animais vacinados sem nenhum titulo de
anticorpo no teste de microaglutinagdo que
possuiam atividade de inibicdo de
crescimento, demonstrando que a atividade
de inibicdo de crescimento é principalmente



em funcdo de anticorpo da classe G (IgG).
O anticorpo da classe M (IgM) foi
principalmente associado com a resposta no
teste de microaglutinagdo, concluindo que a
resposta aglutinante é indicativo de
exposicdo a infeccdo de leptospiras ou
antigenos, e pode somente ser uma medida
de prote¢cdo quando associada com niveis
correspondentes de anticorpos  (IgG)
especifico.

A existéncia de anticorpos protetores em
bovinos aproximadamente um ano apds a
vacinagdo foi demonstrada por testes de
protecdo em hamsters (Huhn et al., 1971;
Huhn et al., 1975; Negi et al., 1971), e por
testes de inibicdo de crescimento (Tripathy
et al, 1972; Tripathy et al.,, 1974), na
auséncia de uma resposta aglutinante
significativa.

Johnson e Muschel (1966) e Johnson e
Harris (1967), descreveram o efeito anti-
leptospira de anticorpos especificos e
complemento. Bey e Johnson (1978a),
utilizaram uma modificacdo do ensaio
leptospiricida que demonstrou ser mais
sensivel do que o teste de microaglutinagéo.
Amostras de cées e bovinos vacinados
tinham titulos nos ensaios leptospiricidas
apos os titulos na microaglutinagdo terem
desaparecido. Os titulos nos ensaios
leptospiricidas correlacionavam-se
intimamente com os resultados do teste de
protecdo em hamster (Bey e Johnson,
1978b). Adicionalmente, Torres et al.,
(1981), observaram que o0s ensaios
leptospiricidas foram altamente
sorovariedade especifico quanto ao teste de
microaglutinacgéo.

Tripathy et al. (1972), detalharam um teste
de inibicdo de crescimento realizado com a
adicdo de leptospiras viaveis ao meio de
crescimento contendo soro de animais
vacinados que possuem anticorpos. Este
teste é habil em detectar anticorpos quando
o teste de microaglutinagdo for negativo.
Uma desvantagem deste teste é que
consome muito tempo, devido a leptospiras
necessitarem crescer antes da reagao ser
determinada.

Vacinas multivalentes sdo usadas para
cobrir infecgdes causadas por um grande
numero de sorovariedades, entretanto, a
eficacia destas vacinas contra doencas
causadas por todas sorovariedades
incorporadas na vacina é duvidosa (Dobson
e Davos, 1975). Existem poucos trabalhos
demonstrando que animais vacinados
podem desenvolver titulos de anticorpos
contra todas as sorovariedades
incorporadas na vacina (Danczig e Polner,
1997).

Bramel e Scheidy (1956), avaliaram o efeito
da revacinagcdo em eqlinos e em bezerros
com uma bacterina com Pomona.
Resultados em equinos indicaram um
aumento de volume no local da injecdo que
persistiu de trés a quatro dias. Concluiram
que uma revacinagao nao possuia nenhum
efeito adverso em equiinos.

Dobson e Davos (1975), avaliando titulos
vacinais em suinos verificaram auséncia de
titulos de aglutininas seis semanas apés a
primeira inagdo. A partir da segunda dose o
titulo de aglutininas limitou-se a 300,
verificando que a persisténcia destes titulos
variava com a sorovariedade, néao
ultrapassando oito semanas.

Kiesel e Dacres (1959), observaram que
bovinos vacinados com uma bacterina
Pomona se tornaram protegidos dos sinais
clinicos de leptospirose, mas a leptospiruria
nem sempre foi prevenida. Adicionalmente,
eles notaram que bezerros abaixo de dois
meses e meio de idade falharam em
desenvolver protegdo adequada para mais
do que trés meses como O0s outros,
ressaltando que a protecdo relatada nos
animais vacinados se deu na auséncia de
niveis de anticorpos substanciais.

Philips (1958), vacinou bezerros com uma
dose com 5 ml de uma cultura bruta
inativada quimicamente , dois grupos foram
utilizados, um com 4,7 x 10% e o outro com
6,3 x 10° leptospiras/ml. Todos 0s animais
exceto dois tinham titulos de até 1:50 apds
a vacinagdo. Todos os animais vacinados
foram protegidos da doenga clinica ao
desafio experimental. Este estudo postulou
que se uma bacterina contém hidroxido de
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aluminio, menor massa antigénica poderia
ser utilizada.

Philips (1958), neste mesmo estudo avaliou
trés  bacterinas em  suinos.  Suas
observagbes foram similares a relatos

anteriores  (Burnstein et al., 1957),
descrevendo que suinos vacinados nao
desenvolvem titulos como bovinos
vacinados, independente da massa

antigénica ou a presenca de adjuvantes.
Entretanto todos os suinos foram refratarios
ao desafio.

Ruiz et al. (1991), investigaram a eficiéncia
de trés substancias (hidréxido de aluminio,
vitaminas lipossoluveis A/D/E e levamisol)
contidas em uma bacterina experimental
para a prevengao de leptospirose em vacas
de uma exploracdo leiteira, para gerar
anticorpos especificos contra a infecgao.
Formaram-se quatro grupos de cinco
animais cada para cada tratamento
correspondente. A bacterina utilizada foi
pentavalente com cada uma das
substancias. Coletaram-se soros no dias 0 e
90 apods a vacinagao para comprovar o titulo
de anticorpos produzidos por cada uma das
bacterinas utilizando o teste de
microaglutinagdo. A bacterina que gerou
maior titulo de anticorpos especifico foi a
que continha vitaminas lipossoliveis (A/D/E)
(P<0,01), seguido da bacterina com
hidroxido de aluminio (P<0,05), entre as
bacterinas que continha levamisol e o
controle ndo houve diferenga estatistica
para assegurar que eram diferentes.

Rao e Keshavamurthy (1985), avaliaram
bezerros bubalinos vacinados com uma
bacterina pentavalente por meio do teste de
microaglutinagéo e pelo teste de inibi¢gdo de
crescimento. Os autores observaram que a
soroconversao contra todos as
sorovariedades ocorreu em torno do 15 dia
apo6s a vacinagao, relataram ainda que uma
melhor resposta foi alcangada em bezerros
que receberam duas doses da vacina, com
quatro semanas de intervalo entre as
vacinagdes em relagdo aos que receberam
uma dose.
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Sanford e Morris (1990), vacinaram leitdes
com seis meses de idade utilizando trés
vacinas comerciais pentavalentes e
avaliaram a resposta para as varias
sorovariedades. Todas as trés vacinas
elucidaram uma resposta vacinal
significante de anticorpos para as
sorovariedades Canicola, Grippotyphosa e
Icterohaemorrhagiae. A  resposta de
anticorpos para os outros antigenos de
leptospira  variou entre o0s animais
vacinados. Nenhum dos grupos vacinados
desenvolveu titulos significantes para
Leptospira Hardjo. Duas das trés vacinas
alcangcaram resposta vacinal significante
para Leptospira Pomona, mas em cada
caso a média de titulo do grupo vacinado foi
menor que 100.

Otani et al. (1980), fracionaram soros anti-
leptospira de cavalos hiperimunizados por
gel de filtragdo em Sephadex G-200 ou por
eletroforese em bloco rigido. As fragles
foram examinadas quantitativamente para
as atividades leptospiricidas, aglutinantes e
de fixagdo de complemento. A atividade
leptospiricida foi mais alta na fracdo de
globulina7S (IgG) do que na fragdo de
globulina  19S(IgM), onde  atividade
aglutinante foi evidenciada na porgcdo de
ambas as fragdes sendo mais alta na fragéo
19S. Atividade de fixagcdo do complemento
foi encontrada plenamente dentro de ambas
as fragbes. As atividades de fixacdo de
complemento e leptospiricida foram mais
altas na fracdo y-globulina do que na T-
globulina, onde a atividade aglutinante foi
comparavel dentro das duas fragbes de
globulinas. Estes resultados levaram a
concluir que a atividade aglutinante nem
sempre pode proceder correlacionando-se
com a atividade leptospiricida.

Adler et al. (1982), usaram um ensaio
imunoenzimatico (ELISA) para detectar 1gG
especifica e anticorpos de IgG no soro de
bovinos infectados e imunizados com
Leptospira Hardjo. Os resultados
demonstraram que a IgM apareceu no soro
primeiro mas foi rapidamente seguida pela
IgG que permaneceu persistente por um
tempo maior do que IgM. Os niveis de
anticorpos detectaveis pelo ELISA e pelo
teste de microaglutinagdo ndo se



correlacionaram, sugerindo que as duas
técnicas mensuram sistemas antigeno-
anticorpo diferentes.

Thiermann e Garrett (1982), empregaram o
teste de microaglutinacdo e um ensaio
imunoenzimatico (ELISA), no qual se
utilizou a fase fenol de um antigeno extraido
do aquecimento da agua-fenol comparando
os anticorpos de bovinos vacinados para
Leptospira Hardjo e Pomona. Entre as
amostras de soros dos animais vacinados, o
ELISA (usando antiglobulina 1gG) foi
positiva em 64% com o antigeno Hardjo e
78% com Pomona. Entretanto, o teste de
microaglutinagdo foi positivo somente 18%
com Hardjo e 23% com Pomona, n&o
havendo nenhuma reacdo no teste de
ELISA no soro entre os animais utilizados
como controle negativo. Concluiram que o
ELISA, usando conjugado antiglobulina, foi
sobretudo a técnica mais sensivel para
detecgdo de anticorpos de leptospiras em
bovinos.

Hartman et al. (1984), usaram um ELISA
especifico anti-IgM e anti-lgG  para
mensurar a reposta de anticorpos
estimulada em cées vacinados com uma
bacterina de leptospira contendo as
sorovariedades  Icterohaemorrhagiae e
Canicola quimicamente inativadas. Todos
os caes produziram IgM e IgG anti-
leptospira. A produgao de IgM foi o primeiro
tipo de resposta apdés cada vacinagéo
(vacinagao primaria, reforgo e revacinagao
anual). Uma resposta de IgG anti-leptospira
substancial pode ser demonstrada somente
apés o primeiro reforco e apdés a
revacinacdo anual. A revacinagdo anual
resultou em uma elevada e persistente
resposta de IgG do que o reforgo. O autor
sugeriu uma revisdo nos protocolos de
vacinagao.

Goddard et al. (1991), utilizaram o teste de
microaglutinagéo e ELISA(s) anti-IgM e anti-
IgG para examinar em um periodo de
dezesseis semanas, 35 bezerros vacinados
com Leptospira Hardjo. Concluiram que a
resposta soroldgica a vacinacdo detectada
tanto pelo teste microaglutinagcdo quanto
pelo teste de ELISA foi limitada
demonstrando em apenas quatro animais

aumentos de duas a quatro vezes nos
titulos de IgG.

Ruby et al. (1992), desenvolveram um
ELISA para quantificagdo de antigenos em
bacterina de leptospira Pomona tipo
kennewicki. Um anticorpo monoclonal
(MADb), 2D7, direcionado contra a superficie
antigénica da célula inteira de Leptospira
Pomona tipo kennewicki, foi usado no
ensaio. A captura do antigeno nas
bacterinas por um antisoro policlonal foi
seguida pela adigdo do fluido ascitico de
2D7, um conjugado anti-mouse e substrato.
Os biolégicos avaliados com este sistema
incluiam  preparagdes que continham
antigeno tipo kennewicki (homdlogo) e
aqueles que nao continham tipo kennewicki
(heterdlogo). Bacterinas heterélogas deram
valores de densidade optica (DO)
comparaveis aos pogos brancos. As
bacterinas homoldgas produziram valores
de DO(s) iguais ou maiores daqueles da
bacterina de referéncia do Laboratério do
Servico Veterinario Nacional (NVSL). A
poténcia relativa de uma série de 84
bacterinas  licenciadas  comercialmente
foram avaliadas usando um programa de
computador que estimava a poténcia
relativa. O sistema de ELISA foi capaz de
detectar antigenos em bacterinas contendo
Leptospira Pomona tipo kennewicki e
demonstrar o potencial para testar in-vitro
as bacterinas de leptospiras.

Posteriormente, Ruby (1996), utilizando o
mesmo sistema de ELISA mencionado
acima, convidou todos os fabricantes de
produtos  biolégicos que  produziam
bacterinas de leptospira nos Estados Unidos
da América para participarem de um estudo
experimental para avaliagdo de seus
produtos. Todos os participantes possuiam
comentarios favoraveis em relagdo a
performance, sensibilidade e especificidade
do ELISA. Os estudos de correlagao foram
conduzidos utilizando-se 10  diluicbes
seriadas de uma bacterina monovalente de
Leptospira Pomona com adjuvante hidréxido
de aluminio vacinando hamsters de acordo
com o Code of Federal Regulations (CFR).
Estas mesmas diluicbes também foram
avaliadas no protocolo de ELISA.
Resultados indicaram que o ELISA
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correlacionava-se com o ensaio de poténcia
em hamster.

Ribotta et al. (2000), desenvolveram um
ELISA indireto para a deteccdo de
anticorpos de leptospiras em caes. O ELISA
desenvolvido tinha uma sensibilidade de
100% relativa ao teste de microaglutinagéo
quando os soros caninos com titulos no
microaglutinagdo maiores ou iguais a 100
para diferentes sorovariedades foram
testadas, além disso, possuia uma
especificidade de 95,6% comparando-se
com o teste de microaglutinagdo. Dentre
158 soros testados como negativos no teste
de microaglutinacdo, sete reagiram no
ELISA. Os autores discutiram que o fato
ocorreu provavelmente porque estes soros
continham anticorpos de leptospiras nao
aglutinantes, os quais sdo detectaveis pelo
o ELISA e nado pela microaglutinagédo, que
detecta somente anticorpos aglutinantes.
Estas observagdes demonstram que o
ELISA pode detectar ambas classes de
anticorpos: aglutinantes ou anticorpos da
classe M e neutralizantes ou anticorpos da
classe G, tornando o teste mais sensivel do
que a microaglutinagcdo. Fato que também
havia sido comprovado por CHO et al.
(1989).

Avila et al., (1985), estudaram a resposta
imunitaria humoral em 14 suinos com 6 a 8
meses de idade, da ragca Wessex,
distribuidos em grupos de 4 a 5 animais
vacinados contra leptospirose. A vacina
utilizada foi preparada com as
sorovariedades Pomona e Canicola e
aplicada em duas doses de 5 ml, com
intervalo de 15 dias, nos animais do grupo |.
Os animais do grupo Il receberam, também
por via subcutanea, apenas uma dose de 5
ml. O grupo lll, com quatro animais, nao
foram vacinados, sendo mantido como
controle. Os resultados demonstraram que a
imunidade induzida por duas doses foi mais
sélida que a induzida por uma unica, na
protecéo contra a leptospirose renal.

Siddique e Shah (1990), produziram uma
vacina de leptospira com a suspensdo de
envelope externo das sorovariedades
Pomona, Canicola, Hardjo,
Icterohemorrhagiae, Grippotyphosa e
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Szwajizak e avaliaram em hamsters.
Aplicaram duas doses da vacina. A
presenca de anticorpos protetores e os
niveis de aglutininas contra as
sorovariedades presentes na vacina foram
determinadas pelo teste de
microaglutinacédo. A andlise comparativa da
efetividade imunolégica das duas doses
demonstrou que a quantidade de 10 pug
envelope externo na dose atingiu
consideravelmente titulos maiores de
anticorpos e promoveu mais protegdo do
que a dose de 1 ug. No entanto, a partir dos
titulos obtidos contra as sorovariedades,
titulos contra Hardjo e Canicola foram
comparativamente  menores. Isto  foi
atribuido pela pequena quantidade de
antigenos soluveis na preparagao final da
vacina ou como um resultado da supressao
da resposta antigénica por antigenos de
outras sorovariedades.

Moreira (1994), avaliou métodos para
erradicagdo de leptospiroses em bovinos
leiteiros utilizou de dois métodos de
vacinagdo com bacterinas produzidas a
partir de cepas homodlogas isoladas na
propriedade. O primeiro rebanho recebeu
uma dose inicial e revacinagdes semestrais,
e o0 segundo recebeu duas aplicacdes
iniciais intervaladas de 45 dias, com
revacinagdes semestrais e uma dose de
estreptomicvacinana dose 25 mg/Kg peso
vivo. Em ambos os tratamentos ocorreu um
declinio progressivo nos animais reagentes
no teste de microaglutinagdo a partir do 8°
més de implantagao da vacinagao.

Favero et al. (1997), vacinaram bovinos com
uma bacterina (5 ml) contendo as
sorovariedades Icterohaemorrhagiae,
Pomona, Hardjo e Wolffi nas concentracdes
de 9,2 x 10; 9,8 x 10°% 1,8 x 10" e 13,2 x
10" de  bactérias  por  mililitro,
respectivamente, em trés grupos de
animais. Coletas foram realizadas um dia
antes da vacinagao e nos dias 7, 15, 30, 45,
60, 75 e 90 apods a vacinagao. Além disso,
utilizou o teste de protecdo em hamster para
avaliar a protegao. O autor demonstrou altos
titulos para a sorovariedade Hardjo até aos
90 dias apdés a vacinagdo, mas devido a
constatagao de titulos de anticorpos pré-
vacinais para esta sorovariedade, os



resultados podem nao ter refletido o real
poder imunogénico desta sorovariedade na
vacina utilizada. Para o teste de protegao
hamster foi utilizada a sorovariedade
pomona, o que resultou em excelentes
resultados com 100% contra a doenga e
90% de protegao contra a infecgéo renal.

Costa et al. (1998), avaliaram a imunidade
cruzada entre Hardjo e Wolffi, em quatro
grupos de hamsters adultos e sadios. A
protecdo conferida pelas vacinas foi
avaliada mediante pesquisa direta de
leptospiras (métodos de cultura de
macerado de 6rgaos em meios de Fletcher
e EMJH modificado e histopatologia com
coloragéo pela prata) e pesquisa indireta de
leptospiras (avaliagdo de sinais clinicos e
estudo histopatologico de figado, rins e
pulmao, pela coloragdo hematoxilina-eosina
dos cortes histolégicos). O titulo sorologico
dos hamsters foi avaliado pelo teste de
microaglutinagdo rapida em placas. Os
resultados revelaram que a vacinagao dos
hamsters tanto com Hardjo quanto com
wolffi conferiram imunidade ante ao desafio
com Hardjo.

Langoni et al. (2002), utilizaram treze cées
machos e dez fémeas para a avaliagdo da
dindmica de anticorpos pés-vacinais contra
leptospira pelo teste de microaglutinacéo.
Foi utilizado uma vacinana concentragao de
10° bactérias/ml com as sorovariedades
Icterohaemorrhagiae, Canicola,
Copenhageni e Grippotyphosa. Os animais
foram acompanhados por sorologias desde
o dia 0, onde se realizou a vacinagao com
duas doses, 8, 15, 29, 36, 50, 64, 78, 92,
106, 120, 134, 148, 162 e 176 dias apds a
Ultima dose. O estudo concluiu que sete
dias ap6s a vacinagdo de machos e fémeas
apresentaram resposta soroldgica idéntica,
sendo maior para a sorovariedade
Icterohaemorrhagiae e que estes oscilaram
de forma suntuosa em ambos os grupos.

Tabata et al. (2002), produziram trés
bacterinas com diferentes sorovariedades
do sorogrupo Sejroe, Hardjo (bacterina A),
Wolffi (bacterina B) e Guaricura (bacterina
C). As bacterinas foram avaliadas em
hamsters machos pela comparacdo de
anticorpos  aglutinantes e  anticorpos

neutralizantes usando o teste de
microaglutinacdo e o teste de inibigdo de
crescimento. Os resultados do teste de
aglutinacdo microscopica apresentaram
aglutininas cruzadas entre as
sorovariedades Hardjo e Wolffi, e Wolffi e
Guaricura. Os resultados do teste de
inibicio de crescimento revelaram a
presencga de anticorpos neutralizantes entre
as sorovariedades Wolffi e Guaricura contra
Hardjo, Wolffi e Guaricura. E ainda foi
encontrado que a amostra de Hardjo
testada ndo produziu niveis detectaveis de
anticorpos neutralizantes, indicando pobre
imunogenicidade.

Klaasen et al. (2003), induziram a duragao
da imunidade com vacinas bivalentes de
leptospiras atuais do mercado e avaliaram
contra a infeccdo experimental. Para o
propodsito do estudo, cdes jovens foram
vacinados duas vezes seguidos pelo desafio
com ambos, Leptospira Canicola e
Icterohaemorrhagiae , com 5, 27 e 56
semanas apos a segunda vacinagao. Para
avaliar a duragdo da imunidade, titulos de
anticorpos aglutinantes foram mensurados
antes e apos o desafio. Os efeitos do
desafio e uma variedade de parametros
foram determinados incluindo re-isolamento
do desafio no sangue, urina e rins. Ambas
as amostras de desafio induziram uma
infeccdo generalizada nos caes controles,
amostra Canicola demonstrou ser mais
virulenta. Quando os diferentes parametros
foram avaliados observou-se que duas
vacinagbes induziram uma alta taxa de
protecdo de infecgdo generalizada com
Canicola e Icterohaemorrhagiae com 5, 27 e
56 semanas apds a segunda vacinagéo.
Adicionalmente, apdés 56  semanas,
permaneceu um alto nivel de imunidade
contra infecgédo renal com Canicola e como
consequéncia, apresentagdo urinaria da
sorovariedade Canicola. O estudo concluiu
que esta vacina, usando este protocolo de
vacinagao, a duragdo da imunidade de um
ano pode ser obtida contra a infec¢do com
ambas as sorovariedades.

Arduino et al. (2004), utilizando o teste de
microaglutinagdo pesquisou a indugdo de
anticorpos contra leptospira em bovinos
vacinados com uma bacterina polivalente
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comercial frente a dois protocolos de
vacinagdo. Um grupo recebeu uma dose e
outro grupo recebeu duas doses intervalada
de trinta dias. Os animais foram
monitorados nos dias 0, 15, 30, 45 e 60
apos a primeira aplicagdo da vacina. Os
animais que receberam uma dose nao
diferiram  significativamente do  grupo
controle negativo, a vacinagao com reforgo
apresentou melhor desempenho ocorrendo
soroconversdo para as sorovariedades
Hardjo, Wolffi, Icterohaemorrhagiae e
Pomona.

Delbem, (2004), trabalhou com uma vacina
contra leptospirose elaborada a partir de
LPS proveniente da membrana externa
comparando as repostas induzidas por essa
vacina quando adsorvida em hidroxido de
aluminio e monofosforil lipidio A (MPLA)
como adjuvantes. A autora utilizou hamsters
inoculados com duas doses da vacina com
15 dias de intervalo, e posteriormente foram
desafiados com estirpe homoéloga 15 dias
apos a aplicagcdo da segunda dose da
vacina. A vacina MPLA foi superior
induzindo melhores titulos de anticorpos
neutralizantes do que a vacina que utilizou o
hidréxido de aluminio como adjuvante, pois
protegeu um maior numero de animais
contra o desafio.

Arduino (2005), avaliou titulos de anticorpos
aglutinantes induzidos por  vacinas
comerciais em bovinos. Utilizou 100 animais
divididos em cinco grupos que receberam
quatro vacinas comerciais e um grupo
controle. Os animais foram investigados dos
dias 0 ao 180 pds-vacinagao frente a todas
as sorovariedades utilizadas nas vacinas e
relatou ndo haver homogeneidade nos
titulos para cada sorovariedade sendo as
sorovariedades Hardjo e Wolffi que
produziram maior média de titulos médios
durante o experimento. Entretanto, o autor
relata que houve diferencas entre os
tratamentos e em determinadas situagdes a
Hardjo apresentou um pior desempenho
comparando-se os tratamentos.

Nardi Junior et al. (2006), avaliaram o perfil
sorolégico de 17 bezerras bufalas vacinadas
durante um periodo de 360 dias
empregando-se o teste de microaglutinagéo.
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Os resultados apresentaram que todos os
constituintes da vacina produziram reagao
sorolégica, mas para a sorovariedade
Hardjo houve apenas soroconversdo nos
dias 60 e 240, com o titulo atingindo seu
apice, apos a vacinagao e que este titulo
declinou rapidamente.

Nardi Junior et al. (2007), investigando a
interferéncia de anticorpos no diagnostico
sorolégico de leptospirose, trabalharam com
bafalos usando dois tipos de vacinas, uma
de célula inteira e outra de envelope externo
durante 540 dias. Ambas as vacinas
induziram resposta sorolégica no teste de
microaglutinacdo aos 15 dias apds a
vacinagado para todos as sorovariedades e
revelaram titulos maximos ao redor dos 45 e
60 dia apos a vacinagdo. Os perfis
sorologicos dos titulos de aglutininas foram
semelhantes para as duas vacinas,
entretanto, a vacina de envelope externo
produziu titulos mais precoces e mais
elevados do que a bacterina de célula
inteira.

3 - MATERIAL E METODOS

31 - LOCAL DO ESTUDO E
CARACTERISTICAS DO REBANHO

A avaliagdo destas bacterinas foi realizada

na Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria - Embrapa Campo
Experimental de  Coronel Pacheco

localizada no municipio de Coronel Pacheco
— MG na regido da Zona da Mata de Minas
Gerais.

O municipio esta situado a 280 Km de Belo
Horizonte, com uma altitude média de 410
m acima do nivel do Mar e coordenadas
geograficas de 21° 33’ 45” S de latitude e
43° 18’ 45" W de longitude (IBGE, 2000).

A Fazenda Agua Limpa possui 1050
hectares e um rebanho de 900 animais das
ragas Girolando, Holandés, Gir e Guzera.
Divididos em sistemas de producéo
independentes (intensivo, semi-intensivo e
extensivo) sem intercdmbio e/ou transito de
animais entre os sistemas de produgao.



A unidade de produgdo de gado puro
constituida por 120 animais efetivamente
estabulados da raga Holandés PO e POl e
mantida em sistema de freestall.

A propriedade faz parte de um sistema de
producdo de genética diferenciada e por ser
uma unidade de produgdo modelo possui
um rigoroso controle sanitario para as
diversas enfermidades.

3.2 - GRUPOS EXPERIMENTAIS

Noventa e nove bovinos da raga Holandesa
(Bos taurus), com idade de 24 a 48 meses
de idade, foram divididos em 11 grupos com
nove animais cada. Estes animais foram
monitorados durante doze meses (testes
mensais) pelo Teste Aglutinagéo
Microscépica com dez sorovariedades mais

prevalentes para bovinos no Brasil (Quadro
1), para investigar alguma atividade de
circulagao de leptospira no rebanho. Os
resultados de todos estes testes foram
negativos por todo o periodo. Em todos os
testes realizados era feito um controle
positivo para cada sorovariedade com um
soro sabidamente positivo, feito a partir da
inoculagdo em coelhos com as trés
sorovariedades (Hardjo amostra Norma,
Hardjopraijitino e Hardjobovis).

Durante o periodo do experimento dois
animais morreram de dois grupos diferentes
e foram necropsiados chegando ao
diagnoéstico de babesiose pois por se
tratarem de animais estabulados o ano todo
em ambiente fechado e a incidéncia de
carrapatos ser muito baixa possuem quase
nenhuma imunidade a babesiose.

Tabela 1. Bateria de sorovariedades de Leptospira sp. utilizadas no monitoramento dos bovinos
para inclusdo na composi¢ao dos grupos experimentais, Belo Horizonte, Brasil, 2005.

Sorogrupos Espécies Sorovariedades* Amostras
AUSTRALIS L. interrogans Bratislava Jez bratislava
HEBDOMADIS L. interrogans Hebdomadis Hebdomadis
ICTEROHAEMORRHAGIAE L. interrogans 'Cte“’hae’:‘“rhag'a RGA
GRIPPOTYPHOSA L. kirshneri Grippotyphosa Moskva V
MINI L. santarosai Mini Mini
POMONA L. interrogans Pomona Pomona
L. interrogans Hardjo Hardjoprajitino
SEJROE
L. interrogans Hardjo Norma
SEJROE L. borgpetersenii Hardjobovis Sponselee
TARASSOVI L. borgpetersenii Tarassovi Perepelicin

*Sugerido por Araujo et al. (2005)
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3.3 - VACINAS
EXPERIMENTAL

COMERCIAIS E

As vacinas foram adquiridas nos
representantes credenciados pelo fabricante
para a comercializagdo do produto para o
estado de Minas Gerais, e 0 esquema de
vacinagao foram realizados de acordo com
as especificagbes descritas na bula de cada
fabricante (duas aplicacdes intervaladas de
30 dias e uma revacinagao seis meses apos
a ultima dose), seguindo rigorosamente as
especificagdes preconizadas na bula de
cada vacina. Todas as bacterinas foram
mantidas em temperatura de 6°C no interior
da geladeira que foi aferida com termostado
digital Full Gauge Controls® Modelo TIC-
17RGTIi/RGTIL. durante todo o tempo do
experimento e utilizou-se para a aplicagbes
das doses as mesmas partidas para todas
as vacinas durante todo o experimento. Por
razbes éticas os nomes comerciais foram
codificados conforme (Quadro 2 e 3).

Foi incluida uma vacina experimental
monovalente elaborada no Laboratério de
Zoonoses do Departamento de Medicina
Veterinaria Preventiva da Escola de
Veterinaria da UFMG com a sorovariedade
Hardjoprajitino  amostra  Norma  com
adjuvante de emulsdo d6leo em 4agua,
EMULSIGEN®.

A amostra Norma foi cultivada em EMJH
(Elinghausen e McCullough, 1965) durante
14 dias a 28°C enriquecido com fragdo V
albumina bovina.

O crescimento foi monitorado semanalmente
e feito a contagem em camara de Petroff-
Hausser’. Ao final da segunda semana
apresentou uma densidade 1 x 10° células/ml
inativada com formoldeido (0,3%) e foi
monitorada com anti-soro homdlogo no teste
de aglutinagdo microscopica. A presenca de
leptospiras vivas foi checado com sub-cultivos
em meio EMJH. Posteriormente, foi adsorvida
em um adjuvante de emulsdo 6leo em agua

Full Gauge Controls Rua Julio de Castilhos, 250
- Canoas/RS - Brasil - CEP: 92120-030

2MVP Laboratories, Inc. Omaha, USA.

% Hausser Scientific Partnership, Horsham, Pa.

28

(EMULSIGEN®) na concentragido de 8% e
acrescentado vermelho fenol 0,01% como
indicador de pH(7,2). A partida final foi
previamente avaliada em relagdo a pureza e
inocuidade, conforme recomendacoes
preconizadas pelo United States Departament
of Agriculture (1976) e OIE (2001).

A prova de esterilidade foi realizada em uma
aliquota da partida que foi semeada em Agar
Sangue a 5%, Tioglicolato de Sadio*, Brain
Heart Infusion®, Tryptic Soy Broth® e Agar
Sabouraud®.

O produto final (bacterina) foi testado para
inocuidade, uma dose de cinco ml em cinco
bezerros de seis meses de idade para testar
a segurancga contra reacdes adversas. Foram
avaliados os parametros para dor, formagéo
de edema e rubor bem como alteragdes na
temperatura corporal (febre).

Tabela 2. Data de fabricagcdo e de
vencimento das vacinas anti-leptospiroses
para bovinos disponiveis para aquisigao no
brasil em 2005/06.

. Data de Data de
Vacina . - .
fabricagdo vencimento
A Maio/05 Maio/06
B Junho/05 Dezembro/06
C Fevereiro/05 Fevereiro/06
D Fevereiro/05 Agosto/06
E Abril/05 Abril/06
G Junho/05 Junho/06
H Fevereiro/05 Agosto/06
| Janeiro/05 Janeiro/07
J Fevereiro/05  Fevereiro/07
K Junho/05 Junho/07

* Becton Dickison and Company Sparks,
Maryland 21152 USA.
® Difco Laboratories Detroit Michigan 48238 USA.



Tabela 3: Vacinas anti-leptospiroses para bovinos disponiveis para aquisi¢ao no brasil em 2005/06.

SOROVARIEDADES = =) o
S £ | S| g2
= g ° 2 < o2 =
Z o © @] % l< Z
= © £ a E > © < N
= 3 £ ¢ == < = = 2
= 8 2| ¢ = 28 2
< S g g © g | = & Z =]
o s S s g © s s > | 3 > i) <
= S 8 ) k-] r S = B o < | © < o)
2 E) k) 2 & = ] S | = -
5| S| §| §| & §| | & g & > a
o (J] T T o a 2 G 3 o
~ QO
Hidroxido de
A X X X X e 3,0 [IM/SC | 3-5 semanas aluminio
B X X X X X 5,0 SC 4 semanas Oleqso (Oleo
mineral
C X X X X 5,0 SC | 4-6 semanas Hldrom,d(.) de
aluminio
D X X | x | X 50 | SC |3-5 semanag| Tdroxidode
aluminio
E X X X X X X 3,0 |IM/SC | 4-6 semanas H1dr0x1,d(.) de
aluminio
*CONTROLE 5,0 SC
Oleoso
**G X 5,0 SC | 4-6 semanas (Emulsigen®)
Hidroxido de
H X X X X X X 5,0 SC | 3-5semanas ..
aluminio
1 X | x | x X | x X | x 50 | SC | 4semanas | Hidroxidode
aluminio
J X X X X X 2,0 IM | 2-4semanas Oleoso
K X | x | x X | X X X | 30 | SC | 4semanas | Hidroxidode
aluminio

* = Controle negativo (solugao fisioldgica)
**= vacinaexperimental

SC- subcutaneo; IM - intramuscular

® = MVP Laboratories, Inc. Omaha, USA.
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3.4 - PERIODO DE COLETA DE
SANGUE ESQUEMA DE VACINACAO
UTILIZADO

As coletas foram realizadas mensalmente
para avaliar a resposta imunoldgica durante
o periodo de 420 dias (Quadro 4).

No dia zero uma dose da vacina foi aplicada
em todos os bovinos, conforme prescricao
de cada fabricante, com excegéo do grupo
controle que recebeu uma dose de solugao
salina. Trinta dias apdés a primeira dose
administrou-se uma dose de reforco em
todos os grupos. Duzentos e dez dias apds
a dose de reforgo realizou-se a revacinagao
com uma dose recomendada pelo fabricante
em todos o0s grupos experimentais
excetuando-se 0 grupo controle que
recebeu solugdo salina. Foi utilizado
agulhas descartaveis (uma agulha para
cada animal) da marca Becton Dickinson ®°
de tamanho (40 x 12 mm) e bisel
trifacetado. Observou-se as eventuais
reacoes locais e tardias advindas das
aplicagdes, cujo nenhum animal apresentou
alguma reacéao.

Tabela 4: Intervalo de coleta de sangue e
protocolo de vacinagdo anti-leptospiroses
dos bovinos.

DIAS COLETA VACINACAO
0 SIM SIM
30 SIM SIM
60 SiM NAO
90 SiM NAO
120 SiM NAO
150 SIM NAO
180 SIM NAO
210 SIM NAO
240 SIM SIM
270 SIM NAO
300 SIM NAO
330 SIM NAO
360 SIM NAO
390 SIM NAO
420 SIM NAO

6 Becton, Dickinson and Company Franklin
Lakes, NJ USA 07417
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3.5 - PROVAS SOROLOGICAS
3.5.1 — ANTIGENOS

As sorovariedades Hardjo (Hardjoprajitino,
Hardjobovis e Hardjoprajitino amostra
Norma) foram replicadas semanalmente em
meio de cultura EMJH (Ellinghausen e
Mccullough, 1965), e mantidas em estufa
bacteriolégica a 28°C. Todos os antigenos
foram utilizados com sete dias de
incubacgéo. A concentragao foi
correspondente a escala nimero um de
MacFarland (100 a 200 leptospiras por
campo microscopico), livre de contaminagao
e de autoaglutinacao.

352 - 'I"I'ECNICA DE AGLUTINAGAO
MICROSCOPICA (TAM)

As amostras de soros sanguineos foram
diluidas em solugdo tamponada de
Sorensen, diluidas inicialmente a 1/5. Desta
diluicdo, foram colocadas aliquotas de 30 pl
em placas de ELISA com igual quantidade
de solugdo salina tamponada na primeira
fileira da placa. Nos demais pocgos restantes
da placa foram adicionados 30 pl solugao
salina tamponada, a partir dai realizou-se
diluigbes  sequenciais na  proporgao
geomeétrica de razao 2 até a maior diluigdo
positiva. Foram adicionados 30 pul das
seguintes sorovariedades Hardjo
(Hardjopraijitino, Hardjobovis e
Hardjoprajitino amostra Norma).

Posteriormente a diluicdo foi levemente
agitada e incubada em estufa bacterioldgica
a 28°C por uma hora, procedendo-se a
seguir a leitura.

As placas foram levadas ao microscoépio
binocular (Carl Zeiss’), equipado com
condensador de campo escuro a seco, com
aumento de 100x.

Avaliou-se o grau de aglutinagédo, segundo
recomendado pelo Centro Panamericano de
Zoonosis (1985), sendo 1+ cerca de 25%
das leptospiras aglutinadas presentes no

" Carl Zeiss, Inc. Germany.



campo microscopico, 2+ quando cerca de
50%, 3+ quando 75% e 4+ acima de 75%.

Foram consideradas reagentes as amostras
de soros sanguineos que aglutinaram pelo
menos 50% das leptospiras até a maior
diluicdo reagente com metade das
leptospiras aglutinadas.

3.5.3 — ELISA INDIRETO

Utilizou-se microplacas de PVC flexivel marca
Becton, Dickinson and Company, USA, de
fundo chato como suporte para adsorgcado do
antigeno.

O ensaio Imunoenzimatico indireto (ELISA) foi
realizado  utilizando-se de  antigenos
individuais de Hardjoprajiitino, Hardjoprajiitino
amostra Norma e Hardjobovis crescidos
durante 14 dias em meio modificado de
Ellinghausen e McCullough, (1965). Estes
foram sonicados com uma amplitude de 80
durante 2 minutos com pulsos de 10
segundos.

A concentragédo protéica foi dosada através
do método de Lowry (1951). O antigeno foi
diluido em solugdo tampdo de ligagao
(“‘coating buffer’y pH 9,6 em uma
concentragdo de 0,5 pug/ml. As placas foram
sensibilizadas com 100 ul por pogo desta
diluigdo por 12 horas (“overnight’) a 4°C,
lavadas com PBS Tween 20 0,05% trés
vezes e posteriormente foram bloqueadas
durante 1 hora com solucéo (caseina 2% em
PBS), lavadas novamente por trés vezes. Os
soros foram entdo diluidos em tampao de
incubacéo (PBS Tween 0,05% com 0,025%
caseina) e ensaiados em duplicata na diluigao
100 incubados durante 2 horas. Em todas as
placas soros controles positivos e negativos,
também diluidos na mesma diluicdo e
previamente escolhidos pelo TAM, foram
selecionados em quadruplicata.

Novamente lavadas, as placas, com a
solucédo de lavagem o conjugado ovino anti-
IgG total bovino diluido 5000 em PBS Tween
0,05% e incubado durante uma hora. O
conjugado foi produzido segundo metodologia
(Avrameas e Ternynck, 1971) e entao titulado
para estabelecer a diluigdo de trabalho.

As placas foram novamente lavadas e
acrescentadas o} substrato (o-
Phenylenediamine [1,2 — Benzenediamine] —
OPD) em tampado citrato pH 5,0 mais
peréxido de hidrogénio (H,O,), durante 20
minutos, a reagdo foi parada com a solugéo
H,SO, 1M. A leitura foi feita em leitor de
ELISA BIO-RAD® (168-1002 Modelo 680)
utilizando filtro com comprimento de onda de
492 nm de absorvancia e os resultados
expressos de acordo com o0 quociente
Amostra/Positivo  (A/P), obedecendo a
seguinte formula:

XA- XN
%zﬁa_ﬁ

Onde,

X A = Média da absorvancia a 492 nm da
duplicata da amostra.

}p = Média da absorvancia a 492 nm da
duplicata do soro padrao positivo.

X N = Média da absorvancia a 492 nm da
duplicata do soro padrao negativo.

Para todas as amostras utilizadas no ELISA
foi estabelecido um ponto de corte, calculado
a partir das duas maiores leituras do controle
negativo de cada ELISA  indireto
determinando a média acrescida de dois
desvios padrdes, a partir deste ponto com
uma absorvancia de 492 nm o0s soros sao
considerados positivos conforme
recomendado por Hartskeerl et al., (2001).

354 - TESTE DE
CRESCIMENTO

INIBIGAO DE

Um Teste de Inibicdo de Crescimento, ensaio
in vitro leptospiricida, foi realizado para
estabelecer o grau de protecdo conferido
pelas vacinas, o protocolo feito de acordo
com (Triphaty et al., 1973).

Foram escolhidos intervalos para avaliar os
niveis de IgG nos dias 0, 60, 240, 270, 330 e
420. Executou-se em sete bovinos de cada
grupo (exceto o grupo controle) o bioensaio
com cinco repeticbes de cada bovino

8 Bio-Rad Laboratories, Inc. (Califérnia - EUA)
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utilizando-se L. Hardjoprajitino amostra
Norma como antigeno a cada duzentos tubos
foi feito um controle positivo e negativo.

Em cada tubo foi adicionado 2,5 ml de meio
EMJH com 100 ul de antigeno com uma
concentragago de 1 X 10°  células/ml
previamente quantificado em camara de
Petroff-Hausser e com 14 dias de
crescimento em meio de cultura, juntamente
colocou-se 100 pl de soro estéril individual
previamente inativado em banho maria para o
sistema complemento durante 30 minutos a
56°C, dos animais de cada grupo. Os soros
foram filtrados com filtros de 0,45u de
porosidade do tipo MiIIipore9 em fluxo laminar.

Foi feita a bateria de cinco tubos com um soro
hiperimune de coelho previamente titulado
por Dot-blot alcangando um titulo de 1/12800
para o controle positivo e cinco tubos com um
soro de coelho negativo para Leptospira
Hardjoprajiitino amostra Norma.

Os resultados positivos para inibicdo
crescimento foram expressos pela leitura em
[dmina de cada tubo apdés 14 dias de
incubagao feita a contagem em um campo
para a visualizacdo de uma quantidade
menor de 10 células de leptospiras vivas,
acima disso o resultado foi anotado como
negativo.

3.6 — ANALISES ESTATISTICAS

Os titulos de anticorpos obtidos pelo teste
de aglutinagdo microscopica e pelo Ensaio
Imnunoenzimatico (ELISA indireto) foram
categoricamente pareados de acordo com o
variavel tempo (dias decorridos apods a
primeira aplicagdo da vacina), tratamento
(A, B, C, D, E, Controle {F}, G, H, I, J,K) e
sorovariedade individualmente analisada
(Hardjopraijiitino, Hardjopraijiitino amostra
Norma e Hardjobovis).

Os titulos do Teste de Aglutinagéo
Microscépica foram logaritmizados na base
10 e calculados as médias geométricas
destes respectivos titulos, também foram
calculados as médias aritméticas para os

o Millipore Corporation, USA.
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valores obtidos de DO(s) do ELISA. Ambos
as médias (aritméticas e geométricas) foram
submetidas ao teste Kruskal-Wallis, nao-
paramétrico, e comparados por outro teste
nao-paramétrico de comparagao multipla,
Dunn, testadas as hipoteses com 5% de
confiabilidade (Sampaio, 1998).

Um teste ndo paramétrico, correlagdo de
Spearman, foi utilizada para averiguar a
associagao entre os dados individuais das
DO(s) para a sorovariedade Hardjoprajiitino
amostra Norma com os dados categoéricos
para o teste de inibicao de crescimento.

A tabulacdo e o tratamento dos dados foram
efetuados com o auxilio de um pacote
estatistico denominado Graphpad prism 5.0
Instat for Windowns'°.

4 - RESULTADOS

41 - TESTE DE
CRESCIMENTO

INIBICAO DE

No teste de Inibicdo de crescimento nos
dias 0, 240, 330 e 420 em todas as vacinas
utilizadas ndo houve nenhum titulo de
aglutininas apreciaveis que produzisse
resultados de inibicdo de crescimento
(Anexos 1, 3 e 5).

Aproximadamente 80 % do total de vacinas
usadas no experimento produziram titulos
significativos estatisticamente no dia 60, que
perfaz, 30 dias apdés a dose de reforgo. A
vacina G e | produziram acima de 60 % de
inibicéo, as vacinas C e J 50%, vacinas A, E
e K 20%, vacinas D e H apenas 10% e a
vacina B nado produziu titulo —significativo
neutralizante para a Leptospira
Hardjopraijiitino amostra Norma (Graf. 1).

Apo6s 30 dias da revacinagao (dia 270), 80%
de todas as vacinas produziram titulos
neutralizantes detectaveis pelo teste de
inibicdo de crescimento (Graf. 2). A vacina
G produziu 80% de inibicdo de crescimento,
a vacina J 60%, vacinas C e D 50%, vacinas
E, H e | apenas 20%, a vacina A somente
10% e as vacinas B e K ndo produziram

10 GraphPad Software 11452 ElI Camino Real,
#215 San Diego, CA 92130 USA



titulo algum detectavel pelo teste de inibigéo
de crescimento.

A analise adequada de comparagao entre
os resultados de cada grupo do Teste de
Inibicdo é o Teste de Probit, regressao
logistica ordinal, o que leva a relagao entre
as concentragbes de cada sorovariedade
presentes nas vacinas com os dados de
inibigao.

Segundo a Coordenacdo de Produtos
Biolégicos MAPA/Brasilia, ndo existe
legislagdo que obrigue as industrias a
informarem as concentracdes celulares das

sorovariedades de leptospira presentes nas
vacinas. Desta forma, ¢é proibida a
publicagdo desta informacdo sobre estes
dados por serem considerados segredo
industrial.

Correlacionando os valores das densidades
Opticas do ELISA destes animais
individualmente com os dados categoricos
do Teste de Inibicdo de Crescimento por
meio da da correlagdo de Spearman obteve-
se um r = 0,5699, com um intervalo de
confianca de 0,4995 a 0,6329 que foi
significante para todos os grupos (Tab. 5).

Tabela 5: Correlagdo entre os valores de DO(s) do ELISA amostra Norma de soros individuais
com o Teste de Inibicdo de Crescimento em bovinos vacinados.

. Coeficiente r
Vacinas

Intervalo confianga

Correlagao significante

Spearman (95%) (o = 0,05)
Todos os grupos 0,5699 0,4995 a 0,6329 P< 0.0001
A 0,4462 0,1555 a 0,6658 P< 0,0031
B 0,2642 -0,05257 a 0,5326 P< 0,0909
C 0,6803 0,4672 a 0,8187 P<.0001
D 0,5611 0,3016 a 0,7432 P<0,0001
E 0,5086 0,2332 a 0,7084 P<0,0006
G 0,7573 0,5827 a 0,8650 P<0.0001
H 0,4462 0,1555 a 0,6658 P<0,0031
I 0,6460 0,4179 a 0,7974 P<0.0001
J 0,7110 0,5124 a 0,8374 P<0.0001
K 0,3690 0,0640 a 0,6110 P<0,0162
Ao avaliar os valores das OD(s) individuais r=0,7110, r=0,6803 e r= 0,6460,
em cada dia testado nos grupos de animais respectivamente.

vacinados e confrontando-se com os dados
categoricos do Teste de Inibicdo de
Crescimento dos grupos (A, B, C, D, E, G,
H, 1, J, K).

Os grupos A e H produziram r=0,4462
iguais, demonstrando uma correlagdo
significativa.

O Uunico grupo que nao apresentou uma
correlagdo significativa foi o grupo da B, o
qual apresentou um r= 0,2642 com o teste
de Inibicao de Crescimento.

Os grupos G, J, C e | apresentaram as
melhores correlagbes com  r=0,7573,

Dentre as correlagdes significativas o grupo
K foi a de menor valor apresentando-se,
com um r= 0,3690.

Os grupos da D e da E produziram r=0,5611
e r=0,5086 que foram semelhantes e
significativas.

42 - ANALISE ESTATISTICA DAS
MEDIAS EM RELAGAO AO TEMPO

Na tabela 6 as médias aritméticas das
DO(s) segundo os tempos de coleta sdo
apresentadas, demonstrando que somente
nos dias 30, 60, 90, 120, 150, 180, 270 e
300 as vacinas anti leptospira Hardjo
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induziram a produgdo de titulos de
anticorpos, cujos resultados  foram
estatisticamente significantes.

Tabela 6. Médias Aritméticas das OD(s)
obtidas no ELISA contra as sorovariedades
de Leptospiras Hardjo, Hardjobovis e
Norma, de acordo com o tempo apos a
vacinagao. Belo Horizonte, MG, 2007.

Média de titulos

Tempo (dias)

0 0,029 a
30 0,488 b
60 0,591 b
90 0,474 b
120 0,414 b
150 0,276 ¢
180 0,197 d
210 0,106 e
240 0,086 e
270 0,375 b
300 0,244 cd
330 0,176 d
360 0,107 e
390 0,064 ae
420 0,020 a

* valores com letras diferentes dentro da mesma
coluna diferem entre si (p < 0,05)

Na tabela 7 as médias geométricas dos
titulos segundo os tempos de coleta sao
apresentadas, demonstrando que somente
nos dias 30, 60, 90, 120 e 270 as vacinas
anti leptospira Hardjo induziram a producéo
de titulos de anticorpos, cujos resultados
foram estatisticamente significante.

A anadlise estatistica dos resultados obtidos
demonstrou que houve interacdo entre
tempo, a sorovariedade e a vacina aplicada
(p<0,05) quando comparados as médias
aritméticas das DO(s) e as médias dos
logaritmos dos titulos pelo teste néo
paramétrico Kruskal-Wallis. Os resultados
foram comparados por outro teste néo
paramétrico, o teste multiplo de Dunn.
Portanto, houve influéncia dos fatores acima
citados na inducdo da produgido de
anticorpos apods a aplicagdo das vacinas
nos animais.
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Tabela 7: Médias Geométricas dos
Logaritmos dos titulos obtidos no Teste de
Microaglutinacdo contra as sorovariedades
de Leptospiras Hardjo, Hardjobovis e
Norma, de acordo com o tempo apds a
vacinacgdo. Belo Horizonte, MG, 2007.

Tempo (dias) Média de titulos

0 0,000 a
30 1,298 b
60 1,983 ¢
90 1,546 b
120 1,411 d
150 1,296 e
180 1,104 ae
210 0,000 a
240 0,000 a
270 1,334 d
300 1,276 e
330 1,040 a
360 0,000 a
390 0,000 a
420 0,000 a

* valores com letras diferentes dentro da mesma
coluna diferem entre si (p < 0,05)

4.3 — Andlise estatistica das médias em
relagdo a sorovariedade

Comparando-se as médias aritméticas
gerais das DO(s) contra cada sorovariedade
testada no ELISA indireto (Tab. 8) verificou-
se que a sorovariedade que obteve maior
média foi a Hardjobovis, mas nao diferiu da
amostra Norma. A sorovariedade Hardjo foi
a amostra que demonstrou menor
desempenho em relagdo a amostra
Hardjobovis.

Tabela 8: Médias Aritméticas das OD(s)
obtidas contra cada sorovariedade no
decorrer do estudo apds a vacinagéo. Belo
Horizonte, MG.2007.

Sorovariedade Média de titulos

Hardjo 0,2360 a
Norma 0,2477 ab
Hardjobovis 0,3099 b

*valores com letras diferentes dentro da mesma
coluna diferem entre si (p<0,05)

Quando as médias gerais dos logaritmos de
titulos de cada sorovariedade testada pelo
teste de microaglutinagao foram
comparadas (Tab. 9), verificou-se que a



sorovariedade Hardjo foi a que demonstrou
melhor desempenho em relagdo a amostra
Norma, mas nao diferiu estatisticamente da
amostra Hardjobovis.

Tabela 9: Médias dos logaritmos dos titulos
obtidos no Teste de Microaglutinagdo contra
cada sorovariedade no decorrer do estudo
apoés a vacinagdo. Belo Horizonte, MG.
2007.

Sorovariedade Média de titulos

Norma 0,2805 a
Hardjobovis 0,4181b
Hardjo 0,4951b

*valores com letras diferentes dentro da mesma
coluna diferem entre si (p<0,05)

4.4 - Andlise estatistica das médias
aritméticas do ELISA indireto

As médias aritméticas normalizadas de
todos os antigenos utilizados no ensaio
imunoenzimatico indireto sdo descritas nos
anexos 7,8 e 9.

Utilizando-se o antigeno Hardjopraijiitino
amostra Norma no ensaio imunoenzimatico
todas as vacinas induziram resposta
detectavel pelo teste.

O grupo A produziu um pico de resposta no
dia 60 apds o reforgo com declinio até o dia
240 apdés a vacinagao, onde houve uma
revacinagao e novamente um novo pico no
dia 270 (Graf. 3) .

O grupo B somente produziu um pico de
reposta detectavel no dia 270 apds a
revacinagdo (Graf. 4). Contrariamente o
grupo C produziu um pico de resposta no
dia 30, e estes persistiram até ao dia 120
onde declinaram até no dia 210 apds a
vacinacao. Apés trinta dias da revacinagéo
foi evidenciado uma nova elevagdao da
resposta no dia 270 e um posterior gradual
declinio até o dia 390 apds a revacinagao
(Graf. 5).

Diferentemente, o grupo D apresentou a
maior resposta somente no dia 120,
perfazendo 90 dias apés a ultima dose e
semelhantemente uma nova resposta no dia
270 com pouca persisténcia (Graf. 6).

Comparativamente semelhante ao grupo C,
a resposta do grupo E (Graf. 7) produziu
uma reposta no dia 30 apds a primeira dose
que persistiu até no dia 120, a partir do qual
vieram a declinar até o dia 210 e novamente
se elevaram no dia 270, devido a
revacinagao.

O grupo G (Graf. 8) foi o grupo que
apresentou os maiores valores de médias
entre todos os grupos testados, produzindo
uma evidente elevagdao na resposta que
atingiu seu pico no dia 120 e declinou até o
dia 240 apds a vacinagdo e novamente se
elevou no dia 270, devido a revacinagao e
ocorreu um novo declinio até o dia 420.

O grupo H também produziu titulos
detectaveis seguindo o mesmo padrdo dos
outros grupos com persisténcia até no dia
120 e declinio até no dia 240 e novamente
um pico no dia 270 decorrente da
revacinagao (Graf. 9).

Com menor intensidade do que o grupo G, o
grupo | (Graf. 10) produziu titulos
apreciaveis que persistiram até o dia 120 e
vieram declinando até o dia 240 e
novamente produziu uma nova reposta no
dia 270 apdés a revacinagdo seguindo o
mesmo padrao de resposta de todos os
grupos.

O grupo J diferentemente de todos os
outros grupos produziu uma persisténcia até
o dia 150 apo6s a vacinagao(Graf. 11).

Comparativamente diferente, o grupo K néo
produziu uma reposta apreciavel no dia 270,
ap6s 30 dias da revacinagao (Graf. 12).

Comparando estas médias entre as vacinas
dentro dos referidos tempos de coleta o
grafico 13 demonstra que no dia 30 os
grupos A, B, D, E, H e K ndo diferiram
significativamente do controle negativo.
Para os grupos C, G, | e J os valores das
médias nao diferem entre si utilizando-se a
sorovariedade  Hardjoprajiitino  amostra
Norma.

Para o dia 60 mantiveram-se os mesmos
grupos (A, B, D, E, H e K) do dia 30 néo
havendo diferenca estatistica do valor
encontrado para o grupo controle negativo e
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permanecendo os grupos C, G, |, e J ndo
diferindo entre si mas superiores aos
demais (Graf. 14).

O grafico 15 demonstra a comparagdo dos
valores médios para o dia 90 entre os
grupos de animais vacinados. Os grupos A,
B, D e K néao diferiram do grupo controle
negativo e os demais grupos ( C, E, G, H, |
e J) ndo diferem entre si.

No dia 120 (Graf. 16) houve um aumento
dos grupos que nao diferiram do controle
negativo com o decorrer do tempo apds a
vacinagdo. Os grupos AB, D, E, H, | e K
ndo apresentaram diferengca estistica
significativa quando comparadas com o
grupo controle. Os grupos C, G e J nédo
diferem entre si estatisticamente e
demonstram manutengao de titulos 60 dias
apobs a revacinagao.

O mesmo perfil de valores médios
permaneceu no dia 150 em relagdo ao dia
120 nos grupos de animais vacinados
(Graf. 17).

O grafico 18 demonstra os valores médios
com 180 dias decorridos do experimento,
onde somente o grupo G diferiu
estatisticamente do grupo controle negativo
na manutengao dos titulos.

Para o dia 270 (trinta dias apds a
revacinagao) somente os grupos A, B, H, |,
e K ndo diferem do grupo controle negativo.
Os demais grupos C, D, E, G e J nédo
diferem entre si, mas apresenta diferencga
significativa aos demais grupos (Graf. 19).

O grafico 20 demonstra as comparagdes
dos valores médios no dia 300 ( sessenta
dias apds a revacinagao). Os grupos A, B,
E, H, J e K ndo diferem do controle
negativo. Os demais grupos C, D, G e |
demonstram valores médios que nao
diferem entre si mas estatisticamente
superiores.

Utilizando a sorovariedade Hardjoprajiitino a
reposta apresentada pelo grupo A
apresentou menor persisténcia, e os picos
foram atingidos nos dias 30 e 270,
respectivamente (Graf. 21).
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Somente uma reposta apreciavel foi atingida
no dia 270 para o grupo B onde foi de baixa
amplitude (Graf. 22).

Diferentemente do grupo anterior, no grupo
C a reposta foi persistente até no dia 120
apos a vacinagao e aumentou no dia 270,
trinta dias apds a revacinacao (Graf. 23).

Comparativamente semelhante ao grupo C,
o grupo D diferiu apenas na persisténcia
desta resposta que permaneceu até o dia
300 depois da revacinacao (Graf. 24).

O Grupo E produziu uma reposta
semelhante ao grupo anterior diferindo
somente na magnitude da reposta no dia
270 ap6s a revacinagao (Graf. 25).

Novamente o grupo G foi o que produziu
uma reposta de maior valor e magnitude
utilizando o antigeno Hardjoprajiitino quando
comparada com os demais grupos do
mesmo antigeno utilizado. Um fato
interessante foi a persisténcia da resposta
até o dia 240 apoés a vacinagdo e
novamente veio a persistir até o dia 420
com alguma resposta (Graf. 26).

Os Graficos (27 ao 29) relativos aos grupos
H, | e J foram semelhantes em termos de
dindmica diferindo apenas na magnitude de
resposta.

O grupo K nao produziu reposta significativa
no dia 270 apds a revacinagdo conforme
apresentado no grafico 30.

O Grafico 31 demonstra as comparacgdes de
médias entre os grupos de animais
vacinados no dia 30 utilizando o antigeno
Hardjoprajitino presente na formulagao de
todas as bacterinas comerciais. As vacinas
B, D, H e K nao apresentaram diferenca
significativa quando comparadas com o
controle negativo. Diferentemente, os
grupos A, C, E, G, | e J ndo diferiram entre
si, mas foram estatisticamente superiores
aos demais.

No dia 60 (Graf. 32) os os grupos A, B, D e
K apresentaram valores de médias das
DO(s) nao discordantes do controle
negativo. Os grupos C, E, G, H, | e J ndo
diferem entre si mas possuem médias



significativas em relagdo ao controle
negativo.

No dia 90 (Graf. 33), somente os grupos A,
B e K nao diferiram do controle negativo. Os
grupos C, D, E, H, |, J, e K apresentaram
valores de médias ndo discordantes entre
si, mas estatisticamente discordantes em
relagdo ao grupo controle negativo.

O Grafico 34 demonstra as comparagoes
das médias aos 120 dias de experimento,
onde houve um aumento de grupos que néo
diferiram do grupo controle negativo (A, B, I,
J e K). Os demais grupos: C, D, E, Ge H
nao diferiram entre si mas obtiveram
diferencas significativas em relacdo ao
grupo controle negativo.

Com 150 dias de experimento (Graf. 35)
novamente houve um aumento dos grupos
que nao diferiram do grupo controle
negativo, (grupos A, B, E, H, I, J e K),
permanecendo os grupos C, D e G com
diferengas significativas em relagdo ao
controle negativo.

Perfazendo 180 dias decorridos do
experimento (Graf. 36). Os grupos A, B, E,
H, I, J e K apresentaram médias que nao
diferiram  significativamente do  grupo
controle negativo. Os demais grupos ( C, D
e G) possuem valores que nao discordam
entre si, mas sdo estatisticamente
significativos em relagao ao grupo controle
negativo.

Trinta dias apds a revacinagéo, no dia 270
(Graf. 37) houve uma diminuigédo dos grupos
que nao diferiram do grupo controle
negativo, permanecendo os grupos (A, B, E,
H e K) com valores de médias que nao
diferiram do controle negativo. Os demais
grupos restantes (C, D, G, | e J) possuem
médias que ndo sdo discordantes entre si,
mas sdo estatisticamente significantes.

O Grafico 38 demonstra somente trés
grupos (C, D e G) que mantiveram valores
de médias de titulos suficientes para
diferirem  significativamente do  grupo
controle negativo. Os demais grupos (A, B,
E, H, I, J, e K) ndo diferiram do grupo
controle negativo.

Utilizando-se o antigeno Hardjobovis no
ensaio imunoenzimatico, o grupo A produziu
um pico no dia 30 apdés a primeira dose
onde nao ocorreu uma persisténcia em
decorréncia do reforgo (Graf. 39).

Semelhantemente ao comportamento do
grupo B utilizando-se os outros antigenos
anteriores, com Hardjobovis este grupo nao
produziu resposta significativa apdés a
vacinagao e a revacinacao (Graf. 40).

Os grupos C e D  produziram
comportamento semelhante em termos de
dindmica da reposta vacinal (Graficos 41 e
42). O grupo E também apresentou
resposta semelhante, porém de menor
intensidade (Graf. 43).

Utilizando-se o antigeno Hardjobovis o
grupo G produziu a maior resposta em
termos de amplitude e comparativamente
semelhante aos outros antigenos em termos
de persisténcia de resposta (Graf. 44).

Os Graficos 45 a 47 demonstram o
comportamento dos grupos H, | e J que
foram semelhantes em termos de reposta
vacinal diferindo apenas que o grupo H, o
qual nao produziu reposta substancial no
dia 30.

O grupo K produziu alguma reposta
somente com 30 e 60 dias apos a vacinagao
e reforgo, mas de baixa magnitude e de
curta duracdo e ndo desenvolvendo
resposta no dia 270 apds a revacinagao
(Graf. 48).

Em termos de comparagdes de médias para
a sorovariedade Hardjobovis, no dia 30
apos a primeira dose da vacina, 0s grupos
B, D, H e K nao diferenciam entre si e ndo
diferiram do controle negativo, entretanto os
grupos A, C, E, G, | e J apresentaram
diferenga significativa quando comparadas
com o controle negativo (Graf. 49).

Trinta dias apds o reforgo no dia 60 houve
uma mudanga no perfil de médias com
aumento de grupos que nao diferiram do
controle negativo, (grupos A, B, D, E, e K),
contudo, os grupos C, G, H, | e J obtiveram
diferenga significativa do controle negativo
(Graf. 50).
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O Gréfico 51 demonstra os resultados do
dia 90, onde houve novamente um alteragao
no perfil das médias em relagdo ao dia 60.
Os grupos A, B, E e K ndo diferiram do
controle negativo e houve uma diminuicdo
dos grupos que nao diferem do controle
negativo. O grupos C, D, G, H, | e J
alcangaram valores médios com diferenca
estatistica significativa em relagdo ao grupo
controle negativo.

Novamente houve uma alteragdo no perfil
no dia 120 decorridos do experimento (Graf.
52) com acréscimo de mais um grupo aos
grupos que nao diferenciaram do controle
negativo (Grupos A, B, E, H e K), entretanto
os grupos C, D, G, | e J permaneceram
estatisticamente superiores em relagdo ao
controle negativo.

Somente os grupos C e G (Graf. 53)
obtiveram diferenga significativa em relagéo
ao grupo controle negativo, determinando
uma alteragdo substancial no perfil de
comparagao de médias no dia 150 onde os
grupos A, B, D, E, H, I, J, e K ndo obtiveram
diferenca significativa em relagcdo ao
controle negativo.

O Grafico 54 demonstra a comparagéo de
médias para o dia 180, onde novamente
houve alteragdo no perfil anterior. Somente
o grupo G diferenciou-se do grupo controle
negativo com todos os outros grupos nao
obtendo diferenca significativa
estatisticamente do controle negativo.

Devido a revacinagao no dia 270 (trinta dias
apos a revacinagado) o perfil das médias
alterou-se novamente. Todos os grupos
com excecgao dos grupos A, B, H e K foram
estatisticamente superiores ao controle
negativo (Graf. 55).

No dia 300 (Grafico 56) houve uma pequena
alteracdo em relacdo ao dia 270 com a
inclusdo de mais um grupo que né&o
diferenciou-se do controle negativo (Grupos
A, B, E, H e K) permanecendo o restante
dos grupos com diferencas significativas
estatisticamente do controle negativo.

4.5 — Anadlise estatistica das médias do
Teste de Microaglutinagao
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Utilizando-se do teste de microaglutinagéo
com a sorovariedade Hardjoprajiitino
amostra Norma o grupo A produziu um pico
de resposta no dia 30 apds a primeira dose
que declinou até o dia 90. Um novo pico foi
observado no dia 270, trinta dias apods a
revacinagdo, mas de pequena amplitude e
de curta duracao (Graf. 57).

O Grupo B produziu resposta semelhante
ao grupo anterior no teste de
microaglutinacdo com a diferenca de que o
titulo declinou no dia 60 (Graf. 58).

Diferentemente dos dois grupos anteriores o
grupo C produziu uma reposta de maior
intensidade e mais duradoura onde o titulo
veio a persistir até o dia 90 e ainda no dia
120 havia  algum  titulo  residual,
posteriormente no dia 300 havia titulo
residual (Graf. 59).

Semelhantemente ao grupo anterior, o
grupo D produziu uma resposta até o dia 90
€ um novo pico no dia 270 que nao persistiu
declinando ja no dia 300 (Grafico 60), fato
também observado no grupo E (Graf. 61).

O grupo G produziu reposta de maior
intensidade e de longa duragédo se
comparado aos outros grupos com reposta
até o dia 180 apdés a vacinacédo, e titulos
residuais até o dia 330 apds a revacinagao
(Graf. 62).

Ao contrario deste grupo anterior, o grupo H
apresentou uma reposta pouco duradoura
atingindo titulos residuais até o dia 90 e
uma pequena elevagdo no dia 270 que
rapidamente desaparece (Graf. 63).

A semelhanga do grupo anterior, os grupos |
e K produziram uma reposta até o dia 90
ap6s a vacinagao, mas nao apresentaram
titulos apds a revacinacdo (Graf. 64 e 66).

O titulo persistiu até o dia 120 apds a
vacinagdo e uma nova reposta foi
evidenciada no dia 270 apds a revacinagao
para o grupo J (Graf. 65).

Comparando-se as médias de reposta no
dia 30 verificou-se que os grupos B, D, E,
H, I, J e K ndo diferiram do grupo controle
negativo, e os grupos A, C e G obtiveram



diferenga significante estatisticamente em
relacdo ao controle negativo. Os grupos da
C e G foram as melhores vacinas que
obtiveram as melhores médias n&o diferindo
entre si (Graf. 67).

Houve uma mudanga no perfil de médias no
dia 60, onde somente os grupos A, B, D, E e
K n&o produziram uma resposta significativa
comparando-se ao controle negativo,
entretanto os grupos restantes (C, G, H, | e
J) foram estatisticamente superiores (Graf.
68).

Somente os grupos C, J e G apresentaram
médias significantes estatisticamente ao
final de 90 dias do experimento, diferindo do
controle negativo. Os grupos restantes A, B,
D, E, H, I e K ndo diferiram estatisticamente
do grupo controle negativo com uma
observacéo importante de que os grupos A
e B ndo apresentaram resposta alguma
(Graf. 69).

Ao final de 120 dias de experimento (Grafico
70) somente o grupo G possuia titulos que
foram diferentes estatisticamente do grupo
controle negativo, entretanto, todos os
outros grupos (A, B, C, D, E, H, I, J e K)
somente possuiam titulos residuais que nao
diferiram do grupo controle negativo.

Apos 30 dias da revacinagdo (dia 270)
somente os grupos C e G apresentaram
titulos significantes que diferiram do controle
negativo. Os demais grupos A, B, D, E, H, |,
J e K nado produziram titulos significantes
que diferencia-se do grupo controle
negativo. Tais grupos néo foram capazes de
produzir titulos mesmo apds a estimulagéo
com a dose de revacinacao (Graf. 71).

Utilizando-se o antigeno Hardjoprajiitino no
teste de microaglutinagédo, os grupos A e B
produziram titulos persistentes até o dia 150
apos a vacinagdo e uma nova elevagao
nestes titulos no dia 270 apds a revacinacgao
foi observada, porém, no grupo B os titulos
foram de menor intensidade (Graf. 72 e 73).

Diferentemente dos dois grupos anteriores
os grupos C e D produziram titulos em
maior magnitude chegando até o dia 150
apo6s a vacinacao e com titulos residuais até

o dia 300 apds a revacinagao (Graf. 74 e
75).

Apesar do grupo E apresentar titulos
residuais até o dia 150 apds a vacinacao,
este grupo nio obteve titulos significativos
apos a revacinagao (Graf. 76).

O grupo G (Graf. 77) foi novamente o grupo
que apresentou a maior persisténcia e
magnitude de reposta com os titulos
permanecendo até o dia 180 apds a
vacinagdo e até o dia 330 apds a
revacinagao.

O titulo permaneceu somente até o dia 120
apos a vacinagao para o grupo H, com uma
pequena elevacdo no dia 270 apds a
revacinagdo que rapidamente declinou
(Graf. 78), fato também observado para o
grupo | (Graf. 79).

Para o grupo J foi observado titulo residual
até o dia 150 apods a vacinagdo com uma
nova elevagdo no dia 270, devido a
revacinagéo no dia 240 e com persisténcia
até o dia 300 (Grafico 80). Fato néo
observado para o grupo K que apresentou
titulo residual até o dia 120, mas n&o houve
uma nova elevacdo neste titulo devido a
revacinagao (Graf. 81).

Utilizando-se das comparagbes de médias
(Graf. 82) os grupos que melhor se
comportaram foram A, B, C, D, E, G, | e J.
Os outros dois grupos (H e K) n&o diferiram
do controle negativo. Esta comparacéo de
médias foi a que melhor demonstrou
resultados, provavelmente por ser tratar do
antigeno Hardjopraijitino (antigeno homadlogo
as sementes de leptospiras utilizadas na
preparagao das vacinas comerciais).

O grafico 83 demonstra o dia 60 (trinta dias
apos o reforgo). Os grupos A, B e K ja ndo
possuiam titulos de aglutininas significantes
que fossem diferentes do controle negativo,
entretanto os grupos CD,E.GH,) e J
tiveram médias de titulos significantes
estatisticamente.

Houve uma mudanca no perfil de médias no
dia 90 comparando-se ao ponto no tempo
anterior, onde houve um aumento de grupos
que nao diferenciam do grupo controle
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negativo (Grupos: A,B,E,l e K). Os demais
grupos C,D,E,H e J ainda permaneciam
com titulos suficientes para diferenciarem
do grupo controle negativo (Graf. 84).

Quatro meses apdés a primeira dose
somente os grupos C, D, G e | possuiam
titulos  significantes estatisticamente do
grupo controle negativo, entretanto os
grupos A, B, E, H, | e K ndo mantiveram
titulos que fossem diferentes do grupo
controle negativo (Graf. 85).

Mesmo apds a revacinagdo no dia 240 do
experimento somente o grupo G
demonstrou  titulos  suficientes para
diferenciar do grupo controle negativo,
entretanto os outros grupos (A, B ,C, D, E,
H, I, J e K), ndo obtiveram médias que
fossem diferentes do controle negativo
(Graf. 86).

Usando o antigeno Hardjobovis no teste de
microaglutinagdo, o grupo A produziu
somente titulo até o dia 150 sendo este
residual e ndo houve a presenga de titulo
para a imunoglobulina da classe M apés a
revacinagao (Graf. 87).

Ao contrario do grupo anterior o grupo da B
produziu dois pequenos picos de titulos nos
dias 30 e 270 respectivamente, mas de
curta duragdo e baixa intensidade (Graf.
88).

Os grupos C, D e E comportaram-se de
forma semelhante tendo titulos residuais até
o dia 150, porém a intensidade deste titulo
neste dia foi visualmente superior no grupo
C. Houve uma persisténcia até o dia 300 do
grupo D neste titulo, fato ndo observado no
grupo C e E (Graf. 89, 90 e 91).

Para o grupo G o titulo foi observado até o
dia 180 apods a vacinagao de forma residual
e uma nova elevagdo neste titulo foi
observada no dia 270 que permaneceu até
o dia 330 de forma também residual. Este
grupo apresentou a maior média de titulos
para esta sorovariedade se comparado a
este mesmo grupo com a utilizagdo das
outras sorovariedades (Graf. 92).

Comportamento semelhante ocorreu entre
os grupos H, | e J onde houve a persisténcia
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até o dia 150 com titulos residuais para
todos estes grupos, porém o grupo J
apresentou uma nova elevagao no dia 270
provinda da revacinagcdo, fato que nao
ocorreu nos grupos H e | de forma
significativa (Graf. 93, 94 e 95).

O grafico 96 apresenta o comportamento do
grupo K frente ao antigeno Hardjobovis
onde o titulo persistiu somente até o dia 120
apos a vacinagcado e nao houve resposta a
revacinagao.

Os resultados das comparagdes de médias
revelaram que somente os grupos B, H e K
ndo diferem do grupo controle negativo no
dia 30 (Graf. 97), entretanto, os grupos A, C,
D, E, G, | e J foram os grupos que
obtiveram as melhores médias de reposta
diferindo  estatisticamente do controle
negativo.

Mesmo apds a dose de reforco no dia 60
(Graf. 98) os grupos A, B, E e K néo
produziram médias de titulos suficientes
para se diferenciarem do controle negativo,
entretanto os grupos CD,GH,| e J
produziram médias que foram superiores e
significantes estatisticamente.

Decorridos 90 dias do experimento (Graf.
99) os grupos A, B, E, | e K ja ndo possuiam
titulos para diferenciar-se do controle
negativo, contudo os grupos C, D, G, He J
permaneceram com as médias de titulos
com signicancia estatistica e diferentes do
controle negativo.

Houve um aumento de grupos (A, B, E, I, J
e K) que ndo diferenciaram do controle
negativo com o decorrer do tempo no dia
120 (Graf. 100), no entanto os grupos C,D,G
e H ainda possuiam titulos diferenciando-se
do controle negativo e estatisticamente
superiores.

Mesmo apds a revacinagdo no dia 270
(trinta dias apds a revacinagao) somente o
grupo G obteve titulos diferenciando-se do
controle negativo, todos os outros grupos A,
B, C, D, E, H I, J e Kndo alcangaram
médias de titulos suficientes
estatisticamente para diferenciar-se do
grupo controle negativo (Graf. 101).
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Grafico 1: Porcentagem de inibigdo de crescimento de Hardjo, amostra Norma em soros de
bovinos vacinados apés 60 dias da primeira dose.
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Grafico 2: Porcentagem de inibicdo de crescimento de Hardjo, amostra Norma em soros de
bovinos vacinados apés 30 dias da revacinagao.
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Grafico 3 : Niveis de IgG determinados pelo o ELISA com Hardjoprajitino amostra Norma
apos os protocolos de vacinagao em bovinos de todos os grupos.
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Gréafico 4 : Niveis de IgG determinados pelo o ELISA com a amostra Norma
apos a vacinagédo em bovinos do grupo A.
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Grafico 5 : Niveis de IgG determinados pelo ELISA com a amostra Norma
apos a vacinagéo em bovinos do grupo B.
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Grafico 6 : Niveis de IgG determinados pelo ELISA com a amostra Norma
apoés a vacinagao em bovinos do grupo C.
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Grafico 7 : Niveis de IgG determinados pelo ELISA com a amostra Norma
apos a vacinagdo em bovinos do grupo D.
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Grafico 8 : Niveis de IgG determinados pelo ELISA com a amostra Norma
apos a vacinagao em bovinos do grupo E.
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05 Grafico 9 : Niveis de IgG determinados pelo ELISA com a amostra Norma
apos a vacinagéo em bovinos do grupo G.
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Grafico 10 : Niveis de IgG determinados pelo ELISA com a amostra Norma
apoés a vacinagdo em bovinos do grupo H.
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0.5 Grafico 11 : Niveis de IgG determinados pelo ELISA com a amostra Norma

apos a vacinagcéo em bovinos do grupo .

2.0+

. *=Primeira vacinagéo,**=Reforgo, ***=Revacina(;éo|

1 + ]
1.5+

] -©- C.NEGATIVO

i -l PONTO DE CORTE
1.0+

MEDIA ARITMETICA DO(s) ELISA

30 60 90 120 150 180 210 240++270 300 330 360 390 420
DIA APOS VACINA(}AO

Grafico 12 : Niveis de IgG determinados pelo ELISA com a amostra Norma
apos a vacinagéo em bovinos do grupo J.
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Grafico 13 : Niveis de IgG determinados pelo ELISA com a amostra Norma
apos a vacinagao em bovinos do grupo K.
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Grafico 14 : Comparagao de médias pelo Teste de Dunn dos
grupos vacinados no dia 30 pelo ELISA amostra Norma.
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Grafico 15 : Comparagéo de médias pelo Teste de Dunn
dos grupos vacinados no dia 60 pelo ELISA amostra Norma.
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Grafico 16 : Comparagéo de médias pelo Teste de Dunn dos
grupos vacinados no dia 90 pelo ELISA amostra Norma.
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grupos vacinados no dia 150 pelo ELISA amostra Norma.

Grafico 18 : Comparagéo de médias pelo Teste de Dunn dos
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Grafico 20 : Comparagdo de médias pelo Teste de Dunn dos

grupos vacinados no dia 270 pelo ELISA amostra Norma.
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Gréfico 21 : Comparagado de médias pelo Teste de Dunn dos
grupos vacinados no dia 300 pelo ELISA amostra Norma.
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Grafico 22 : Niveis de IgG determinados pelo ELISA com a amostra Hardjoprajitino apds
a vacinagdo em bovinos de todos os grupos.
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Grafico 23 : Niveis de IgG determinados pelo ELISA com a amostra Hardjoprajitino apds
a vacinagaéo em bovinos do grupo A.
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Grafico 24 : Niveis de IgG determinados pelo ELISA com a amostra Hardjopraijitino
ap6s a vacinacao em bovinos do grupo B.
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Grafico 25 : Niveis de IgG determinados pelo ELISA com a amostra Hardjopraijitino
apos a vacinagado em bovinos do grupo C.
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Grafico 26 : Niveis de IgG determinados pelo ELISA com a amostra Hardjopraijitino

apos a vacinagdo em bovinos do grupo D.
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Grafico 27 : Niveis de IgG determinados pelo ELISA com a amostra Hardjopraijitino
apos a vacinacao em bovinos do grupo E.
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Grafico 28 : Niveis de IgG determinados pelo ELISA com a amostra Hardjoprajitino
apos a vacinagdo em bovinos do grupo G.
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Grafico 29 : Niveis de IgG determinados pelo ELISA com a amostra
Hardjopraijitino apds a vacinagdo em bovinos do grupo H.
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Grafico 30 : Niveis de IgG determinados pelo ELISA com a amostra Hardjoprajitino apés
a vacinagdo em bovinos do grupo .
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Grafico 31 : Niveis de IgG determinados pelo ELISA com a amostra Hardjoprajitino
apos a vacinagao em bovinos do grupo J.
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Grafico 32 : Niveis de IgG determinados pelo ELISA com a amostra Hardjoprajitino
ap6s a vacinagado em bovinos do grupo K.
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Grafico 34 : Comparagao de médias pelo Teste de Dunn dos
grupos vacinados no dia 60 pelo ELISA amostra Hardjoprajitino.
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Gréfico 35 : Comparagao de médias pelo Teste de Dunn dos
grupos vacinados no dia 90 pelo ELISA Amostra Hardjoprajitino.
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Grafico 36 : Comparagdo de médias pelo Teste de Dunn dos
grupos vacinados no dia 120 pelo ELISA amostra Hardjoprajitino.
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vacinados no dia 180 pelo ELISA amostra Hardjoprajitino.

Grafico 38 : Comparagéo de médias pelo Teste de Dunn dos grupos
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Grafico 39 : Comparagdo de médias pelo Teste de Dunn dos
grupos vacinados no dia 270 pelo ELISA amostra Hardjoprajitino.
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Gréfico 40 : Comparagéo de médias pelo Teste de Dunn dos grupos
vacinados no dia 300 pelo ELISA amostra Hardjoprajitino.
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Grafico 41 : Niveis de IgG determinados pelo ELISA com a amostra Hardjobovis apés a
vacinagéo em bovinos de todos os grupos.
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Grafico 42 : Niveis de IgG determinados pelo ELISA com a amostra Hardjobovis apds a
vacinagéo em bovinos do grupo A.
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Grafico 43 : Niveis de IgG determinados pelo ELISA com a amostra Hardjobovis apos a
vacinagdo em bovinos do grupo B.
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Grafico 44 : Niveis de IgG determinados pelo ELISA com a amostra Hardjobovis apés a
vacinagado em bovinos do grupo C.
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Grafico 45 : Niveis de IgG determinados pelo ELISA com a amostra Hardjobovis apés a
vacinagdo em bovinos do grupo D.
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Grafico 46 : Niveis de IgG determinados pelo ELISA com a amostra Hardjobovis
ap6s a vacinagao em bovinos do grupo E.
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Grafico 47 : Niveis de IgG determinados pelo ELISA com a amostra Hardjobovis apés a
vacinagdo em bovinos do grupo G.
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Grafico 48 : Niveis de IgG determinados pelo ELISA com a amostra Hardjobovis
apos a vacinagao em bovinos do grupo H.

64



MEDIA ARITMETICA DO(s) ELISA

MEDIA ARITMETICA DO(s) ELISA

*kk.

*=Primeira vacinagao,**=Reforgo, =Revacinagéo|

i 2l
=©= C.NEGATIVO
=B PONTO DE CORTE

DIAS APOS VACINAGAO

Grafico 49 : Niveis de IgG determinados pelo ELISA com a amostra Hardjobovis
apos a vacinagdo em bovinos do grupo I.
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Grafico 50 : Niveis de IgG determinados pelo ELISA com a amostra Hardjobovis apés a
vacinagado em bovinos do grupo J.
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Grafico 51 : Niveis de IgG determinados pelo ELISA com a amostra Hardjobovis apds a
vacinagédo em bovinos do grupo K.
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Grafico 52 : Comparagéo de médias pelo Teste de Dunn dos grupos
vacinados no dia 30 pelo ELISA amostra Hardjobovis.
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grupos vacinados no dia 90 pelo ELISA amostra Hardjobovis.

Grafico 54 : Comparagéo de médias pelo Teste de Dunn dos



** =P <0.05
*= nao significatico

DIA 120

*k

RRREAIIIMIMMNKR
7R .

S ANt N N
INNAN AN

VACINAS

Grafico 55 : Comparagéo de médias pelo Teste de Dunn dos grupos

vacinados no dia 120 pelo ELISA amostra Hardjobovis.
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Gréfico 56 : Comparagédo de médias pelo Teste de Dunn dos grupos
vacinados no dia 150 pelo ELISA amostra Hardjobovis.
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Grafico 57 : Comparagao de médias pelo Teste de Dunn dos
grupos vacinados no dia 180 pelo ELISA amostra Hardjobovis.
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Gréfico 58 : Comparagao de médias pelo Teste de Dunn dos grupos

vacinados no dia 270 pelo ELISA amostra Hardjobovis.
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Grafico 59 : Comparagéo de médias pelo Teste de Dunn dos grupos
vacinados no dia 300 pelo ELISA amostra Hardjobovis.
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Grafico 60 : Aglutininas contra a sorovariedade Hardjo amostra Norma detectadas pelo Teste de
Microaglutinagéo, no periodo de 0 a 420 dias apds a vacinagéo, em bovinos de todos os grupos.
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Grafico 61 : Aglutininas contra a sorovariedade Hardjo amostra Norma detectadas pelo Teste

de M
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icroaglutinagao, no periodo de 0 a 420 dias apds a vacinagéo, em bovinos do grupo A.
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Grafico 62 : Aglutininas contra a sorovariedade Hardjo amostra Norma detectadas pelo Teste de

Microaglutinagdo, no periodo de 0 a 420 dias apds a vacinagéo, em bovinos do grupo B.
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Grafico 63 : Aglutininas contra a sorovariedade Hardjo amostra Norma detectadas pelo Teste de
Microaglutinagéo, no periodo de 0 a 420 dias apds a vacinagéo, em bovinos do grupo C.
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Grafico 64 : Aglutininas contra a sorovariedade Hardjo amostra Norma detectadas pelo Teste
de Microaglutinagéo, no periodo de 0 a 420 dias ap6s a vacinagao, em bovinos do grupo D.
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Grafico 65 : Aglutininas contra a sorovariedade Hardjo amostra Norma detectadas pelo Teste
de Microaglutinagéo, no periodo de 0 a 420 dias apds a vacinagao, em bovinos do grupo E.
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Grafico 66 : Aglutininas contra a sorovariedade Hardjo amostra Norma detectadas pelo Teste de

Microaglutinagdo, no periodo de 0 a 420 dias apds a vacinagédo, em bovinos do grupo G.

73



2.70
2.55 -+
2.40
2.25+
2.10
1.95

MEDIA GEOMETRICA (Log)

0*

*kk,

| (*=Primeira vacinagao, **=Reforgo, ***=Revacinagao) |

- H
=©~ C. Negativo

30** 60 90 120 150 180 210 240*** 270 300 330 360 390 420
DIAS APOS PRIMEIRA VACINAGAO

Grafico 67 : Aglutininas contra a sorovariedade Hardjo amostra Norma detectadas pelo Teste
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Grafico 68 : Aglutininas contra a sorovariedade Hardjo amostra Norma detectadas pelo Teste
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de Microaglutinacdo, no periodo de 0 a 420 dias apds a vacinagao, em bovinos do grupo .
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Grafico 69 : Aglutininas contra a sorovariedade Hardjo amostra Norma detectadas pelo Teste
de Microaglutinagéo, no periodo de 0 a 420 dias apds a vacinagéo, em bovinos do grupo J.
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Grafico 70 : Aglutininas contra a sorovariedade Hardjo amostra Norma detectadas pelo Teste
de Microaglutinagéo, no periodo de 0 a 420 dias apds a vacinagéao, em bovinos do grupo K.

75



DIA 30

- * =P <0.05
87 *= nao significatico
|
(2}
o
_I 2- *%
|:_> I
-
(72]
o]
a I
o M
a
~m kA :11
= ;2 '§
%999
| 0- 5%
<
> P:‘No w
W@

o

VACINAS
Gréfico 71 : Comparagao de médias pelo Teste de Dunn dos grupos
vacinados no dia 30 pelo teste de microaglutinagdo com a amostra Norma.
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Grafico 72 : Comparagao de médias pelo Teste de Dunn dos grupos
vacinados no dia 60 pelo teste de microaglutinacdo com a amostra Norma.



DIA90

** =P <0.05
*= nao significatico

w
1

*%*

N
1

-
1

-
*

o

® M X W e VO

VALOR MEDIO DOS TITULOS (Log)

© LA e

%
A

Z

[e]

o
o\

VACINAS

Gréfico 73 : Comparagéo de médias pelo Teste de Dunn dos grupos
vacinados no dia 90 pelo teste de microaglutinagdo com a amostra Norma.
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Gréfico 74 : Comparagéo de médias pelo Teste de Dunn dos grupos
vacinados no dia 120 pelo teste de microaglutinagdo com a amostra Norma.
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Gréfico 75 : Comparagao de médias pelo Teste de Dunn dos grupos
vacinados no dia 270 pelo teste de microaglutinagdo com a amostra Norma.
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Grafico 76 : Aglutininas contra a sorovariedade Hardjoprajitino detectadas pelo
Teste de Microaglutinagéo, no periodo de 0 a 420 dias ap6s a vacinagdo, em
bovinos de todos os grupos.
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Gréafico 77 : Aglutininas contra a sorovariedade Hardjoprajitino detectadas pelo Teste de
Microaglutinagéo, no periodo de 0 a 420 dias apds a vacinagao, em bovinos do grupo A.
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Grafico 78 : Aglutininas contra a sorovariedade Hardjoprajitino detectadas pelo Teste de
Microaglutinacdo, no periodo de 0 a 420 dias apds a vacinagao, em bovinos do grupo B.

79



MEDIA GEOMETRICA (Lo

MEDIA GEOMETRICA (Log)

2.704

2.55+

2.40+

2.254
B 2.10-
1.95+
1.804
1.65+
1.504
1.354
1.204
1.05+
0.90-
0.75-
0.60-
0.45-

*kk.

=Revacinagao) |

(*=Primeira vacinagao,**=Refor¢o,

2.404 -+ C
=0~ C. Negativo

0* 30** 60 90 120 150 180 210240**270 300 330 360 390 420
DIAS APOS PRIMEIRA VACINAGAO

Grafico 79 : Aglutininas contra a sorovariedade Hardjoprajitino detectadas pelo Teste de
Microaglutinagdo, no periodo de 0 a 420 dias ap6s a vacinagao, em bovinos do grupo C.
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Grafico 80 : Aglutininas contra a sorovariedade Hardjopraijitino detectadas pelo Teste de
Microaglutinagéo, no periodo de 0 a 420 dias ap6s a vacinagao, em bovinos do grupo D.
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Grafico 81 : Aglutininas contra a sorovariedade Hardjopraijitino detectadas pelo Teste de
Microaglutinagéo, no periodo de 0 a 420 dias ap0ds a vacinagao, em bovinos do grupo E.
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Grafico 82 : Aglutininas contra a sorovariedade Hardjopraijitino detectadas pelo Teste de

Microaglutinagdo, no periodo de 0 a 420 dias apds a vacinagédo, em bovinos do grupo G.
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Grafico 83 : Aglutininas contra a sorovariedade Hardjoprajitino detectadas pelo Teste de
Microaglutinagéo, no periodo de 0 a 420 dias apds a vacinacao, em bovinos do grupo H.
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Grafico 84 : Aglutininas contra a sorovariedade Hardjoprajitino detectadas pelo Teste de
Microaglutinacédo, no periodo de 0 a 420 dias apds a vacinagdo, em bovinos do grupo |.
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Grafico 85 : Aglutininas contra a sorovariedade Hardjopraijitino detectadas pelo Teste de
Microaglutinagéo, no periodo de 0 a 420 dias ap6s a vacinagéo, em bovinos do grupo J.
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Grafico 86 : Aglutininas contra a sorovariedade Hardjoprajitino detectadas pelo Teste de
Microaglutinagao, no periodo de 0 a 420 dias ap6s a vacinagao, em bovinos do grupo K.
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Grafico 88 : Comparagao de médias pelo teste de Dunn dos grupos
vacinados no dia 60 pelo teste de microaglutinagdo com a amostra Hardjo.

84



o
.
o &
v g s, A RRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRD
[sB
n o
* T
*
¥ 7 w
(=}
o ~
<
Q e 4
*
u.n.n...meMum"m o©
%
- - o
N T
o N < - S s 4
(6o7) SOTINLIL SOA OIAIN OTIVA %
o

VACINAS

Grafico 89 : Comparagéo de médias pelo teste de Dunn dos grupos
vacinados no dia 90 pelo teste de microaglutinagdo com a amostra Hardjo.
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Grafico 90 : Comparacao de médias pelo teste de Dunn dos grupos
vacinados no dia 120 pelo teste de microaglutinagdo com a amostra Hardjo.
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Grafico 91 : Comparagéo de médias pelo teste de Dunn dos grupos
vacinados no dia 270 pelo teste de microaglutinagdo com a amostra Hardjo.
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Grafico 92 : Aglutininas contra a sorovariedade Hardjobovis detectadas pelo Teste de
Microaglutinagéo, no periodo de 0 a 420 dias apds a vacinagéo, em bovinos de todos os grupos.
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Grafico 93 : Aglutininas contra a sorovariedade Hardjobovis detectadas pelo Teste de
Microaglutinagéo, no periodo de 0 a 420 dias apds a vacinagao, em bovinos do grupo A.
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Grafico 94 : Aglutininas contra a sorovariedade Hardjobovis detectadas pelo Teste de
Microaglutinagéo, no periodo de 0 a 420 dias apds a vacinagao, em bovinos do grupo B.
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Grafico 95 : Aglutininas contra a sorovariedade Hardjobovis detectadas pelo Teste de
Microaglutinagéo, no periodo de 0 a 420 dias apds a vacinagéo, em bovinos do grupo C.
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Grafico 96 : Aglutininas contra a sorovariedade Hardjobovis detectadas pelo Teste de
Microaglutinacéo, no periodo de 0 a 420 dias apds a vacinagéo, em bovinos do grupo D.
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Grafico 97: Aglutininas contra a sorovariedade Hardjobovis detectadas pelo Teste de
Microaglutinagao, no periodo de 0 a 420 dias apds a vacinagao, em bovinos do grupo E.
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Grafico 98 : Aglutininas contra a sorovariedade Hardjobovis detectadas pelo Teste de
Microaglutinacéo, no periodo de 0 a 420 dias apds a vacinagédo, em bovinos do grupo G.
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Grafico 99 : Aglutininas contra a sorovariedade Hardjobovis detectadas pelo Teste de
Microaglutinacéo, no periodo de 0 a 420 dias ap6s a vacinagdo, em bovinos do grupo H.
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Grafico 100 : Aglutininas contra a sorovariedade Hardjobovis detectadas pelo Teste de
Microaglutinagdo, no periodo de 0 a 420 dias apds a vacinagédo, em bovinos do grupo |.
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Grafico 101 : Aglutininas contra a sorovariedade Hardjobovis detectadas pelo Teste de
Microaglutinagéo, no periodo de 0 a 420 dias ap6s a vacinagédo, em bovinos do grupo J.
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Grafico 102 : Aglutininas contra a sorovariedade Hardjobovis detectadas pelo Teste de
Microaglutinacéo, no periodo de 0 a 420 dias ap6s a vacinagdo, em bovinos do grupo K.
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Grafico 104 : Comparagao de médias pelo teste de Dunn dos grupos vacinados
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no dia 30 pelo teste de microaglutinagao com a amostra Hardjobovis.
no dia 60 pelo teste de microaglutinagdo com a amostra Hardjobovis.
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Grafico 106 : Comparagao de médias pelo teste de Dunn dos grupos vacinados
no dia 120 pelo teste de microaglutinagdo com a amostra Hardjobovis.
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Gréfico 107 : Comparacao de médias pelo teste de Dunn dos grupos vacinados
no dia 270 pelo teste de microaglutinagdo com a amostra Hardjobovis.



5 - DISCUSSAO

No presente estudo desenvolveu-se uma
bacterina monovalente utilizando a
sorovariedade  Hardjoprajiitino  amostra
Norma justificada, devido ser isolado local.
Os inquéritos  sorolégicos no  pais
demonstram a sorovariedade
Hardjoprajiitino amostra Norma como a mais
prevalente no pais, fato que ja havia sido
sugerido por (Moreira, 1994).

A Associagdo Americana de Saude Animal
(USAH) através do comité de Leptospirose
recomendava uma bacterina monovalente
de L. Hardjo e uma de L. Grippotyphosa,
além de uma trivalente de L.Pomona, L.
Hardjo e L. Grippotyphosa levando em
consideragdo as taxas sororeagentes de
bovinos naquele pais (Hanson et al., 1972).

A simultaneidade de duas ou mais
sorovariedades infectando animais de um
mesmo rebanho é registro raro na literatura,
mesmo depois do alerta de Roth e Galton
(1960), que sugeriram existir essa
possibilidade entre as sorovariedades
Hardjo e Serjoe.

Ellis (1984), refere-se, em teoria, qualquer
L. interrogans pode infectar um animal, mas
que na pratica somente um pequeno
numero de sorovariedades é encontrado em
determinadas regibes e espécies. No caso
especifico de L. Hardjo, considera que a
transmissao direta de bovino para bovino é
0 mecanismo mais importante para a sua
manutencdo no plantel. Essa situagédo foi
observada por Ribeiro et al. (1988), que
assinalaram ser a transmissdo do
bovino/bovino responsavel pela epidemia de
abortos por leptospirose numa fazenda de
gado de corte no estado de Minas Gerais.

A resposta imune de animais vacinados
com bacterinas de leptospirose tem sido
mensurada com varios testes sorolégicos
(Hanson et al, 1972). O teste de
microaglutinacao no qual mensura
primariamente a classe de anticorpos IgM
que surge anteriormente, mas declinam
rapidamente dentro de varias semanas ou

meses, provindo inadequada medida da
reacdo imune (Negi et al., 1971), fato
observado com todas as bactervacinas
utilizadas.

O monitoramento sorolégico dos animais
durante 420 dias apds a primeira vacinagao
revelou titulos aglutinantes maximos que
foram obtidos em torno do dia 60 apds a
primeira  vacinagdo para todas as
sorovariedades testadas e todas as vacinas
utilizadas. Respostas similares foram
descritas por Nardi Junior et al. (2007) e
Arduino et al. (2004), observando titulos
maximos pelo teste de microaglutinacéo
entre os dias 45 e 60 apds a vacinagao em
fémeas bufalas utilizando uma bacterina de
membrana externa e uma bacterina
pentavalente em bovinos leiteiros vacinados
com bacterina polivalente comercial frente a
dois protocolos de vacinagao,
respectivamente.

A persisténcia de aglutininas da classe IgM
das vacinas dos bovinos vacinados durante
trés meses apds a revacinagdo foi
observada, e a melhor resposta da vacina
foi a produzida pela bacterina monovalente,
dados condizentes com os apresentados
por Nardi Junior (2007), utilizando um
regime de dose semelhante com vacinagao
e revacinagao.

Os titulos maximos observados apds a
revacinagdo (240 dias) foram de menor
magnitude comparativamente ao obsevado
apos o reforco (30 dias) contrariando os
achados de Nardi Junior et al. (2006), para
a sorovariedade Hardjo. Estes titulos s&o
considerados de baixa persisténcia fato que
concorda com os dados apresentados por
Nardi Junior etal. (2003), os quais
verificaram que o uso de vacina comercial
polivalente contra leptospirose induziu
resposta sorologica fugaz no Teste de
Microaglutinagdo apdés o reforgo e as
revacinagbes. Esses resultados sugeriram
a necessidade de revacinagoes periodicas —
a partir do reforco - em intervalos entre
quatro ou seis meses, visando otimizar a
profilaxia vacinal na leptospirose, com
especial ressalva para a sorovariedade
Hardjo.
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A classe IgG de anticorpos aparece mais
tardiamente do que a resposta de IgM, mas
persiste por periodos mais extensos,
requerendo testes adicionais tal como o
teste protegdo em hamster, teste de
hemaglutinacdo passiva, teste de inibicdo
de crescimento (Crawford, 1972), e ensaios
imunoenzimaticos indiretos para sua
avaliagdo que foram evidenciados pelo
estudo esse padrdao de resposta da
imunoglobulina da classe 1gG.

Considerando os valores das DO(s) dos
ELISA(s) de todas as vacinas utilizadas no
presente estudo, aparentemente a que
melhor  comportou-se foi a vacina
monovalente. Comparando estes valores
aos descritos por Goddard et al. (1991),
onde bezerros vacinados com a dose total
para a espécie obtiveram aumento nos
titulos de duas a quatro vezes que foram
limitados, estes dados s&o condizentes com
a investigagao atual.

Em um estudo envolvendo 120 bovinos
vacinados com bacterina de Leptospira
Pomona, aglutininas foram detectaveis em
somente dois dos 120 bovinos de dois
meses apos a vacinagao e em nenhum aos
quatro meses (Killinger et al., 1970),
resultados estes concordantes com a atual
investigagdo. Entretanto, um “pool” de
anticorpos IgM obtidos do soro doze meses
seguintes a vacinagao protegeram 62,5%
dos hamsters em um teste de protegao.

Estes resultados indicam que soros
coletados apdés a vacinagdo geralmente
produzirdo resultados negativos quando
testados com o teste de microaglutinacao,
entretanto o animal pode resistir a
exposicao natural de campo (Hanson et al.,
1972). Uma avaliagéo valida da resposta
imune deve incluir um teste como o teste de
protecdo passiva em hamsters, entre outros,
que sao capazes de mensurar a classe IgG
de anticorpos (Huhn et al., 1971).

O uso de varios procedimentos disponiveis
atualmente é adequado para prover uma
avaliacdo real das bacterinas de leptospira.
Estes procedimentos incluem vacinagao e
desafio de animais susceptiveis de
laboratério, avaliagdo da resposta imune de
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animais vacinados por teste de protegéo
hamsters ou teste de inibicdo de
crescimento conduzida com soros coletados
em varios intervalos, e avaliagdo de campo
das bacterinas em rebanhos apropriados. O
uso destes procedimentos tem demonstrado
que Dbacterinas de L. Pomona, L.
Grippotyphosa e L. Hardjo serem efetivas
(Hanson et al.,, 1972), fato contrario da
presente investigagdo onde todas as
bacterinas polivalentes e a bacterina
monovalente n&o promoveram protecéo
adequada nos varios intervalos avaliados.

Estes procedimentos também provém
resultados mais consistentes com menor
custo do que estudos que envolvem desafio
de bovinos vacinados.

Os soros testados ndo apresentaram uma
mesma intensidade de resposta de
anticorpos aglutinantes e neutralizantes
detectaveis pelo microaglutinagdo e ELISA
contra as sorovariedades utilizadas, quando
considerados as médias aritméticas e as
médias geométricas dos logaritmos dos
titulos de anticorpos. Siddique e Shah
(1990), discutem que as vacinas nao
induzem uma mesma resposta sorolégica
contra todas as sorovariedades nelas
contidas, podendo isso ocorrer devido a
uma diferenga na concentragao antigénica
final, ou pela supressdao da resposta
antigénica causada por uma sorovariedade
sobre a outra, presente na vacina. O poder
imunogénico segundo a variante utilizada
também deve ser levado em consideragao,
devido ao fato de que diferengas entre elas
existem (Tabata, 2002; Bolin et al., 1989,
Bolin et al., 1991). De fato, Bolin et al.
(1991), referem que o aumento da massa
antigénica da estirpe Hardjoprajitino em
uma vacina pode aumentar a
imunogenicidade e, consequentemente, a
protecdo conferida pela mesma, resultados
concordantes com a presente investigagao
e amplamente discutida por Favero et al
(1997), exercendo grande influéncia na
producgéo de aglutininas pés-vacinais.

O componente Hardjo de vacinas de células
inteiras de leptospiras é um fraco
imundégeno que produz imunidade de curta
duragdo, como evidenciado pelos baixos



titulos de anticorpos aglutinantes e
neutralizantes em bovinos vacinados, dados
que concordam conforme observado por
Marshal et al. (1979) e Bolin et al. (1989),
provavelmente devido 0s
lipopolissacarideos expostos na superficie
desta amostra como os LPS em geral séo
pobres indutores de células B de memoria
levando a uma nao resposta imune
secundaria (Klein, 1982).

Outros fatores podem influenciar a eficacia
das vacinas destacando a influéncia dos
programas de vacinagdo empregados, a
qualidade e a quantidade de
microorganismos imunizantes (Bey e
Johnson., 1986), grau de similaridade entre
os antigenos que compdem a bacterina e o
tipo de adjuvante utilizado e a temperatura
de conservagao e transporte da vacina até a
propriedade (Arduino, 2005).

A modificagdo da concentragdo do antigeno,
adjuvante, formulagéo vacinal ou 0 modo de
preparagao do antigeno pode aumentar a
efetividade  destas  vacinas.  Futuras
modificagdes no regime de vacinagédo pode
também aumentar a protecao conferida por
estes produtos, entretanto € improvavel que
um produto com menos de seis meses de
duracdo de imunidade seja pratico para o
uso na produgao animal (Bolin et al., 1989).

Nenhum regime de dose empregados
dentro de todas as bacterinas comerciais e
a monovalente experimental utilizando
amostra Norma foram capazes de proteger
bovinos vacinados com Hardjoprajitino e os
titulos confrontados com Hardjoprajitino
amostra Norma apds seis meses de
vacinagao, resultados que conferem com os
apresentados por Bolin et al. (1989).

Todos os animais que receberam a dose de
vacina com Hardjoprajitino e Hardjoprajitino
amostra  Norma  produziram  médias
aritméticas e geométricas de titulos
superiores quando comparados com a
amostra  Hardjobovis como antigeno
provavelmente devido esta possuir maior
expressdo de antigenos de superficie
imunogénica (Membrana externa) em
termos quantitativos em relagdo as duas
amostras anteriores, fato que ja havia sido

comprovado anteriormente por Bolin et al.
(1989), quando utilizaram as amostras
Hardjoprajitino e Hardjobovis em vacinas
diferentes e mensuraram as respostas de
anticorpos aglutinantes e neutralizantes
individualmente.

Os resultados também foram semelhantes
aos encontrados em estudos anteriores
(Negi et al., 1971; Tripathy et al.,1975;
Tripathy et al., 1976; Tripathy et al., 1979),
que indicaram a alta concentragdo de
anticorpo especifico IgG (dias 60 e 270)
anti-leptospira  mensurado pelo teste de
protecdo em hamster e pelo teste de
inibicdo de crescimento por estes autores,
correlacionavam-se com protecéo.
Entretanto estes dados foram discordantes
aos encontrados por Bolin et al., (1989),
onde a alta concentragdo de IgG néao foi
protetora.

Vacinas de baixa poténcia conforme
trabalho realizado por (Huhn et al., 1971),
indicam que uma pequena porcentagem de
hasmters foram protegidos em um
determinado teste de poténcia produzindo
niveis de anticorpos em bovinos vacinados
por um breve periodo de tempo, algumas
vezes menores do que dois meses. Isto
fortemente indica que a imunidade por
periodos longos impedindo a leptospirose
renal podem ndo ocorrer nestas vacinas
utilizadas em bovinos, desde que, a
leptospiremia precede a infecgao renal. Este
fato de extrema relevancia deve ser levado
em consideragéo, pois todos os resultados
demonstraram uma imunidade por um curto
periodo de tempo o que leva a sugerir que
provavelmente todas as vacinas utilizadas
ndo impediriam o estabelecimento do
estado de portador renal.

Palit et.al. (1996), propbem a utilizagdo de
amostras de isolados locais e estocadas em
nitrogénio liquido em lotes de sementes
separados por amostra e em varias
aliquotas para a utilizagdo na fabricagédo de
vacinas. Além disso, propbe-se que estas
amostras sejam reativadas antes de serem
congeladas em modelos animais. O estudo
relatou maior eficiéncia destas amostras
inclusive a L. Hardjo em testes de poténcia
em relacdo a uma bacterina comercial
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utilizando o modo tradicional de fabricacao
da vacina de leptospirose, fato que pode ser
inferido  na atual investigagcdo, pois
provavelmente estas amostras utilizadas
perderam sua imunogenicidade e o0s
fabricantes poderiam manter estas amostras
congeladas para obterem um produto de
melhor poder imunogénico.

O desempenho de todas as vacinas foi
considerado insatisfatério quando se
considerou  a distribuicdo temporal da
concentragcdo de anticorpos protetores,
cujos resultados foram obtidos pelo teste de
inibicdo do crescimento. Isto provavelmente
resultou da dificudade em avaliar
quantitativamente a poténcia imunogénica
de vacinas de células inteiras. E possivel
avaliar o numero de células presentes,
entretanto a relagdo entre o numero de
células e a massa celular nem sempre séo
constantes (Bey et.al., 1974).

Em decorréncia deste fato, as vacinas de
células inteiras sao dificeis de serem
avaliadas quantitativamente para a poténcia
imunogénica, devido o numero de células
presentes poderem ser conhecidos,
entretanto a relagdo entre o numero de
células e a massa celular nem sempre é
constante (Bey et.al.,1974).

Além disso, uma quantidade desconhecida
de antigeno de células de leptospira é
liberada dentro dos meios de cultura, e
todas as vacinas contém este meio de
cultura tanto quanto células. Bey et.al.
(1974), determinaram que a centrifugacéo e
a lavagem destas células na preparagao da
vacina para remover quantidades grosseiras
de meio de cultura, a liofilizagdo do produto
final para a determinagao do peso seco final
e consequentemente, a padronizagdo do
produto final com uma quantidade definida,
melhoraram substancialmente o poder
imunogénico destas vacinas de células
inteiras quando comparados com O0s
resultados de vacinas utilizando membrana
externa em sua constitui¢ao.

Outro fator a ser ressaltado é o tipo de
adjuvante utilizado. Os adjuvantes de
aluminio  atuam  principalmente  pela
formagdo de resposta inflamatéria seguido
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da liberagédo lenta do antigeno e com isto
promovendo um tempo maior de interagao
do antigeno com as células apresentadoras
de antigeno principalmente macréfagos e
linfécitos. Entretanto, a emulsdo oleosa
provou ser mais potente indutora de
imunidade humoral, dados que conferem
com o estudo atual mas sdo discordantes
aos encontrados por Vega et al. (2005).

Seu uso possui certa resisténcia por parte
dos fabricantes de vacinas, pois estes tipos
de adjuvantes produzem reagdes locais que
oferecem risco de carcinogenicidade.
Porém, Gupta et al. (1993), ressaltaram que
o balanco entre toxicidade e a
adjuvanticidade e o limiar de toxicidade para
animais, principalmente ruminantes,
apresenta uma faixa mais ampla em
comparagao com o limiar para humanos
permitindo seu uso para bovinos com
relativa seguranga (Singh e O’hagan, 2003).

6 — CONCLUSOES

Os resultados obtidos permitem as seguintes
conclusdes:

e Na&o ha homogeneidade de resposta de
anticorpos aglutinantes e neutralizantes
detectados pelo teste de
microaglutinagdo e ELISA em bovinos
vacinados contra leptospira Hardjo.

e As duas vacinas que nao desenvolveram

resposta  sorolégica nos  bovinos
provavelmente possuem baixa
concentragdo do antigeno Hardjo em sua

composigao.

e O ELISA indireto anti-IgG revelou ser
mais adequado que o teste de
microaglutinacdo  para avaliar a
distribuicdo temporal dos anticorpos
antileptospira Hardjo.

e As bacterinas polivalentes apresentam
resposta sorolégica de curta duragdo o
que exige no minimo revacinagdes a
cada 4 meses.

e A vacina monovalente de Hardjo revelou
maior duracao de titulos de anticorpos e



a revacinagao pode ser feita a cada seis
meses.

e A leptospira Hardjobovis produziu titulos
significativos em todos os animais
vacinados provavelmente pela sua
melhor imunogenicidade em relagédo a
outra Hardjo, caracteristica ja identificada
anteriormente.
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: Resultados dos titulos obtidos no Teste de Microaglutinagdo para a sorovariedade

Anexo 1

Hardjopraijiitino em todos os tratamentos de acordo com o tempo de colheita da amostra. Belo

Horizonte, 2006/07.

o
N RS SRS N E S EE B S B S R EEE
o
alelefeleoleole]e|ele(eooe]e|efe|o|oe]e|e|eo|o|o|o]e|e|e(o2]o]e|e|e||2| |||
o
e S SIS SN N NS AR EICI N R R EI R E
o
alo|o|e|efefefe]ele]ololo|o|eo|e(ofefe|o]e]olo|o|o|o|o|o|o|e|e|e]o]o|o|o| |||
o

ol|o ol|o ol|o o o
gleleleleoleole]e|8[R=]o|o]e|of=ol=oo|2|2[=2[2]2]|o]e|o|o(=2]|o]o|o|e|=|=2| |8
o

ol|lo|o olo o ololo|lolole ol|lo|o o|lolole o

Aﬂ11200110000000010222121000112001121T200

E e

_._HLMOOOO000000000000000000000OOOOOOOOOO.TOOO

g

O |o

A S S I S I e R ) S S R S I I R S I I I R R I R R

w

o (o

n |o]o|o|o|o|o|o|lo|lo|lo|lo|o|o|o|eo|o|eo|leo]|lo|o|Q|8|c|e|e|e|lo|o|o]|o|o|o|e|e|e|e]+|o]o]o

< |-

e |s o olo o olo|o ol|lol|o o olo o
wlo|o|2|o[=o[K[8]|e]|8]e|o|o|=o|=o|R[2[2[=|R]|2]|R]|2|=|R]|=|=||o|e|o|e|R]|2]|e|| ==
=) o

o ololol|o o olololo|o ololo|lololo|lololololololololo olo|o
Nelela|e|els|o|qala]|e|elel~|°|Iqa|T|~|qN|0 |8 d|qN|q|d|N|q|F|N|d|q|q|o|d|N|Q| T[]
o olo o olo
o o o olo o olololol|o ololo|lolololo olo olo ololo
sle|e|a|e|e|T|e|q|q]|e|e|e|al°|q|q|q| |2 |F|e ||| |F|2|F|L|F|F|L|L|F|T|"|N|0|F
o o
olo o o ololo|lo|lolololololaololo ol|o o olo
ol © o ololo|lololo|o olololeol|o @ o o
©|© © © IN Q| © IN ©|© © IN o |- IN
ofq|8|8[o|E[o|@|F[o|F[F|F|E[F|F|FF|NS|I|S[E)1Z|S]I|3[2|L|3[E|8[S]|I|=[= SIS
olo|3lolololalalololololeolaleloleololololelolololalolololo|R]22]2|R]2|c-|oe]e
alF|e|q|-|Q|d|d T+~ |F|F|2|Q|Q|F|Q|~[F][F|q|q|Q|d |- [Q[q|Q[F]o]|S]|2|F|S| S ||
ojo|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|lo|o|o|o|lo|o|o|lo|o|o|o|o|o|lo|+|o]|o]o
8
W- ||| €| || C|<C|<|n|a|ojojom|jo|jojo|jm|O|]O|O|O|O|Oo|lOo|Oo|lOo|la|lala|lalala|lo|la|lojw|w]|w
|
(&)




o|lo|+|o|lo|lo|o]o o o o o|lo|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|lo|o|o|lo|lo|o|o|o|o|o]o|o
olo|+|o|o|lo|o]o o o o o|lo|o|o|o|o|o|o|lo|o|o|lo|o|o|o|o|o|o|lo|lo|o|o|lo|lo|o|lo|o|o|o]o|e
o|lo|+|o|o|lo|o]o o o o o|lo|o|o|o|o|o|o|o|lo|o|o|o|o|o|o|lo|o|o|lo|o|o|lo|lo|o|lo|lo|lo|o]o|e
o|lo|+|o|o|lo|o]o o o o Clo|le|eo|R|2|o|o|o|o|eo|e|o|lo|lo|o|lo]|o|o|o|eo|o|o|lo|lo]|o]o]o|o|e|e
o

ololo|o olo|o =) olo

ol|lo|+|o|o|lo|o]o o o o gl2|12(2]|e|2[2|R]|e[e|o|e|o]o]|e|o]oe|o]o|e|o|o|e|o|e[2]|o|=2|R]R
o

olololo]o ololo|o o o olo
o|lo|+|o|lo|lo|o]o o o o BIR|IS|K|S[N[2]|2|]]|K]|e|=2[2]=]o|e|o|o=|2]|o|e]e|o(o(=|o|o|o|8|S
o|lo|+|o|lo|lo|o]o o o o o|lo|o|o|o|o|o|o|lo|lo|o|lo|o|o|o|o|lo|o|o|lo|o|o|lo|lo|o|lo|o|lo|o]o|e
o|lo|+|o|o|lo|o]o o o o o|lo|o|o|o|o|o|o|o|lo|o|lo|o|o|o|o|lo|o|o|lo|o|o|lo|o|o|o|o|lo|o]o|e
olo|+|o|e|leleo]e o <) o S N E R EEENHEEEEEE E E E EEEE E E EE = = E R
o|lo|+|o|lo|o|o|o o o o M E M E N R EIEE E E E E E E E E E EE E E E A =T S R ISR R B
Clo|+~]|2|2|2]c]|o o o o 2l38lglglelclglglB8lolo]|2]|glolololo]lola]lololalalel2]olo]o]gl2]3
-~ — | <] | =|O|N|TFT|N|O©]|]O| = < | N < — | < | |N|T| =
=) olo|o ol8lalalalalzlglglelolalalalalalale ololo|o|lolololololeolol|o
SN B R I N © e © Df(N|o|o|o|o|I|L|N|N|F|o|o|[TF|o|0|F|N|C|F|o|~|~[TF|TF|~|N|F|F|[D|&

-
olo olo|o olololololololol|Blololololololololalalololololololalolololele
o|Q|+|e|le|e|o]e o o o N B L R R B N B B A R R R e B B S A K B B R R B B B N A B B
-~ ~ ||+ IR B L B R A R Y |l=l=l=|o]|o]|® c|lo|o|v|w]|o S|lo|[~|S]|™

o o o
olo olo|o ololo|lololo|lololol|lo|lolololaolololololo]o ololo|o o olo|o
Q|| TS || |@]° o © © SN B R B B AR N B B N E R R R R B N E I B B B B E A G
o|lo|+|o|o|o|o]|o =) o o o|lo|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|lo|o|o|o|o|o|o]o|e
ol '
Wwiwjwjwjwjw| |5 ; ! ! ju il e i e i e e il e i e i el e il Il I I Il Il Il IRl Bl Il Bl B B Bl
Slststslslolololslelolo|o|ofofofofo

108



J 040 | 640 | 160 | 80 | 20 [ 20 | O 0f10] 0 0 0 0 0
J 0O[10 | 80 | 160 |40 | O 0 0 02010 O 0 0 0
J 020|640 | 80 | 20| O 0 0 0 0 0 0 0 0 0
J 0| 80 [ 80 20 |10 O 0 0 0 0 0 0 0 0 0
J 0| 40 (1280| 160 | 40 | 10 | O 0 0 0 0 0 0 0 0
K 0| 20| 40 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
K 0| 40 [ 320 | 20 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
K 0 20| 80 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
K 0| 20| 80 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
K 0| 10 | 40 20 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
K 0f 10| 80 10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
K 0| 20| 80 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
K 020|320 40 |20 | O 0 0 0 0 0 0 0 0 0
K 0f 10| 40 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

T:

0

10
20
40
80

160
320
640

Animais que morreram durante o experimento

= nao reagentes

= Reacéo positiva a diluicao 1/10

= Reagéo positiva a diluigao 1/20

= Reagéo positiva a diluicao 1/40

= Reagao positiva a diluicao 1/80

= Reagao positiva a diluigdo 1/160

= Reagéo positiva a diluigdo 1/320

= Reagao positiva a diluigdo 1/640

1280 = Reacgao positiva a diluigdo 1/1280
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Anexo 2

Resultados dos titulos em Logaritmo no Teste de Microaglutinagdo para a
sorovariedade Hardjoprajiitino.

DIA|O 30 60 90 120 150 180 [210|240| 270 300 330 | 360|390 | 420
A [ 01,60206 | 3,10721 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0
A 0220412 | 2,20412 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0
A |[0(1,30103 | 2,20412 | 1,30103 | 1,30103 1 0 0 0 |1,30103 0 0 0 0 0
A0 1 1,90309 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
A |[0(1,30103 | 2,20412 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
A | 0|1,90309 | 1,90309 | 1,60206 | 1,60206 | 1,30103 0 0 0 1 0 0 0 0 0
A [ 0]1,90309 | 1,90309 | 2,20412 | 1,90309 | 1,90309 0 0 0 1 0 0 0 0 0
A |0]1,60206 | 1,60206 | 1,30103 | 1,30103 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0
A0 1 1,90309 | 1,30103 | 1,30103 1 0 0 0 0 1,30103 0 0 0 0
B |0 1 1,60206 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
B | 0] 1,60206 | 1,60206 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
B | 0] 1,60206 | 1,60206 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
B | 0] 1,90309 | 2,20412 | 1,30103 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
B |0]1,30103 | 1,60206 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
B |0]1,30103 | 1,60206 | 1,30103 | 1,30103 | 1,30103 0 0 0 0 0 0 0 0 0
B | 0] 1,60206 | 1,60206 | 1,30103 | 1,60206 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0
B |0]1,30103 | 1,60206 | 1,30103 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
B |0 1 1,30103 | 1,30103 | 1,30103 0 0 0 0 |1,30103 0 0 0 0 0
C |01,60206 | 2,50515 | 1,90309 | 1,90309 | 1,30103 0 0 0 |1,30103 1 0 0 0 0
C |0|1,60206 | 2,80618 | 2,50515 | 2,20412 | 1,60206 | 1,30103 | O 0 |1,30103 1 0 0 0 0
C |0/1,30103 | 2,50515 | 2,20412 | 1,90309 | 1,30103 1 0 0 1 0 0 0 0 0
C (0(1,30103|2,20412 | 1,30103 | 1,30103 0 0 0 0 |1,30103 1 0 0 0 0
C |0(1,30103 | 2,80618 | 1,60206 | 1,30103 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0
C |01,90309 |2,50515 | 1,90309 | 1,90309 | 1,30103 0 0 0 0 0 0 0 0 0
c|o 1 2,80618 | 1,30103 | 1,30103 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
C (0|1,30103 | 2,80618 | 1,60206 | 1,30103 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
C | 0(1,30103 | 2,20412 | 1,90309 | 1,60206 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0
D |0]1,30103 | 2,20412 | 1,60206 | 1,30103 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0
D | 0250515 |2,80618 | 2,20412 | 1,90309 0 0 0 0 |1,30103 1 0 0 0 0
D | 0] 1,90309 | 2,20412 | 1,60206 | 1,30103 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
D | 0280618 |3,10721 | 1,60206 | 1,30103 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
D | 0] 1,90309 | 2,50515 | 2,20412 | 1,90309 | 1,30103 0 0 0 1 0 0 0 0 0
D |0]250515|2,80618 | 2,20412 | 1,90309 | 1,60206 0 0 0 1 0 0 0 0 0
D |0]1,30103 | 1,90309 | 1,60206 | 1,30103 0 0 0 0 |1,30103 0 0 0 0 0
D |0]1,30103 | 2,20412 | 1,60206 | 1,30103 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0
D |0 il il i i il il Tt i il il Tt
E |O 1 2,80618 | 1,30103 | 1,60206 0 0 0 0 |1,30103 1 0 0 0 0
E |0]1,30103 | 2,50515 | 1,90309 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
E | 0] 1,60206 | 1,90309 | 1,60206 | 1,30103 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
E |0]1,30103 | 2,20412 | 1,60206 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
E |0]1,30103 | 1,60206 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
E|O il il il il il il o i il il LT
E | 0] 1,60206 | 2,20412 | 1,60206 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
E | 0] 1,90309 | 2,20412 | 1,90309 | 1,60206 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
E |0]1,30103 | 2,20412 | 1,30103 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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C- |0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
C- |0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
C-1|0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
C- |0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
C-1|0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
C- |0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
C-1|0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
C- |0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
C- |0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
G | 0]1,60206 | 2,50515 | 1,90309 | 1,60206 | 1,30103 0 0 0 | 1,90309 | 1,60206 1 0 0 0
G |0]1,30103 | 2,80618 | 3,10721 | 2,20412 | 1,60206 | 1,30103 | O 0 |1,30103 1 0 0 0 0
G [01,30103 | 2,20412 | 1,90309 | 1,90309 | 1,30103 1 0 0 | 1,90309 | 1,60206 0 0 0 0
G |0 1 2,20412 | 1,90309 | 1,30103 0 0 0 0 |1,30103 1 0 0 0 0
G | 0|1,60206 | 2,20412 | 1,90309 | 1,60206 | 1,30103 1 0 0 | 1,60206 | 2,20412 | 1,30103 | O 0 0
G |0]1,90309 | 2,80618 | 1,90309 | 1,30103 0 0 0 0 |2,50515 | 1,60206 1 0 0 0
G |[0]1,90309 | 2,50515 | 2,80618 | 1,90309 | 1,30103 0 0 0 |1,60206 1 0 0 0 0
G |0 1 2,80618 | 2,20412 | 1,90309 | 1,60206 0 0 0 |1,60206 | 1,30103 0 0 0 0
G |0 1 3,10721 | 2,50515 | 2,20412 | 1,60206 | 1,30103 | O 0 |1,30103 0 0 0 0 0
H |0]1,30103 | 1,60206 | 1,30103 0 0 0 0 0 |1,30103 0 0 0 0 0
H |0 1 2,20412 | 1,60206 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
H |0 1 2,20412 | 1,90309 | 1,60206 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
H | 0]1,30103 | 2,20412 | 1,90309 | 1,30103 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0
H | 0] 1,90309 | 2,20412 | 1,60206 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
H | 0] 1,60206 | 2,50515 | 1,90309 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
H |0 1 2,80618 | 1,90309 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
H |0 1 2,50515 | 1,60206 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
H |0]1,30103 | 1,90309 | 1,30103 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
I |0 1 1,60206 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
I 10]1,30103 | 2,20412 | 1,60206 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0
I 1012220412 | 2,50515 | 1,90309 | 1,60206 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
I 101 1,90309 | 2,50515 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
I 10]1,30103 | 2,20412 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
I |0 1 2,50515 | 1,60206 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
I |0]1,60206 | 2,80618 | 1,60206 | 1,60206 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
I 1012220412 |1,90309 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
I 101 1,90309 |2,80618 | 1,30103 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0
J 10220412 | 2,50515 | 1,60206 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
J |0]1,30103 | 2,20412 | 1,60206 | 1,30103 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
J 10]1,30103 | 2,80618 | 1,90309 | 1,60206 0 0 0 0 |1,90309 | 1,30103 0 0 0 0
J |0]1,90309 | 2,50515 | 1,30103 | 2,20412 | 1,30103 0 0 0 |1,60206 | 1,30103 0 0 0 0
J |0]1,60206 | 2,80618 | 2,20412 | 1,90309 | 1,30103 | 1,30103 | O 0 1 0 0 0 0 0
J |0 1 1,90309 | 2,20412 | 1,60206 0 0 0 0 |1,30103 1 0 0 0 0
J 10[1,30103 | 2,80618 | 1,90309 | 1,30103 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
J |0]1,90309 | 1,90309 | 1,30103 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
J |0]1,60206 | 3,10721 | 2,20412 | 1,60206 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
K 10]1,30103 | 1,60206 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
K 101 1,60206 | 2,50515 | 1,30103 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
K 10]1,30103 | 1,90309 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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K 101 1,30103 | 1,90309 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
K |0 1 1,60206 | 1,30103 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
K |0 1 1,90309 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
K 10]1,30103 | 1,90309 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
K 1011,30103 | 2,50515 | 1,60206 | 1,30103 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
K |0 1 1,60206 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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T = Animais que morreram durante o experimento




Anexo 3 : Resultados dos titulos obtidos no Teste de Microaglutinagdo para a sorovariedade
Hardjoprajiitino amostra Norma em todos os tratamentos de acordo com o tempo de colheita da

amostra. Belo Horizonte, 2006/07.
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K 0| 0 (160| O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
K 0| 0 |20 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
K 0| 0 |20 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
K 0| O [40 | 20 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
K 0| 0 |20 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
K 0| 0 |20 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
K 0] O [ 40| 20 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
K 0| 0 |10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

T = Animais que morreram durante o experimento
0 = n&o reagentes
10 = Reacgao positiva a diluigdo 1/10
20 = Reacao positiva a diluigdo 1/20
40 = Reacgao positiva a diluigdo 1/40
80 = Reacéao positiva a diluicdo 1/80
= Reacéo positiva a diluicdo 1/160
= Reacéo positiva a diluicao 1/320
= Reacéo positiva a diluicao 1/640

160
320
640

1280 = Reacgao positiva a diluigdo 1/1280
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Anexo 4 : Resultados dos Titulos em Logaritmo no Teste de Microaglutinagao para a

sorovariedade Hardjopraijiitino amostra Norma.
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C- |0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
C- |0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
C- |0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
C- |0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
G 0220412 2,20412 | 1,90309 | 1,60206 | 1,30103 | 1 0 0 |1,30103 1 0 0 0 0
G |0]1,60206 | 2,20412 | 3,10721 | 1,90309 | 1,60206 | 1 0 0 |2,80618|1,90309 | 1 0 0 0
G |0]1,60206 | 1,90309 | 1,60206 | 1,30103 | 1,30103 | O 0 0 |1,90309|1,60206 | O 0 0 0
G |0]1,60206 | 2,20412 | 1,60206 | 1,30103 1 0 0 0 | 1,90309 1 0 0 0 0
G |0]1,60206 | 2,20412 | 2,20412 | 1,90309 1 1 0 0 |2,50515|1,90309 | O 0 0 0
G |0]2,20412|2,80618 | 2,20412 | 1,30103 1 0 0 0 |1,90309|1,60206 | O 0 0 0
G |0]1,90309 | 2,80618 | 2,20412 | 1,90309 | 1,60206 | 0 0 0 |3,10721|1,90309 | 0 0 0 0
G |0]1,60206 | 2,20412 | 2,20412 | 1,90309 | 1,60206 | 0 0 0 |2,50515|1,60206 | O 0 0 0
G |0]1,30103 | 2,80618 | 2,50515 | 1,90309 | 1,30103 | O 0 0 |1,30103 0 0 0 0 0
H |0 0 1,30103 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0
H |0 0 1,90309 | 1,30103 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
H |0 0 1,60206 | 1,30103 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
H |0]1,30103 | 1,60206 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
H |0 0 1,60206 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
H |0 1 1,90309 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
H |0]1,30103 | 2,20412 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
H |0 1 1,60206 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
H |0 1 1,60206 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
I |0 1 1,30103 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
I |0 1 1,60206 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
I 10]1,30103 | 1,90309 | 1,30103 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
I |0 1 1,90309 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
I |0 1 1,60206 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
I |0 0 1,90309 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
I |0 1 1,90309 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
I |0]1,30103 | 1,60206 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
I |10 1 1,90309 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
J |0 1 1,60206 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
J |0 1 1,30103 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
J |0 1 1,60206 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
J |0 1 1,60206 | 1,30103 | 1,30103 0 0 0 0 | 1,60206 1 0 0 0 0
J |0 1 2,20412 | 1,90309 1 0 0 0 0 |1,30103 0 0 0 0 0
J |0 0 1,30103 | 1,60206 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0
J |0 0 1,90309 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
J |0 0 1,30103 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
J |0 1 2,80618 | 1,90309 | 1,30103 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
K |0 0 1,30103 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
K |0 0 2,20412 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
K |0 0 1,30103 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
K |0 0 1,30103 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
K |0 0 1,60206 | 1,30103 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
K |0 0 1,30103 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
K |0 0 1,30103 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
K |0 0 1,60206 | 1,30103 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
K |0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

T = Animais que morreram durante o experimento
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Anexo 5 : Resultados dos titulos obtidos no Teste de Microaglutinagdo para a sorovariedade
Hardjobovis em todos os tratamentos de acordo com o tempo de colheita da amostra. Belo

Horizonte, 2006/07.
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T = Animais que morreram durante o experimento
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0 = n&o reagentes

10 = Reacgao positiva a diluigdo 1/10
20 = Reacao positiva a diluigdo 1/20
40 = Reacgao positiva a diluigdo 1/40
80 = Reacéao positiva a diluicdo 1/80
160 = Reacdo positiva a diluigdo 1/160
320 = Reacgao positiva a diluigdo 1/320
640 = Reacgao positiva a diluigdo 1/640
1280 = Reacgao positiva a diluigdo 1/1280




Anexo 6 : Resultados dos Titulos em Logaritmo no Teste de Microaglutinagdo para a
sorovariedade Hardjobovis.

0 30 60 90 120 150 180|210 (240 | 270 300 | 330|360 390|420
A | 0]1,30103 | 2,80618 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
A | 0]1,60206 | 1,30103 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
A0 1 1,90309 | 1,30103 1 0 0 0 0 0 1,30103| 0 0 0 0
A0 1 1,90309 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
A0 0 1,90309 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
A |0]1,30103 | 1,90309 | 1,60206 | 1,30103 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
A | 0]1,30103 | 1,60206 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
A |0]1,30103 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
A0 1 1,30103 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
B |0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
B |0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
B |0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
B |0 0 1,30103 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
B |0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
B |0 1 0 0 0 0 0 0 0 |1,60206 0 0 0 0 0
B [01,30103 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
B [0|1,30103 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
B [01,30103 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0
C |0 1,60206 | 2,20412 | 1,90309 | 1,60206 | 1,30103 | 0 0 0 1 0 0 0 0 0
C |0]1,30103 | 2,50515 | 2,50515 | 1,90309 | 1,60206 | O 0 0 [1,30103 0 0 0 0 0
C|o0 1 2,20412 | 2,20412 | 1,90309 | 1,30103 | O 0 0 1 0 0 0 0 0
c|o0 1 1,90309 | 1,30103 | 1,30103 | 1,30103 | O 0 0 1 0 0 0 0 0
cl|o0 1 2,50515 | 1,60206 | 1,30103 | 1,30103 | O 0 0 1 0 0 0 0 0
C |0|1,30103 | 2,50515 | 1,90309 | 1,90309 | 1,60206 | 0 0 0 0 0 0 0 0 0
cl|o0 1 2,50515 | 1,30103 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
C|0 1 2,80618 | 1,60206 | 1,30103 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0
cl|o0 1 2,20412 | 1,90309 | 1,60206 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
D0 1 2,20412 | 1,60206 | 1,30103 0 0 0 0 |1,30103 0 0 0 0 0
D | 0]2,20412 | 1,90309 | 1,90309 | 1,90309 0 0 0 0 [1,60206 1 0 0 0 0
D | 0]1,60206 | 1,90309 | 1,30103 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
D |0]2,20412 | 2,80618 | 1,30103 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
D |0]1,60206 | 2,20412 | 1,90309 | 1,90309 | 1,60206 | 0 0 0 |1,30103 1 0 0 0 0
D [ 0]1,90309 | 2,20412 | 1,90309 | 1,90309 | 1,60206 | O 0 0 |2,20412|1,30103| O 0 0 0
DO 1 1,90309 | 1,60206 | 1,30103 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0
D |0 1 1,90309 | 1,60206 | 1,60206 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0
D0 T i i i T L A T i L A R
E [01,30103 | 2,80618 | 1,60206 | 1,30103 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0
E|O 1 2,20412 | 1,30103 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
E O 1 1,60206 | 1,30103 | 1,30103 | 1,30103 | O 0 0 0 0 0 0 0 0
E [01,301083 | 2,20412 | 1,60206 | 1,30103 0 0 0 0 [1,30103 0 0 0 0 0
E|O 1 1,60206 0 0 0 0 0 0 |1,30103 0 0 0 0 0
E|O i i i i i L i T L A R
E [01,30103 | 2,20412 0 0 0 0 0 0 |1,30103 0 0 0 0 0
E [0 |1,60206 | 1,30103 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
E [01,30103 | 1,90309 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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C-|0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
C-10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
C-|0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
C-10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
C-|0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
C-10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
C-|0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
C-|0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Cc-|0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
G |[0|1,30103 | 2,50515 | 1,90309 | 1,30103 1 0 0 0 |2,20412|1,90309 | 1 0 0 0
G | 0]1,60206 | 2,80618 | 3,10721 | 1,90309 | 1,60206 | 0 0 0 |1,60206 | 1,60206 | O 0 0 0
G0 1 2,20412 | 1,90309 | 1,60206 | 1,30103 | O 0 0 |1,90309 |1,60206 | O 0 0 0
G |0]1,30103 | 2,20412 | 1,30103 | 1,30103 0 0 0 0 [1,90309 | 1,60206 | 0 0 0 0
G0 1 2,20412 | 1,90309 | 1,60206 | 1,30103 | 1 0 0 |1,60206 1 0 0 0 0
G |0]1,30103 | 2,80618 | 1,30103 0 0 0 0 0 |2,80618|2,20412 | 1 0 0 0
G0 1 2,80618 | 2,50515 | 1,90309 | 1,30103 | O 0 0 |2,20412|1,90309 | 1 0 0 0
G|0 1 2,80618 | 2,20412 | 1,60206 | 1,60206 | O 0 0 [1,90309 (1,30103| 0 0 0 0
G0 1 3,10721 | 2,50515 | 1,30103 0 0 0 0 |1,90309 1 0 0 0 0
H 1|0 1 1,60206 | 1,60206 | 1,30103 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
H |0 1 2,20412 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
H 1|0 1 1,90309 | 1,60206 | 1,90309 | 1,30103 | O 0 0 0 0 0 0 0 0
H |0 1 2,80618 | 1,90309 | 1,90309 | 1,30103 | O 0 0 1 0 0 0 0 0
H |01,30103 | 1,90309 | 1,90309 | 1,30103 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
H |0 1 2,50515 | 1,90309 | 1,30103 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
H |0 1 2,80618 | 1,60206 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
H|O0 1 2,20412 | 1,60206 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
H |0 1 1,90309 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1|0 0 1,30103 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
I [01,30103 | 2,20412 | 1,60206 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
I |0|1,60206 | 2,50515 | 1,90309 | 1,30103 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
I {0(1,30103 | 2,50515 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1|0 1 2,20412 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1|0 1 2,20412 | 1,60206 | 1,30103 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
I 101,30103 | 2,50515 | 1,60206 | 1,30103 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
I [0|1,60206 | 2,20412 | 1,30103 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
I |01,60206 | 2,80618 | 1,30103 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
J |0 0 2,20412 | 1,30103 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
J |0 1 1,90309 | 1,90309 | 1,30103 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
J |1 0]1,30103 | 2,20412 | 1,90309 | 1,30103 0 0 0 0 [1,30103 0 0 0 0 0
J |1 0]1,60206 | 2,20412 | 1,90309 | 1,30103 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0
J |0 1 2,50515 | 2,20412 | 1,60206 1 0 0 0 |1,60206 1 0 0 0 0
J |0 1 1,90309 | 2,50515 | 1,60206 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
J 10]1,30103 | 2,50515 | 1,60206 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
J |1 0]1,60206 | 1,60206 | 1,30103 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
J |0 1 3,10721 | 1,90309 | 1,30103 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
K |0 0 1,30103 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
K |0 |1,30103 | 2,50515 | 1,60206 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
K |0 1 1,30103 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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K |0 1 1,90309 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
K |0 1 1,90309 | 1,60206 | 1,30103 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
K |0 1 1,60206 | 1,30103 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
K |0 1 1,90309 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
K |0 1 2,20412 | 1,60206 | 1,30103 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
K |0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

T = Animais que morreram durante o experimento
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Anexo 7: Resultados do Teste de Elisa das DO(s) normalizadas utilizando a sorovariedade Hardjopraijiitino amostra Norma.

DIA

0

30

60

90

120

150

180

210

240

270

300

330

360

390

420

>

-0,058

0,046

0,110

0,156

0,049

0,004

0,008

-0,022

-0,013

0,292

0,045

0,058

0,039

0,052

-0,025

-0,011

0,25

1,040

0,179

0,113

0,118

0,093

0,048

0,054

0,385

0,129

0,144

0,095

0,081

-0,008

-0,015

0,305

0,389

0,472

0,429

0,485

0,425

0,220

0,092

0,646

0,338

0,096

0,051

0,051

0,024

0,002

0,139

0,125

0,147

0,130

0,101

0,079

0,044

0,052

0,187

0,082

0,063

0,037

0,055

-0,023

-0,024

0,119

0,131

0,148

0,010

0,064

0,037

0,014

0,016

0,257

0,189

0,144

0,118

0,073

0,010

0,003

0,386

0,705

0,527

0,484

0,381

0,234

0,132

0,132

0,412

0,277

0,167

0,138

0,126

-0,037

0,013

0,336

0,545

0,508

0,418

0,344

0,212

0,134

0,137

0,472

0,229

0,235

0,092

0,100

-0,013

-0,011

0,154

0,340

0,336

0,268

0,108

0,051

0,018

-0,016

0,252

0,167

0,127

0,086

0,092

-0,015

-0,050

0,076

0,136

0,245

0,220

0,376

0,264

0,043

0,050

0,375

0,178

0,120

0,067

0,078

-0,020

-0,056

0,054

0,095

0,117

-0,029

0,022

0,000

-0,026

-0,011

0,020

0,040

0,061

0,030

-0,016

-0,018

-0,049

0,046

0,089

0,138

0,168

0,013

0,001

-0,030

-0,024

0,220

0,192

0,088

0,059

0,046

-0,020

0,050

0,306

0,300

0,155

0,057

0,139

0,043

-0,043

-0,027

0,081

0,035

0,032

-0,015

-0,024

-0,025

0,005

0,171

0,191

0,158

0,039

0,014

0,015

0,010

0,004

0,408

0,193

0,129

0,103

0,106

0,016

-0,008

0,067

0,106

0,152

0,081

0,047

0,024

0,019

-0,022

0,235

0,177

0,145

0,091

0,057

-0,029

0,000

0,122

0,151

0,183

0,177

0,168

0,134

0,034

0,033

0,346

0,219

0,172

0,149

0,056

-0,003

0,023

0,145

0,170

0,260

0,242

0,200

0,112

0,016

0,016

0,311

0,277

0,162

0,073

0,009

-0,004

-0,046

0,373

0,354

0,250

0,077

0,144

0,026

-0,027

-0,002

0,172

0,109

0,088

0,059

-0,009

-0,023

-0,026

0,220

0,230

0,226

0,032

0,146

0,037

-0,005

0,003

0,273

0,218

0,214

0,127

-0,002

-0,019

-0,055

0,430

0,400

0,396

0,634

0,361

0,268

0,036

0,034

0,640

0,306

0,286

0,247

0,176

-0,003

-0,063

0,808

0,705

0,916

0,839

0,846

0,489

0,119

0,083

0,591

0,580

0,457

0,178

0,148

0,000

-0,007

0,460

0,425

0,963

0,990

0,615

0,321

0,184

0,141

0,628

0,495

0,491

0,323

0,182

0,037

0,058

0,176

0,194

0,143

0,123

0,108

0,037

-0,017

-0,021

0,535

0,393

0,377

0,263

0,178

0,004

-0,014

0,318

0,309

0,373

0,371

0,203

0,075

-0,013

-0,010

0,437

0,284

0,220

0,195

0,142

-0,022

-0,050

0,546

0,494

0,548

0,568

0,484

0,218

0,086

0,035

0,287

0,266

0,174

0,125

0,153

-0,008

0,040

0,500

0,457

0,318

0,290

0,317

0,109

-0,016

-0,022

0,358

0,335

0,205

0,163

0,062

-0,006

0,022

0,794

0,694

0,895

0,585

0,330

0,275

0,031

0,026

0,409

0,351

0,335

0,311

0,183

0,028

-0,025

0,508

0,463

0,551

0,568

0,354

0,208

0,114

0,103

0,452

0,429

0,280

0,247

0,162

0,003

-0,060

0,197

0,212

0,262

0,396

0,270

0,156

0,048

0,036

0,468

0,378

0,163

0,127

0,083

0,122

-0,007

0,054

0,095

0,370

0,705

0,457

0,241

0,230

0,164

0,685

0,679

0,550

0,508

0,309

0,033

0,029

0,251

0,255

0,288

0,130

0,135

0,079

0,043

-0,013

0,352

0,162

0,154

0,056

-0,004

-0,014

OO 0O 0O oooooo oo o W w| W W W O o | @ > > > > > > > >

-0,045

0,379

0,359

0,362

0,487

0,302

0,192

0,149

0,089

0,388

0,322

0,321

0,280

0,076

0,000
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126

-0,019

0,136

0,162

0,278

0,573

0,407

0,377

0,135

0,138

0,500

0,474

0,268

0,244

0,087

0,016

0,056

0,936

0,809

0,865

0,885

0,677

0,396

0,187

0,124

0,591

0,556

0,516

0,233

0,148

0,061

0,028

0,121

0,150

0,204

0,405

0,326

0,202

0,141

0,108

0,290

0,230

0,227

0,135

0,113

0,014

0,007

0,154

0,177

0,224

0,484

0,484

0,346

0,156

0,101

0,532

0,211

0,183

0,103

0,108

0,014

-0,057

-0,026

0,564

0,509

1,049

1,257

0,733

0,504

0,233

0,183

1,000

0,432

0,436

0,339

0,177

0,029

0,023

0,958

0,827

0,857

0,919

0,594

0,409

0,160

0,095

0,305

0,262

0,182

0,111

0,110

0,019

-0,035

0,519

0,472

0,534

0,362

0,177

0,172

0,108

0,081

0,343

0,179

0,100

0,070

0,066

-0,013

-0,049

0,413

0,386

0,450

0,410

0,176

0,162

0,140

0,083

0,532

0,177

0,171

0,146

0,117

0,044

0,009

0,191

0,207

0,208

0,124

0,071

0,040

0,018

-0,003

0,377

0,248

0,204

0,184

0,080

-0,001

-0,020

-0,004

0,142

0,167

0,176

0,141

0,191

0,125

0,018

0,018

0,219

0,180

0,098

0,072

0,072

-0,042

-0,011

0,278

0,277

0,302

0,116

0,076

-0,011

-0,035

-0,030

0,369

0,087

0,096

0,071

0,012

-0,027

m|imfmmfm m m m m O O O O O

-0,055

0,341

0,328

0,402

0,190

0,090

0,031

-0,022

-0,045

0,215

0,066

0,084

0,059

0,015

0,001

0,037

0,035

0,080

0,106

0,090

0,119

0,077

0,032

-0,001

0,043

0,047

0,054

0,027

-0,024

-0,003

0,006

0,049

0,092

0,058

0,037

0,064

0,064

0,044

0,052

0,020

0,042

0,022

-0,008

-0,007

-0,008

0,052

0,173

0,192

0,009

0,129

0,094

0,036

0,035

0,038

0,048

0,007

0,012

-0,009

-0,005

-0,018

-0,005

-0,009

0,045

0,027

-0,065

0,010

-0,022

-0,027

-0,020

0,026

-0,037

-0,010

-0,039

-0,012

-0,015

0,100

0,217

0,228

0,111

0,181

0,195

0,089

0,074

0,077

0,116

0,073

0,098

0,057

0,050

0,054

0,275

0,202

0,215

0,032

0,133

0,071

0,043

0,027

0,043

0,136

0,047

0,138

0,066

0,046

0,039

0,021

0,214

0,225

0,056

0,043

0,054

0,092

0,043

0,045

0,071

0,005

0,140

0,075

-0,006

-0,014

0,048

0,005

0,056

0,042

0,049

0,099

0,028

0,032

0,039

0,032

0,047

0,052

0,019

0,000

0,011

C.-

-0,001

0,075

0,113

0,056

0,067

0,068

0,070

0,057

0,098

0,050

0,050

0,059

0,038

-0,001

-0,006

-0,043

0,525

0,476

0,530

0,946

0,797

0,413

0,128

0,100

0,962

0,830

0,730

0,590

0,519

0,101

-0,044

1,273

1,082

1,888

1,565

1,323

0,980

0,721

0,369

1,108

0,947

0,661

0,204

0,098

0,086

-0,011

0,373

0,354

0,677

0,999

0,635

0,341

0,235

0,202

0,586

0,372

0,280

0,171

0,167

0,143

-0,007

0,278

0,277

0,226

0,391

0,463

0,249

0,209

0,177

0,577

0,546

0,450

0,208

0,192

0,076

-0,034

1,140

0,974

0,897

0,813

0,584

0,533

0,262

0,228

1,039

0,563

0,442

0,247

0,242

0,156

-0,048

0,363

0,345

0,320

0,118

0,139

0,277

0,266

0,160

0,478

0,179

0,173

0,138

0,020

0,009

-0,037

1,129

0,965

1,072

1,443

0,800

0,764

0,518

0,400

0,942

0,684

0,394

0,218

0,144

0,110

0,001

1,078

0,925

0,923

1,416

0,786

0,670

0,389

0,295

1,034

0,913

0,592

0,442

0,334

0,123

-0,037

0,757

0,665

0,954

1,387

0,687

0,622

0,506

0,217

0,902

0,534

0,381

0,359

0,169

0,165
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-0,048

0,180

0,198

0,260

0,523

0,208

0,163

0,052

0,054

0,235

0,098

0,065

0,013

0,016

-0,016




0,009

0,447

0,413

0,449

0,467

0,137

0,063

0,038

0,016

0,272

0,170

0,103

0,046

0,040

0,054

0,025

0,766

0,672

1,215

1,133

0,691

0,656

0,436

0,398

0,744

0,588

0,472

0,209

0,159

0,051

-0,039

0,523

0,475

0,717

1,049

1,163

0,801

0,435

0,336

0,634

0,534

0,365

0,251

0,179

0,006

0,043

0,130

0,157

0,269

0,276

0,090

0,140

0,099

0,094

0,107

0,056

0,070

0,029

0,041

0,008

0,032

0,415

0,387

0,424

0,251

0,096

0,102

0,053

0,036

0,318

0,158

0,049

0,013

0,029

0,011

-0,027

0,101

0,134

0,151

0,149

0,003

0,000

-0,021

-0,013

0,115

0,026

0,042

-0,013

-0,014

-0,003

0,072

0,237

0,244

0,303

0,247

0,193

0,093

0,074

0,020

0,189

0,066

0,043

0,000

0,000

-0,001

-0,036

0,115

0,145

0,248

0,172

0,108

0,069

0,031

0,026

0,357

0,180

0,170

0,109

0,082

0,011

-0,014

0,139

0,165

0,135

0,003

0,003

-0,003

-0,022

-0,016

0,210

0,080

-0,026

0,020

0,031

-0,029

0,025

0,670

0,594

0,597

0,729

0,439

0,298

0,161

0,117

0,260

0,531

0,393

0,118

0,122

-0,001

-0,019

0,840

0,731

0,981

0,943

0,887

0,554

0,359

0,212

0,871

0,698

0,437

0,228

0,219

0,077

-0,015

0,314

0,306

0,403

0,371

0,216

0,137

0,026

-0,015

0,289

0,203

0,096

0,075

0,077

-0,015

0,017

0,356

0,340

0,269

0,104

0,302

0,209

0,134

0,113

0,212

0,144

0,068

0,011

0,011

0,009

0,051

0,771

0,676

1,222

1,167

0,733

0,315

0,239

0,137

0,645

0,448

0,317

0,184

0,096

0,010

-0,064

1,175

1,002

1,028

0,704

0,430

0,323

0,154

0,086

0,539

0,271

0,285

0,180

0,107

0,039

-0,010

0,708

0,625

0,644

0,354

0,302

0,065

0,045

0,040

0,232

0,167

0,158

0,142

0,082

-0,011

-0,057

0,473

0,434

0,415

0,261

0,207

0,114

0,016

-0,003

0,283

0,185

0,197

0,108

0,045

-0,015

-0,025

0,203

0,217

0,272

0,248

0,131

0,049

0,019

0,024

0,152

0,068

0,070

0,047

0,021

0,011

-0,006

0,950

0,821

0,807

0,594

0,294

0,172

0,042

0,029

0,464

0,173

0,174

0,168

0,137

0,038

-0,034

0,332

0,321

0,499

0,523

0,315

0,169

0,053

0,054

0,451

0,269

0,241

0,153

0,073

0,048

-0,028

1,808

1,515

1,681

0,822

1,443

1,015

0,695

0,389

0,899

0,639

0,630

0,400

0,066

-0,016

-0,010

0,750

0,658

0,651

0,758

0,734

0,568

0,351

0,109

0,692

0,333

0,332

0,218

0,187

0,023

-0,039

0,823

0,718

0,782

0,503

0,318

0,335

0,118

0,013

0,185

0,160

0,133

0,091

0,097

0,022

-0,004

0,171

0,191

0,188

0,489

0,329

0,194

0,096

0,091

0,665

0,239

0,252

0,166

0,080

0,034

-0,010

0,228

0,236

0,274

0,404

0,335

0,204

0,152

0,048

0,263

0,136

0,107

0,068

0,083

0,011

-0,028

0,257

0,260

0,277

0,495

0,240

0,163

0,093

0,047

0,417

0,307

0,211

0,061

0,067

0,009

-0,019

0,297

0,292

0,201

-0,005

0,077

0,080

0,078

0,033

0,175

0,077

0,081

0,035

0,019

-0,004

-0,002

0,358

0,342

0,356

0,147

0,126

0,050

0,019

-0,025

0,101

-0,002

0,054

0,009

0,040

-0,001

0,047

0,277

0,276

0,262

0,147

0,198

0,179

0,080

0,010

0,146

-0,012

0,058

0,009

0,011

-0,028

-0,033

1,609

1,354

0,120

0,147

0,117

0,047

0,032

0,031

0,156

0,019

0,020

-0,016

-0,016

-0,015

0,010

0,370

0,351

0,780

0,700

0,671

0,393

0,332

0,254

0,415

0,224

0,131

0,100

0,070

0,034

-0,021

0,132

0,158

0,179

0,087

0,139

0,049

-0,006

-0,020

0,140

0,020

0,006

-0,003

0,009

0,011
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0,022

0,545

0,493

0,491

0,558

0,440

0,204

0,096

0,022

0,326

0,152

0,113

0,094

0,047

-0,042
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128

0,054

0,454

0,420

0,485

0,420

0,237

0,140

0,032

-0,010

0,176

0,106

0,097

0,049

0,044

0,034

-0,026

0,202

0,215

0,229

0,049

0,050

0,020

0,006

0,010

0,106

0,083

0,086

0,048

0,057

0,037

1 = Animais que morreram durante o experimento




Anexo 8: Resultados do Teste de Elisa das DO(s) normalizadas utilizando a sorovariedade Hardjoprajiitino.
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0,056

0,044

0,015

0,016

0,104

0,047

0,025

0,012

-0,002

-0,008

0,120

1,266

0,911

0,242

0,098

0,066

0,097

0,057

0,054

0,221

0,096

0,060

-0,001

0,000

0,019

0,014

0,979

0,658

0,408

0,365

0,357

0,329

0,202

0,184

0,460

0,392

0,225

0,074

0,010

0,028

0,062

0,278

0,225

0,185

0,118

0,106

0,097

0,091

0,083

0,190

0,130

0,022

0,004

0,004

0,016

-0,028

0,342

0,312

0,309

0,107

0,133

0,077

0,020

0,022

0,366

0,323

0,231

0,117

0,022

0,028

0,043

1,279

0,851

0,444

0,335

0,211

0,147

0,143

0,114

0,335

0,197

0,075

0,061

-0,017

0,007

0,107

0,312

0,455

0,461

0,393

0,205

0,121

0,070

0,071

0,276

0,255

0,159

0,084

0,033

0,042

0,061

0,619

0,318

0,280

0,226

0,068

0,090

0,068

0,066

0,124

0,110

0,091

0,046

0,044

0,029

-0,031

0,189

0,290

0,211

0,183

0,149

0,053

0,035

0,038

0,200

0,157

0,072

0,064

0,004

0,023

-0,036

0,060

0,125

0,088

0,060

0,057

0,050

0,010

0,013

0,367

0,107

0,001

0,015

0,011

-0,011

-0,036

0,104

0,088

0,125

0,141

0,135

0,106

0,076

0,002

0,091

0,066

0,025

0,013

-0,008

-0,009

0,004

0,202

0,227

0,138

0,110

0,017

0,003

-0,019

-0,011

0,138

0,032

0,009

0,002

0,001

-0,017

0,087

0,289

0,239

0,155

0,130

0,106

0,108

0,023

0,034

0,707

0,331

0,164

0,108

0,045

0,012

0,014

0,166

0,131

0,126

0,079

0,013

0,040

0,036

0,022

0,407

0,150

0,094

0,055

-0,021

0,007

0,095

0,545

0,283

0,152

0,150

0,104

0,099

0,038

0,025

0,232

0,137

0,106

0,056

0,035

0,019

0,205

0,299

0,222

0,215

0,202

0,108

0,104

0,030

0,029

0,166

0,149

0,101

0,089

0,050

0,075

0,006

0,137

0,282

0,197

0,083

0,090

0,101

-0,008

-0,002

0,090

0,083

0,043

0,041

-0,029

-0,005

-0,048

0,194

0,182

0,178

0,073

0,086

0,096

0,024

0,027

0,198

0,097

0,082

0,050

0,022

0,045

-0,045

0,640

0,407

0,333

0,482

0,349

0,221

0,128

0,052

0,277

0,264

0,235

0,064

0,048

0,068

-0,025

0,424

0,807

0,756

0,739

0,696

0,496

0,122

0,066

0,385

0,350

0,143

0,150

0,054

0,064

-0,015

0,987

0,840

0,963

1,036

0,573

0,460

0,126

0,091

0,515

0,319

0,468

0,424

0,065

0,049

0,071

0,393

0,328

0,349

0,470

0,192

0,152

0,106

0,087

0,478

0,309

0,268

0,227

0,069

0,067

0,037

0,157

0,295

0,352

0,422

0,200

0,189

0,007

-0,004

0,386

0,262

0,205

0,146

0,051

0,041

0,024

0,453

0,525

0,479

0,504

0,435

0,461

0,090

0,089

0,213

0,177

0,092

0,062

0,064

0,055

-0,013

0,256

0,453

0,372

0,424

0,161

0,132

-0,010

-0,003

0,271

0,194

0,141

0,093

-0,005

-0,007

0,001

1,400

1,118

0,744

0,459

0,294

0,243

0,030

0,027

0,398

0,333

0,220

0,115

0,070

0,049

0,017

0,301

0,557

0,452

0,471

0,331

0,305

0,198

0,111

0,255

0,249

0,187

0,068

0,047

0,048

-0,017

0,162

0,215

0,220

0,395

0,237

0,125

0,083

0,077

0,277

0,105

0,102

0,064

0,034

0,011

-0,041

0,161

0,420

0,400

0,627

0,397

0,334

0,188

0,052

0,581

0,590

0,513

0,174

0,159

0,158

-0,004

0,169

0,192

0,243

0,120

0,128

0,090

0,075

0,046

0,195

0,146

0,040

0,049

-0,013

-0,002
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-0,007

0,204

0,374

0,431

0,430

0,257

0,120

0,132

0,085

0,351

0,285

0,255

0,188

0,044

0,058

129
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0,016

0,297

0,401

0,419

0,471

0,317

0,310

0,118

0,110

0,399

0,373

0,228

0,104

0,058

0,066

0,022

1,152

1,238

0,838

0,834

0,531

0,461

0,195

0,138

0,443

0,431

0,351

0,198

0,197
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0,658

0,564

0,444

0,244

0,210

0,125

0,091

0,211

0,182

0,150

0,091

0,027

0,032

0,103

0,527

0,573

0,398

0,464

0,328

0,252

0,136

0,094

0,286

0,162

0,144

0,051

0,047

0,051

-0,054

0,064

0,255

1,253

0,894

1,020

0,577

0,376

0,211

0,187

0,711

0,397

0,329

0,254

0,082

0,091

0,104

0,869

1,045

0,848

0,740

0,475

0,377

0,181
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0,214

0,148

0,135

0,081

0,025

0,055

0,034

0,499

0,835

0,537

0,556

0,143

0,133

0,125

0,067

0,159

0,150

0,132

0,076

0,027
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0,068
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0,778
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0,338

0,155
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0,068

0,065

0,419

0,192

0,125
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0,003
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0,219

0,245

0,230

0,295

0,053
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0,222

0,165
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0,072

0,113

0,380

0,243

0,140
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0,027

0,145

0,068

-0,013

0,013

-0,002

0,004

0,074

0,053

0,219

0,243

0,194
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0,053

0,055

0,214

0,067

0,058

0,052

-0,014

0,019

0,011

0,547

0,380

0,345

0,179

0,052

0,107

-0,007

-0,023

0,139

0,041

0,028

0,008

-0,037

-0,009

0,108

0,043

0,061

0,089

0,067

0,058

0,065

0,062

0,067

0,058

-0,002

-0,021

0,423

-0,035

-0,026

0,022

0,038

0,009

0,060

0,024

0,033

0,069

0,064

0,053

0,009

0,045

-0,019

-0,015

-0,018

-0,029

0,125

0,059

0,113

0,078

0,057

0,073

0,052

0,048

0,072

0,073

0,019

-0,004

0,008

-0,043

-0,037

0,018

0,037

0,035

0,031

0,018

0,005

-0,007

-0,009

0,036

0,008

0,019

0,036

0,017

-0,047

-0,028

0,111

0,099

0,067

0,060

0,071

0,050

0,062

0,053

0,100

0,083

0,042

0,063

0,028

-0,015

-0,018

0,043

0,057

0,157

0,139

0,111

0,061

0,075

0,021

0,055

0,082

0,065

0,033

0,000

-0,010

0,017

0,075

0,088

0,118

0,070

0,090

0,104

0,068

0,069

0,087

0,052

0,018

0,039

0,025

-0,013

0,007

0,010

0,036

0,031

0,023

0,015

0,022

0,019

0,033

0,032

0,043

0,033

0,019

0,017

0,012

-0,007
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0,043
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0,067
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0,048
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0,040
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0,046

0,002

-0,006

-0,005

-0,014

0,005

0,037

0,398

1,198

0,468

0,468

0,624

0,281

0,334

0,150

0,655

0,585

0,225

0,169

0,111

0,100

0,094

0,943

1,636

1,676

0,986

0,771

0,846

0,586

0,359

0,823

0,634

0,577

0,445

0,182

0,115

0,019

1,002

1,304

0,731

0,817

0,527

0,517

0,220

0,183

0,368

0,295

0,176

0,138

0,131

0,109

0,025

0,236

0,769

0,425

0,325

0,358

0,214

0,129

0,123

0,477

0,439

0,290

0,286

0,131

0,113

0,037

0,983

1,154

0,840

0,701

0,582

0,476

0,344
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0,712

0,517

0,383

0,406

0,140

0,128
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0,818

1,259

0,850

0,632

0,213

0,214

0,230

0,069

0,333

0,173

0,138

0,101

0,078

0,088

0,041

1,309

1,369

0,940

1,245

0,709

0,702

0,579

0,408

0,740

0,620

0,431

0,184

0,175

0,106
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1,405

1,458

0,836

1,139

0,723
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0,382

0,312

0,756

0,623

0,583

0,173

0,171

0,171
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0,823

1,129

0,444

0,480

0,416

0,243
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0,484
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0,297

0,099

0,078
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0,059

0,343

0,743

0,585

0,431

0,217

0,177

0,116

0,118

0,177

0,104

0,052

0,047

0,044

0,001




0,018

0,745

1,052

0,387

0,401

0,141

0,175

0,048

0,046

0,179

0,085

0,046

0,039

0,045

0,043

0,063

0,835

0,978

1,049

0,920

0,663

0,544

0,457

0,349

0,518

0,317

0,208

0,100

0,091

0,076

0,093

0,069

1,088

0,665

0,778

0,621

0,610

0,469

0,410

0,489

0,307

0,241

0,214

0,162

0,099

0,040

0,138

0,481

0,255

0,232

0,144

0,091

0,072

0,071

0,082

0,061

0,019

0,015

0,018

0,005

0,111

0,289

0,750

0,393

0,294

0,109

0,107

0,092

0,095

0,321

0,183

0,111

0,102

0,024

0,003

0,016

0,152

0,418

0,232

0,141

0,057

0,046

0,014

0,034

0,055

0,010

-0,005

-0,009

-0,027

0,015

0,062

0,416

0,377

0,322

0,225

0,181

0,148

0,086

0,072

0,150

0,067

0,049

0,037

0,006

0,023

0,097

0,073

0,233

0,215

0,152

0,053

0,061

0,055

0,049

0,144

0,049

0,033

0,013

0,049

0,059

0,030

0,117

0,216

0,264

0,025

0,009

0,032

0,028

0,062

0,142

0,031

-0,022

-0,042

-0,035

-0,022

0,072

1,068

0,900

0,564

0,422

0,356

0,330

0,342

0,147

0,580

0,374

0,275

0,085

0,074

0,078

0,094

0,998

0,915

0,888

0,804

0,469

0,446

0,110

0,108

0,605

0,459

0,390

0,300

0,158

0,120

0,029

0,523

0,470

0,475

0,291

0,043

0,057

0,057

0,055

0,120

0,145

0,085

0,082

0,006

0,027

0,086

0,418

0,477

0,289

0,098

0,111

0,178

0,119

0,110

0,128

0,125

0,060

0,052

0,026

0,015

0,048

0,985

0,894

1,052

0,735

0,372

0,420

0,217

0,212

0,382

0,327

0,288

0,130

0,095

0,039

-0,008

0,452

1,130

0,928

0,435

0,170

0,132

0,126

0,090

0,369

0,211

0,194

0,173

0,136

0,025

0,005

0,184

0,606

0,586

0,218

0,180

0,221

0,064

0,065

0,190

0,110

0,084

0,101

0,032

0,031

0,003

0,089

0,601

0,353

0,088

0,054

0,032

0,022

0,029

0,298

0,141

0,130

0,066

0,014

0,000

0,017

0,218

0,574

0,427

0,074

0,031

0,043

0,048

0,045

0,212

0,036

0,030

0,014

-0,016

0,013

0,131

1,083

0,837

0,743

0,393

0,222

0,165

0,061

0,056

0,485

0,132

0,119

0,100

0,066

0,046

-0,027

0,431

0,640

0,471

0,334

0,125

0,132

0,108

0,103

0,348

0,241

0,184

0,138

0,124

0,074

0,049

1,875

1,579

1,565

0,943

0,620

0,521

0,311

0,208

0,724

0,502

0,422

0,282

0,126

0,076

0,037

0,884

0,855

0,639

0,450

0,308

0,168

0,165

0,159

0,370

0,251

0,237

0,179

0,086

0,017

0,089

0,628

0,587

0,643

0,287

0,109

0,098

0,098

0,076

0,083

0,135

0,062

0,055

0,007

0,025

0,091

0,685

0,514

0,287

0,300

0,066

0,068

0,063

0,065

0,470

0,239

0,197

0,139

0,122

0,025

-0,012

0,136

0,529

0,323

0,175

0,044

0,052

0,050

0,049

0,174

0,110

0,075

0,059

0,046

-0,010

-0,059

0,304

0,511

0,263

0,251

0,087

0,084

0,058

0,059

0,386

0,283

0,168

0,176

0,107

0,022

-0,030

0,102

0,133

0,161

0,102

0,032

0,037

0,017

0,007

0,082

0,030

0,002

0,011

-0,011

-0,038

0,005

0,182

0,142

0,305

0,129

0,015

0,115

0,032

0,013

0,089

0,005

-0,014

-0,015

-0,001

-0,007

0,064

0,133

0,225

0,222

0,123

0,106

0,056

0,070

0,032

0,113

-0,019

-0,034

-0,001

-0,022

-0,011

0,089

1,213

1,126

0,816

0,151

0,020

0,060

0,034

-0,005

0,155

0,008

-0,014

-0,029

-0,037

-0,027

0,061

0,384

0,333

0,650

0,429

0,272

0,145

0,173

0,072

0,275

0,251

0,172

0,039

0,062

0,000

0,074

0,200

0,391

0,239

0,126

0,006

0,051

0,118

0,002

0,120

0,003

-0,009

-0,009

-0,002

0,004
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0,055

0,274

0,423

0,428

0,488

0,186

0,129

0,079

0,076

0,100

0,046

0,034

0,030

0,006

-0,011
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132

0,084

0,338

0,353

0,444

0,335

0,147

0,129

0,024

0,022

0,096

0,070

0,019

0,002

-0,012

0,005

0,004

0,137

0,281

0,222

0,054

0,095

0,049

0,036

0,036

0,148

0,061

0,037

0,031

0,007

0,009

1 = Animais que morreram durante o experimento




Anexo 9: Resultados do Teste de Elisa das DO(s) normalizadas utilizando a sorovariedade Hardjobovis.

DIA O [ DIA30 | DIA60 | DIA90 [ DIA 120 [ DIA 150 | DIA 180 | DIA 210 | DIA 240 | DIA 270 | DIA 300 | DIA 330 | DIA 360 | DIA 390 [ DIA 420
A [-0,001] 0,528 | 0,205 | 0,175 | 0,186 | 0,152 | 0,041 | -0,021 | 0,019 | 0,205 | 0,099 | 0,076 | -0,001 | 0,002 | -0,033
A |-0,009| 1,519 | 0,449 | 0,371 | 0,228 0,079 0,040 | -0,003 | 0,034 0,299 0,106 0,124 | -0,004 | 0,016 | -0,019
A 0042 1,346 | 0,908 | 0,592 | 0,573 | 0,269 | 0,158 | -0,004 | 0,029 | 0,713 | 0,250 | 0,100 | 0,004 | 0,029 | -0,067
A | 0,056 | 0,430 | 0,410 | 0,214 | 0,318 0,080 0,030 | -0,003 | 0,020 0,132 0,060 0,013 | -0,016 | -0,014 | -0,048
A ]-0,003] 0,350 | 0,298 | 0,256 | 0,274 | 0,248 | 0,153 | 0,024 | 0,061 | 0,484 | 0,186 | 0,098 | 0,067 | 0,066 | 0,039
A | 0,005 | 1,462 | 1,110 | 0,583 | 0,422 0,252 0,075 | -0,030 | -0,009 | 0,535 0,272 0,167 | -0,014 | 0,015 | -0,019
A ] 00620539 | 0,766 | 0,671 | 0,559 | 0,267 | 0,029 | -0,004 | 0,029 | 0,502 | 0,329 | 0,202 | 0,015 | -0,005 | -0,029
A]0,111] 0510 | 0,368 | 0,336 | 0,291 | 0,064 | 0,040 | 0,042 | 0,078 | 0,256 | 0,190 | 0,157 | 0,024 | 0,011 | -0,032
A 1-0,006] 0,343 | 0,593 | 0,337 | 0,326 | 0,143 | -0,007 | -0,030 | 0,004 | 0,291 | 0,160 | 0,134 | 0,026 | 0,031 | 0,005
B [-0,014] 0,107 | 0,113 | 0,057 | 0,042 | 0,022 | -0,015 | -0,015 | 0,025 | 0,230 | 0,060 | 0,026 | -0,011 | -0,027 | -0,071
B [-0,025| 0,217 | 0,231 | 0,218 | 0,155 | 0,049 | 0,026 | 0,026 | 0,087 | 0,197 | 0,074 | 0,069 | 0,021 | -0,020 | -0,081
B[0,089| 0412 | 0,235 | 0,159 | 0,133 | 0,049 | -0,009 | -0,009 | 0,013 | 0,096 | 0,053 | 0,081 | 0,033 | 0,012 [ -0,017
B | 0,101 | 0,259 | 0,222 | 0,124 | 0,103 0,106 0,050 0,050 0,004 0,470 0,086 0,098 | -0,026 | -0,021 | -0,053
B [-0,005| 0,138 | 0,114 | 0,084 | 0,058 | 0,016 | -0,028 | -0,028 | 0,020 | 0,179 | 0,225 | 0,064 | 0,047 | 0,052 | 0,087
B | 0,053 | 0,741 | 0,259 | 0,154 | 0,097 0,098 0,049 0,049 0,059 0,330 0,293 0,179 0,083 0,079 | -0,018
B |0,087 | 0,375 | 0,365 | 0,203 | 0,178 | 0,174 | 0,154 | 0,154 | 0,133 | 0,377 | 0,329 | 0,299 | 0,240 | 0,194 | 0,092
B |-0,005| 0,209 | 0,238 | 0,105 | 0,109 0,153 0,053 0,053 0,085 0,129 0,100 0,105 0,005 | -0,011 | -0,011
B [-0,008 | 0,297 | 0,464 | 0,170 | 0,133 | 0,078 | 0,028 | 0,028 | 0,054 | 0,457 | 0,169 | 0,115 | -0,018 | -0,007 | -0,038
C [-0,043] 0,636 | 1,295 | 0,670 | 0,623 | 0459 | 0,270 | 0,113 | 0,113 | 0,841 | 0,419 | 0,344 | 0,182 | 0,101 | 0,075
C 0,004 ] 0552 | 1,822 | 1,102 | 0,929 | 0,418 | 0,409 | 0,047 | 0,085 | 0,780 | 0,457 | 0,290 | 0,015 | 0,015 | -0,020
C[0013] 1,046 | 1,243 | 1,208 | 1,123 | 0,614 | 0,372 | 0,212 | 0,186 | 0,744 | 0,618 | 0,451 | 0,231 | 0,102 | 0,010
C [-0,022] 0,412 | 0,687 | 0,284 | 0,273 | 0,070 | -0,047 | -0,012 | 0,038 | 0,609 | 0,583 | 0,251 | 0,094 | 0,056 | -0,018
C | 0,009 ] 0213 | 0,728 | 0,650 | 0,460 | 0,443 | 0,053 | 0,047 | 0,078 | 0,968 | 0,372 | 0,276 | 0,146 | 0,056 | -0,003
C | 0,000 | 0,514 | 1,093 | 0,963 | 0,888 0,608 0,454 0,332 0,214 0,231 0,237 0,218 0,084 0,110 0,005
C | 0,001 ] 0,427 | 0,687 | 0,440 | 0,465 | 0,305 | 0,157 | 0,030 | 0,061 | 0,486 | 0,315 | 0,205 | 0,127 | 0,062 | 0,022
C |-0,014| 1,646 | 1,083 | 0,914 | 0,719 0,328 0,123 0,063 0,128 0,434 0,283 0,200 0,103 0,062 0,028
C|0,033] 0357 | 1,064 | 0,978 | 0,894 | 0,247 | 0,164 | 0,095 | 0,104 | 0,509 | 0,372 | 0,255 | 0,182 | 0,149 | 0,107
D | 0,011 0,120 | 0,912 | 0,655 | 0,487 0,387 0,108 0,062 0,062 0,434 0,156 0,138 0,050 0,060 0,023
D |-0,005| 0,074 | 0,942 | 0,897 | 0,853 | 0,789 | 0,757 | 0,185 | 0,191 | 0,891 | 0,880 | 0,504 | 0,215 | 0,110 | 0,080
D [-0,037] 0,124 | 0,485 | 0,209 | 0,146 | 0,053 | -0,004 | -0,017 | 0,010 | 0,081 | 0,079 | 0,097 | 0,035 | 0,039 | 0,013
D [-0,020| 0,219 | 1,564 | 0,642 | 0,429 | 0,179 | 0,123 | 0,018 | -0,001 | 0,617 | 0,441 | 0,273 | 0,103 | 0,055 | -0,004
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134

D |-0,010| 0,275 | 0,691 | 0,634 | 0,555 0,284 0,224 0,112 0,105 0,723 0,548 0,376 0,086 0,080 0,006
D|0,115| 1,372 | 1,816 | 1,090 | 1,114 0,465 0,376 0,121 0,169 0,884 0,703 0,532 0,180 0,082 0,022
D | 0,045 | 0,573 | 1,004 | 0,892 | 0,633 0,220 0,116 0,001 0,029 0,356 0,229 0,148 0,092 0,095 0,020
D | 0,024 | 0,748 | 1,137 | 0,833 | 0,846 0,420 0,198 0,039 0,066 0,588 0,247 0,256 0,150 0,141 -0,042
D -0,023] i i i i T i T i i T i i i
E |-0,010 | 0,305 | 1,090 | 1,031 | 0,824 0,509 0,177 0,119 0,140 0,879 0,423 0,208 0,063 0,066 0,020
E | 0,095 | 1,239 | 1,337 | 1,147 | 0,862 0,419 0,154 0,050 0,067 0,400 0,212 0,224 0,102 0,061 0,008
E | 0,103 | 0,680 | 1,234 | 0,378 | 0,282 0,115 0,082 0,058 0,097 0,409 0,219 0,192 0,152 0,124 0,005
E | 0,101 | 1,241 | 1,202 | 0,496 | 0,506 0,313 0,016 0,008 0,047 0,632 0,203 0,170 0,067 0,064 0,006
E | 0,059 | 0,343 | 0,465 | 0,294 | 0,313 0,286 0,025 0,000 0,021 0,510 0,283 0,176 0,101 0,095 0,010
E | 0,001 i i f i i T i i i i T i i i
E | 0,158 | 0,808 | 0,507 | 0,367 | 0,331 0,028 | -0,011 | -0,018 | 0,018 0,201 0,101 0,022 | -0,005 | -0,007 | -0,042
E | 0,088 | 0,791 | 0,259 | 0,219 | 0,141 0,101 0,077 0,022 0,049 0,468 0,203 0,080 0,023 0,000 | -0,023
E | 0,025 | 0,737 | 0,454 | 0,361 | 0,314 0,100 0,017 | -0,005 | 0,054 0,346 0,060 0,022 | -0,001 | -0,039 | -0,042
C.-|0,103 | 0,062 | 0,153 | 0,121 | 0,119 0,021 -0,007 | 0,026 0,176 0,060 0,019 0,012 | -0,042 | -0,035 | -0,057
C.-| 0,074 | 0,089 | 0,080 | 0,068 | 0,031 0,037 0,030 0,058 0,033 0,024 0,059 0,020 0,028 | -0,030 | -0,048
C.-]0,128 | 0,134 | 0,053 | 0,112 | 0,129 0,111 0,094 | -0,003 | 0,162 0,132 | -0,020 | 0,032 0,014 | -0,027 | -0,033
C.-| 0,065 | 0,012 | 0,079 | 0,124 | 0,087 0,047 0,040 0,006 0,046 0,011 0,044 0,011 0,001 0,044 0,023
C.-]0,1472 | 0,075 | 0,051 | 0,129 | 0,050 0,073 0,034 | -0,003 | 0,116 0,127 0,066 0,119 0,113 0,049 | -0,024
C.-| 0,095 | 0,058 | 0,042 | 0,079 | 0,087 0,124 0,053 0,058 0,190 0,169 0,011 0,064 0,018 0,001 -0,032
C.-] 0,067 | 0,081 | 0,045 | 0,050 | 0,124 0,091 0,059 0,108 0,229 0,108 0,039 0,103 0,068 0,059 0,009
C.-| 0,015 | 0,083 | 0,075 | 0,002 | 0,086 0,080 0,046 0,031 0,066 0,080 | -0,001 | -0,006 | 0,063 0,057 | -0,032
C.-]10,099 | 0,128 | 0,118 | 0,121 | 0,140 0,110 0,055 | -0,005 | 0,072 0,036 0,031 0,027 0,067 0,061 0,029
G [-0,019| 0,561 | 1,056 | 0,952 | 0,788 0,541 0,491 0,177 0,214 0,857 0,670 0,447 0,230 0,223 0,113
G| 0,142 | 1,215 | 1,767 | 1,738 | 0,964 0,756 0,732 0,560 0,217 0,879 0,890 0,315 0,267 0,251 0,108
G| 0,168 | 1,409 | 2,147 | 0,964 | 0,656 0,305 0,191 0,261 0,220 0,706 0,459 0,365 0,262 0,208 0,117
G| 0,024 | 0,539 | 2,151 | 1,426 | 1,112 0,538 0,425 0,306 0,190 0,685 0,622 0,566 0,405 0,340 0,071
G [-0,004 | 1,470 | 1,340 | 1,004 | 0,823 0,646 0,574 0,404 0,178 1,158 0,479 0,211 0,136 0,129 0,111
G [-0,019| 1,437 | 1,218 | 1,148 | 0,997 0,671 0,685 0,334 0,061 0,647 0,717 0,449 0,325 0,157 0,070
G| 0,118 | 1,760 | 1,270 | 1,074 | 0,882 0,732 0,691 0,207 0,226 1,113 0,646 0,430 0,358 0,144 0,008
G| 0,106 | 1,739 | 1,860 | 1,167 | 0,654 0,607 0,538 0,494 0,273 1,134 0,832 0,528 0,267 0,207 0,219
G| 0,131 | 1,201 | 2,057 | 1,345 | 1,404 1,023 0,679 0,370 0,308 1,070 0,621 0,223 0,180 0,212 0,115
H | 0,060 | 0,443 | 2,218 | 1,195 | 0,560 0,130 0,123 0,055 0,067 0,308 0,121 0,102 0,062 0,046 | -0,015




H | 0,080 | 1,086 | 1,285 | 0,457 | 0,437 0,408 0,228 0,121 0,126 0,419 0,308 0,140 0,091 0,062 0,018
H {0,137 | 1,089 | 1,629 | 1,089 | 0,679 0,538 0,247 0,018 0,066 0,738 0,563 0,214 0,174 0,145 0,008
H | 0,089 | 0,139 | 2,200 | 1,193 | 1,062 0,795 0,792 0,054 0,129 0,830 0,577 0,202 0,142 0,164 | -0,004
H {0,121 | 0,135 | 1,149 | 0,289 | 0,141 0,110 0,034 | -0,019 | 0,075 0,308 0,248 0,058 0,028 0,015 0,001
H | 0,107 | 0,364 | 0,860 | 0,289 | 0,196 0,176 0,084 0,014 0,095 0,495 0,013 0,040 0,000 | -0,009 | -0,045
H | 0,088 | 0,141 | 1,144 | 0,323 | 0,247 0,195 0,003 | -0,003 | 0,040 0,169 0,061 0,032 | -0,014 | -0,009 | -0,048
H {0,174 | 0,419 | 0,296 | 0,254 | 0,232 0,178 0,148 0,058 0,094 0,095 0,041 0,069 0,030 0,005 | -0,081
H | 0,155 | 0,703 | 0,256 | 0,208 | 0,197 0,090 0,036 0,013 0,086 0,073 0,054 0,004 | -0,025 | 0,000 | -0,009
110,033 | 0426 | 0,236 | 0,095 | 0,087 0,030 | -0,018 | -0,046 | 0,009 0,299 0,245 0,167 0,068 | -0,011 | -0,037
I 10,083 | 1,298 | 0,490 | 0,478 | 0,463 0,334 0,280 0,263 0,243 0,806 0,499 0,331 0,278 0,162 | -0,033
110,123 | 1,195 | 1,842 | 0,935 | 0,985 0,529 0,533 0,039 0,106 0,853 0,688 0,348 0,201 0,091 0,027
I 10,118 | 0,701 | 1,806 | 0,507 | 0,381 0,161 0,106 0,064 0,073 0,461 0,279 0,212 0,166 0,094 0,069
I |0,070 | 0,610 | 1,038 | 0,362 | 0,381 0,286 0,208 0,196 0,166 0,342 0,299 0,298 0,123 0,119 0,065
I 10,172 | 1,406 | 0,964 | 0,826 | 0,845 0,818 0,379 0,366 0,245 0,642 0,404 0,257 0,140 0,087 | -0,023
110,134 | 1,156 | 1,506 | 0,984 | 0,788 0,634 0,317 0,167 0,167 0,643 0,299 0,206 0,084 0,056 | -0,009
I 10,176 | 0,654 | 2,151 | 0,435 | 0,413 0,221 0,187 0,177 0,221 0,313 0,208 0,203 0,118 0,125 0,039
I |0,164 | 0,956 | 1,421 | 0,964 | 0,519 0,365 0,086 0,054 0,113 0,376 0,186 0,152 0,045 0,024 | -0,065
J |-0,013| 0,948 | 1,178 | 0,367 | 0,300 0,141 0,145 0,089 0,064 0,249 0,193 0,108 0,059 0,032 0,013
J |-0,009| 1,672 | 1,287 | 0,683 | 0,659 0,363 0,187 0,112 0,138 0,414 0,299 0,200 0,150 0,090 0,064
J 0,103 | 1,203 | 1,058 | 0,739 | 0,672 0,514 0,201 0,166 0,192 0,655 0,454 0,276 0,135 0,104 0,069
J | 0,060 | 1,373 | 1,255 | 1,118 | 1,133 1,004 0,910 0,223 0,268 0,721 0,735 0,686 0,439 0,228 0,120
J | 0,141 | 1,505 | 0,860 | 0,686 | 0,574 0,532 0,376 0,085 0,110 0,692 0,439 0,362 0,204 0,077 | -0,017
J | 0094 | 1,159 | 1,224 | 0,515 | 0,373 0,203 0,111 0,044 0,081 0,192 0,153 0,167 0,123 0,089 0,047
J | 0,162 | 0,698 | 1,204 | 0,390 | 0,386 0,116 0,070 0,064 0,090 0,587 0,219 0,230 0,091 0,090 0,029
J | 0136 | 0,225 | 1,126 | 0,548 | 0,490 0,274 0,145 0,101 0,113 0,328 0,199 0,184 0,140 0,097 | -0,010
J | 0,099 | 0,302 | 1,036 | 0,553 | 0,492 0,229 0,169 0,021 0,058 0,561 0,380 0,338 0,165 0,031 -0,032
K| 0,052 | 0,098 | 1,001 | 0,174 | 0,150 0,061 -0,012 | -0,023 | 0,020 0,139 0,080 0,060 0,014 0,015 | -0,005
K| 0,103 | 0,365 | 0,236 | 0,107 | 0,122 0,115 0,021 0,012 0,047 0,133 | -0,016 | 0,034 | -0,005 | -0,036 | -0,056
K| 0,145 | 0,237 | 0,343 | 0,182 | 0,122 0,172 0,071 -0,022 | 0,034 0,075 0,000 0,034 | -0,014 | -0,027 | -0,052
K| 0,142 | 1,474 | 0,447 | 0,333 | 0,312 0,288 0,073 0,004 0,004 0,197 0,074 0,020 | -0,014 | -0,010 | -0,047
K| 0,056 | 0,432 | 0,598 | 0,485 | 0,350 0,286 0,071 0,064 0,059 0,430 0,333 0,123 | -0,010 | -0,002 | -0,031
K| 0,136 | 0,271 | 0,704 | 0,240 | 0,136 0,075 0,044 0,015 0,072 0,062 0,048 0,045 | -0,003 | -0,006 | -0,009
K| 0,156 | 0,308 | 1,399 | 0,373 | 0,278 0,222 0,044 0,006 0,068 0,170 0,130 0,110 0,096 0,110 | -0,033
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0,071

0,437

0,959

0,496

0,191

0,106

0,074

0,047

0,088

0,142

0,153

0,132

0,064

0,037

0,010

0,120

0,085

0,098

0,060

0,038

0,049

0,005

0,003

0,039

0,109

0,106

0,082

0,039

0,025

-0,027

1 = Animais que morreram durante o experimento




Anexo 10: Resultados do Teste de Inibigdo de Crescimento com valores de DO(s) de soros
individuais para todas as vacinas .

VACINAS

VALOR OD (INDIVIDUAL)

RESULTADO

DIA

A

-0,001

Crescimento

0,041984733

Crescimento

0,055979644

Crescimento

0,005089059

Crescimento

0,062340967

Crescimento

0,110687023

Crescimento

-0,006361323 Crescimento
-0,014 Crescimento
-0,025445293 Crescimento

0,089058524

Crescimento

0,100508906

Crescimento

0,053435115

Crescimento

0,086513995

Crescimento

-0,005089059

Crescimento

-0,043

Crescimento

0,003816794

Crescimento

0,012722646

Crescimento

0,008905852

Crescimento

0 Crescimento
0,001272265 Crescimento
-0,013994911 Crescimento

0,011 Crescimento
-0,005089059 Crescimento
-0,036895674 Crescimento
-0,020356234 Crescimento
-0,010178117 Crescimento

0,114503817

Crescimento

0,044529262

Crescimento

-0,010

Crescimento

0,095419847

Crescimento

0,103053435

Crescimento

0,058524173

Crescimento

0,001272265

Crescimento

0,157760814

Crescimento

0,025445293

Crescimento

-0,019

Crescimento

0,167938931

Crescimento

0,024173028

Crescimento

-0,003816794

Crescimento

-0,019083969

Crescimento

0,105597964

Crescimento

0,131043257

Crescimento

0,060

Crescimento

T IO OO O@@mMmmMmmMmMMMMMO 0 0O 0O 0O 0 00000000 W W w W wW w o > > > > > >

0,080152672

Crescimento

O| O] Ol Ol Ol O] O] O] O O| Ol O] O] O] O] O| Ol O] O] O] Ol O] Ol O] O] O] O] Ol O] O] O] O] O] O| Ol O] O] O] O] O O] ©| O] ©
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0,13740458

Crescimento

0,089058524

Crescimento

0,106870229

Crescimento

0,174300254

Crescimento

I T I T T

0,155216285

Crescimento

0,033

Crescimento

0,123409669

Crescimento

0,118320611

Crescimento

0,171755725

Crescimento

0,133587786

Crescimento

0,175572519

Crescimento

0,164122137

Crescimento

-0,013

Crescimento

-0,008905852

Crescimento

0,059796438

Crescimento

0,141221374

Crescimento

0,094147583

Crescimento

0,136132316

Crescimento

0,099236641

Crescimento

0,052

Crescimento

0,103053435

Crescimento

0,145038168

Crescimento

0,142493639

Crescimento

0,136132316

Crescimento

O| O] Ol O]l O]l O] O] O] O| O| ©O| O] O] O] Ol Ol ©O| O] O] O] ©O| ©|] ©| ©O] O] ©

J

J

J

J

J

J

J

K

K

K

K

K

K 0,15648855 Crescimento

K 0,071246819 Crescimento

A 0,205 Crescimento 60
A 0,449257426 Inibigdo 60
A 0,908415842 Crescimento 60
A 0,409653465 Crescimento 60
A 0,298267327 Crescimento 60
A 1,110148515 Inibigao 60
A 0,367574257 Crescimento 60
B 0,113 Crescimento 60
B 0,231435644 Crescimento 60
B 0,235148515 Crescimento 60
B 0,221534653 Crescimento 60
B 0,36509901 Crescimento 60
B 0,237623762 Crescimento 60
B 0,464108911 Crescimento 60
C 1,295 Crescimento 60
C 1,242574257 Inibicdo 60
C 0,686881188 Crescimento 60
C 0,727722772 Crescimento 60
C 1,092821782 Inibicdo 60
C 1,082920792 Inibicao 60
C 1,064356436 Inibicdo 60




D 0,912 Crescimento 60
D 0,941831683 Crescimento 60
D 0,485148515 Crescimento 60
D 1,564356436 Crescimento 60
D 0,690594059 Crescimento 60
D 1,815594059 Inibigdo 60
D 1,003712871 Crescimento 60
E 1,090 Inibigao 60
E 1,336633663 Inibicdo 60
E 1,201732673 Crescimento 60
E 0,465346535 Crescimento 60
E 0,507425743 Crescimento 60
E 0,258663366 Crescimento 60
E 0,454207921 Crescimento 60
G 1,056 Inibigdo 60
G 1,767326733 Inibicdo 60
G 2,147277228 Crescimento 60
G 2,150990099 Crescimento 60
G 1,217821782 Inibicao 60
G 1,860148515 Inibigao 60
G 2,056930693 Inibicao 60
H 2,218 Crescimento 60
H 1,284653465 Crescimento 60
H 1,628712871 Inibicao 60
H 0,860148515 Crescimento 60
H 1,143564356 Crescimento 60
H 0,295792079 Crescimento 60
H 0,256188119 Crescimento 60
| 0,236 Crescimento 60
| 0,49009901 Inibicdo 60
| 1,841584158 Inibicdo 60
| 0,964108911 Inibigao 60
| 1,506188119 Inibicao 60
| 2,150990099 Inibicdo 60
| 1,420792079 Crescimento 60
J 1,287 Inibicao 60
J 1,058168317 Crescimento 60
J 1,254950495 Inibicdo 60
J 0,860148515 Inibigdo 60
J 1,224009901 Inibicdo 60
J 1,126237624 Crescimento 60
J 1,035891089 Crescimento 60
K 1,001 Crescimento 60
K 0,236386139 Crescimento 60
K 0,342821782 Crescimento 60
K 0,446782178 Inibicdo 60
K 0,597772277 Crescimento 60

139



140

K 0,704207921 Crescimento 60
K 1,398514851 Inibicdo 60
A 0,034 Crescimento 240
A 0,02022756 Crescimento 240
A 0,06068268 Crescimento 240
A -0,008849558 Crescimento 240
A 0,029077118 Crescimento 240
A 0,078381795 Crescimento 240
A 0,003792668 Crescimento 240
B 0,087 Crescimento 240
B 0,012642225 Crescimento 240
B 0,003792668 Crescimento 240
B 0,059418458 Crescimento 240
B 0,132743363 Crescimento 240
B 0,084702908 Crescimento 240
B 0,054361568 Crescimento 240
C 0,085 Crescimento 240
C 0,186 Crescimento 240
C 0,078381795 Crescimento 240
C 0,213653603 Crescimento 240
C 0,06068268 Crescimento 240
C 0,127686473 Crescimento 240
Cc 0,103666245 Crescimento 240
D 0,062 Crescimento 240
D 0,190897598 Crescimento 240
D 0,01011378 Crescimento 240
D -0,001264223 Crescimento 240
D 0,104930468 Crescimento 240
D 0,169405815 Crescimento 240
D 0,06573957 Crescimento 240
E 0,140 Crescimento 240
E 0,067003793 Crescimento 240
E 0,097345133 Crescimento 240
E 0,046776233 Crescimento 240
E 0,021491783 Crescimento 240
E 0,017699115 Crescimento 240
E 0,049304678 Crescimento 240
G 0,217 Crescimento 240
G 0,219974716 Crescimento 240
G 0,189633375 Crescimento 240
G 0,178255373 Crescimento 240
G 0,06068268 Crescimento 240
G 0,226295828 Crescimento 240
G 0,308470291 Crescimento 240
H 0,066 Crescimento 240
H 0,128950695 Crescimento 240
H 0,074589128 Crescimento 240




H 0,094816688 Crescimento 240
H 0,04045512 Crescimento 240
H 0,093552465 Crescimento 240
H 0,08596713 Crescimento 240
| 0,009 Crescimento 240
| 0,242730721 Crescimento 240
| 0,10619469 Crescimento 240
| 0,073324905 Crescimento 240
| 0,245259166 Crescimento 240
| 0,221238938 Crescimento 240
| 0,112515803 Crescimento 240
J 0,138 Crescimento 240
J 0,19216182 Crescimento 240
J 0,268015171 Crescimento 240
J 0,109987358 Crescimento 240
J 0,089759798 Crescimento 240
J 0,112515803 Crescimento 240
J 0,058154235 Crescimento 240
K 0,020 Crescimento 240
K 0,034134008 Crescimento 240
K 0,003792668 Crescimento 240
K 0,059418458 Crescimento 240
K 0,068268015 Crescimento 240
K 0,088495575 Crescimento 240
K 0,039190898 Crescimento 240
A 0,205 Crescimento 270
A 0,298507463 Crescimento 270
A 0,712686567 Inibicdo 270
A 0,131840796 Crescimento 270
A 0,534825871 Crescimento 270
A 0,256218905 Crescimento 270
A 0,291044776 Crescimento 270
B 0,230 Crescimento 270
B 0,470149254 Crescimento 270
B 0,179104478 Crescimento 270
B 0,32960199 Crescimento 270
B 0,376865672 Crescimento 270
B 0,129353234 Crescimento 270
B 0,156716418 Crescimento 270
C 0,841 Inibicdo 270
C 0,743781095 Inibicao 270
C 0,609452736 Inibicdo 270
C 0,231343284 Crescimento 270
C 0,486318408 Crescimento 270
C 0,434079602 Crescimento 270
C 0,508706468 Inibicao 270
D 0,434 Inibicdo 270
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D 0,890547264 Inibicdo 270
D 0,080845771 Crescimento 270
D 0,616915423 Crescimento 270
D 0,722636816 Inibicdo 270
D 0,355721393 Crescimento 270
D 0,588308458 Inibicdo 270
E 0,879 Inibicao 270
E 0,400497512 Crescimento 270
E 0,40920398 Crescimento 270
E 0,631840796 Inibicao 270
E 0,509950249 Crescimento 270
E 0,201 Crescimento 270
E 0,345771144 Crescimento 270
G 0,857 Crescimento 270
G 0,685323383 Inibigdo 270
G 1,157960199 Inibicdo 270
G 0,646766169 Inibicao 270
G 1,11318408 Inibicdo 270
G 1,134328358 Inibicdo 270
G 1,069651741 Inibigdo 270
H 0,738 Inibicdo 270
H 0,82960199 Inibicéo 270
H 0,308457711 Crescimento 270
H 0,495024876 Crescimento 270
H 0,169154229 Crescimento 270
H 0,094527363 Crescimento 270
H 0,073383085 Crescimento 270
| 0,299 Crescimento 270
| 0,805970149 Crescimento 270
| 0,461442786 Crescimento 270
| 0,342039801 Crescimento 270
| 0,641791045 Inibigao 270
| 0,313432836 Crescimento 270
| 0,375621891 Crescimento 270
J 0,414 Inibicdo 270
J 0,655472637 Inibicao 270
J 0,721393035 Inibigao 270
J 0,691542289 Inibicdo 270
J 0,191542289 Crescimento 270
J 0,587064677 Inibicdo 270
J 0,328358209 Crescimento 270
K 0,139 Crescimento 270
K 0,133084577 Crescimento 270
K 0,430348259 Crescimento 270
K 0,062189055 Crescimento 270
K 0,17039801 Crescimento 270
K 0,141791045 Crescimento 270




K 0,109452736 Crescimento 270
A 0,076 Crescimento 330
A 0,12377451 Crescimento 330
A 0,013480392 Crescimento 330
A 0,098039216 Crescimento 330
A 0,166666667 Crescimento 330
A 0,156862745 Crescimento 330
A 0,133578431 Crescimento 330
B 0,026 Crescimento 330
B 0,068627451 Crescimento 330
B 0,080882353 Crescimento 330
B 0,098039216 Crescimento 330
B 0,178921569 Crescimento 330
B 0,299019608 Crescimento 330
B 0,105392157 Crescimento 330
C 0,344 Crescimento 330
C 0,450980392 Crescimento 330
Cc 0,25122549 Crescimento 330
C 0,218137255 Crescimento 330
C 0,204656863 Crescimento 330
C 0,199754902 Crescimento 330
C 0,254901961 Crescimento 330
D 0,138 Crescimento 330
D 0,503676471 Crescimento 330
D 0,096813725 Crescimento 330
D 0,273284314 Crescimento 330
D 0,531862745 Crescimento 330
D 0,148284314 Crescimento 330
D 0,256127451 Crescimento 330
E 0,208 Crescimento 330
E 0,192401961 Crescimento 330
E 0,170343137 Crescimento 330
E 0,176470588 Crescimento 330
E 0,022058824 Crescimento 330
E 0,079656863 Crescimento 330
E 0,022058824 Crescimento 330
G 0,315 Crescimento 330
G 0,365196078 Crescimento 330
G 0,566176471 Crescimento 330
G 0,210784314 Crescimento 330
G 0,448529412 Crescimento 330
G 0,528186275 Crescimento 330
G 0,223039216 Crescimento 330
H 0,102 Crescimento 330
H 0,139705882 Crescimento 330
H 0,214460784 Crescimento 330
H 0,202205882 Crescimento 330
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H 0,057598039 Crescimento 330
H 0,031862745 Crescimento 330
H 0,068627451 Crescimento 330
| 0,167 Crescimento 330
| 0,330882353 Crescimento 330
| 0,212009804 Crescimento 330
| 0,257352941 Crescimento 330
| 0,205882353 Crescimento 330
| 0,203431373 Crescimento 330
| 0,151960784 Crescimento 330
J 0,108 Crescimento 330
J 0,199754902 Crescimento 330
J 0,275735294 Crescimento 330
J 0,361519608 Crescimento 330
J 0,166666667 Crescimento 330
J 0,230392157 Crescimento 330
J 0,183823529 Crescimento 330
K 0,060 Crescimento 330
K 0,034313725 Crescimento 330
K 0,019607843 Crescimento 330
K 0,12254902 Crescimento 330
K 0,045343137 Crescimento 330
K 0,110294118 Crescimento 330
K 0,082107843 Crescimento 330
A -0,033 Crescimento 420
A -0,019083969 Crescimento 420
A -0,048346056 Crescimento 420
A 0,039440204 Crescimento 420
A -0,019083969 Crescimento 420
A -0,032 Crescimento 420
A 0,005 Crescimento 420
B -0,071 Crescimento 420
B -0,081424936 Crescimento 420
B -0,01653944 Crescimento 420
B -0,053435115 Crescimento 420
B -0,017811705 Crescimento 420
B 0,091603053 Crescimento 420
B -0,011450382 Crescimento 420
C 0,075 Crescimento 420
Cc 0,010178117 Crescimento 420
C -0,017811705 Crescimento 420
Cc 0,005089059 Crescimento 420
C 0,021628499 Crescimento 420
C 0,027989822 Crescimento 420
C 0,106870229 Crescimento 420
D 0,023 Crescimento 420
D 0,080152672 Crescimento 420




D 0,012722646 Crescimento 420
D -0,003816794 Crescimento 420
D 0,022 Crescimento 420
D 0,020 Crescimento 420
D -0,042 Crescimento 420
E 0,020 Crescimento 420
E 0,007633588 Crescimento 420
E 0,005089059 Crescimento 420
E 0,006361323 Crescimento 420
E 0,010178117 Crescimento 420
E -0,022900763 Crescimento 420
E -0,041984733 Crescimento 420
G 0,108 Crescimento 420
G 0,117048346 Crescimento 420
G 0,071246819 Crescimento 420
G 0,110687023 Crescimento 420
G 0,069974555 Crescimento 420
G 0,218829517 Crescimento 420
G 0,114503817 Crescimento 420
H -0,015 Crescimento 420
H 0,017811705 Crescimento 420
H 0,007633588 Crescimento 420
H -0,003816794 Crescimento 420
H 0,001272265 Crescimento 420
H -0,081424936 Crescimento 420
H -0,008905852 Crescimento 420
| -0,037 Crescimento 420
| -0,03307888 Crescimento 420
| 0,026717557 Crescimento 420
| 0,06870229 Crescimento 420
| -0,023 Crescimento 420
| -0,009 Crescimento 420
| -0,064885496 Crescimento 420
J 0,013 Crescimento 420
J 0,063613232 Crescimento 420
J -0,01653944 Crescimento 420
J 0,047073791 Crescimento 420
J 0,029262087 Crescimento 420
J -0,010178117 Crescimento 420
J -0,031806616 Crescimento 420
K -0,005 Crescimento 420
K -0,055979644 Crescimento 420
K -0,047073791 Crescimento 420
K -0,030534351 Crescimento 420
K -0,03307888 Crescimento 420
K 0,010178117 Crescimento 420
K -0,026717557 Crescimento 420
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