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RESUMO 
 

MARCHIORI FILHO, M. Indução do estado de portador renal e genital pela 
Leptospira interrogans sorovar Canicola, estirpe LO4, em hamster (Mesocricetus 
auratus). Influência da concentração, da virulência da estirpe, da via de 
inoculação e da vacinação. [Induction of renal and genital carrier for Leptospira 
interrogans serovar Canicola, strain LO4, in hamster (Mesocricetus auratus). Influence 
of concentration, strain virulence, inoculation via and vaccination]. 2007. 131 f. Tese 
(Doutorado em Medicina Veterinária) - Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, 
Universidade de São Paulo, São Paulo, 2007. 
 

 
 

Em decorrência da importância da leptospirose nas criações zootécnicas pelos 

prejuízos econômicos, principalmente pelas infecções crônicas, forma mais 

importante na propagação e permanência da bactéria no ambiente, este trabalho 

pretendeu estudar o curso da leptospirose e a formação do portador pela infecção 

experimental de hamsters com Leptospira interrogans sorvar Canicola, estirpe LO4, 

autóctone, pelas vias conjuntiva-nasal (CN) e cérvico-vaginal (CV) comparadas a via 

controle, intraperitonial (IP) com  duas concentrações de inóculo (20-30 e 100-200 

leptospiras/campo microscópico) e ainda estabelecer a eficácia conferida por cinco 

vacinas experimentais formuladas com dois tipos de adjuvantes  (saponina e 

hidróxido de alumínio), pelo desafio de hamster. No preparo das vacinas foi 

considerada a virulência da estirpe LO4 submetida a duas e cinco  passagens in 

vitro, que foi comparada com duas vacinas controle produzidas com a estirpe de 

referência, Hond Utrecht IV, com indeterminado número de passagens in vitro. 

Foram também avaliadas a indução de anticorpos aglutinantes e neutralizantes e as 

lesões histopatológicas por HE e Warthin-Starry. A detecção das leptospiras nos 

órgãos de hamsters mortos pela leptospirose ou eutanasiados foi realizada pela 

visualização direta, cultivo e PCR, considerando qualquer um dos resultados 

positivo.  A visualização direta foi o melhor método de detecção na suspensão de 

órgãos. A via CN mostrou-se tão letal quanto IP na maior concentração de inóculo 

(p<0,01) e também mais letal que CV nas duas concentrações (p<0,01). A via CV 

induziu o portador renal e genital, não havendo  diferença entre as duas 

concentrações. Pela via CN, não houve diferença entre sexos na indução da 

letalidade e da formação do portador, para ambos os inóculos. Todos os hamsters 



 

 

que morreram pós-inoculação apresentaram grande quantidade de leptospiras nos 

rins e genitais com necrose e hemorragias. Os animais eutanasiados após 21 dias 

de infecção, apresentaram leptospiras em rins e genitais sem lesões aparentes, 

caracterizando o portador. Pela SAM, tanto os animais que vieram a óbito, quanto os 

sobreviventes à inoculação com ambas as concentrações de leptospiras pelas vias 

CN, CV e IP, mostraram-se não reagentes na SAM (<25) para as estirpes LO4  e 

Hond Utrecht IV. As vacinas com ambas as estirpes e adjuvantes induziram baixos 

títulos de anticorpos aglutinantes e neutralizantes. Os maiores títulos de anticorpos 

neutralizantes e aglutinantes foram observados nos animais vacinados com a estirpe 

referência, Hond Utrecht IV. Os anticorpos neutralizantes não tiveram 

correspondência com o teste desafio em hamsters.   As vacinas produzidas com 

ambas as estirpes protegeram os animais contra a letalidade da leptospirose 

causada pela infecção com a estirpe LO4, e, portanto a virulência da estirpe não 

interferiu na eficácia, porém  as bacterinas não foram capazes de proteger os 

hamsters contra a formação do portador renal e genital.  

 

 

 
Palavras-chave: Leptospirose animal. Vacinas. Via de inoculação. Portador. 

Adjuvante. 

 

 
 



 

 

ABSTRACT 
 

MARCHIORI FILHO, M. Induction of renal and genital carrier for Leptospira 
interrogans serovar Canicola, strain LO4, in hamster (Mesocricetus auratus). 
Influence of concentration, strain virulence, inoculation via and vaccination. 
[Indução do estado de portador renal e genital pela Leptospira interrogans sorovar 
Canicola, estirpe LO4, em hamster (Mesocricetus auratus). Influência da concentração, 
da virulência da estirpe, da via de inoculação e da vacinação]. 2007. 131 f. Tese 
(Doutorado em Epidemiologia Medicina Veterinária) - Faculdade de Medicina 
Veterinária e Zootecnia, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2007. 

 
 

Leptospirosis is important in production systems due to its negative economic impact, 

and chronic infections are the most relevant type of propagation and permanence of 

the bacteria in the environment. The objectives of this study were to study the 

occurrence of leptospirosis, and the formation of carriers animals, by the 

experimental infection of hamsters with Leptospira interrogans serovar Canicola, LO4 

autochthon strain through conjunctive-nasal (CN) and cervix-vaginal (CV) via versus 

control and intra-peritoneum (IP) via with two inoculum concentrations (20-30 and 

100-200 leptospiras/microscopic area). In addition, the efficacy of five experimental 

vaccines formulated with two types of adjuvants (saponine and aluminum hydroxide) 

was evaluated.  In the vaccine preparation, the virulence of LO4 autochthon strain 

manipulated in two and five in vitro passages was compared with two control 

vaccines produced with the reference strain, Hond Utrecht IV with undeterminated 

number of in vitro passages.  It was also evaluated the induction of agglutinating and 

neutralizing antibody production and the histopathological lesions by HE and 

Warthin-Starry. The leptospira detection in the hamsters organs killed by the 

leptospira or euthanized was done by direct visualization or culture or PCR. The 

direct visualization was the best method of detection in the organs suspensions. The 

CN via has shown to be as lethal as IP in the highest inoculum concentration 

(p<0.01) and also more lethal than the CV in the two concentrations (p<0.01). The 

CV via has induced the occurrence of renal and genital carrier with no difference 

between the two concentrations. By the CN via, with the two inoculum, there has no 

difference detected between sex in the lethality induction as well as in the formation 

of carrier. All hamsters that died following inoculation presented a great amount of 

leptospiras in the kidneys and genitals with necrosis and hemorrhage. After 21 days 



 

 

of infection, the euthanized animals presented leptospiras in the kidneys and genitals 

without any apparent lesion, characterizing a carrier. By the SAM, the animals that 

died, as well as the ones that survived the inoculations by CN, CV and IP via with the 

two inoculum concentrations were not reactive to the SAM (<25) to the strain LO4 

and Hond Utrecht IV. The two vaccines for the two strains and adjuvant have induced 

low agglutinating and neutralizing antibody titers. The highest agglutinating and 

neutralizing antibody titers were observed in animals vaccinated with the reference 

strain, Hond Utrecht IV. The neutralizing antibodies did not correspond to the 

hamster challenge test.  The two vaccines produced with the two strains protected 

the animals against the leptospira lethality caused by the LO4 strain; therefore, the 

strain virulence did not affect the efficacy. However, the bacterines were not capable 

to protect the hamsters against the formation of renal and genital carrier.  

 

Keywords: Animal leptospirosis. Vaccines. Inoculation via. Carrier. Adjuvant. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

A partir da década de 1950, a leptospirose despertou grande interesse do 

meio veterinário, sendo reconhecida como uma das principais doenças dos bovinos.  

Durante o período de 1960 a 1990 foi considerada como a principal zoonose de 

implicação veterinária no mundo (FAINE et al., 1999). As perdas econômicas 

decorrentes da doença estão associadas direta e indiretamente ao abortamento, 

queda de produção de leite e carne, além dos custos com medicamentos e 

assistência veterinária (BLOOD; RADOSTITS, 1991; FAINE et al., 1999). As 

implicações da leptospirose em saúde pública, também tem sido preocupantes. Em 

1999, na China, foram registrados 500.000 casos e no Brasil 28.360 com 0,8% de 

mortalidade (VINETZ, 2001).  

Na cadeia epidemiológica da doença a perpetuação da leptospirose em 

determinado ecossistema depende, sobretudo de condições adequadas para a 

sobrevivência e multiplicação da bactéria, tais como clima, solo e hospedeiros. A 

interação desses componentes como um todo favorece o estabelecimento de focos 

endêmicos que podem se tornar epidemias. Os portadores renais provenientes de 

infecções crônicas são os principais mantenedores de leptospiras no ambiente 

(FAINE et al., 1999). 

 A resposta imune humoral é o principal mecanismo de resistência à infecção e 

reinfecção por leptospiras, sendo instalada entre dois a 10 dias pós-infecção e  

detectável na mucosa vaginal a partir do 14º dia (HUHN et al.,1975; ADLER; FAINE, 

1977, FAINE et al., 1999). A imunização é imprescindível para o controle da  

leptospirose dos animais domésticos, pois reduz sintomas clínicos de metrite, 

mastite sanguinolenta, nascimento precoce e abortamentos, entretanto, alguns 

estudos evidenciam que não impede a formação do portador renal (HOLROYD, 

1980; MADRUGA et al., 1983). 

No mercado brasileiro existem várias bacterinas contra a leptospirose bovina, 

cuja composição contém cinco ou seis sorovares, sendo os mais comuns: Hardjo 

e/ou Wolffi, Icterohaemorrhagiae, Canicola, Pomona e Grippotyphosa.  

A avaliação da eficácia das vacinas é muito complexa e discutível. Alguns 

autores aceitam a sorologia como parâmetro de verificação da qualidade da vacina 

(FAINE et al., 1999). O Code Federal Regulation, CFR (UNITED STATES OF 

AMERICA, 2006), e a Organização Mundial de Saúde Animal (OIE, 2004) 
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recomendam que seja empregado o teste de desafio em hamsters ou em cobaias 

jovens. Esses testes avaliam a eficácia das vacinas através do índice de 

sobrevivência à infecção aguda e não no combate às infecções crônicas e a 

formação de portadores renais ou genitais. 

O Brasil possui grande potencial pecuário, com o rebanho bovino estimado 

em 207 milhões de cabeças (IBGE, 2005) e as doenças da esfera reprodutiva 

causam grandes prejuízos ao setor. Em decorrência da grande importância 

econômica da leptospirose nas criações zootécnicas, principalmente pela infecção 

crônica, responsável pela propagação e permanência da bactéria no ambiente, esta 

pesquisa pretendeu estudar a relação das vias e dose de infecção no 

estabelecimento do estado de portador renal e/ou genital, avaliação da eficácia de 

vacinas experimentais e influência da virulência da estirpe e do adjuvante na 

melhoria da vacina.  
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1.1 Objetivos 
 

 

Utilizar a Leptospira interrogans sorovar Canicola estirpe LO4, autóctone e 

virulenta e o hamster (Mesocricetus auratus) como modelo experimental para: 

 
 

1) Avaliar o efeito da concentração de leptospiras do inóculo infectante e das vias 

conjuntiva-nasal e cérvico-vaginal comparadas à intraperitoneal (via controle) 

no estabelecimento do portador renal e genital.  

 

 

2) Verificar a importância da manutenção da virulência da estirpe empregada na 

produção de bacterinas monovalentes, comparando o efeito de duas e cinco 

passagens in vitro,  na prevenção da leptospirose e do estado de portador renal 

e genital. 

 

 

3) Avaliar a resposta humoral induzida por bacterinas monovalentes empregando-

se a reação de soroaglutinação microscópica. 

 

 

4) Correlacionar os níveis de anticorpos neutralizantes detectados no teste de 

inibição de crescimento com o teste de eficácia vacinal pelo desafio realizado 

pelas vias conjuntiva-nasal, cervico-vaginal e intraperitoneal (controle).  

 

 

5) Comparar o efeito de dois tipos de adjuvantes na eficácia de bacterinas 

monovalentes. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 
 

 

 A leptospira é uma bactéria aeróbica obrigatória e cresce in vitro em 

temperaturas de 28 a 30oC. Apresenta formato helicoidal e dois filamentos axiais, 

também denominados de flagelos periplásmicos, responsáveis pela mobilidade. Sua 

membrana externa, assim como de outras espécies de espiroquetas, possui várias 

camadas que envolvem completamente os filamentos axiais e o cilindro protoplásmico 

helicoidal. É nesse cilindro que se encontra o material nuclear, o citoplasma, a 

membrana citoplasmática e a porção de peptidioglicano da parede celular (QUINN et 

al., 1994; HAAKE, 2000a). Seus componentes de lipopolissacáride (LPS) são similares 

aos de outras bactérias Gram negativas, porém com menor atividade endotoxigênica 

(SHIMIZU et al., 1987). Até 1988, a classificação do Gênero Leptospira era realizada 

por requerimentos nutricionais  que o subdividia em duas espécies, L. interrogans, 

contendo os sorovares patogênicos e L. biflexa, reunindo as leptospiras saprófitas. 

Com essa divisão, foi possível identificá-las pelas características fenotípicas 

(sorológicas) e virulência, subdividindo-as em sorogrupos e sorovares. Estima-se a 

existência de aproximadamente 300 sorovares de leptospiras patogênicas e 25 

sorogrupos (AHMED et al., 2006). Posteriormente, com a introdução da classificação 

por hibridização do DNA, o gênero Leptospira foi dividido em 17 genomoespécies 

(YASUDA et al., 1987; BRENNER et al., 1999; LEVETT, 2001; AHMED et al., 2006). 

 Diferentes espécies de roedores podem ser reservatórios de distintos 

sorovares, mas normalmente, os ratos sinantrópicos são os principais responsáveis 

pela persistência dos sorogrupos Icterohaemorrhagiae e Ballum. Os animais 

domésticos também se comportam como reservatórios para alguns sorovares, como 

os bovinos para Hardjo, Pomona e Grippotyphosa; suínos para Pomona, Tarassovi e 

Bratislava; ovinos para Pomona e Hardjo e cães para o sorovar Canicola (FAINE et al., 

1999).  

A leptospirose pode ser transmitida pelo contato com água e solo 

contaminados por urina, líquidos e tecidos reprodutivos de animais infectados 

(FAINE et al., 1999).  O sêmen contaminado também é uma via de eliminação que 

pode proporcionar a transmissão da doença (KIKTENKO; BALASHOV; RODINA, 

1976; GOTTI, 2006).  A presença da leptospira no útero pode causar a infecção fetal 
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e subseqüentes problemas reprodutivos crônicos, além de excreção de leptospira 

pós-parto nas descargas uterinas (ELLIS, 1994). 

Soto et al. (2006) evidenciaram que em suínos, a leptospira foi capaz de ser 

transmitida verticalmente, isto é, de mães para fetos, e nascerem leitões 

aparentemente saudáveis, mas infectados e possíveis propagadores da bactéria no 

ambiente. 

São poucos os trabalhos que avaliam efetivamente perdas econômicas 

atribuídas à leptospirose. Bennett (1993) estimou que a cada 100 vacas leiteiras de 

alta produção infectadas pelo sorovar Hardjo, os prejuízos podem chegar até US$ 

29.500,00 em sete anos.  

Dhaliwal et al. (1996) correlacionaram as falhas reprodutivas de rebanhos 

leiteiros com títulos de anticorpos contra a leptospira, mesmo que baixos. Porém, 

Genovez et al. (2001) constataram que a soropositividade dos animais para os 

sorovares Hardjo e Wolffi não influenciou o desempenho reprodutivo do rebanho 

bovino de corte criados em sistema extensivo. 

O sorovar Canicola é descrito como altamente patogênico e responsável por 

causar prejuízos em decorrência da doença clínica em bezerros, cujos principais 

sintomas são síndrome hemolítica, hemoglobinúria e morte (YERUHAM et al., 1997; 

TERCILLA; CUETO; CHAMIZO, 2006).  

Ahmed et al. (2006) descreveram a leptospirose como uma doença infecciosa 

emergente, recentemente considerada como um problema importante na saúde 

mundial, por sua alta morbidade e mortalidade em diferentes partes do planeta. O 

número de casos de leptospirose seria subestimado em decorrência da anamnese e 

exame clínico mal realizados e o não uso dos testes apropriados para o seu 

diagnóstico.  

O mecanismo de transmissão mais freqüente para humanos e animais é o 

contato direto ou indireto com a urina de animais infectados. A incidência é 

significativamente maior em países tropicais úmidos (EVERARD; EVERARD, 1993), 

devido a maior sobrevivência da bactéria no ambiente, decorrente  dos altos índices 

pluviométricos (FAINE et al., 1999;  LEVETT, 2001).  

Os cães são considerados como a segunda fonte de infecção mais importante 

para os humanos, perdendo apenas para os roedores, possivelmente, por 

coabitarem, principalmente nos grandes centros urbanos (BROD et al., 2005). O uso 

constante de vacinas em cães, em algumas regiões da Europa e da América do 
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Norte, está ocasionando uma interferência na prevalência de alguns sorovares e 

aumentando a de outros, como é o caso dos sorovares Grippotyphosa, Sejroe e 

Bratislava (ANDRÉ-FONTAINE et al., 2003; KLASSEN et al., 2003; SCHREIBER et 

al., 2005).   

Alguns levantamentos sorológicos em humanos ressaltam a importância dos 

animais domésticos como fontes de infecção para o homem. Corrêa (1975) 

encontrou na Amazônia 8,5% de pessoas aparentemente saudáveis, reagentes 

sorologicamente para os sorovares Grippotyphosa, Panama, Icterohaemorrhagiae e 

Wolffi. Agesilas et al. (2005) descreveram 16 casos de leptospirose humana no 

Hospital de Saint-Denis na França entre os anos de 2001 e 2004, dos quais 66% 

causados pelo sorovar Canicola e 17% pelos sorovares Icterohaemorrhagiae e 

Sejroe. Hernandez et al. (1991) relataram um surto em seis crianças no Canal de 

Cimarron em Cuba no ano de 1986 atribuídos ao sorogrupo Canicola, sendo, 

possivelmente, os cães da redondeza a fonte de infecção.  

No Brasil, a leptospirose bovina é descrita em praticamente todos os estados, 

sendo considerada endêmica em quase todos os rebanhos (SALLES; LILENBAUM, 

2000). Favero et al. (2001), em 31.325 amostras de soros de bovinos examinadas 

provenientes de 21 estados, constataram rebanhos sororeagentes em todos os 

estados, num total de 37,9% das amostras, sendo o sorovar Hardjo o mais 

freqüente.  Vasconcellos et al. (1997) também verificaram maior prevalência de 

Hardjo em 2.448 amostras de soros de bovinos provenientes de 56 rebanhos de 

Minas Gerais, Rio de Janeiro, São Paulo, Mato Grosso do Sul, Paraná e Rio Grande 

do Sul. 

 Genovez et al. (2001) referiram que os sorovares Hardjo e Wolffi têm sido os 

mais prevalentes no estado de São Paulo, tanto nos rebanhos de corte como nos de 

leite. O mesmo foi observado por Pellegrin et al. (1999) no Pantanal Matogrossense,  

por Lilenbaum, Santos e Barbosa (1995) no estado do Rio de Janeiro e por Oliveira 

et al. (2001) em Guaranhus, Pernambuco. No estado de São Paulo, Castro (2006) 

encontrou 46% de fêmeas bovinas sororeagentes e 55% das propriedades rurais 

positivas para o sorovar Hardjo.  

 No município de Aruará no Pará, 97% das propriedades pesquisadas por 

Homem et al. (2001) apresentaram animais reagentes para pelo menos um dos 24 

sorovares de leptospiras testados e verificaram que 61,2% das amostras 

examinadas foram positivas para o sorovar Hardjo e 9% para o sorovar Bratislava. A 
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prevalência de aglutininas em amostras de soro sangüíneo de pessoas, que tinham 

contato com tais animais, foi de 32,8% e os sorovares Bratislava, Hardjo e 

Grippotyphosa foram os mais freqüentes. Esses dados confirmam a participação dos 

bovinos como fonte de infecção para os humanos.  

Os testes sorológicos são sorogrupo-específicos e a identificação dos 

sorovares de leptospiras circulantes em uma determinada região só é possível com 

o isolamento e tipificação. 

No Brasil foram isolados diversos sorovares de leptospiras de animais tais 

como: Brasiliensis (SANTA ROSA, 1970), Goiano (SANTA ROSA et al.,1980a), 

Guaicurus (SANTA ROSA et al., 1980a; VASCONCELLOS et al., 2001), Canicola, 

Pyrogenes, Grippotyphosa (SANTA ROSA et al., 1980b), Ranarum (GENOVEZ et 

al., 1986), Hardjo, Pomona e Wolffi (GENOVEZ et al., 1984; LANGONI et al., 1999). 

Brod et al. (2005) isolaram de um cão o sorovar Canicola em Pelotas (RS), com 

sinais clínicos de diarréia sanguinolenta, vômito e saliva sanguinolenta. 

Novas estirpes dos sorovares Copenhageni, Bananal, Ranarum e Rushan tem 

sido encontradas em animais no Brasil (Informação verbal1). Esses relatos 

demonstram a grande diversidade de sorovares circulantes no país. Recentemente, 

Silva et al. (2006) isolaram pela primeira vez uma amostra de L. noguchii sorovar 

Autumnalis de um ovino abatido em Pelotas (RS). 

O sucesso no controle da leptospirose dos animais domésticos depende do 

diagnóstico correto, tratamento apropriado dos doentes e portadores da doença 

crônica e adoção de medidas preventivas, dentre elas a vacinação (HUHN et 

al.,1975; FAINE et al., 1999). 

 As provas laboratoriais mais utilizadas para o diagnóstico da leptospirose são a 

soroaglutinação microscópica (SAM), teste de referência da OMS (Organização 

Mundial da Saúde),  e o Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA). Porém, o sinal 

nessas provas depende da produção de anticorpos circulantes em quantidade 

suficiente para sua detecção, o que pode levar de oito a dez dias pós-infecção 

(SMYTHE et al., 2002). Na mucosa vaginal, o pico de produção de IgG e IgA ocorre 

por volta da oitava semana e não apresenta correlação com os níveis de anticorpos 

séricos (LEONARD et al.,1994; DHALIWAL et al.,1996). 

                                                 
1 VASCONCELLOS, S. A., 2005. Palestra: “ Revisão dos sorovares de leptospiras isolados no Brasil em animais 
silvestres e domésticos”, proferida no XXIII Congresso Brasileiro de Microbiologia – 22 a 25 de novembro de 2005, Santos, 
SP. 
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A Reação de Polimerase em Cadeia (PCR), vem sendo utilizada com 

vantagens, por ser uma técnica sensível, específica e rápida. A PCR é aplicada com 

grande sucesso para a detecção de muitos microrganismos em uma variedade de 

amostras clínicas tais como soro, líquido cerebroespinhal, urina, fezes e tecidos (BAL 

et al., 1994). Tem como vantagem a redução do árduo trabalho de isolamento e cultivo 

e agilidade de diagnóstico de casos agudos (SMYTHE et al., 2002).  

A PCR também é uma alternativa para identificação de leptospiras em 

materiais de difícil isolamento, tais como o sêmen nas centrais de inseminação 

artificial (HEINEMANN et al., 1999; GOTTI, 2006). 

A técnica de PCR possibilitou a identificação da presença de leptospira no 

trato genital de suíno infectado com o sorovar Bratislava o que não foi possível pelo 

isolamento da bactéria por cultivo da urina do animal (SCHÖNBERG et al., 2005). 

As colorações com prata auxiliam na identificação de leptospiras nos 

diferentes órgãos dos hamsters inoculados, como fígado, pulmão, cérebro, rins, 

testículo, útero e ovário (SANGER et al., 1961; ABDU; SLEIGHT, 1965; BADIOLA; 

THIERMANN; CHEVILLE, 1983; OLIVA et al., 1998; HAANWINCKEL; MEGID, 

2004). 

Wild et al. (2002) demonstraram que a impregnação com prata nos cortes 

histológicos para identificação de leptospiras nos órgãos de cães infectados 

apresenta correlação com a imunohistoquímica. Rossetti et al. (2004) compararam 

os resultados de exames efetuados pelas técnicas de cultivo, impregnação pela 

prata e imunohistoquímica aplicadas para a detecção de leptospiras nos rins de 

camundongos naturalmente infectados e não encontraram diferenças significantes 

entre as mesmas, com percentuais de positividade de 39%, 44% e 46% 

respectivamente. Porém, não conseguiram estabelecer relação entre presença de 

leptospiras e lesões histopatológicas.  

Brandespim et al. (2004) observaram que  na fase aguda da doença em 

hamsters, a coloração pela prata foi mais eficaz na identificação da presença de 

leptospiras no aparelho reprodutor do que a imunohistoquímica, entretanto, na fase 

crônica não houve diferença entre as duas técnicas. 

Silva et al. (2005) constataram que a visualização direta em microscópio de 

campo escuro de amostras de urina de vacas abatidas foi mais eficiente na 

identificação de leptospira do que o isolamento e da imunohistoquímica. 
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A vacinação é a principal medida de prevenção e controle da enfermidade. 

Mas para uma vacina ser eficaz é necessário que tenha capacidade de prevenir a 

leptospirúria dos portadores e reduza a incidência da doença em humanos, 

principalmente os trabalhadores rurais (ALLEN; MENEY; WILKS, 1982; 

FREUDENSTEIN; HEIN, 1991). As vacinas veterinárias comerciais para bovinos são 

bacterinas, variando na sua composição o número de sorovares e o tipo de adjuvante 

utilizado. 

Para humanos, atualmente, apenas a vacina cubana Vax-Spiral, produzida 

pelo Instituto Finlay está disponível comercialmente. Essa bacterina contém os 

sorovares Icterohaemorrhagiae, Canicola e Mozdok e utiliza o hidróxido de alumínio 

como adjuvante. A eficácia e segurança da Vax-Spiral foram confirmadas em 

hamsters e em seres humanos (OLIVA et al., 1998; MARTINÉZ et al., 2004). 

O LPS da leptospira, caracterizado como antígeno imunodominante, induz 

resposta imune contra seus epítopos, e promove proteção do tipo sorovar-específica 

(ISOGAI et al., 1990; BOLIN et al., 1991; LEVETT, 2001; MATSUNAGA et al., 2003; 

KOIZUMI; WATANABE, 2004), por essa razão é necessário que as vacinas sejam 

produzidas com os sorovares  presentes na região (LEVETT, 2001).  

Há relatos de respostas cruzadas entre alguns sorovares, tais como Hardjo e 

Wolffi (COSTA et al., 1998; TABATA et al., 2002). As bacterinas com os sorovares 

Canicola e Icterohaemorrhagiae podem prevenir a forma letal da doença provocada 

por sorogrupos heterólogos como Australis, Autumnalis, Sejroe e Pyrogenes 

(SONRIER et al., 2000). 

Além da resposta imune humoral, a resposta mediada por células também é 

importante para a proteção contra a leptospirose (MARINHO et al., 2005; 

PALANIAPPAN et al., 2006). Naiman et al. (2001) observaram que a vacinação com 

bacterina composta com o sorovar Hardjo promoveu a proliferação de células 

mononucleares, principalmente a do tipo Th1, produtoras de interferon-γ (IFN-γ) e as 

bacterinas contendo adjuvante de hidróxido de alumínio ou mesmo os próprios 

componentes da espiroqueta aumentaram resposta do tipo Th1.  

Vernel-Pauillac e Mérien (2006) verificaram que hamsters infectados  

experimentalmente com o sorovar Icterohaemorrhagiae aumentaram a produção de 

RNAm das citocinas de resposta do tipo Th1, como TNF-α, IFN-γ e IL-12 nas 

primeira horas pós-infecção. As citocinas anti-inflamatórias como a IL-4 e IL-10 

foram detectadas entre 24 a 96 horas pós-infecção. 
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A elaboração da resposta imunológica contra microrganismos pelo hospedeiro 

depende do local de exposição. Nas mucosas, por exemplo, a resposta imune pode 

ser desencadeada por diferentes mecanismos que influenciam na patogenia da 

doença. A mucosa do sistema respiratório, quando sensibilizada por bactérias, pode 

aumentar a liberação de peptídios antimicrobianos na luz do órgão, seguida por  

secreção de quimoquinas e citocinas na submucosa iniciando um processo 

inflamatório com migração de fagócitos, células dendríticas e linfócitos (BALS; 

HIEMSTRA, 2004). Na mucosa do sistema reprodutivo das fêmeas, a resposta 

imune é influenciada pela progesterona e pelo estradiol que interferem na 

transferência de imunoglobulinas do sangue para o tecido, na migração de linfócitos 

e macrófagos e na síntese de receptores para IgA nas células epiteliais uterinas 

(WIRA; ROSSOL, 1995). Os testículos são considerados sítios “privilegiados” do 

sistema imune, caraterizado pela tolerância ou “inércia imunológica” (NARS et al., 

2005). 

Os isótipos de imunoglobulinas produzidos pela resposta imune podem estar 

relacionados à eficácia no controle da enfermidade. Natarajaseenivasan et al. (2004) 

identificaram diferenças no reconhecimento de proteínas de membrana de 

leptospiras para os isotipos IgG e IgM em infecções agudas e crônicas de pacientes 

doentes, demonstrando que dependendo do predomínio do isótipo de 

imunoglobulinas e da fase da doença, os alvos da resposta imune mudam.  

Hanson (1976) relatou que os níveis de IgG neutralizantes induzidos por 

bacterinas reduzem significantemente entre oito a 12 meses pós-vacinação, sendo 

necessária revacinação semestral ou anual para estabelecer os níveis adequados. A 

detecção desses anticorpos é um pouco mais tardia e as imunoglobulinas são do 

tipo IgG, enquanto que nos anticorpos aglutinantes predomina o tipo IgM, 

considerado menos efetivo na proteção (HANSON, 1977). 

Em ensaios de campo, a proteção conferida pelas bacterinas antileptospirose, 

não foi capaz de eliminar o estado de portador renal e a leptospirúria. De fato, o 

poder imunogênico destas bacterinas é restrito e conseqüentemente, os títulos de 

anticorpos pós-vacinais são baixos e de curta duração (BOLIN et al., 1989; BOLIN; 

ZUERNER; TRUEBA, 1989; BOLIN et al., 1991; LEVETT, 2001; ARDUINO et al., 

2004).  

Vacinas constituídas por mais de um sorovar podem ocasionar supressão da 

resposta imune contra alguns sorovares presentes na composição e as diferentes 
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concentrações de antígenos empregadas por dose também podem ocasionar falhas 

vacinais (SIDDIQUE; SHAH, 1990; BOLIN et al., 1991; SRIVASTAVA, 2006). Além 

disso, as diferenças fenotípicas dentro de um mesmo sorovar podem agravar a 

ausência de proteção entre estirpes vacinais e selvagens (ELLIS et al. 1988; 

SILBECK; LYON; STALLMAN, 1992). 

Algumas vacinas comerciais preparadas com o sorovar Canicola e destinadas 

a cães têm demonstrado eficácia contra os principais sintomas clínicos, a 

leptospiremia, a leptospirúria e lesões renais (BROUGHTON; SCARNELL, 1985; 

ANDRE-FONTAINE et al., 2003; SCHREIBER et al., 2005). A vacinação com o 

sorovar Bratislava tem mostrado aumento no tamanho da leitegada e na taxa de 

parição de matrizes suínas (FRANTZ; HANSON; BROWN, 1989; ELLIS et al., 1986). 

O baixo desempenho da bacterina contendo o sorovar Hardjo pode ser 

conseqüência de pouca capacidade imunogênica da estirpe utilizada, ou mesmo 

pela baixa quantidade de massa antigênica do sorovar na vacina (BOLIN et al., 

1991, TABATA et al., 2002). Bolin e Alt (2001) observaram que uma vacina 

monovalente com a estirpe Hardjobovis foi capaz de proteger os bovinos da 

colonização renal e da leptospirúria na infecção experimental.  

Madruga et al. (1983) verificaram que a imunização de vacas prenhes reduziu 

os sintomas clínicos, como metrite, parto pré-maturo e mastite sanguinolenta, 

observados nas vacas não vacinadas após o desafio com o sorovar Hardjo. A 

vacinação não evitou a leptospirúria, mas reduziu a duração, passando de 12,5 

semanas nos animais não vacinados para nove semanas e meia nos animais 

vacinados. 

Bacterinas produzidas com os sorovares Icterohaemorrhagiae, Copenhageni 

e Canicola, contendo 1,2 x 109 leptospiras/mL por sorovar e 1,5 mg/mL de hidróxido 

de alumínio protegeram 100% dos hamsters contra letalidade e persistência da 

infecção. O índice de sobrevivência foi proporcional a quantidade de antígeno por 

dose vacinal aplicada aos animais (FREUDENSTEIN; HEIN, 1991). 

A virulência das estirpes sementes empregadas na produção de vacinas tem 

sido destacada como ponto importante para a melhoria da qualidade das bacterinas 

(GONZÁLEZ et al., 2005; MAURA et al., 2006). A atenuação da virulência ocasiona 

perda da antigenicidade da estirpe (BERNASOVSKAIA; KONDRATENKO; 

MEL´NITSKAIA, 1994). A constante ativação das estirpes por passagens em 

hamsters seleciona as populações de bactérias capazes de resistir ao sistema imune 
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do animal e, conseqüentemente, conserva a virulência da estirpe (FAINE et al., 

1999; MAURA, et al., 2006). 

Bacterina produzida com a estirpe Hond Utrecht IV protegeu hamsters quanto 

a letalidade e contra a colonização renal, quando se utilizou dose de 6 x 108 

leptospiras/dose (AURAN; JOHSON; RITZI, 1972). 

Painter e Ellinghausen Junior (1976) induziram o mesmo nível de proteção  

contra a letalidade e colonização renal em hamsters, utilizando uma vacina 

produzida com uma estirpe virulenta do sorovar Canicola e outra produzida com a 

estirpe Hond Utrecht IV. Eles verificaram que o desafio realizado antes do 30o dia 

pós-vacinação necessitou de maior concentração de antígeno nas bacterinas do que 

quando o desafio ocorreu posteriormente. 

A variação dos meios empregados para o cultivo de leptospiras, 

principalmente os que contêm soro, prejudicam a estabilização da virulência das 

estirpes e causam heterogeneidade nos lotes de vacinas. Por isso, o congelamento 

é o método de estocagem que minimiza eventuais problemas desta ordem (MAURA 

et al., 2006). 

Além da quantidade e qualidade dos antígenos, o adjuvante também exerce 

papel essencial na eficácia das bacterinas. Adjuvante imunológico é qualquer 

substância capaz de proporcionar uma resposta imune maior contra um antígeno do 

que o uso do mesmo sozinho (RAMON, 1924). Os adjuvantes podem modular a 

resposta imune humoral, não só aumentando o título de imunoglobulinas, mas 

também a avidez , a especificidade e o tipo de isótipo. Pode ainda prolongar a 

duração e a velocidade da resposta imune e direcioná-la para celular, humoral 

sistêmica ou local, como por exemplo, nas mucosas. Assim, seria possível reduzir a 

quantidade de antígeno, o número de imunizações e, conseqüentemente, o custo da 

vacina (SINGH; O´HAGAN, 1999; RAJPUT et al., 2007). Porém, a eficácia do 

adjuvante pode ser influenciada pela via de aplicação da vacina (AGUILAR; 

RODRIGUEZ, 2007). 

Dentre os diferentes adjuvantes, a saponina e o hidróxido de alumínio 

(Al(OH)3) são os mais utilizados em medicina veterinária.  

As saponinas são esteróides ou glicosídios triterpenóides encontradas em 

plantas, algas e em algumas bactérias, e modulam a resposta mediada por células 

assim como aumentam a produção de anticorpos. A Quil A, normalmente utilizada 

nas vacinas veterinárias, é a fração de saponina derivada do extrato aquoso da 
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casca da Quillaja saponaria que contêm mais de 23 compostos diferentes e é 

classificada como adjuvante não-particulado. A principal fração do extrato purificada 

por cromatografia reversa é o QS21, que tem sido estudado como estimulador de 

resposta celular (CAMPBELL; PEERBAYE, 1992; COX; COUTLER, 1997; RAJPUT 

et al., 2007).  

De forma geral, as saponinas induzem a expansão de células 

imunocompetentes, como as células T helper e linfócitos B, resultando em alta 

produção de anticorpos (CAMPBELL; PEERBAYE, 1992; COX; COUTLER, 1997). 

Também estimulam a apresentação de antígenos pelo MHC tipo I e 

conseqüentemente,  resposta citotóxica via células T  CD8+ (NEWMAN et al., 1992; 

NAIMAN et al., 2001). 

O hidróxido de alumínio é largamente utilizado em medicina veterinária pelo 

seu baixo custo, segurança e facilidade de formulação, sendo utilizado desde 1930. 

É considerado como um adjuvante particulado, capaz de produzir efeito de depósito 

do antígeno, o que pode formar granulomas. Estimula forte resposta do tipo Th2, 

além de linfócitos citotóxicos, resposta mediada por células e aumenta a produção 

de IgE  (VANSELOW, 1987; COX; COULTER, 1997). 

O uso do hidróxido de alumínio foi capaz de induzir resposta antígeno-

especifica pelas células T contra a ovoalbumina, direcionando a resposta imune para 

o tipo Th2 e aumento na produção de IL-1β e IL-18, além das interleucinas IL-4, IL-5 

e IFN-γ pelas células dendríticas (SOKOLOVSKA; HEM; HOGENESCH, 2007). 

Os fabricantes de vacinas contra a leptospirose necessitam seguir protocolos 

internacionais para avaliação da eficácia, como o CFR (UNITED STATES OF 

AMERICA, 2006) e da OIE (2004). Esses testes exigem desafio em animais de 

laboratório para os sorovares incluídos na vacina. Por isso, torna-se necessária a 

manutenção em laboratório de estirpes virulentas dos diversos sorovares. 

Entretanto, essas amostras costumam perder rapidamente a virulência quando 

cultivadas in vitro e nem sempre causam a morte dos animais no intervalo 

preconizado (SANGER et al., 1961; STALHEIM, 1966; FAJARDO et al., 1998; 

GONZÁLEZ; DÍAZ; MATOS, 1999).  

González, Díaz e Matos (1999) ressaltaram a importância da reativação das 

estirpes para testes de eficácia de vacinas, com o uso de inóculos padronizados que 

permitam a estimativa do tempo de morte do hamster e dessa forma seguir os 

protocolos com maior exatidão. Sanger et al. (1961) reverteram a virulência de uma 
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estirpe do sorovar Pomona, após perda por cultivo in vitro com passagens 

sucessivas em hamsters. Foram necessárias 11 passagens em animais para o 

aparecimento de sintomas e 16 para a estabilização da mortalidade dos hamsters no 

quarto dia pós-inoculação. 

O hamster (Mesocricetus auratus) é considerado modelo para a leptospirose 

humana e animal, sendo utilizado nos estudos da evolução clínica, da 

patogenicidade e caracterização patológica da leptospirose (OLIVA et al., 1998).  

Os principais sintomas clínicos observados nestes animais após a inoculação 

com leptospiras virulentas são mudanças comportamentais como prostração e 

depressão, irritabilidade e excitabilidade quando molestados, além de piloereção, 

diminuição da abertura palpebral e dependendo do sorovar inoculado, icterícia, 

epistaxe e hematúria. As lesões macroscópicas mais freqüentes são: petéquias e 

equimoses hemorrágicas pulmonares, nas pleuras e serosas, congestão hepática, 

esplênica e renal, hemorragias intestinais e icterícia. As características e severidade 

das lesões dependem do sorovar e da virulência da estirpe. Microscopicamente são 

observados edema, congestão e hemorragia nos pulmões, rins e fígado. As lesões 

teciduais nos rins se caracterizam por degeneração e necrose do epitélio tubular e 

na fase crônica é possível observar tecido conjuntivo no parênquima, degeneração 

hialina e infiltrados de células inflamatórias (SANGER et al., 1961; ABDU; SLEIGHT, 

1965; BADIOLA; THIERMANN; CHEVILLE, 1983; OLIVA et al., 1998; 

HAANWINCKEL; MEGID, 2004).  

A infecção experimental de animais de diferentes espécies depende da 

virulência da estirpe, sorovar, concentração do inóculo infectante e via de 

inoculação, além da susceptibilidade da espécie à bactéria.  

Miller (1972) induziu infecção crônica em hamsters com duas estirpes do 

sorovar Pomona por até 100 dias após a inoculação via intraperitoneal, confirmado 

pelo cultivo de urina e presença de leptospiras no tecido renal, porém este autor não 

mencionou a concentração de leptospiras contidas no inóculo. 

Bielanski et al. (1998) infectaram novilhas por inoculação da L. borgpetersenii 

sorovar Hardjobovis pelas vias uterina, cervical, subconjuntival e intranasal com a  

dose-infectante de 5 x 104 leptospiras. A confirmação da infecção foi estabelecida 

pelo teste de SAM e a presença de leptospiras nas mórulas e embriões por cultivo e 

PCR, comprovando que a transferência de embriões também pode ser uma via de 

transmissão da leptospirose em bovinos. 
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Brandespim et al. (2004) estabeleceram a infecção crônica em hamsters com 

inoculação via intraperitoneal de estirpe do sorovar Pomona associada a 

subdosagens de antibióticos, e desse modo acompanharam a patogenia da doença 

no aparelho reprodutor masculino durante 30 dias. 

Macedo et al. (2004) constataram que a via de inoculação interfere na 

reprodutibilidade da leptospirose em hamsters, e a via oral foi a menos eficaz na 

indução de sintomas e a via intraperitoneal, a mais eficiente.  

Gallo et al. (2006) induziram a leptospirose experimental em bovinos por 

instilação de suspensão do sorovar Hardjo (genótipo Hardjobovis) via conjuntival por 

três dias consecutivos. A infecção foi confirmada com cultivo de amostras de urina.  

Os sorovares Hardjo, Wolffi e Guaricura, com raras exceções, não induzem 

morte ou estabelecem infecção em hamsters, quando mantidas in vitro por longo 

tempo (TABATA et al., 2002), impossibilitando o seu uso no teste de potência com 

desafio. A OIE (2004) recomenda nesses casos, que a eficácia seja medida por 

proteção contra a colonização renal ou a indução de anticorpos após a inoculação 

em coelhos.  

Avaliação sorológica das vacinas por títulos de anticorpos aglutinantes é 

complicada devido a grande variação da resposta dos animais aos diferentes 

sorovares. 

Ris e Hamel (1979) verificaram que bacterinas produzidas com o sorovar 

Pomona e Al(OH)3 induziram títulos de anticorpos aglutinantes e neutralizantes em 

novilhas inferiores aos títulos induzidos pela bacterina contendo o adjuvante 

completo de Freund. 

Broughton e Scarnell (1985) observaram que uma bacterina contendo os 

sorovares Canicola e Icterohaemorrhagiae protegeu cães contra pirexia, colonização 

renal e leptospirúria, porém o sorovar Icterohaemorrhagiae induziu título de 

anticorpos aglutinantes maior do que o sorovar Canicola. Após a inoculação do 

desafio os títulos de anticorpos dos animais vacinados foram iguais aos dos animais 

não vacinados.  

O aumento na quantidade de antígeno do sorovar Hardjobovis contido na 

vacina não resultou no aumento do título sorológico de aglutininas em bovinos 

vacinados e revacinados. Além disso, após o desafio, o grupo vacinado apresentou 

títulos de anticorpos menores do que os animais não vacinados (BOLIN et al.,1991). 
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Arduino et al. (2004) verificaram que a vacinação com bacterina comercial de 

bovinos previamente sororeagentes e animais não reagentes não induziu títulos 

sorológicos de anticorpos aglutinantes maior ou igual a 100. 

Genovez et al. (2004) também observaram a redução dos títulos de 

anticorpos pós-vacinação em bovinos nelores previamente sororeagentes, sugerindo 

que esta redução possa ser utilizada para monitoramento do efeito vacinal e que o 

surgimento de altos títulos seja indicativo da introdução de um sorovar no rebanho. 

Arduino (2005) verificou que mesmo com a revacinação, vacinas comerciais 

não induziram altos títulos de aglutininas em bovinos. Os sorovares Hardjo e Wolffi 

foram os que induziram maiores títulos com média de 500. Para o sorovar Canicola, 

duas vacinas testadas não induziram títulos iguais ou maiores que 100 para nenhum 

dos animais vacinados e revacinados e outras duas induziram títulos de 100 em 

apenas 20% dos animais, demonstrando que este sorovar estimula menos a 

produção de aglutininas do que os demais sorovares contidos nas vacinas. 

Vega et al. (2005) avaliaram a indução de anticorpos aglutinantes em bovinos 

por bacterinas antileptospirose com diferentes adjuvantes e observaram aumento na 

produção de anticorpos com o uso do hidróxido de alumínio, porém os títulos não 

foram superiores a 100. 

Nardi Junior et al. (2006) também verificaram que a vacinação de búfalos com 

bacterinas comerciais, mesmo com a dose reforço, não induziram títulos de 

aglutininas maiores que 100 para os cinco sorovares contidos nas vacinas.  

Soto et al. (2007) verificaram que bacterinas comerciais ocasionaram baixos 

títulos de anticorpos algutinantes e neutralizantes em porcas, resultando na 

deficiência de transferência de imunidade via colostro aos leitões.  

Nas provas sorológicas o título de anticorpos mensurado pós-vacinação pode 

ser alterado pelo antígeno empregado. Normalmente, quando se utiliza o antígeno 

homólogo ao da vacina os títulos de anticorpos tendem a ser maiores do que 

quando se utiliza antígeno heterólogo.  

Brod et al. (2005) usaram uma estirpe selvagem regional do sorovar Canicola 

na prova de SAM, comparando com a estirpe de coleção de referência antigênica 

proveniente da OIE, e observaram que soros de cães e humanos sabidamente 

reagentes para o sorovar  Canicola apresentaram títulos de aglutininas maiores do 

que os obtidos quando a prova foi executada com a estirpe de referência, o que 
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confirma a existência de diferenças antigênicas entre a estirpe circulante e a 

referência, proveniente do exterior.  

Uma alternativa é a quantificação da resposta das vacinas através da inibição 

do crescimento de leptospiras in vitro, que permite a utilização de sorovares não 

patogênicos para hamsters (TRIPATHY; HANSON; MANSFIELD, 1973). Hanson 

(1976) afirma que estes anticorpos poderiam ser mensurados pelo teste de desafio 

em hamsters, mostrando correlação entre eles. 

Dada a importância e a complexidade da virulência das leptospiras, vários 

grupos de pesquisadores estão tentando decifrar seus mecanismos, que podem 

estar correlacionados com a presença e ativação de genes, como é o caso do gene 

LipL32, presente nos sorovares virulentos e outros com freqüência mais variável 

como o LipL36 e o Ia1608, este último presente em 87,5% das estirpes de L. 

interrogans (ZHAO et al., 2003). 

Faine e Van der Hoeden (1964) já tinham observado diferenças fenotípicas 

entre estirpes virulentas e avirulentas, tanto nas colônias crescidas em meio sólido, 

como na microscopia. Haake et al. (1991) demonstraram que estirpes do sorovar 

Grippotyphosa atenuadas em meio de cultivo apresentaram maior quantidade de 

proteínas transmembrânicas que as virulentas. Possivelmente, essas alterações 

sejam adaptativas às mudanças nutricionais e osmóticas.  

Cullen et al. (2002) relataram que as proteínas LipL36 e LipL50 de L. 

interrogans são termorreguladas, não sendo expressas quando as culturas de 

leptospira são incubadas acima de 30oC.  

Extratos protéicos de leptospiras patogênicas podem induzir proteção contra 

sorovares heterólogos (KOIZUMI; WATANABE, 2004). Algumas proteínas tais como 

OmpL1, LipL41, LipL32, têm sido descritas como importantes imunógenos 

conservados nas leptospiras patogênicas (HAAKE et al., 1999; HAAKE et al., 

2000b). Outras proteínas chamadas de Big domain protein são expressas na 

superfície bacteriana e responsáveis pela mediação da invasão ou adesão à célula 

hospedeira, as chamadas proteínas Lig (Leptospira Ig-Like). Dois genes, designados 

Lig A e Lig B codificam seqüências peptídicas, presentes em leptospiras patogênicas 

como L. interrogans e L. kirschneri, mas não nas saprófitas (MATSUNAGA et al., 

2003; PALANIAPPAN et al., 2006).  

Recentemente, Ristow et al. (2007) relataram que a presença da lipoproteína 

Loa22 é essencial na virulência das estirpes de leptospiras. A supressão do gene 
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que codifica a Loa22 na estirpe mutante Loa22- tornou-a atenuada, ou seja, incapaz 

de provocar morte nos cobaios, porém colonizou os rins da maioria dos cobaios 

infectados. 

A identificação de antígenos de leptospira expressos durante a infecção tem 

importante implicação no desenvolvimento de novas técnicas para diagnóstico e de 

novos antígenos protetores (MATSUNAGA et al., 2003; AHMED et al., 2006).  

Barnett et al. (1999) verificaram aumento na expressão do LPS, OmpL1 e da 

LipL41 e redução da expressão da LipL36 no sorovar Grippotyphosa durante a 

infecção experimental em hamsters. Também foi observado aumento na expressão 

das proteínas Loa22 e LipL32 quando se comparam a estirpe do sorovar 

Copenhageni in vivo e in vitro (NALLY et al., 2007) e que os antígenos da cadeia O 

do LPS é menor in vivo do que in vitro (NALLY  et al., 2005).  

As proteínas da membrana externa (OMP) da estirpe Hond Utrecht IV com 

peso molecular de 22,5; 25; 32; 36; 41; 77 e 112 KDa foram mais imunogênicas 

(AMUTHA et al., 2006). A OMP de 41 KDa foi descrita como imunodominante no 

sorovar Grippotyphosa (SHANG et al., 1996). 

Uma vacina antileptospirose utilizando somente a Lig-A recombinante 

protegeu hamsters contra o desafio com o sorovar Pomona homólogo e impediu a 

formação de lesões histopatológicas (PALANIAPPAN et al., 2006).  

As proteínas Lig B-m não são expressas  por leptospiras cultivadas in vitro e 

sim  no hospedeiro, por isso, as  Lig A-m e Lig B-m extraídas de L. interrogans 

sorovar Manilae homólogas são referidas como potenciais candidatas à vacina 

sorogrupo-específica contra a leptospirose (KOIZUMI; WATANABE, 2004). A 

ausência das proteínas Lig por não transcrição do RNA, está correlacionada com a 

perda ou atenuação de virulência durante o cultivo in vitro (MATSUNAGA et al., 

2003, PALANIAPPAN et al., 2006).   

Enquanto novas vacinas não são disponibilizadas comercialmente, as 

bacterinas ainda são a única opção contra a leptospirose animal, e seu desempenho 

é dependente da qualidade e concentração de antígeno, por isso as preparações 

comerciais podem apresentar  resultados variados (HUHN et al., 1975). 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 
 

Os experimentos foram conduzidos de acordo com o esquema do apêndice A. 

 

 

3.1 Estirpes utilizadas 
 
 

Foi utilizada uma estirpe de Leptospira interrogans  sorovar Canicola, autócne 

e virulenta, isolada do fígado de um suíno no estado do Paraná (FREITAS et al., 

2004). Esta estirpe foi tipificada com kit de anticorpos monoclonais pelo Royal 

Tropical Institute, Amsterdã, Holanda. Desde então, a estirpe foi denominada como 

LO4.  

Uma amostra dessa estirpe foi gentilmente cedida pelo Prof. Dr. Silvio Arruda 

Vasconcellos (FMVZ/USP) ao Laboratório de Doenças Bacterianas da Reprodução 

(LDBR) do Instituto Biológico de São Paulo e cultivada em meio EMJH2 modificado, 

com a adição de soro de coelho inativado, asparagina, cloreto de cálcio e cloreto de 

magnésio (ALVES, 1995). 

A estirpe LO4 foi escolhida para o estudo por ser um isolado nacional, estar 

devidamente tipificada e cuja DL50 pôde ser estabelecida. Além disso, em estudos 

prévios, foi capaz de colonizar diferentes órgãos dos hamsters inoculados. 

A estirpe Hond Utrecht IV proveniente da Organização Mundial da Saúde 

(OMS) foi utilizada como estirpe padrão. Essa estirpe é originária da Holanda, 

pertencente ao sovorar Canicola, adaptada aos meios de cultivo EMJH e Fletcher, 

por passagens in vitro por anos consecutivos no LDBR. A ausência de virulência da 

Hond Utrecht IV foi comprovada com a inoculação em hamster, sem ocasionar 

mortes e lesões macroscópicas. 

 

 

 

 

 

                                                 
2 Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris (Difco, Detroit, EUA). 
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3.2 Estabilização da virulência da estirpe LO4 
 

 

Para a estabilização e manutenção da virulência da estirpe LO4 foi utilizada a 

metodologia clássica de passagens sucessivas em hamsters (GONZÁLEZ; DÍAZ; 

MATOS, 1999). O inóculo para as passagens em hamsters foi preparado com 1,0 g 

de órgãos (fígado e rins) de um hamster agônico e com lesões características de 

leptospirose diluído em 9,0 mL de solução salina estéril. Uma suspensão foi obtida 

com o uso do homogeneizador Stomacher80 Biomaster3 por 60 segundos na 

potência média (Figura 1). O volume de 1,0 mL dessa suspensão foi submetido a 

cinco diluições seriadas de razão dez (10-1 a 10-5),  e 1,0 µL por diluição foi 

examinado em microscópio óptico Jena Zeiss com condensador de campo escuro 

(MCE), objetiva Epiplan 20x/0,2 e ocular de 10 (aumento de 200 vezes) para 

verificação de leptospiras. Um mililitro da diluição contendo de 20 a 30 leptospiras 

por campo microscópico foi inoculado via intraperitoneal em hamsters sadios. Essas 

passagens foram realizadas sucessivamente até a estabilização da virulência da 

estirpe, ou seja, morte entre três a seis dias.  

O mesmo procedimento foi adotado para a determinação da DL50, de acordo 

com a metodologia de Reed e Müench (1938), inoculando-se cinco grupos de dez 

hamsters com 0,2 mL de uma suspensão semelhante a anterior, ou seja, por diluição 

seriada na base 10 (10-1 a 10-7). 

 
Figura 1 – Macerado de órgãos de hamster infectado com a estirpe LO4, utilizando o homogeneizador 

Stomacher 80 Biomaster  para preparo do inóculo 

                                                 
3 Stomacher 80 Biomaster, Lab System – Seward, England. 
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3.3 Animais 
 

 

Foram utilizados hamsters dourados (Mesocricetus auratus) com peso entre 

55 e 65 gramas alocados no infectório do LDBR do Instituto Biológico.  

Os animais foram subdivididos em grupos de dez, separados segundo o sexo 

e acondicionados em gaiolas forradas com maravalha de pinho autoclavada e 

alimentados ad libitum com ração comercial e água de acordo com o Guide for the 

care and use of laboratory animals (NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 1996).  

Antes do início dos experimentos, alguns hamsters dos grupos experimentais 

foram escolhidos aleatoriamente e sacrificados. As suspensões do macerado de rins 

e fígado foram examinadas pela microscopia direta, cultivo e PCR. O soro sangüíneo 

foi avaliado através da SAM para assegurar que os animais não haviam tido contato 

prévio com  leptospiras. 

O método adotado em todos os sacrifícios foi a câmara de CO2, de acordo 

com o estabelecido pela Comissão de Bioética da Faculdade de Medicina 

Veterinária e Zootecnia da Universidade de São Paulo, sendo o projeto aprovado em 

10 de fevereiro de 2005 sob o protocolo n° 590/2004. 

 

 

3.4 Preparo do inóculo infectante 
 

 

No inóculo infectante, a concentração de leptospiras foi determinada por 

contagem de bactérias viáveis em 1,0 µL da suspensão de órgãos (rins e fígado), 

conforme descrito no item 3.2., em pelo menos dois campos microscópicos no 

aumento de 200 vezes. 

A concentração foi ajustada por meio de diluição seriada na base dez da 

suspensão em solução salina estéril até a obtenção da quantidade desejada por 

campo microscópico, ou seja, entre 100 a 130 leptospiras/campo (concentração 

elevada) e 20 a 30 leptospiras/campo (baixa concentração). 
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3.5 Concentrações, vias de inoculação e indução do estado de portador 
(Experimento 1) 

 
 

Para a indução do estado de portador renal e/ou genital foram testadas as 

duas doses de inóculo da estirpe LO4, com elevada concentração (entre 100 a 130 

leptospiras/campo no MCE) e outra com baixa concentração (entre 20 a 30 

leptospiras/campo no MCE) aplicadas por dois dias consecutivos pelas vias 

conjuntiva-nasal (CN) e cérvico-vaginal (CV), conforme a tabela 1. A via 

intraperitoneal (IP) foi utilizada como controle de infecção, sendo inoculados dez 

hamsters com 0,2 mL  contendo 20 a 30 leptospiras/campo de MCE. Os animais 

sobreviventes foram observados diariamente e eutanasiados após 21 dias da 

inoculação (d.p.i.). 

As figuras de 2 a 5 ilustram os procedimentos de inoculação pelas diferentes 

vias. 

 
 
Tabela 1 – Grupos experimentais para indução do estado de portador renal e genital 

por  inoculação de Leptospira interrogans sorovar Canicola estirpe LO4, 
segundo a via, a concentração do inóculo e o sexo dos animais - São 
Paulo - 2007 

 

Concentração  do 
inóculoa 

Via de inoculação - 
Sexo 

Volume do inóculob Número de animais 

CN-m. 75 µLc 10 

CN-f. 75 µLc 10   

10
0 

a 
13

0 
 

CV 50 µL 10 

    

CN-m. 75 µLc 10 

CN-f. 75 µLc 10   

20
 a

 3
0 

 

CV 50 µL 10 

    

Controle  IP 200 µLd 10 

CN = conjuntiva-nasal, CV = cérvico-vaginal, IP = intraperitoneal, m.= macho, f.= fêmea 
a = quantidade de leptospiras/campo do MCE no aumento de 200 vezes) 
b = volume do inóculo diário/dois dias consecutivos 
c = 25 µL por instilação conjuntival (50 µL) e nasal (25 µL) 
d = volume do inóculo de dose única 
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Figura 2 – Inoculação via intraperitoneal (IP) 
Figura 3 – Inoculação via cérvico-vaginal (CV) 

  

 

Figura 4 – Inoculação via nasal (CN) Figura 5 – Inoculação via conjuntival (CN) 
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3.6 Metodologias empregadas para a identificação de portadores renais e 
genitais 

 

 

Para a identificação do portador renal e genital foram empregadas as 

seguintes técnicas: 

 

 

3.6.1 Visualização microscópica direta 

 

 

Durante a necrópsia, rins e genitais (útero ou testículos) foram retirados  e 

separadamente uma porção do órgão (2/3 de um dos rins e 1/2 de um dos testículos 

ou útero) foi fragmentada e colocada em tubo plástico tipo eppendorf estéril e 

identificado. Adicionou-se aproximadamente 1,0 mL de meio EMJH modificado 

(ALVES, 1995) contendo os antibióticos 5-fluorouracil4 e ácido nalidíxico5 nas 

concentrações finais de 12,0 mg e 8,0 mg por 100,0 mL, respectivamente, em cada 

tubo e agitado vigorosamente em vórtex por 30 segundos. 

Na câmara de biossegurança e de forma asséptica, com auxílio de uma 

pipeta, 1,0 µL de cada suspensão foi depositado sobre uma lâmina e levada ao MCE 

para pesquisa direta de leptospiras com aumento de 200 vezes.  

 

 

3.6.2 Cultivo de leptospira 

 
 

Da suspensão de órgãos dos hamster foi semeado individualmente cerca de 

0,5 mL  em 5,0 mL de meio de cultivo EMJH modificado (ALVES, 1995) e com 

antibióticos (conforme item 3.6.1) e incubados a 30oC. Após 24 horas, 1,0 mL desse 

cultivo foi semeado em tubo contendo 5,0 mL de meio EMJH modificado (ALVES, 

1995), sem antibióticos e incubado nas mesmas condições.  

                                                 
4 5-Fluorouracil – Sigma, Saint Louis, EUA. 
5 Ácido Nalidíxico – INLAB, Sorocaba, Brasil. 
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As leituras em microscópio de campo escuro foram realizadas semanalmente 

durante 28 dias. 

 

 

3.6.3 Reação da polimerase em cadeia (PCR) 

 
 

Uma alíquota dos fragmentos dos órgãos dos hamsters foi armazenada a 

temperatura de  -20°C para pesquisa de DNA de leptospira. 

Para a extração do DNA da suspensão dos órgãos (rim e genital) foi utilizado 

o protocolo de fervura-fenol como descrito por Cortez et al. (2001). 

A reação foi procedida utilizando-se o DNA extraído com os primers Lig1 e 

Lig2 (PALANIAPPAN et al., 2005) que amplificam fragmentos de 468 pares de base 

(pb) referentes ao gene que codifica a proteína Lig. 

O protocolo de amplificação de DNA foi empregado em volume total de 50,0 

µL, com  200 µM de cada dNTP, 5,0 µL  de tampão 10X ( 500mM de KCL,15 mM 

de MgCl2, 100 mM de TRIS - HCl, pH 9,0); 2,5 mM de MgCl2, 30 pmol de cada 

primer (Lig1- 5´TCA ATC AAA ACA AGG GGC T 3´, Lig2 - 5´ACT TGC ATT GGA 

AAT TGA GAG  3´), 1,5 U de  Taq DNA polimerase e 10,0 µL de DNA. 

Anteriormente ao ciclo de temperaturas, foi realizada a desnaturação inicial a 

95ºC por cinco minutos. Em seguida, foram realizados 30 ciclos de amplificação, 

constituídos de desnaturação a 95ºC por um minuto, hibridização a 58ºC por um 

minuto, extensão a 72ºC por um minuto. A extensão final foi realizada a 72ºC por 

10 minutos. 

As amplificações foram realizadas no termociclador Peltier Thermal Cycler-

100 (MJ Research) e a análise dos produtos amplificados foi realizada por 

eletroforese em gel de agarose a 1,3% com tampão de corrida TBE 0,5 X. (0,045 M 

TRIS-Borato e 1 mM de EDTA pH 8,0) e submetido à voltagem constante de 6 a 7 

V/cm.  

O gel foi corado com solução de brometo de etídeo a 0,5 µg/mL, fotografado 

sob luz ultravioleta (300 a 320 nm) pelo sistema de foto-documentação (Câmera 

Kodak Digital DC/120 Zoom) e analisado com o software 1 D Image Analysis 

(Kodak Digital Science). 
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3.7 Preparo das vacinas 
 

 

As vacinas monovalentes foram formuladas segundo a estirpe, passagem in 

vitro e adjuvante descritos na tabela 2. 

 

 

Tabela 2 – Vacinas monovalentes formuladas de acordo com a estirpe de Leptospira 
interrogans sorovar Canicola, número de passagens in vitro e adjuvantes 
utilizados - São Paulo - 2007 

 

Vacina Estirpe  N° de passagens in 

vitro 

Adjuvante 

A LO4 2 Saponina 

B LO4 5 Saponina 

C Hond Utrecht IV Indeterminadoa Saponina 

D LO4 5 Al(OH)3 

E Hond Utrecht IV Indeterminadoa Al(OH)3 
a = estirpe mantida em laboratório por anos com repiques semanais 
Al(OH)3 – hidróxido de alumínio 

 

Para a produção da vacina com a estirpe LO4 de duas passagens in vitro em 

meio de cultivo, foi utilizado 1,0 mL da suspensão de fígado e rins de dois hamsters 

agônicos (item 3.2). Essa suspensão de órgãos foi inoculada em 10,0 mL meio 

EMJH modificado com antibiótico (item 3.4). 

Após 24 horas esse cultivo foi inoculado (10% v/v) em 100,0 mL de meio 

EMJH modificado sem antibióticos e incubado em estufa bacteriológica a 30ºC. No 

sétimo dia, foi realizada outra passagem in vitro (10% v/v) em 100,0 mL de meio 

EMJH modificado, e decorridos mais sete dias efetuou-se a contagem de leptospiras 

em câmara de Petroff-Hausser. Essa suspensão foi utilizada para a produção da 

vacina A, considerando-a com duas passagens in vitro. 

Para a elaboração das vacinas B e D, procedeu-se da mesma maneira, 

porém foram realizadas cinco passagens in vitro a cada sete dias antes da contagem 

e inativação. 
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Para a produção das vacinas (C e E) com a estirpe adaptada in vitro, foi 

utilizada a estirpe Hond Utrecht IV, mantida na bateria antigênica no LDBR, sem 

ativação da virulência. Essas vacinas foram consideradas como controle para estudo 

da interferência da virulência na qualidade da bacterina. 

A concentração das suspensões de leptospiras empregadas na produção das 

vacinas foi determinada pela contagem em câmara de Petroff-Hausser, e ajustada 

para 4 x 108 cels/mL por diluições em salina estéril (AURAN; JOHSON; RITZI, 1972; 

LANGONI et al., 2001). Esses cultivos foram inativados com 0,4% (v/v) de formalina 

(FREUDESTEIN; HEIN, 1991; LANGONI et al., 2001; GONZALEZ et al., 2005). 

Decorridos 48 horas da adição da formalina, 1,0 mL de cada cultivo tratado foi 

inoculado em  tubos contendo 10,0 mL de meio EMJH modificado e incubado a 30ºC 

por 14 dias, como controle da inativação das leptospiras, não podendo ocorrer 

crescimento.  

Foi adicionado 0,6 mg/mL de saponina como adjuvante nas vacinas A, B e C 

(SMITSAART et al., 2000) e 5% (v/v) de Al(OH)3 , com 2,2% de óxido de alumínio 

(Al2O3), nas vacinas D e E (BOLIN; ALT, 2001).  

 As vacinas foram testadas quanto à esterilidade em meio de tioglicolato de 

sódio e ágar sangue (BOLIN; ALT, 2001). Para o teste de inocuidade foram 

utilizados cinco hamsters por bacterina, sendo aplicado 0,25 mL da vacina sem 

diluir, via subcutânea,  e foram consideradas inócuas após 14 dias pós-inoculações 

se não ocasionaram nenhuma reação cutânea ou sistêmica. 

 

 

3.8 Eficácia das vacinas contra a formação de portadores (Experimento 2) 
 

 

Para o teste de eficácia das vacinas contra a formação dos portadores renais 

e/ou genitais, 40 hamsters foram vacinados com 1/80 da dose estipulada para 

bovinos (5 mL), no volume de 0,25 mL pela via subcutânea, por tipo de vacina e 

outros 40 animais serviram de testemunho (grupo controle), não vacinados, 

conforme recomenda o CFR (UNITED STATES OF AMERICA, 2006). Catorze dias 

pós-vacinação, os animais foram desafiados pelas vias CN, CV e IP com a dose de 

desafio contendo de 20 a 30 leptospiras/campo de MCE por dois dias consecutivos e 

observados durante 14 dias conforme a tabela 3. 
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A via IP foi utilizada para o teste de eficácia da vacina (método clássico) e 

para comprovação da infecção no grupo controle. Os animais foram desafiados com 

0,2 mL da suspensão virulenta da estirpe LO4 contendo entre 10 a 10.000 DL50, de 

acordo com o protocolo do CFR (UNITED STATES OF AMERICA, 2006).  

Nesse experimento, a bacterina C foi empregada como controle da 

imunização, ou seja, apenas com intuito de compará-la com os demais grupos pela 

via IP. 

 

 
Tabela 3 - Grupos experimentais de hamsters vacinados e controle (sem vacinação) 

e desafiados com a estirpe LO4 de Leptospira interrogans sorovar 
Canicola, para avaliação da eficácia de vacinas monovalentes na 
prevenção do estado de portador renal e genital, segundo a via de 
desafio, volume inoculado e sexo dos animais - São Paulo - 2007 

 

CN = conjuntiva-nasal, CV = cérvico-vaginal, IP = intraperitoneal, m.= macho, f.= fêmea 
a = volume do inoculo diário,b = 25 µL por instilação conjuntival (50 µL) e nasal (25 µL),c = volume do 
inóculo de dose única 

 

Grupo Via de inoculação - Sexo Volume do inóculoa Nº de animais 
CN-m. 75 µLb 10 

CN-f. 75 µLb 10 

CV 50 µL 10 

IP 200 µLc 10 C
on

tr
ol

e 
  

(n
ão

 v
ac

in
ad

o)
 

   

CN-m. 75 µLb 10 

CN-f. 75 µLb 10 

CV 50 µL 10 

Va
ci

na
 A

 

IP 200 µLc 10 

    

CN-m. 75 µLb 10 

CN-f. 75 µLb 10 

CV 50 µL 10 

Va
ci

na
 B

 

IP 200 µLc 10 

Va
ci

na
 C

  

IP 200 µLc 10 
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A eficácia das bacterinas foi avaliada frente ao desafio de hamsters com a 

estirpe LO4 nas vias CN, CV e IP, segundo o padrão do CFR (UNITED STATES OF 

AMERICA, 2006), conforme mostra a tabela 4. 

 

 
Tabela 4 – Padrão para avaliação da eficácia de vacinas contra leptospirose pelo 

teste de desafio, segundo Code Federal Regulation (UNITED STATES 
OF AMERICA, 2006) - São Paulo - 2007 

 

Estágio Número de 
Vacinados 

Total 
Acumulativo 

vacinado vivo 

Total Acumulativo 
morto, para partida 

satisfatória 

Total Acumulativo morto 
para partida 
insatisfatória 

I 10 10 2 ou menos 5 ou mais 

II 10 20 5 ou menos 6 ou mais 

 

 

Caso três ou quatro animais vacinados morressem no primeiro estágio, o 

teste deveria ser repetido e os resultados avaliados de acordo com o estágio II.  

O teste foi considerado válido com a morte por leptospirose, de pelo menos 

oito animais do grupo controle inoculados pela via IP. 

Todos os animais mortos foram submetidos à necrópsia e examinados 

conforme as metodologias descritas no item 3.6. 

Amostras de soros sangüíneos dos animais mortos por leptospirose ou 

eutanasiados após o 14o dia foram examinadas para anticorpos aglutinantes. 

 

 

3.9 Influência do adjuvante e da virulência da estirpe na eficácia das vacinas 
(Experimento 3) 

 
 
 Com base nos resultados do Experimento 2, foi definido o delineamento do 

experimento para avaliar a influência da estirpe virulenta LO4, com cinco passagens 

in vitro comparada com a estirpe não virulenta Hond Utrecht IV, e do adjuvante na 

eficácia das vacinas no teste de desafio em hamsters (CFR, UNITED STATES OF 
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AMERICA, 2006) descrito no item 3.8. Os grupos experimentais são apresentados 

na tabela 5. 

 

 

Tabela 5 – Grupos experimentais para teste de eficácia de vacinas monovalentes na 
proteção contra Leptospira interrogans sorovar Canicola estirpes LO4 e 
Hond Utrecht IV, segundo o número de passagens in vitro e adjuvante - 
São Paulo - 2007 

 

Grupo/Adjuvante Estirpe  

da Vacina 

Nº de passagens 

 in vitro 

Sexo  Nº de 

Hamsters

Controle (sem vacinação) - - m. 10 

Vacina B - saponina LO4 5 m. 10 

Vacina C - saponina Hond Utrecht IV indeterminadoa m. 10 

Vacina D – Al(OH)3 LO4 5 m. 10 

Vacina E- Al(OH)3 Hond Utrecht IV indeterminadoa m. 10 

m. = macho 
a = estirpe mantida em laboratório por anos com repiques semanais 
Al(OH)3 – hidróxido de alumínio 
 

 

Todos os animais mortos foram submetidos à necrópsia e examinados 

conforme as metodologias descritas no item 3.6. 

Amostras de soros sangüíneos dos animais mortos por leptospirose ou 

eutanasiados após o 14o dia foram examinadas na prova de SAM. 

 

 

3.10 Avaliação sorológica das vacinas (Experimento 4) 
 
 

Foram vacinados dez animais com 1/80 da dose preconizada para bovino 

para o sorovar Canicola, segundo CFR (UNITED STATES OF AMERICA, 2006),  no 

volume de 0,25 mL por via subcutânea, por vacina (item 3.7) e outros dez serviram 

de testemunho (não vacinados). Após 15 dias, os animais foram sacrificados e 

colhidas amostras de sangue, que depois de dessoradas foram estocadas  a -20°C 

até a realização dos  exames sorológicos. 
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Os soros foram avaliados quanto à presença de anticorpos aglutinantes pela 

prova de SAM (SANTA ROSA, 1970; OIE, 2004) e para detecção de anticorpos 

neutralizantes pelo do teste de inibição do crescimento in vitro conforme descrito por 

Tripathy, Hanson e Mansfield (1973) e por Tabata et al. (2002) com algumas 

modificações. 

 

 

3.10.1 Preparo dos antígenos 

 

 

Para a prova sorológica de SAM foram utilizadas as estirpes LO4 e Hond 

Utrecht IV como antígenos e para a IC, somente a estirpe Hond Utrecht IV, 

provenientes de cultivos em EMJH modificado (ALVES, 1995), repicados 

semanalmente e mantidos em estufa bacteriológica a 30°C, livres de contaminação 

e de autoaglutinação (SULZER; JONES, 1980). 

A concentração dos antígenos padronizada para o uso nas provas foi de 100 

a 200 leptospiras/campo no aumento de 200 vezes. 

 

 

3.10.2 Prova de Soroaglutinação Microscópica (SAM) 

 

 

Os soros foram testados individualmente pela prova de SAM frente às duas 

estirpes, partindo de uma diluição inicial de 1/12,5 (0,1 mL de soro para 1,15 mL de 

solução PBS estéril, pH 7,2). Cinqüenta microlitros do soro diluído foram depositados 

em placas de fundo chato de 96 cavidades e misturados com igual volume de 

antígeno de uma das estirpes. As placas foram incubadas em estufa bacteriológica a 

30°C por três horas.  

A leitura da reação foi efetuada em microscópio óptico Jena Zeiss com 

condensador de campo escuro (MCE), objetiva Epiplan 10x/0,2 e ocular de 10 
(aumento de 100 vezes), sendo avaliado o grau de aglutinação. Na triagem dos 

soros, foram consideradas reagentes as amostras sorológicas que aglutinaram pelo 

menos 50% das leptospiras.  
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Posteriormente, os soros positivos (> 25) foram diluídos na proporção 

geométrica na razão dois para determinação da titulação final. Foi considerado como 

título final, a recíproca da maior diluição que apresentou pelo menos 50% de 

leptospiras aglutinadas (CORRÊA et al., 1965/67; SANTA ROSA, 1970). 

 

 

3.10.3 Teste de inibição do crescimento (IC) 

 

 

Para o teste de inibição do crescimento in vitro foram utilizados pools de cinco 

soros dos animais por grupo (Vacinas A, B, C, D, E e grupo controle), ou seja, dois 

pools  para cada vacina, frente à estirpe Hond Utrecht IV.  

Os pools de soros foram diluídos em escala geométrica na razão dois, 

partindo-se inicialmente do soro puro até 1/16, com solução tamponada de Sorensen 

(pH 7,4), contendo os antibióticos 5-fluorouracil e ácido nalidíxico nas concentrações 

finais de 12,0 mg e 8,0 mg por 100,0 mL, respectivamente. Foram utilizadas cinco 

repetições por pool examinado. Em cada tubo de ensaio de vidro com tampa  

baquelite e esterilizado, com capacidade para 5,0 mL foram adicionados 1,25 mL de 

meio EMJH modificado (ALVES, 1995), 50,0 µL de um dos antígenos (item 3.10.1) e 

100,0 µL da diluição do pool de soros. Os tubos foram incubados a 30°C por 10 dias. 

Cinco tubos contendo 1,25 mL e 50,0 µL da suspensão do antígeno por  estirpe 

foram utilizados como controle do cultivo. 

Após o décimo dia os tubos foram avaliados macroscopicamente quanto a 

turvação característica do crescimento de leptospira, comparando-os com os tubos 

dos controles do cultivo e confirmando-se o crescimento ou ausência de crescimento 

pelo MCE no aumento de 200 vezes.  

Foi empregada a escala de 1+ para algumas leptospiras visíveis, e 2+ ou 3+ 

para muitas leptospiras por campo. O crescimento foi considerado positivo, ou seja, 

sem inibição do crescimento, a partir de 2+ e considerado negativo, com inibição do 

crescimento, na reação 1+ (TABATA et al., 2002).  

O título da inibição do crescimento foi calculado pelo método de Reed e 

Müench (1938) pela capacidade de inibir 50% dos tubos inoculados (TABATA et al., 

2002).  
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3.11 Histopatologia 
 
 

Os fragmentos dos órgãos (rim e genital) dos hamsters que morreram por 

leptospirose ou eutanasiados foram fixados em formalina (uma parte de formol a 

37% em oito partes de água) e posteriormente, alguns animais de cada grupo 

experimental foram escolhidos aleatoriamente para o exame histopatológico, 

destinados a verificar a presença de leptospiras e  comparar as lesões 

histopatólógicas entre os grupos experimentais. 

 
 
3.11.1 Coloração pelo método de Warthin-Starry 

 

 

 Para a visualização tecidual das leptospiras foi utilizada a técnica de Young 

(1969) com modificações, de acordo com o protocolo do Departamento de Patologia 

(VPT) da FMVZ/USP descrito no apêndice B. 

 

 

3.11.2 Coloração por Hematoxilina-Eosina (H.E.) 

 

 

A coloração da H.E. utilizada para a observação das alterações patológicas 

dos órgãos foi realizada pela técnica de Behmer, Tolosa e Freitas (1976). 

 
 
3.12 Tratamento Estatístico 
 
 

A comparação entre o número de mortos por leptospirose inoculados pelas 

diferentes vias, dose-desafio e tratamentos, assim como a formação do portador 

renal e genital foi efetuada pelo Teste Exato de Fisher. 
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A comparação entre os resultados da leitura pela microscopia a fresco, do 

cultivo e da PCR das vias de infecção, com baixa concentração de leptospiras foi 

efetuada pelo teste de concordância Kappa. 

Os dados da sorologia foram avaliados quanto a normalidade pelo teste de 

Kolmogorov e Smirnov e quanto a homogeneidade de variância pelo teste de 

Bartlett.  

Posteriormente, para os dados considerados normais, foram aplicados os 

testes paramétricos de análise de variância e Tukey para a comparação entre os 

grupos e o Teste T para comparação entre os títulos de anticorpos com as diferentes 

estirpes empregadas. 

Para os dados considerados não normais foram aplicados os testes não 

paramétricos de Kruskal-Wallis e de Dunn para comparação entre os grupos e o 

teste de Mann-Whitney para comparação entre os títulos de anticorpos resultantes 

do uso das estirpes empregadas como antígeno na prova de SAM. 

Os tratamentos estatísticos foram efetuados com o auxílio do software 

GraphPad Instat versão 3.01 (1998) com nível de significância de 5% (p< 0,05). 
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4 RESULTADOS 
 
 

A leitura direta em MCE das suspensões de órgãos dos animais dos 

Experimentos 1, 2 e 3, efetuada logo após a necrópsia foi eficiente para a detecção 

de leptospiras na suspensão de órgãos (testículos/úteros e rins) de hamsters, 

experimentalmente infectados com Leptospira interrogans sorovar Canicola estirpe 

LO4.  A fragmentação dos órgãos, o acréscimo de pequeno volume de meio de 

cultura e o uso do vórtex permitiram a fácil visualização em MCE das leptospiras 

presentes nas suspensões. O exame dos testículos, pela enorme presença de 

espermatozóides, exigiu diluições na própria lâmina de leitura.  

Apesar da assepsia na necrópsia, a maioria dos cultivos apresentou 

contaminação mesmo com o uso do meio EMJH modificado contendo antibióticos, o 

que pode ter interferido no crescimento da bactéria, ainda que realizada a segunda 

passagem em meio livre de antibióticos. 

A reação de PCR não apresentou a sensibilidade esperada  na suspensão de 

órgãos. O limiar de detecção da técnica foi de 103 leptospiras/mL da suspensão de 

rins e 104 leptospiras/mL da suspensão dos órgãos genitais. 

A análise comparada dos resultados das três técnicas pelo teste Kappa 

mostrou baixa concordância para os rins (Kappa = 0,11) e nenhuma concordância 

para os genitais (Kappa = -0,13). 

A figura 6 apresenta algumas amostras (rim e genital) de hamsters positivas 

na PCR. 
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A determinação da DL50 dos inóculos de desafio utilizados nos Experimentos 

1, 2, e 3 foi realizada pela via de referência (IP). Nos Experimentos 1, 2 a diluição da 

DL50 foi 10-5 e foi utilizada a diluição 10-2 na dose-desafio, resultando no inóculo 

equivalente a 1.000 DL50. No Experimento 3 não foi possível determinar a DL50, uma 

vez que ficou acima da diluição 10-7, portanto o inóculo deste experimento foi maior 

de 10. 000 DL50. 

Nos experimentos 1, 2 e 3 todos os animais infectados pela via IP (controle) 

morreram por leptospirose entre cinco e sete dias pós-inoculação (d.p.i.). Os óbitos 

ocasionados pelas inoculações nas vias CN e CV ocorreram até no máximo nove e 

11 d.p.i. respectivamente.  

Em todos os animais que vieram a óbito por leptospirose, independentemente 

da via e da concentração do inóculo, clinicamente apresentaram pêlos arrepiados a 

partir do 3o d.p.i., evoluindo para hematúria, prostração e alguns apresentaram 

epistaxe e convulsões antes da morte.  

As lesões macroscópicas foram: hemorragias pulmonares (Figuras 7 e 8), 

útero hiperêmico (Figura 9) e aumentado de volume, rins e fígados congestos e 

enterite hemorrágica (Figura 10). 

 1     2    3   4    5     6     7   8    9   10  11  12  13   14  15  16   17  18  19   20 

Figura 6 – Reação de PCR. 1- Padrão molecular 100 bp; 6- rim positivo para Leptospira 
interrogans sorovar  Canicola, estirpe LO4;   7- genital positivo para Leptospira 
interrogans sorovar  Canicola, estirpe LO4;  2, 3, 4, 5 e 8 a 18 – amostras 
negativas; 19- controle negativo; 20-controle positivo: cultivo de Leptospira spp. 
sorovar Hardjo 
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Figura 9 – Útero hiperêmico e aumentado de volume  
em hamster inoculado com L. interrogans 
sorovar Canicola, estirpe LO4, pela via 
cérvico-vaginal (CV) e eutanasiado 

 

Figura 10 – Enterite hemorrágica em hamsters 
mortos por leptospirose pelo sorovar 
Canicola, estirpe LO4, inoculados pela 
via conjuntiva-nasal (CN) 

 

Figura 7 – Hemorragias pulmonares e congestão 
hepática em hamster morto por 
leptospirose pelo sorovar Canicola, 
estirpe LO4, inoculado pela via 
conjuntiva-nasal (CN)

 

Figura 8 – Hemorragias pulmonares e congestão 
hepática em hamster morto por 
leptospirose pelo sorovar Canicola, 
estirpe LO4, inoculado pela via 
intraperitoneal (IP) 
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Na tabela 6 estão tabulados os resultados observados em hamsters 

inoculados com duas concentrações da estirpe LO4 em relação as vias empregadas 

e ao sexo para o estudo da condição de portador (Experimento 1). Foram 

considerados positivos os órgãos em que pelo menos uma das três metodologias 

utilizadas, visualização direta ou cultivo ou PCR, detectou leptospira. 

A infecção com a concentração elevada de leptospiras (100 a 130 

leptospiras/campo) ocasionou  24/30 (80%) de óbitos por leptospirose no total, 

contra 10/30 (33,3%) na baixa concentração (20 a 30 leptospiras/campo), quando 

inoculadas em dois dias consecutivos (p<0,0006).  

Pela via CN a distinção do sexo dos animais não apresentou interferência na 

taxa de letalidade, tanto na concentração elevada, com dez óbitos por leptospirose 

para ambos, quanto na baixa concentração, com quatro mortes de machos e seis de 

fêmeas (p>0,65). 

A concentração elevada de leptospiras inoculada pela via CN foi tão letal 

quanto pela via IP (via de controle da infecção) com 100% de óbitos, mas na menor 

concentração, a via  IP foi mais letal contra os 50% (10/20 machos e fêmeas) de 

mortos pela via CN (p<0,01). A taxa de letalidade da via CN foi dependente da 

concentração de leptospiras presentes no inóculo diferindo entre as duas 

concentrações (p<0,0004). 

A via CN também foi efetivamente mais letal que a via CV nas duas 

concentrações de leptospiras do inóculo: 20/20 (100%) contra 4/10 (40%) na 

concentração maior (p<0,0004) e 10/20 (50%) contra nenhuma morte na menor 

concentração (p<0,01), respectivamente. A via CV foi menos letal que a via IP 

(10/10), tanto com elevada concentração de leptospiras (4/10) (p<0,01), quanto com 

baixa concentração (0/10) (p<0,0001). Entretanto, não houve diferença na taxa de 

letalidade entre a duas concentrações de leptospiras inoculadas pela via CV 

(p>0,08). 

Com relação à presença de leptospiras nos órgãos dos animais que vieram a 

óbito por leptospirose e inoculados por qualquer das duas vias (CN ou CV), foram 

observadas leptospiras nos rins e genitais sem diferença estatística, igualando-se a 

via IP.  
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No total de animais inoculados, comparando a maior e menor concentração 

de inóculo de leptospiras e via de infecção, não houve diferença quanto à presença 

de leptospiras nos rins e genitais, com 28/30 (93,3%) dos rins e 17/30 (56,7%) dos 

genitais positivos para o inóculo mais concentrado e de 27/30 (90%) e de 21/30 

(70%) respectivamente, para o inóculo menos concentrado (p>0,42). 

Pela via CN com maior concentração de leptospiras no inóculo, todos os 

animais que vieram a óbito apresentaram rins positivos e 11/20 (55%) genitais 

positivos para leptospira, sendo cinco machos e seis fêmeas, e, portanto, sem 

relação com o sexo. Na via CV com essa concentração do inóculo, quatro animais 

que vieram a óbito por leptospirose, foram positivos nos rins e três nos genitais. 

Entre os animais sobreviventes por esta via, quatro foram portadores renais e três 

portadores genitais durante o período de observação de 21 dias. 

Com a menor concentração de leptospiras, dos animais que vieram a óbito 

pela  via CN, nove dos rins (machos e fêmeas) e sete dos genitais foram positivos. 

Entre os sexos, três machos mortos foram positivos nos rins e um nos genitais, e 

seis fêmeas com os dois órgãos positivos.  

Ainda sobre a via CN com baixa concentração de leptospiras, dos dez 

animais sobreviventes, oito apresentaram rins e genitais positivos, dos quais quatro 

machos e quatro fêmeas com rins positivos e cinco e três com os genitais positivos, 

respectivamente, porém essas diferenças não foram significantes (p>0,05). 

Na inoculação de baixa concentração de leptospiras pela via CV, dos dez 

animais sobreviventes, todos foram confirmados como portadores renais e seis  

como portadores genitais. 

Em vista da menor letalidade da via CV do que a CN, e de acordo com a 

definição do portador, a via CV induziu o estado de portador renal e genital com 

maior freqüência. 

Ao exame da SAM, tanto os animais inoculados com a LO4 que morreram por 

leptospirose, quanto os eutanasiados após o 21o d.p.i. com ambas as concentrações 

de leptospiras pelas vias CN, CV e IP, foram não reagentes (título <25) para  

Leptospira interrogans sorovar Canicola estirpes LO4  e Hond Utrecht IV.   

 



 
Tabela 6 – Freqüência de óbitos e de órgãos de hamsters positivos após a inoculação com duas concentrações de Leptospira 

interrogans sorovar Canicola estirpe LO4, pelas vias conjuntiva-nasal e cervico–vaginal e sexo, Experimento 1 -  São 
Paulo - 2007 

 
 

 
CN = conjuntiva-nasal, CV = cérvico-vaginal, IP = intraperitoneal, m.= macho, f.= fêmea 
Volume do inóculo por dois dias consecutivos – CN = 75µL, CV = 50µL e IP = 200µL 
a = quantidade de leptospiras/campo do MCE no aumento de 200 vezes) 
b = suspensão do órgão positivo para uma das técnicas (microscopia direta, cultivo ou PCR) 
c = mortos = animais que morreram por leptospirose antes do 21o d.p.i; eutanasiados = animais que sobreviveram até o 21o d.p.i.  
d  = via IP utilizada como controle da infecção 
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mortosc % eutanasiadosc % Total % mortosc % eutanasiadosc % Total %

CN-m. 10 10 0 10 100,0 0 0,0 10 100,0 5 50,0 0 0,0 5 50,0
CN-f. 10 10 0 10 100,0 0 0,0 10 100,0 6 60,0 0 0,0 6 60,0
CV 10 4 6 4 100,0 4 66,7 8 80,0 3 75,0 3 50,0 6 60,0

30 24 6 24 100,0 4 66,7 28 93,3 14 58,3 3 50,0 17 56,7

CN-m. 10 4 6 3 75,0 4 66,7 7 70,0 1 25,0 5 83,3 6 60,0
CN-f. 10 6 4 6 100,0 4 100,0 10 100,0 6 100,0 3 75,0 9 90,0
CV 10 0 10 0 0,0 10 100,0 10 100,0 0 0,0 6 60,0 6 60,0

30 10 20 9 90,0 18 90,0 27 90,0 7 70,0 14 70,0 21 70,0

IPd 10 10 0 10 100,0 0,0 0,0 10 100,0 10 100,0 0,0 0,0 10 100,0
10 10 0 10 100,0 0,0 0,0 10 100,0 10 100,0 0,0 0,0 10 100,0

No de genitais positivosb

Via-Sexo No 

animais
No eutanasiados 

no 21o dia

No de rins positivosbNo mortos 
antes 21o 

dia

20
 a

 3
0

Concentração  
do inóculoa

Controle

10
0 

a 
13

0



Uma vez que a inoculação com o cultivo com menor concentração de 

leptospiras (20 a 30 leptospiras/campo) em dois dias consecutivos, foi capaz de 

causar a colonização de rins e genitais, esta concentração  foi escolhida para o teste 

de desafio no estudo de eficácia das vacinas. 

Na avaliação da eficácia das vacinas (Tabela 7), observa-se que pelo teste 

preconizado pelo CFR (UNITED STATES OF AMERICA, 2006), ou seja, desafio pela 

via IP, as duas bacterinas  A e B apresentaram 89% (1/8), 100% (0/10) de proteção, 

respectivamente, sendo consideradas aprovadas no primeiro estágio. A vacina C 

preparada com a  Leptospira interrogans sorovar Canicola estirpe Hond Utrecht IV, 

adaptada in vitro, apresentou  90% (1/10) de proteção e foi empregada como 

controle do efeito das passagens in vitro sobre a virulência da Leptospira interrogans 

sorovar Canicola estirpe LO4, utilizada nas bacterinas A e B, com duas e cinco 

passagens respectivamente. Não houve diferença significativa entre a eficácia de 

proteção das vacinas preparadas com estirpe virulenta (A e B), com duas e cinco 

passagens in vitro, em relação à vacina C, com estirpe adaptada in vitro. 

Observa-se que a vacinação com as bacterinas A, B e C reduziu 

significativamente o número de mortos por leptospirose nos grupos de animais, de 

75% (30/40) ocorrido no grupo controle (não vacinado) para 2,6% (1/38), zero e 10% 

(1/10), respectivamente (p<0,0001), independentemente da via de desafio 

empregada. As vacinas A e B foram 100% eficazes contra o desafio pela via CN, 

independente do sexo dos animais (p<0,0001).  

No grupo controle (não vacinado), o desafio pela via CN apresentou 

resultados semelhantes ao do Experimento 1, sendo que 18/20 (90%) dos hamsters 

inoculados por essa via morreram de leptospirose, enquanto que pela via CV a 

proporção foi 2/10 (p<0,0003). Como controle da infecção, a via IP confirmou 100% 

de óbitos com altas taxas de rins e genitais positivos.   

A freqüência de órgãos positivos nos grupos vacinados desafiados pelas vias 

CN e CV, pouco diferiu do grupo controle. No grupo imunizado com a vacina A, 

29/30 (96,7%)  dos rins e 20/30 (66,7%) dos genitais foram positivos para leptospira. 

No grupo da vacina B essas freqüências foram de 29/30 (96,7 %) de rins e 17/30 

(56,7%) de genitais positivos, não mostrando diferença entre eles e entre o grupo 

controle. 
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Nos grupos desafiados pela via IP (método clássico), os animais 

sobreviventes vacinados A, B e C apresentaram proporções de rins positivos para 

leptospiras respectivamente de 7/7, 10/10, 7/9 e de genitais 7/7, 9/10 e 10/10.  

Nenhuma das três vacinas preveniu os estados de portador renal e/ou genital,  

independente da via de desafio. 



Tabela 7 – Eficácia de vacinas  monovalentes formuladas com Leptospira interrogans sorovar Canicola estirpe LO4  com duas e 
cinco passagens in vitro no teste de desafio pelas vias conjuntiva-nasal (CN), cérvico-vaginal (CV) e intraperitoneal (IP) 
em hamsters, frente à vacina monovalente com a estirpe adaptada in vitro, Hond Utrecht IV (Experimento 2) - São 
Paulo - 2007 

CN = conjuntiva-nasal, CV = cérvico-vaginal, IP = intraperitoneal, m.= macho, f.= fêmea 
*Vacina C = vacina controle produzida com L. interrogans sorovar Canicola estirpe Hond Utrecht IV, proveniente de múltiplas passagens in vitro. 
a = proteção de acordo com a letalidade (CFR - UNITED STATES OF AMERICA, 2006) 
b =  suspensão do órgão positivo para uma das técnicas (microscopia direta, cultivo ou PCR) 
c = mortos = animais que morreram por leptospirose antes do 14o d.p.i.; eutanasiados = animais que sobreviveram até o 14o d.p.i. 
d = 2 animais morreram de causas desconhecidas, antes do desafio. 
Volume do inóculo por dois dias consecutivos – CN = 75µL, CV = 50µL e IP = 200µL 
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mortosc % eutanasiadosc % Total % mortosc % eutanasiadosc % Total

CN-m. 10 9 1 - 9 100,0 1 100,0 10 100,0 9 100,0 1 100,0 10
CN-f. 10 9 1 - 8 88,9 1 100,0 9 90,0 6 66,7 0 0,0 6

CV 10 2 8 - 2 100,0 8 100,0 10 100,0 2 100,0 3 37,5 5
IP 10 10 0 - 10 100,0 - - 10 100,0 7 70,0 - - 7

Total 40 30 10 29 96,7 10 100,0 39 97,5 24 80,0 4 40,0 28

CN-m. 10 0 10 100,0 - - 9 90,0 9 90,0 - - 7 70,0 7
CN-f. 10 0 10 100,0 - - 10 100,0 10 100,0 - - 9 90,0 9
CV 10 0 10 - - - 10 100,0 10 100,0 - - 4 40,0 4
IP 8d 1 7 87,5 1 100,0 7 100,0 8 100,0 1 100,0 7 100,0 8

Total 38 1 37 1 100,0 36 97,3 37 97,4 1 100,0 27 73,0 28

CN-m. 10 0 10 100,0 - - 9 90,0 9 90,0 - - 6 60,0 6
CN-f. 10 0 10 100,0 - - 10 100,0 10 100,0 - - 8 80,0 8
CV 10 0 10 - - - 10 100,0 10 100,0 - - 3 30,0 3
IP 10 0 10 100,0 - - 10 100,0 10 100,0 - - 9 90,0 9

Total 40 0 40 - - 39 97,5 39 97,5 - - 26 65,0 26

IP 10 1 9 90,0 1 100,0 7 77,8 8 80,0 1 100,0 9 100,0 10

Total 10 1 9 1 100,0 7 77,8 8 80,0 1 100 9 100,0 10
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No exame sorológico dos animais pertencentes ao Experimento 2 (Apêndices 

C a F), apenas os vacinados e desafiados apresentaram títulos de anticorpos na 

prova de SAM (Tabela 8). No grupo controle (não vacinado), o desafio não foi capaz 

de induzir a produção de anticorpos aglutinantes nos animais sobreviventes 

independentemente da via de inoculação. 

As vacinas A e B induziram baixos títulos de anticorpos aglutinantes na SAM, 

com título máximo de 25, quando confrontados com a estirpe homóloga (LO4) em 

quatro e cinco animais respectivamente. Quando se utilizou a estirpe de referência 

(Hond Utrecht IV) heteróloga às vacinas, a bacterina A induziu títulos de 25 em seis 

animas e de 50 em dois e a bacterina B induziu títulos de 25 em sete animais, título 

de 50 em um animal e título de 100 em dois animais. Para ambas, a via de 

inoculação não influenciou no título de anticorpos. 

A bacterina C, utilizada como vacina controle, produzida com a estirpe de 

referência, induziu títulos de aglutininas em todos os animais vacinados e 

desafiados. Quando se utilizou a estirpe heteróloga (LO4) como antígeno na SAM, 

todos os animais responderam com título máximo de 25, porém quando com o uso 

da estirpe homóloga (Hond Utrecht IV) como antígeno na SAM, dois animais 

responderam com título de 25, um com 50, cinco com de 100 e um com 400.  
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Tabela 8 – Distribuição de títulos de anticorpos aglutinantes aglutinantes na prova de 

SAM, frente às estirpes LO4 e Hond Utrecht IV, de hamsters imunizados 
com as vacinas monovalentes A, B e C e não vacinados, desafiados com 
a estirpe LO4, segundo a via de desafio e sexo (Experimento 2) - São 
Paulo - 2007 

 

 

Negativo 25 Negativo 25 50 100 400
CN-m. 10 10 0 10 0 0 0 0
CN-f. 10 10 0 10 0 0 0 0
CV 10 10 0 10 0 0 0 0
IP 10 10 0 10 0 0 0 0

Total 40 40 0 40 0 0 0 0

CN-m. 10 9 1 6 3 1 0 0
CN-f. 10 9 1 8 2 0 0 0
CV 10 10 0 10 0 0 0 0
IP 7a 5 2 5 1 1 0 0

Total 37 33 4 29 6 2 0 0

CN-m. 10 10 0 9 1 0 0 0
CN-f. 10 9 1 7 3 0 0 0
CV 10 9 1 8 2 0 0 0
IP 10 7 3 7 1 1 1 0

Total 40 35 5 31 7 1 1 0

IP 9b 0 9 0 2 1 5 1

Total 9 0 9 0 2 1 5 1Va
ci
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Distribuição de títulos de anticorpos aglutinantes/ Estirpe (antígeno)
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Grupo Via-Sexo No animais

 

 

CN = conjuntiva-nasal, CV = cérvico-vaginal, IP = intraperitoneal, m.= macho, f.= fêmea 
a = 2 animais morreram de causas desconhecidas, antes do desafio e de um animal não foi possível a 
obtenção de soro sanguíneo. 
b = de um animal não foi possível a obtenção de soro sanguíneo 
Vacina A – estirpe LO4 com 2 passagens in vitro, Vacina B - estirpe LO4 com 5 passagens in vitro, 
Vacina C – estirpe Hond Utrecht IV – todas contendo saponina. 
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Na tabela 9 foi apresentada a média aritmética dos títulos de anticorpos  dos 

animais, transformados em log2 (x+1) e neste caso, para o tratamento estatístico 

aplicou-se os testes não paramétricos .  

Os resultados demostram que os animais vacinados com as bacterinas A e B 

apresentaram baixos títulos médios, independentemente da via de inoculação do 

desafio e do sexo, sendo as maiores médias de 1,34 nos animais desafiados pela 

via IP no grupo da vacina A e de 1,41 nos animais inoculados via IP e vacinados 

com a bacterina B. Os títulos foram ligeiramente maiores quando se utilizou a estirpe 

heteróloga, 1,98 nos machos vacinados com a bacterina A e desafiados pela via CN 

e 1,70 nos animais vacinados com a bacterina B e desafiados pela via IP.  

As diferenças dos títulos de aglutininas entre os grupos de animais vacinados 

com as bacterinas A e B, vias de desafio e estirpes utilizadas na prova de SAM não 

foram significantes. 

Entretanto, quando as médias aritméticas dos títulos de aglutininas entre as 

três vacinas (A, B e C) dos animais desafiados pela via IP (Gráfico 1) são 

comparadas, observa-se que a bacterina C induziu os maiores títulos de anticorpos. 

Com o uso da estirpe LO4 na prova de SAM, a vacina monovalente C obteve título 

médio de 4,7. Essa diferença foi significante em relação aos títulos induzidos pelas 

bacterinas A (p<0,05) e B (p<0,01).  

Comparando os títulos de aglutininas da vacina C com o uso da estirpe 

homóloga na prova de SAM, título médio de 6,33, com o obtido com o uso da estirpe 

heteróloga como antígeno, 4,7, houve diferença significante (p<0,0006). 

E em relação as outras duas vacinas (A e B) também houve diferença dos 

títulos médios de anticorpos com o uso da estirpe Hond Utrecht IV como antígeno na 

SAM (p<0,01). 
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Tabela 9 – Médias aritméticas dos títulos de anticorpos aglutinantes na prova de 

SAM, frente às estirpes LO4 e Hond Utrecht IV, de hamsters imunizados 
com as vacinas monovalentes A, B e C e não vacinados (Controle), 
desafiados com a estirpe LO4, segundo a via de desafio e sexo 
(Experimento 2) - São Paulo - 2007 

 
 
 

 
CN = conjuntiva-nasal, CV = cérvico-vaginal, IP = intraperitoneal, m.= macho, f.= fêmea 
* = Títulos médios de anticorpos aglutinantes transformados em Log2 (x+1) 
Vacina A – estirpe LO4 com 2 passagens in vitro, Vacina B - estirpe LO4 com 5 passagens in vitro, 
Vacina C – estirpe Hond Utrecht IV – todas contendo saponina. 
 

 
 

LO4 Hond Utrecht IV
CN-m. 0,00 0,00

CN-f. 0,00 0,00
CV 0,00 0,00
IP 0,00 0,00

CN-m. 0,47 1,98
CN-f. 0,47 0,94
CV 0,00 0,00
IP 1,34 1,48

CN-m 0,00 0,47
CN-f 0,47 1,41
CV 0,47 0,94
IP 1,41 1,70

VACINA C IP 4,70 6,33

Média Aritmética dos títulos de anticorpos aglutinantes*Via-SexoGrupo
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Gráfico 1 - Médias aritméticas dos títulos de anticorpos aglutinantes, na prova de SAM, frente às 

estirpes LO4 e Hond Utrecht IV, de hamsters imunizados com as vacinas monovalentes A, 
B e C e grupo controle (não vacinado) e desafiados com a estirpe LO4 pela via IP,  
(Experimento 2) - São Paulo - 2007 

 

 

 Como não houve diferença entre os animais imunizados com a vacina A e 

com a vacina B no Experimento 2, ou seja, o fato de terem sido realizadas duas ou 

cinco passagens in vitro  da estirpe LO4, não interferiu na eficácia contra a letalidade 

e contra a formação do portador renal e genital, optou-se pela retirada da formulação 

A do Experimento 3, reduzindo o número de animais utilizados. 

Com os resultados do Experimento 3 sumarizados na tabela 10 é possível 

verificar que os adjuvantes, Al(OH)3 e saponina, e a virulência da estirpe não 

influenciaram na eficácia das vacinas. Todas as vacinas obtiveram 100% de eficácia 

quanto a letalidade, com diferença significante em relação ao grupo controle, não 

vacinado, (p<0,0001), cuja morte de 100% dos animais ocorreu entre o 5o e 8o d.p.i. 

As vacinas B e D produzidas com a estirpe LO4 com cinco passagens in vitro, e as 

vacinas C e E produzidas com a estirpe referência Hond Utrecht IV, apresentaram a 

mesma eficácia e não obtiveram sucesso na proteção contra a formação do portador 
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renal e genital, com freqüências de positividade entre 7/10 a 9/10 para rins e 

genitais, não diferindo estatisticamente dos resultados do grupo controle (não 

vacinado) para estes órgãos (p>0,21). Todos animais apresentaram lesões 

compatíveis com leptospirose e com grande quantidade da bactéria nos macerados 

dos órgãos, enquanto que nos animais vacinados e eutanasiados após o 14o d.p.i. 

os macerados apresentaram poucas leptospiras. 

 

 



 
Tabela 10 – Eficácia de vacinas monovalentes formuladas com Leptospira interrogans sorovar Canicola estirpe LO4 e Hond 

Utrecht IV, com dois tipos de adjuvantes, saponina e hidróxido de alumínio (Al(OH)3) no teste de desafio por via IP, 
de acordo com o CFR (UNITED STATES OF AMERICA, 2006) em hamsters (Experimento 3) - São Paulo - 2007 

 

IP = intraperitoneal, m.= macho 

a = proteção de acordo com a letalidade (CFR - UNITED STATES OF AMERICA, 2006) 
b =  suspensão do órgão positivo para uma das técnicas (microscopia direta ou cultivo) 
c = mortos = animais que morreram por leptospirose antes do 14o d.p.i.; eutanasiados = animais que sobreviveram até o 14o d.p.i. 
Vacina B – estirpe LO4 com 5 passagens in vitro e saponina, Vacina C – estirpe Hond Utrecht IV e saponina, Vacina D - estirpe LO4 com 5 passagens in 
vitro  e Al(OH)3 e Vacina E – estirpe Hond Utrecht IV e Al(OH)3. 
 
 
 

mortosc % eutanasiadosc % Total % mortosc % eutanasiadosc % Total %

VACINA E

Controle (não 
vacinado)

VACINA B

VACINA C

VACINA D

No 

eutanasiados 
no 14o dia

Grupo
No de genitais positivosbNo de rins positivosb

Via-Sexo No 

animais
% Proteção 
da vacinaa

No mortos 
antes 14o 

dia

IP - m. 10 10 0 - 10 100,0 - - 10 100,0 10 100,0 - - 10 100,0

IP - m. 10 0 10 100 - - 8 80,0 8 80,0 - - 9 90,0 9 90,0

IP - m. 10 0 10 100 - - 9 90,0 9 90,0 - - 8 80,0 8 80,0

IP - m. 10 0 10 100 - - 7 70,0 7 70,0 - - 8 80,0 8 80,0

IP - m. 10 0 10 100 - - 7 70,0 7 70,0 9 90,0- - 9 90,0
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No exame sorológico dos animais do Experimento 3 (Apêndice G), apenas os 

vacinados e desafiados apresentaram títulos de anticorpos na prova de SAM 

conforme a distribuição descrita na tabela 11. 

Com o emprego da estirpe LO4 como antígeno na prova de SAM, observou-

se os maiores títulos de aglutininas, mesmo nos animais vacinados com as 

bacterinas C e E, formuladas com a estirpe referência, e desafiados com a estirpe 

LO4. Os grupos dos animais vacinados com as formulações B e D e desafiados 

apresentaram maior número de indivíduos negativos (<25), cinco e quatro 

respectivamente, e dois animais de cada grupo apresentaram títulos de 100 com a 

utilização da estirpe homóloga (LO4). Com o emprego da estirpe referência, todos os 

animais desses grupos foram não-reagentes (Tabela 11).  

As vacinas C e E, induziram o maior número de animais reagentes tanto 

frente à estirpe LO4 como frente à estirpe referência (homóloga) na prova de SAM. 

Apenas um indivíduo por grupo foi negativo com ambos os antígenos. A bacterina C 

induziu título de 25 em um animal, de 50 em quatro e de 100 em outros quatro 

animais. A vacina E induziu título de 25 em dois indivíduos, 50 em três, 100 em dois  

e 200 em outros dois animais (Tabela 11). Nesse caso, o uso da estirpe homóloga 

como antígeno revelou redução nos títulos sorológicos. As vacinas C e E induziram 

título máximo de 50 em quatro e dois animais e título de 25 em cinco e sete animais, 

respectivamente.  
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Tabela 11 – Distribuição de títulos de anticorpos aglutinantes na prova de SAM, 
frente às estirpes LO4 e Hond Utrecht IV, de hamsters imunizados 
com as vacinas monovalentes B, C, D, E e não vacinados (Controle), 
desafiados com a com a estirpe LO4 por via IP (Experimento 3) - São 
Paulo - 2007 

 

Vacina B – estirpe LO4 com 5 passagens in vitro e saponina, Vacina C – estirpe Hond Utrecht IV e 
saponina, Vacina D - estirpe LO4 com 5 passagens in vitro  e Al(OH)3 e Vacina E – estirpe Hond 
Utrecht IV e Al(OH)3. 

 

 

Na tabela 12 e gráfico 2 foram apresentadas as médias aritméticas dos títulos 

de anticorpos  dos animais do Experimento 3, transformados em log2 (x+1). Para o 

tratamento estatístico desses dados, foram utilizados os testes paramétricos, uma 

vez que estavam dentro da normalidade. Com o uso da estirpe LO4 como antígeno 

observou-se títulos maiores de aglutininas em todos os grupos, com exceção dos 

animais não vacinados (grupo controle), ou seja, o desafio com a estirpe LO4 não foi 

capaz de induzir títulos de anticorpos ≥25 na SAM. 

Os resultados mostraram que as vacinas C e E induziram os maiores títulos 

médios de aglutininas com média de 5,4 e 5,5 com a estirpe LO4 e com média de 

4,62 e 3,95 com a estirpe referência (homóloga), entretanto, essas diferenças não 

foram significantes (p>0,91 e p>0,13).  

As vacinas B e D apresentaram-se reagentes apenas quando se utilizou a 

estirpe homóloga (LO4), com títulos médios de anticorpos de 2,94 e 3,31, 

Distribuição de títu los de anticorpos aglutinantes/ Estirpe 
(antígeno) 

LO4  Hond Utrecht IV 
Grupo No 

animais   

Negativo 25 50 100 200   Negativo 25 50 
CONTROLE 10  10 0 0 0 0  10 0 0 

            
VACINA B 10  5 1 2 2 0  10 0 0 

            
VACINA C 10  1 1 4 4 0  1 5 4 

            
VACINA D 10  4 2 3 1 0  10 0 0 

            
VACINA E 10  1 2 3 2 2  1 7 2 

            
TOTAL 50   21 6 12 9 2   32 12 6 
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respectivamente (p>0,78). Os títulos médios dos grupos vacinados com as 

bacterinas C e E quando comparados com o título médio do grupo vacinado com a 

bacterina B foram significantes (p<0,05). 

O uso das estirpes LO4 e Hond Utrecht IV não ocasionou diferença 

significante nos títulos médios de nenhum dos grupos vacinados (p>0,12). 

 

 

Tabela 12 – Médias aritméticas dos títulos de anticorpos na prova de SAM, frente às 
estirpes LO4 e Hond Utrecht IV, de hamsters imunizados com as 
vacinas monovalentes B, C, D, E e não vacinados (Controle), 
desafiados com a com a estirpe LO4 por via IP (Experimento 3) - São 
Paulo - 2007 

 
 

Média Aritmética Log2 (x+1)/ Estirpe (Antígeno)Grupo 
LO4 Hond Utrecht IV 

CONTROLE (não vacinado) 0,00 0,00 
   

VACINA B 2,94 0,00 
   

VACINA C 5,40 4,62 
   

VACINA D 3,31 0,00 
   

VACINA E 5,50 3,95 
Vacina B – estirpe LO4 com 5 passagens in vitro e saponina, Vacina C – estirpe Hond Utrecht IV e 
saponina, Vacina D - estirpe LO4 com 5 passagens in vitro  e Al(OH)3 e Vacina E – estirpe Hond 
Utrecht IV e Al(OH)3. 
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Gráfico 2 - Médias aritméticas dos títulos de anticorpos aglutinantes, na prova de SAM, frente às 

estirpes LO4 e Hond Utrecht IV, de hamsters imunizados com as vacinas monovalentes 
B, C, D, E e grupo controle (não vacinado) e desafiados com a estirpe LO4 pela via IP 
(Experimento 3) - São Paulo - 2007 

 

 

 

Os resultados da avaliação sorológica dos animais somente vacinados com 

as bacterinas (Experimento 4) demonstraram que as vacinas A, B, C e D não  

induziram título de anticorpos aglutinantes maior ou igual a 25 para nenhuma das 

duas estirpes utilizadas como antígenos na prova de SAM. 

Apenas a vacina E induziu aglutininas detectáveis apenas quando se utilizou 

a estirpe homóloga (Hond Utrecht IV) como antígeno, sendo em cinco dos nove 

animais examinados, nos quais quatro hamsters apresentaram título de 25 e um, 

título de 50 (Apêncice H). A média aritmética dos dados transformados em log2 (x+1) 

dos dez animais do grupo foi 2,72 (Tabela 13). 
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Tabela 13 – Médias aritméticas dos títulos de anticorpos na prova de SAM, frente às 
estirpes LO4 e Hond Utrecht IV, de hamsters imunizados, via 
subcutânea, com as vacinas monovalentes A, B, C, D, E e não 
vacinados (Controle), conforme a dose preconizada pelo CFR 
(UNITED STATES OF AMERICA, 2006), Experimento 4 - São Paulo - 
2007 

 

Média Aritmética Log2 (x+1)/ Estirpe (Antígeno) Grupo 
LO4 Hond Utrecht IV 

CONTROLE (não vacinado) 0,00 0,00 
   

VACINA A 0,00 0,00 

   

VACINA B 0,00 0,00 
   

VACINA C 0,00 0,00 
   

VACINA D 0,00 0,00 
   

VACINA E 0,00 2,72 
 
Vacina A – estirpe LO4 com 2 passagens in vitro e saponina, Vacina B – estirpe LO4 com 5 
passagens in vitro e saponina, Vacina C – estirpe Hond Utrecht IV e saponina, Vacina D - estirpe LO4 
com 5 passagens in vitro  e Al(OH)3 e Vacina E – estirpe Hond Utrecht IV e Al(OH)3. 

 

 

As vacinas também não induziram títulos elevados de anticorpos 

neutralizantes no teste de inibição do crescimento (Tabela 14, Gráfico 3 e Apêndice 

I). No grupo imunizado com a vacina A, um pool de soro de cinco animais não 

revelou  título de anticorpos neutralizantes com o método de Reed Müench, uma vez 

que dos cinco tubos do pool com soros puros (sem diluição), apenas dois 

apresentaram inibição do crescimento. No outro pool dos cinco animais o título foi de 

1,41, resultando na média do grupo de 0,71.  

Os dois pools dos animais imunizados com a vacina B apresentaram títulos 

de anticorpos semelhantes: 2,24 e 2,45 com média de 2,35. A vacina C induziu os 

maiores títulos de anticorpos neutralizantes nos dois pools, com 5,13 e 8,91 e média 

de 7,02. As vacinas D e E formuladas com hidróxido de alumínio induziram títulos de 
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anticorpos neutralizantes semelhantes nos dois pools com 1,29, 1,12 e 1,41, 2,82, e 

médias de 1,21 e 2,12, respectivamente. 

A vacina C contendo saponina induziu maior título de anticorpos 

neutralizantes, com média aritmética de 7,02, e a vacina E com hidróxido de 

alumínio induziu títulos de aglutininas em cinco dos nove animais vacinados, ambas 

formuladas com a estirpe Hond Utrecht IV. 

 

 
Tabela 14 – Títulos e médias aritméticas de anticorpos neutralizantes dos pools de 

soros sangüíneos de hamsters vacinados com diferentes formulações 
de bacterinas contra Leptospira interrogans sorovar Canicola frente à 
estirpe Hond Utrecht IV - São Paulo, 2007 

 

 
Al(OH)3 – hidróxido de alumínio 
 
 

Grupo Adjuvante Estirpe da Vacina No do Pool Título de Ac. neutralizantes
1 0,00
2 0,00

Média 0,00

1 0,00
2 1,41

Média 0,71

1 2,24
2 2,45

Média 2,35

1 5,13
2 8,91

Média 7,02

1 1,29
2 1,12

Média 1,21

1 1,41
2 2,82

Média 2,12

CONTROLE 
(não vacinado)

VACINA A

VACINA B

VACINA C

VACINA D

VACINA E

- -

saponina LO4

saponina LO4

saponina Hond Utrecht IV

Al(OH)3 LO4

Al(OH)3 Hond Utrecht IV
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Gráfico 3 – Títulos e médias aritméticas de anticorpos neutralizantes de pools de soros sangüíneos 

de hamsters imunizados com vacinas monovalentes A, B, C, D e E contra a L. 
interrogans sorovar Canicola, avaliados pelo teste de inibição do crescimento - São 
Paulo - 2007 

 
 

Nos exames histopatológicos dos animais que morreram por leptospirose nos 

Experimentos 1, 2, e 3, pode-se observar que independentemente da via de 

inoculação, concentração do inóculo e se o animal foi vacinado ou não, as lesões 

foram semelhantes as ocasionadas nos animais controle (não vacinados) inoculados 

pela via IP. As lesões mais freqüentes nos rins foram: congestão, hemorragia tubular 

e glomerular, degeneração tubular e áreas de necrose (Figuras 11 a 13). No útero 

foram observadas congestões, hemorragia da subserosa, hemorragia intersticial na 

submucosa (Figura 14) e na camada muscular. Algumas fêmeas apresentaram 

células inflamatórias na luz do útero e da tuba uterina (Figuras 15).  

 Nos animais que foram eutanasiados após o período de observação pós-

inoculação (21 d.p.i no Experimento 1 e 14 d.p.i nos Experimentos 2 e 3) a maioria 

dos animais apresentou tecidos renais (Figuras 16 e 17) e uterinos (Figura 18) 

normais e em apenas alguns observou-se leve grau de congestão nos órgãos e 

infiltrados inflamatórios discretos e focais (Figuras 19 e 20). Entretanto, não houve 
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diferença quanto a via de inoculação, concentração de inóculo ou se o animal foi 

vacinado ou não. 

 Todos os testículos avaliados, independentemente se os animais vieram a 

óbito por leptospirose ou foram eutanasiados após o período de observação, 

apresentaram estruturas normais e sem a presença de células inflamatórias (Figuras 

21 e 22). 
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Figura 11 – Corte histológico de rim, corado pela 
técnica de H.E., com hemorragia 
difusa, necrose tubular de hamster 
morto por leptospirose pelo sorovar 
Canicola, estirpe LO4, inoculado pela 
via conjuntiva-nasal (CN) 

Figura 13 – Corte histológico de rim, corado pela 
técnica de H.E., com congestão e 
hemorragia glomerular e tubular com 
degeneração tubular, necrose focal de 
hamster morto por leptospirose pelo 
sorovar Canicola, estirpe LO4, 
inoculado pela via intraperitoneal (IP) 

Figura 12 – Corte histológico de rim, corado pela 
técnica de H.E., com hemorragia 
glomerular e tubular  com degeneração 
tubular de hamster morto por 
leptospirose pelo sorovar Canicola, 
estirpe LO4, inoculado pela via 
intraperitoneal (IP) 

 

100 µm 
 

 

100 µm 

 
100 µm 

Figura 14 – Corte histológico de útero, corado pela 
técnica de H.E., com congestão e 
hemorragia intersticial difusa de hamster 
morto por leptospirose pelo sorovar 
Canicola, estirpe LO4, inoculado pela via 
conjuntiva-nasal (CN) 

100 µm 
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Figura 15 – Corte histológico de útero, corado pela 
técnica de H.E., com congestão e 
hemorragia intersticial e infiltrado 
inflamatório na luz do órgão (seta) e na 
mucosa de hamster morto por 
leptospirose pelo sorovar Canicola, 
estirpe LO4, inoculado pela via 
intraperitoneal (IP) 

Figura 18 – Corte histológico de útero, corado pela 
técnica de H.E., com aspecto normal de 
hamster imunizado com a vacina B, 
inoculado com L. interrogans sorovar 
Canicola, estirpe LO4, pela via 
conjuntiva-nasal (CN) e eutanasiado 

100 µm 

100 µm 
100 µm 

 

100 µm 
 

Figura 17 – Corte histológico de rim, corado pela 
técnica de H.E. , com aspecto normal  de 
hamster imunizado com a vacina B, 
inoculado com L. interrogans sorovar 
Canicola, estirpe LO4, pela via 
conjuntiva-nasal (CN) e eutanasiado 
(maior aumento) 

 

Figura 16 – Corte histológico de rim, corado pela 
técnica de H.E.,  com aspecto normal  de 
hamster imunizado com a vacina B, 
inoculado com L. interrogans sorovar 
Canicola, estirpe LO4, pela via 
conjuntiva-nasal (CN) e eutanasiado 
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100 µm  
100 µm

Figura 22 – Corte histológico de testículo, corado pela 
técnica de H.E., com aspecto normal  de 
hamster morto por leptospirose pelo 
sorovar Canicola, estirpe LO4 inoculado 
pela via conjuntiva-nasal, CN (maior 
aumento) 

Figura 21 – Corte histológico de testículo, corado pela 
técnica de H.E.,  com aspecto normal  de 
hamster morto por leptospirose pelo 
sorovar Canicola, estirpe LO4 inoculado 
pela via conjuntiva-nasal (CN) 

 

Figura 20 – Corte histológico de rim, corado pela 
técnica de H.E. ,com infiltrado 
inflamatório intersticial  de hamster 
imunizado com a vacina B, inoculado 
com L. interrogans sorovar Canicola, 
estirpe LO4, pela via conjuntiva-nasal 
(CN) e eutanasiado 

100 µm

Figura 19 – Corte histológico de rim, corado pela 
técnica de H.E., com infiltrado 
inflamatório intersticial de hamster 
imunizado com a vacina C e inoculado 
com L. interrogans sorovar Canicola, 
estirpe LO4, pela via intraperitoneal (IP) 
e eutanasiado 

 
100 µm 
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 Com a coloração dos tecidos com a técnica de Warthin-Starry foi possível 

identificar a presença de leptospiras, principalmente nos tecidos renais dos animais 

que morreram por leptospirose. Independentemente da via, concentração do inóculo 

e do tratamento (vacinado ou não vacinado) observou-se grande quantidade de 

leptospiras (Figuras 23 a 26). 

Comparando as demais vias com a IP, considerada como controle da 

infecção, pode-se evidenciar que a inoculação pelas vias CN e CV quando letais, 

apresentaram o mesmo poder de disseminação da leptospira pelo organismo dos 

hamsters. 

Nos genitais desses animais que vieram a óbito foi observada a presença de 

leptospiras, porém a quantidade da bactéria foi mais abundante nos úteros (Figuras 

27 e 28) do que nos testículos (Figuras 29 e 30). Vale ressaltar que apenas em 

alguns poucos cortes histológicos de testículo foi detectado a presença de 

leptospira, mesmo os rins destes animais apresentando lesões e presença da 

bactéria.  

Nos animais pertencentes ao Experimento 1, em que os animais não foram 

vacinados, os que foram eutanasiados no 21o d.p.i verificou-se a presença de 

poucas leptospiras em algumas amostras de rins. Porém, esses achados não foram 

correlacionados quanto a via ou concentração do inóculo. 

Nos animais do Experimento 2 e 3, que foram imunizados com as diferentes 

vacinas, não foi observado a presença de leptospiras nos tecidos (Figuras 31 a 34), 

ao contrário dos animais do grupo controle que vieram a óbito, porém não houve 

diferença entre os animais vacinados com as cinco  formulações. 
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Figura 25 – Corte histológico rim contendo leptospiras 
(setas) de hamster morto por leptospirose 
pelo sorovar Canicola, estirpe LO4 pela via 
intraperitoneal, IP. Técnica de Warthin-
Starry 

Figura 26 – Corte histológico de rim contendo 
leptospiras (setas) de hamster morto 
por leptospirose pelo sorovar 
Canicola, estirpe LO4  pela via 
intraperitoneal, IP. Técnica de 
Warthin-Starry 

5 µm5 µm 

Figura 23 – Corte histológico de rim contendo 
leptospiras (setas) de hamster 
morto por leptospirose pelo sorovar 
Canicola, estirpe LO4 inoculado 
pela via conjuntiva-nasal, CN. 
Técnica de Warthin-Starry 

Figura 24 – Corte histológico de rim contendo 
leptospiras (setas) de hamster 
morto por leptospirose pelo sorovar 
Canicola, estirpe LO4 inoculado 
pela via conjuntiva-nasal, CN. 
Técnica de Warthin-Starry

20 µm 20 µm
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Figura 29 – Corte histológico de testículo contendo a 
presença de leptospira (seta) de hamster 
morto por leptospirose pelo sorovar 
Canicola, estirpe LO4, inoculado pela via 
intraperitoneal, IP. Técnica de Warthin-
Starry 

Figura 30 – Corte histológico de testículo contendo 
leptospiras (setas) de hamster morto 
por leptospirose pelo sorovar 
Canicola, estirpe LO4 pela via 
intraperitoneal, IP. Técnica de 
Warthin-Starry 

 

5 µm 5 µm

Figura 27 – Corte histológico de útero contendo 
leptospiras (setas) de hamster morto 
por leptospirose pelo sorovar 
Canicola, estirpe LO4 inoculado pela 
via conjuntiva-nasal , CN. Técnica de 
Warthin-Starry 

 

Figura 28 – Corte histológico de útero contendo 
leptospiras (setas) de hamster 
morto por leptospirose pelo sorovar 
Canicola, estirpe LO4 inoculado 
pela via conjuntiva-nasal , CN 
(maior aumento). Técnica de 
Warthin-Starry 

5 µm20 µm 
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Figura 31 – Corte histológico de rim com aspecto 
normal de hamster imunizado com a 
vacina B, inoculado com L. 
interrogans sorovar Canicola, estirpe 
LO4, pela via IP e eutanasiado. 
Técnica de Warthin-Starry 
 

 

Figura 32 – Corte histológico de rim com aspecto 
normal de hamster imunizado com a 
vacina C, inoculado com L. 
interrogans sorovar Canicola, estirpe 
LO4, pela via CN e eutanasiado. 
Técnica de Warthin-Starry 

 

 

Figura 33 – Corte histológico de testículo com 
aspecto normal de hamster 
imunizado com a vacina E, inoculado 
com L. interrogans sorovar Canicola, 
estirpe LO4, pela via IP e 
eutanasiado. Técnica de Warthin-
Starry 

Figura 34 – Corte histológico de útero com aspecto 
normal de hamster de hamster 
imunizado com a vacina A, inoculado 
com L. interrogans sorovar Canicola, 
estirpe LO4, pela via CV e 
eutanasiado. Técnica de Warthin-
Starry 

5 µm

5 µm 
20 µm 

5 µm 
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5 DISCUSSÃO 
 
 

Para atingir os objetivos propostos, o presente estudo baseou-se na 

observação de leptospiras nos órgãos dos hamsters inoculados pelas vias CN, CV e 

IP (controle), no estabelecimento do portador renal e genital. Há vários relatos de 

que as bacterinas não protegem contra a formação do portador, principal 

disseminador e mantenedor da bactéria no ambiente. Por isso, este trabalho avaliou 

a eficácia de formulações de bacterinas produzidas com dois adjuvantes e duas 

estirpes diferentes, na prevenção do portador utilizando o hamster como modelo 

experimental. 

A estirpe LO4 utilizada na produção das vacinas (formulações A, B e D) e no 

desafio é autócne, isolada do fígado de um suíno com o histórico clínico 

desconhecido, abatido na cidade de Londrina - PR (Freitas et al., 2004). A estirpe 

Hond Utrecht IV utilizada nas bacterinas C e E pertence ao banco de estirpes de 

referência da OMS, originária da Holanda e foi empregada para efeito comparativo. 

O estudo de patogenicidade e virulência de uma estirpe isolada no Brasil, é 

fundamental para entender aspectos clínicos e epidemiológicos da leptospirose 

regional. Apesar do isolamento de amostras de vários sorovares, poucos estudos 

deste tipo foram realizados.  

A virulência da estirpe LO4 destacou-se pelas hemorragias pulmonares e 

enterites severas independentemente da via e dose de inoculação. Entretanto, no 

presente estudo, os animais sobreviventes e eutanasiados não apresentaram 

alteração pertinente à infecção aguda ou crônica.  

Os sinais clínicos observados nos hamsters que adoeceram após a 

inoculação com a estirpe LO4 foram semelhantes aos descritos para os sorovares 

Canicola, Mozdok, Copenhageni (OLIVA et al.,1998), para o sorovar Pomona 

(SANGER et. al., 1961; ABU; SLEIGHT, 1964, HAANWINCKEL; MEGID; SOUZA, 

2004) e para o sorovar Szwajizak (BADIOLA; THIERMANN; CHEVILLE, 1983), como 

depressão, hematúria, piloereção, epistaxe, convulsões, hiperexcitabilidade e 

hematúria. Porém, não foi observada icterícia nos animais mortos pela infecção com 

a estirpe LO4, descrita nas infecções com estirpes do sorovar Pomona (SANGER et 

al., 1961; BRANDESPIM et al., 2004; HAANWINCKEL; MEGID; SOUZA, 2004).  
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As lesões microscópicas mais freqüentes nos animais mortos por leptospirose 

foram associadas aos acidentes vasculares, com hemorragias tanto no tecido renal 

como no uterino e pulmões, além de degenerações de células tubulares e necroses 

focais, sendo semelhantes às lesões descritas na literatura para os diferentes 

sorovares (SANGER et al., 1961; OLIVA et al., 1998; BRANDESPIM et al., 2004; 

HAANWINCKEL; MEGID; SOUZA, 2004). Os infiltrados de células inflamatórias não 

foram unânimes em todos os animais ao contrário do observado por Madruga et al. 

(1983) e Wild et al. (2002) que relataram nefrites multifocais ocasionados por 

leptospiroses em bovinos e cães, respectivamente. Nos animais eutanasiados não 

foi observada a presença de tecido conjuntivo no parênquima dos órgãos renal e 

uterino, conforme descrito por Sanger et al. (1961), característico de infecção 

crônica.  

Apesar de leptospiras terem sido detectadas no parênquima testicular, 

nenhum dos animais examinados apresentaram lesões histológicas neste tecido. 

Estes resultados corroboram com os encontrados por Brandespim et al. (2004)  que 

também não observaram lesões nos testículos de hamsters inoculados com o 

sorovar Pomona, caracterizando desta forma que o órgão seja um dos locais de 

escape da bactéria ao sistema imunológico, conforme relatado por Faine et al. 

(1999). Possivelmente, a colonização das leptospiras neste órgão não provoque 

processo inflamatório acentuado a ponto de causar injúrias teciduais, fenômeno que 

foi  chamado de “inércia imunológica” ou de sítios “privilegiados” imunologicamente 

(FAINE et al., 1999; NARS et al., 2005.) 

Com o uso da técnica de impregnação por prata pelo método de Warthin-

Starry nos cortes histológicos provenientes dos animais que morreram e 

apresentaram lesões características da leptospirose, foi possível detectar 

espiroquetas em grande quantidade nos rins e menos abundantes em algumas 

amostras de útero e testículo. O mesmo resultado foi observado por Abdul e Sleight 

(1964), Miller (1972), Oliva et al. (1998) e por Haanwinckel, Megid e Souza (2004). 

Entretanto, a técnica de Warthin-Starry não foi capaz de demonstrar a localização 

das leptospiras em todos os animais portadores com as concentrações de inóculo, 

vias e estirpe estudada, principalmente nos órgãos genitais. Sanger et al. (1961) 

também relataram dificuldades na observação de leptospiras em tecidos de 

hamsters com infecção crônica, ao contrário do observado por Brandespim et al. 
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(2004) com a técnica de Levaditti que identificaram a presença de espiroquetas nos 

testículos, epidídimo e vesícula seminal mesmo 30 d.p.i.  

A passagem em animais é descrita como o melhor método para garantir e 

preservar a virulência das estirpes (FAINE et al.,1999). Neste trabalho, a 

estabilização da virulência da estirpe LO4 por passagens consecutivas em hamsters 

foi eficaz, no entanto, o processo foi demorado e com inconveniente da utilização de 

grande quantidade de animais. Sanger et al. (1961) conseguiram a estabilização da 

virulência para uma estirpe do sorovar Pomona somente após 16 passagens in vivo. 

Para a estirpe LO4 foram necessárias 20 passagens em hamsters e mesmo assim, 

em alguns momentos houve instabilidade da virulência, mesmo em passagens 

subseqüentes in vivo. Neste caso, foi necessário voltar ao cultivo in vitro proveniente 

da inoculação anterior, ou seja, uma cultura sem repiques sucessivos, para reiniciar 

o processo de estabilização. Dessa forma, mostrou-se necessária a manutenção de 

vários cultivos primários da estirpe LO4 virulenta em meio de cultura e também 

armazenadas em nitrogênio líquido. 

Uma das possibilidades para explicar a instabilidade da virulência in vivo seria 

que, inicialmente a passagem em animal seleciona as leptospiras mais virulentas, 

capazes de escapar do sistema imune e que expressam fatores de virulência 

ocasionando a morte do animal conforme comentado por Faine et al. (1999). Porém, 

num segundo momento, por razões desconhecidas e imprevisíveis, ocorreria o 

“desligamento” de genes correlacionados à virulência ou ainda por alterações nos 

antígenos de superfície que poderiam refletir na multiplicação ou mesmo na 

interação entre a bactéria e o hospedeiro (NATARAJASEENIVASAN et al., 2004; 

NALLY et al., 2005; PALANIAPPAN et al., 2006; NALLY et al., 2007).  

Quanto a identificação da bactéria pelas técnicas empregadas, a visualização 

direta dos macerados de tecidos foi facilitada pelas características morfológicas, mas 

sobretudo pelos movimentos de rotação e propulsão e pela diluição da amostra em 

salina estéril na própria lâmina de preparo para a microscopia. Macedo et al. (2004), 

Haanwinckel, Megid e Souza (2004) e Silva et al. (2005) também obtiveram maior 

sucesso na avaliação direta das amostras de órgãos. Além de se mostrar mais 

eficiente, a técnica é simples e rápida, sendo a única desvantagem a necessidade 

de se analisar o material imediatamente após a morte do animal, semelhante ao 

cultivo, no qual as amostras devem ser processadas rapidamente, evitando 

contaminações e morte das leptospiras. 
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O cultivo dos macerados de órgãos para a identificação da presença de 

leptospiras teve como maior fator de insucesso o alto grau de contaminação, o que 

pode ter inibido o crescimento das leptospiras pela competição por nutrientes, 

alteração do pH e liberação de substâncias tóxicas (SILVA et al., 2005). Mesmo com 

a utilização de antibióticos seletivos e adotando-se procedimentos para redução de 

contaminação, como uso de materiais estéreis e assepsia com álcool 70% (v/v) dos 

animais antes de iniciar a necrópsia. Possivelmente, o uso de antibióticos mais 

potentes poderia reter as contaminações, como no protocolo descrito por Freitas et 

al. (2004) que recomenda o uso, além do ácido nalidíxico e do 5-fluorouracil, do 

cloranfenicol, da neomicina e da vancomicina. Todavia, a OIE (2004) alerta que os 

antibióticos seletivos podem reduzir as chances de crescimento de leptospiras, 

principalmente em amostras com poucas espiroquetas viáveis. Este fato também 

pode ter prejudicado o isolamento no presente trabalho, apesar das amostras terem 

permanecido apenas 24 horas no meio contendo antibióticos. Também deve ser 

considerado que, independentemente da contaminação das amostras clínicas, há a 

dificuldade inerente ao crescimento de leptospiras in vitro (HAANWINCKEL; MEGID; 

SOUZA, 2004).  

Alguns autores enriquecem o meio EMJH ou outros meios de isolamento com 

tween 80 para favorecer o crescimento da bactéria (MILLER, 1972; PAINTER; 

ELLINGHAUSEN JUNIOR, 1976; BADIOLA; THIERMANN; CHEVILLE,1983). 

Porém, neste trabalho foi utilizado o meio EMJH enriquecido com soro inativado de 

coelho, asparagina, cloreto de cálcio e cloreto de magnésio como sugerido por Alves 

(1995), que propiciam o crescimento das leptospiras. 

A PCR não apresentou sensibilidade satisfatória, discordando de Palaniappan 

et al. (2005) que obtiveram limiar de detecção de seis leptospiras/mL. A baixa 

sensibilidade da técnica também foi observada por Gotti (2006) em sêmen bovino 

tratado com antibióticos, cujo limiar de detecção foi de 10.000 leptospiras/mL de 

sêmen para o sorovar Wolffi. 

Com estes resultados discrepantes entre as três técnicas, o índice Kappa 

para as amostras de tecido renal foi baixo e para o tecido genital foi negativo, ou 

seja, sem concordância entre elas, sendo reflexo do grande número de resultados 

falsos negativos obtidos tanto na PCR como no cultivo. 

No estudo das concentrações do inóculo e das vias de inoculação 

(Experimento 1), observou-se que ambos interferiram na letalidade dos hamsters 
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infectados com a estirpe LO4 (Tabela 6). A inoculação pela via CN mostrou-se tão 

letal quanto a via IP com a concentração de 100 a 130 leptospiras/campo, e com 

redução na letalidade significante com a concentração de 20 a 30 leptospiras/campo 

em inoculações por dois dias consecutivos. As leptospiras inoculadas pela via CN 

conseguiram transpassar pelas barreiras do aparelho respiratório, apesar desse 

órgão ser capaz de responder aos microrganismos com substâncias bactericidas 

inespecíficas e citocinas presentes na mucosa (BALS; HIEMSTRA, 2004), enquanto 

que a via IP, que não enfrenta estas barreiras, foi mais letal com concentração 

menor de leptospira e com dose única. Macedo et al. (2004) também constataram 

alta letalidade pela via IP (100%) e pela via conjuntival (80%) em hamsters 

infectados com suspensão do sorovar Pomona  com inóculo de desafio contendo 20 

a 30 leptospiras/campo. 

O emprego de inoculações sucessivas em dias consecutivos pode simular 

ambientes contaminados onde geralmente, ocorrem múltiplas exposições ao agente, 

e neste trabalho, apresentou resultados satisfatórios na infecção pelas vias CN e CV 

nas concentrações dos inóculos estudas, assim como Gallo et al. (2006) com a 

inoculação do sorovar Hardjobovis pela via conjuntiva por três dias consecutivos que 

conseguiram estabelecer a infecção de novilhas.  

A infecção pela via CV, resultou em maior número de hamsters sobreviventes, 

variando de 60 a 100% (Tabelas 6 e 7), dependendo da concentração do inóculo, 

com leptospiras presentes nos tecidos renais e genitais. Entretanto, sem lesões 

macro e microscópicas, e ainda desprovidos de resposta sorológica na prova de 

SAM (título <25), o que caracteriza o estado de portador. Vale ressaltar que em 

virtude da gravidade das lesões apresentadas pelos animais que morreram por 

leptospirose com a infecção por esta via, não se descarta a possibilidade de 

perfuração uterina ou lesões ocasionadas durante a inoculação, o que resultaria no 

efeito da via IP, e mesmo no caso de lesões, facilitaria a penetração da bactéria na 

corrente sangüínea. 

A mucosa uterina cérvico-vaginal apresenta condições naturalmente 

protetoras como pH ácido, presença de IgA secretora e a própria microbiota, 

podendo interferir na colonização pelas leptospiras. Os dados observados neste 

experimento mostram a via CV permite o escape da bactéria para a circulação, 

alcançando os órgãos e estabelecendo a infecção sistêmica que dará origem ao 

portador. A razão pela qual não ocorre lesão e morte do animal ainda é 
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desconecida. Bielanski et al. (1998) demostraram a possibilidade de infecção de 

novilhas pela inoculação única da estirpe Hardjobovis pelas vias conjuntival e 

uterina, tornado-as portadoras.  

Com relação à infecção dos órgãos, independentemente da via e 

concentração do inóculo, a freqüência de rins e genitais positivos foi semelhante 

(Tabela 6). No caso dos animais mortos por leptospirose, a infecção dos rins e 

genitais foi conseqüente à leptospiremia e, portanto, não é indicativa de predileção 

pelo órgão (BRANDESPIM et al., 2004). Esse resultado foi confirmado também nos 

animais sobreviventes, demonstrando que a leptospira tende a colonizar esses 

órgãos durante a infecção crônica com maior incidência de leptospiras nos tecidos 

renais, tornando o animal portador. 

O sexo dos animais não interferiu na letalidade pela via CN, no total de rins e 

genitais positivos com uso as concentrações do inóculo e via estudados, assim como 

na indução de anticorpos. 

Os exames sorológicos dos hamsters do Experimento 1 com a técnica de 

SAM demonstraram que as duas concentrações de leptospiras inoculadas pelas 

diferentes vias não induziram títulos de aglutininas detectáveis, ou seja, ≥25. Abdu e 

Sleight (1964), ao contrário destes resultados, detectaram títulos de anticorpos ≥100 

a partir do 5º d.p.i. em hamsters com a inoculação do sorovar Pomona e Badiola, 

Thiermann e Cheville (1983) observaram soroconversão somente a partir do 8º d.p.i. 

para o sorovar Hardjo e do 10º d.p.i para o sorovar Szwajizak, sendo os maiores 

títulos de 1.280 para os dois sorovares. Soto et al. (2006) observaram títulos de 100 

a 1.600 em porcas inoculadas pela via endovenosa com a estirpe LO4 após 30 d.p.i. 

Todavia, Macedo et al. (2004) observaram títulos entre 100 e 1.600 com a 

inoculação de estirpe do sorovar Pomona em hamsters, e que a via subcutânea e a 

escarificação cutânea foram as únicas que estimularam a produção de anticorpos, 

enquanto que as vias conjuntival e intraperitoneal não induziram, corroborando com 

os resultados deste presente estudo. Contudo, aparentemente, a estirpe LO4 

utilizada no presente trabalho mostrou baixo poder imunogênico pelas vias e 

concentrações utilizadas, não sendo capaz de induzir altos títulos de anticorpos 

aglutinantes e neutralizantes em hamsters, o que pode ser inerente a esta estirpe. 
A vacinação é considerada uma das medidas mais importante no controle da 

leptospirose nos aminais domésticos, minimizando os sintomas clínicos e perdas 

econômicas (HOLROYD, 1980; MADRUGA et al., 1983). As bacterinas são 
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empregadas mundialmente, sendo diversas marcas disponíveis, com variações de 

sorovares e adjuvantes na formulação.  

As indústrias veterinárias obedecem às determinações dos órgãos oficiais do 

país para a produção das vacinas. No caso do Brasil, não há normas específicas 

para a produção das vacinas antileptospirose, com isso as determinações de órgãos 

regulatórios estrangeiros, como o Code Federal Regulation - CFR (UNITED STATES 

OF AMERICA, 2006) dos EUA e da OIE (Organização Mundial de Saúde Animal)  

passam a ser seguidas.  

A concentração de antígeno por dose da vacina  contra a leptospirose animal 

não é padronizada ou recomendada por qualquer órgão nacional ou internacional, 

como o Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA) e pelo CFR 

(UNITED STATES OF AMERICA, 2006). As empresas produtoras não são obrigadas 

a fornecer essa informação ao consumidor, sendo unicamente o teste de eficácia o 

critério de aprovação da vacina para comercialização. A concentração de 4 x 108 

leptospiras/mL utilizada na produção das vacinas experimentais seguiu dados da 

literatura (AURAN; JOHSON; RITZI, 1972; LANGONI et al., 2001).  

Alguns autores relataram resultados discrepantes quanto a proteção à 

formação do portador. Possivelmente, este fato esteja relacionado com as diferentes 

concentrações de antígenos por dose das vacinas experimentais (FREUDENSTEIN; 

HEIN, 1991). Auran, Johson e Ritzi (1972) utilizaram dose de 6 x 108 cels/dose em 

hamsters, enquanto que no presente trabalho, após a diluição da 

vacina,correspondendo a 1/80 da dose de bovinos (5 mL), conforme o protocolo do 

CFR (UNITED STATES OF AMERICA, 2006), a real dose vacinal inoculada nos 

hamsters foi de 5 x 106 cels/dose. Outro fator seria o inóculo de desafio, que muitas 

vezes não é estipulada por DL50, mas somente por contagens bacteriana sem 

correlação entre elas.  

Esses são alguns dos problemas quando são comparados os resultados de 

eficácia de vacinas antileptospirose entre os autores. A maioria, não segue os 

protocolos internacionais, não dilui a vacina conforme o sorovar utilizado de acordo 

com o protocolo do CFR, não cita o inóculo e a dose do desafio, além de usar 

esquemas de vacinação e de desafio diferentes. Langoni et al. (2001)  utilizaram a 

mesma concentração inicial de antígenos deste trabalho (4 x 108 cels/mL), porém 

sem efetuar a diluição, e ainda vacinaram e revacinaram os hamsters após 15 dias. 
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Tabata et al. (2002) também não diluíram as vacinas e utilizaram o esquema de 

duas vacinações. 

A padronização do número de leptospiras no preparo do inóculo para os 

testes com as vacinas experimentais foi importante para maior exatidão no tempo 

observado de morte dos animais, conforme recomendado por González, Dias e 

Matos (1999) se mostrou eficaz. O inóculo com 100 a 130 leptospiras/campo 

mostrou-se letal entre três a seis dias e o inóculo de 20 a 30 leptospiras/campo, 

entre cinco a sete dias pós-inoculação pela via IP e CN e de até 11 dias pela via CV 

nos poucos animais que vieram a óbito infectados por essa via. Estes resultados 

demonstram a interferência da via no curso da doença, conforme relatado por 

Macedo et al. (2004) que constataram que a via IP foi a que mais reproduziu a 

doença em hamsters com o sorovar Pomona.  

Todavia, a padronização por contagem não descarta a determinação da DL50 

para a execução do teste de eficácia, uma vez que a virulência da estirpe oscila com 

as passagens in vivo ou in vitro imprevisivelmente. Nos experimentos 1 e 2 a 

inoculação por via IP da diluição do inóculo contendo de 20 a 30 leptospiras/campo 

de MCE resultou num inóculo de desafio com 100 DL50, ou seja, dentro do 

preconizado pelo CFR (entre 10 e 10.000 DL50). Porém, no Experimento 3, após 

várias passagens in vivo, a mesma concentração de leptospiras, resultou numa  

inóculo de desafio acima de 10.000 DL50, não sendo possível a determinação, 

porque ocasionou a morte de 80% dos animais na última diluição 10-7 empregada na 

DL50. 

As vacinas produzidas experimentalmente neste trabalho foram inócuas aos 

animais, não induzindo reações locais ou sistêmicas, como perda de apetite, 

prostração ou choque anafilático. A inativação dos cultivos com a utilização de 0,4% 

(v/v) de formol foi eficaz, evitando o efeito deletério do excesso do inativante ao 

antígeno e ao animal (CFR, UNITED STATES OF AMERICA, 2006), apesar de 

outros autores terem utilizado 0,1% (LANGONI et al., 2001) ou mesmo 10% do 

formol (TABATA et al., 2002; VEGA et al., 2005) no processo de inativação e sem 

relatos de problemas de inocuidade. 

Faine et al. (1999) relataram instabilidade da virulência de estirpes pelas 

passagens in vitro. Com o intuito de se verificar a necessidade de estirpes virulentas 

para a produção de vacinas de boa qualidade, conforme preconizam González et al. 
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(2005) e Maura et al. (2006), foram estudados os efeitos de duas e cinco passagens 

in vitro na estirpe LO4.  

No presente trabalho, duas passagens em meio de cultura não provocaram 

alterações nas características de virulência da estirpe LO4 quando inoculada em 

hamsters, enquanto que com cinco passagens in vitro,  foram observadas mudanças 

do padrão de virulência, diminuindo o número de mortos por lote ou estendendo o 

tempo de sobrevivência do hamster de cinco para aproximadamente 12 dias. Por 

isso, a vacina A, a partir da suspensão de leptospiras cultivadas com duas 

passagens in vitro, manteve as  características de virulência, enquanto que as 

vacinas B e D, produzidas com suspensão de LO4 com cinco passagens in vitro 

apresentaram atenuação do padrão de virulência. 

A estabilidade da condição de virulência da estirpe LO4 para a produção das 

vacinas não mostrou interferência na eficácia. Duas ou cinco passagens da estirpe 

LO4 em meio de cultura não ocasionaram mudanças antigênicas que 

comprometessem a eficácia das vacinas na prevenção da letaliade dos hamsters 

inoculados. Os resultados obtidos contrariam as recomendações de González et al. 

(2005) e Maura et al. (2006) de ativar a virulência das estirpes de leptospiras por 

passagens in vivo para a produção de vacinas, com o intuito de melhoria na 

qualidade. Essa observação tem grande valia para as indústrias produtoras de 

vacinas, uma vez que não seria necessária a manutenção da virulência por 

passagens sucessivas em animais e, tão pouco a manipulação de grandes volumes 

destas estirpes para produção de vacinas, reduzindo os riscos aos operadores. 

No Experimento 2 as vacinas A, B e C, mostraram-se eficazes quanto ao 

desafio pela via IP e CN (Tabela 7), protegendo os animais contra a letalidade. A 

vacina C produzida com a estirpe não virulenta (Hond Utrecht IV) foi tão eficaz 

quanto as vacinas produzidas com a estirpe LO4 (A e B), concluindo que a 

manutenção desta bactéria por longo período in vitro não prejudicou sua 

antigenicidade, resultando na aprovação da vacina. Esse resultado corrobora com 

os descritos por Auran, Johson e Ritzi (1972) e por Painter e Ellinghausen Junior 

(1976) que obtiveram proteção contra a letalidade em hamsters com o uso de 

bacterinas produzidas com a estirpe Hond Utrecht IV, porém contrariam as 

afirmações de Bernasovskaia, Kondratenko e Mel`nitskaia (1994) de que a perda da 

virulência ocasiona redução na antigenicidade da estirpe. 
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As vacinas A e B não resultaram em títulos aglutinantes diferentes na prova 

de SAM realizada com o antígeno homólogo (LO4) ou heterólogo (Hond Utrecht IV). 

Brod et al. (2005) observaram em cães, títulos de aglutininas maiores quando se 

utilizou uma estirpe do sorovar Canicola isolada na região como antígeno na prova 

de SAM comparados com o os títulos obtidos com o uso da estirpe referência. Mas, 

nos animais vacinados com a bacterina C foi observado títulos maiores com a 

utilização da estirpe homóloga (Hond Utrecht IV) à vacina do que com a LO4 

(Tabelas 8 e 9).  

Como o número de duas e cinco passagens in vitro não influenciou nos 

resultados de eficácia das vacinas A e B no Experimento 2, optou-se para a retirada 

da vacina A do delineamento do Experimento 3. 

As vacinas formuladas com saponina e com Al(OH)3 como adjuvantes foram 

eficazes na prevenção da letalidade por leptospirose (Experimento 3, Tabela 10), 

para ambas as estirpes utilizadas (LO4 e Hond Utrecht IV), mesmo frente ao inóculo 

de desafio acima de 10.000 DL50.  

Entretanto, as vacinas não foram eficazes na prevenção dos portadores 

renais e genitais. A ausência de proteção das bacterinas contra os portadores foi 

relatada para o sorovar Hardjobovis em bovinos (BOLIN et al., 1989; BOLIN; 

ZUERNER; TRUEBA, 1989; BOLIN et al., 1991), para o sorovar Canicola em cães 

(BROUGHTON; SCARNELL, 1985; ANDRE-FONTAINE et al., 2003; SCHREIBER et 

al., 2005) e para Guaricura em hamsters mesmo com o uso de duas doses da vacina 

(TABATA et al., 2002). Mas, alguns autores obtiveram sucesso na proteção contra a 

formação de portadores com o uso de bacterinas com duas doses contra o sorovar 

Hardjobovis em bovinos (BOLIN; ALT, 2001), e em hamsters contra os sovorares 

Icterohaemorrhagiae e Copenhageni, com vacinas contendo alta concentração de 

antígeno (FREUDENSTEIN; HEIN, 1991) e contra o sorovar Canicola, utilizando 

bacterina produzida com a estirpe Hond Utrecht IV com concentrações maiores de 

antígeno/dose do que a utilizada neste experimento (AURAN; JOHSON; RITZI, 

1972; PAINTER; ELLINGHAUSEN JUNIOR, 1976).  

Diante dessas observações, pode-se inferir que uma boa vacina contra a 

leptospirose estaria muito mais relacionada à capacidade imunogênica das estirpes 

de sua composição do que à sua virulênica e ainda com a concentração por dose 

vacinal. 
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Nos exames histopatológicos dos órgãos dos animais vacinados dos 

experimentos 2 e 3 e eutanasiados após o 14o d.p.i. observou-se poucas ou mesmo 

nenhuma leptospira pela técnica de Warthin-Starry e ausência de lesões pela técnica 

de H.E. Essas observações convergem com os resultados das leituras diretas dos 

macerados de órgãos desses animais no MCE, com poucos exemplares de 

espiroquetas nos tecidos e sugerem proteção parcial contra a colonização dos 

órgãos, a qual necessitaria de outras metodologias não empregadas neste estudo 

para mensuração. 

O efeito dos adjuvantes Al(OH)3 de alumínio e saponina na resposta imune do 

tipo celular não foi avaliado neste trabalho, mas segundo a literatura, o Al(OH)3 

estimula predominantemente a resposta imune humoral, enquanto que a saponina 

estimula a resposta humoral e celular com intensidade satisfatória (CAMPBELL; 

PEERBAYE, 1992; NEWMAN et al., 1992; COX; COUTLER, 1997; NAIMAN et al., 

2001). No Experimento 3 (Tabelas 10 a 12), evidenciou-se que  as vacinas 

formuladas com os adjuvantes supracitados induziram resposta imunológica 

suficiente para proteger os hamsters contra o desafio e que o estímulo de anticorpos 

detectados pela prova de SAM após o desafio dos animais foi mais influenciado pela 

estirpe da formulação da vacina do que pelo adjuvante. Os dados da tabela 10 

também demonstram que os adjuvantes não tiveram efeito na melhoria das vacinas 

na proteção contra a formação do portador. Entretanto, há relatos de bacterinas 

formuladas com Al(OH)3 que foram protetoras contra a formação de portadores, 

apesar dos terem utilizados protocolos diferentes para avaliação da eficácia das 

vacinas. (FREUDENSTEIN; HEIN, 1991; BOLIN; ALT, 2001; TABATA et al., 2002).  

Pelos resultados sorológicos do Experimento 3 (Tabelas 11 e 12 e Gráfico 2), 

assim como no Experimento 2, pode-se confirmar que a estirpe LO4 possui baixo 

poder imunógeno para a indução de aglutininas.  

A vacinação dos animais com as bacterinas produzidas com a estirpe LO4 (B 

e D) induziu aglutininas que reconheceram apenas a estirpe homóloga como 

antígeno na prova de SAM e não a estirpe Hond Utrecht IV (título <25). Porém, as 

bacterinas contendo a Hond Utrecht IV induziram a produção de aglutininas pelos 

animais que reconheceram  tanto a estirpe LO4 como a homóloga na prova de SAM 

com títulos ≥25. Estes resultados sugerem que há diferenças antigênicas entre elas.  

Os baixos títulos de aglutininas induzidos por bacterinas também foram 

relatados por Arduino et al. (2004), Vega et al. (2005) e Nardi Júnior et al. (2006). 
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Para Bolin et al. (1991) os baixos títulos de anticorpos não possuem relação com a 

quantidade de antígeno por dose da vacina. Mas, segundo o presente trabalho, a 

estirpe e o tipo de adjuvante interferiram na indução de anticorpos, mas não na 

proteção. 

Mesmo após o desafio com a estirpe LO4, os animais vacinados 

(Experimentos 2 e 3) não apresentaram aumento no título de aglutininas por 

qualquer das vias empregadas, quando comparados com os títulos de anticorpos 

dos animais somente desafiados ou somente vacinados (Experimento 4). Essa 

observação também foi verificada por Broughton e Scarnell (1985) em cães 

vacinados e desafiados com os sorovares Canicola e Icterohaemorrhagiae.  

Em animais previamente positivos na prova de SAM e vacinados com 

bacterinas, ocorreu redução dos títulos sorológicos em bovinos (BOLIN et al., 1991; 

ARDUINO et al., 2004; GENOVEZ et al., 2004) e em suínos (SOTO et al., 2007). 

Madruga et al. (1983) também verificaram a diminuição dos títulos de aglutininas 

pós-desafio com o sorovar Hardjo em bovinos vacinados com bacterina trivalente e 

consideraram este fenômeno como prova de que o inóculo infectante possuia baixo 

poder imunogênico. Essas observações diferentes evidenciam que alguns sorovares 

e/ou estirpes são mais imunogênicos do que outros, como no caso dos sorovares 

Pomona e Icterohaemorrhagiae que podem provocar aumento dos títulos de 

aglutininas pós-desafio, ao contrário dos sorovares Canicola e Hardjo 

(BROUGHTON; SCARNELL, 1985; ARDUINO, 2005). 

Como vários autores relataram que o nível de aglutininas não é 

correlacionado com proteção (BOUGHTON; SCARNELL, 1985; BOLIN et al., 1991; 

FAINE et al., 1999; VEGA et al., 2005), optou-se por verificar também a indução de 

anticorpos neutralizantes pela vacinação com as diferentes formulações no 

Experimento 4 e correlacioná-los com a proteção no teste de desafio. Dessa forma, 

a metodologia poderia ser ultizada na avaliação da eficácia das vacinas conforme 

sugerido por Tripathy, Hanson e Mansfield (1973) e Hanson (1977), eliminando o 

árduo trabalho de manutenção de estirpes virulentas e sua manipulação, reduzindo 

riscos de acidentes laboratoriais. 

Os resultados do Experimento 4 demonstraram que as bacterina C, 

produzidas com a estirpe Hond Utrecht IV induziu os maiores títulos de anticorpos 

neutralizantes (Tabelas 12), e a bacterina E também produzida com esta estirpe,  foi 
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a única que induziu a produção de aglutininas com títulos ≥25 em alguns dos 

animais vacinados (Tabela 13).  

Quanto aos anticorpos neutralizantes, nos resultados descritos na tabela 14 e 

representados no gráfico 3, observou-se que as formulações com a estirpe LO4 

induziram os menores títulos de anticorpos, reforçando a baixa imunogenicidade da 

estirpe já comentada anteriormente.  

Embora a inibição do crescimento tenha mostrado resultados compatíveis 

com a proteção vacinal pós-desafio, a vacina A apresentou resultado negativo em 

um dos pools de soros de cinco animais, frente à proteção de 87,5% (1/8) dos 

hamsters desafiados pela via IP e de 100% dos animais pela via CN (Experimento 2, 

Tabela 7). Esse pool poderia albergar soros de animais mau respondedores, 

resultando em baixa concentração de anticorpos neutralizantes e diluindo as demais 

respostas dos outros hamsters e assim, prejudicando a correlação entre a presença 

de anticorpos neutralizantes com a proteção em hamsters, conforme sugerido por 

Hanson (1977). 

Esses resultados também reforçam a evidência de que a estirpe e o adjuvante 

interferem na indução de anticorpos neutralizantes, possivelmente os adjuvantes 

induziram diferentes isótipos de imunoglobulinas que reconhecem antígenos 

também diferentes, como observado por Natarajaseenivasan et al. (2006) com as 

imunoglobulinas IgM e IgG de pacientes com leptospirose.  

A vacina C, formulada com a estirpe Hond Utrecht IV e saponina, induziu 

maior título de anticorpos neutralizantes do que a vacina E formulada com a mesma 

estirpe e Al(OH)3, 7,02 e 2,12 respectivamente. Os títulos de anticorpos 

neutralizantes induzidos pelas bacterinas formuladas com a estirpe LO4 pouco 

diferiram com o uso dos dois adjuvantes, com médias entre 0,71 e 2,35. Tabata et al. 

(2002)  também observaram em hamster vacinados com os sorovares Hardjo, 

Guaricura e Wolffi, baixos títulos de anticorpos neutralizantes, que variaram de zero 

a 10,83 e para Pomona de 1,39 a 2,37, assim como Soto el al. (2007) em suínos 

com títulos entre zero a 3,75. Entretanto, Ris e Hamel (1979) observaram altos 

títulos de anticorpos neutralizantes (10 a 100) na primovacinação de bovinos com 

formulações contendo hidróxido de alumínio como adjuvante e títulos de até 1.000 

após a revacinação. Enquanto que a bacterina contendo o adjuvante completo de 

Freund induziu títulos de 1.000 na primovacinação e de aproximadamente 5.000 
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após o reforço. Estas observações confirmam os relatos de Faine et al. (1999) de 

que baixos títulos de anticorpos são suficientes para a proteção contra a doença. 

Com os resultados deste estudo infere-se que a via CV poderia ser 

empregada em novos ensaios para elaboração de protocolos alternativos para 

avaliação de eficácia de vacinas na prevenção de portadores. Além disso, como na 

literatura não foram encontrados relatos de bacterinas antileptospirose contendo 

saponina como adjuvante, os resultados apresentados nos dois ensaios 

(Experimentos 2 e 3) mostraram seu potencial, para uso em vacinas contra a 

leptospirose dos bovinos, uma vez que se trata de um adjuvante de baixo custo e 

fácil manipulação. Os resultados também mostraram que a vacinação em hamster 

não induz altos níveis de anticorpos neutralizantes e aglutinantes, portanto, outras 

espécies devem ser estudadas para avaliação de vacinas por sorologia. 

A harmonização de protocolos para estudo de eficácia de vacinas é 

fundamental para a interpretação dos resultados e para nortear as futuras 

pesquisas. Além disso, os mecanismos de proteção contra a leptospirose precisam 

ser decifrados para o desenvolvimento de vacinas mais eficazes contra os diferentes 

sorovares e melhorar no controle da doença nos rebanhos.
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6 CONCLUSÕES 
 
 
 Salienta-se a enorme dificuldade de se estabelecer parâmetros e conclusões 

em estudos in vivo em virtude das várias interações vitais do organismo, mas os 

resultados apresentados apontam para as seguintes conclusões: 

 

 

1) A  técnica da microscopia direta foi mais eficiente do que o cultivo e a PCR na 

identificação de leptospiras nos órgãos de hamsters inoculados com a estirpe 

LO4. 

  

 

2) As vias IP e CN proporcionaram maior número de mortes por leptospirose do 

que a via CV nas duas concentrações do inóculo.  

 

 

3) A via CV induziu a formação do portador renal e genital de leptospira em 

hamsters.  

 

 

4) A concentração de leptospiras no inóculo foi determinante para a ocorrência 

de morte dos animais pela via CN. 

 

 

5) As lesões renais e genitais nos animais mortos por leptospirose com a 

inoculação da estirpe LO4 foram semelhantes pelas três vias (CN, CV e IP) e 

apresentaram grande quantidade de leptospiras nos tecidos renais e em 

menor quantidade nos tecidos genitais. 

 

 

6) Os animais eutanasiados não apresentaram lesões compatíveis com 

leptospirose tanto nos rins como nos genitais e apenas alguns apresentaram 
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leptospiras nos tecidos e em pequena quantidade, o que condiz com o estado 

de portador. 

 

 

7) A virulência da estirpe LO4 assim como a da estirpe Hond Utrecht IV não 

interferiram na eficácia das vacinas. 

 

 

8) As vacinas monovalentes produzidas com as estirpes LO4 e Hond Utrecht IV, 

independentemente do adjuvante, foram eficazes na prevenção contra a 

leptospirose clínica. Entretanto, não foram eficazes na prevenção contra o 

portador renal e genital pelas três vias de desafio. 

 

 

9) As vacinas induziram baixos títulos de anticorpos neutralizantes e 

aglutinantes. Os maiores títulos de anticorpos neutralizantes e aglutinantes 

foram observados nos animais vacinados com a estirpe referência, Hond 

Utrecht IV, contendo saponina e hidróxido de alumínio como adjuvantes, 

respectivamente.  

 

 

10)  Não foi possível estabelecer correlação entre títulos de anticorpos 

aglutinantes e neutralizantes com proteção contra o desafio. 
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APÊNDICE A – Esquema dos Experimentos 
 
 
 

 
 
 

EXPERIMENTO 1
concentração do inóculo (20- 30 e 

100-130 leptospiras/campo)
via de inoculação (CN, CV e IP)

Avaliação da formação 
do portador renal e/ou 

genital, histopatologia e 
Wharthin-Starry

Avaliação sorológica (SAM) - 
LO4 e Hond Utrecht IV  como 

antígenos

EXPERIMENTO 2
Teste Efiácia de vacinas monovalentes 

contendo LO4 (2p ou 5p in vitro) ou 
Hond Utrecht IV. Desafio pelas  vias 

CN, CV e IP (Controle). Inóculo de 20 a 
30 leptospiras/campo. 

Proteção contra a 
leptospirose e o portador 

renal e/ou genital. 
Histopatologia e 
Wharthin-Starry

Avaliação sorológica (SAM) - 
LO4 e Hond Utrecht IV  como 

antígenos

EXPERIMENTO 3
Teste Efiácia de vacinas 

monovalentes contendo LO4 (2p ou 5p 
in vitro) ou Hond Utrecht IV  

formuladas com saponina ou 
hidróxido de alumínio (adjuvantes). 

Desafio pela via IP. Inóculo de 20 a 30 
leptospiras/campo

Proteção contra a 
leptospirose e o portador 

renal e/ou genital. 
Histopatologia e 
Wharthin-Starry

Avaliação sorológica (SAM) - 
LO4 e Hond Utrecht IV  como 

antígenos

EXPERIMENTO 4
Avaliação sorológica  de vacinas 

monovalentes contendo LO4 (2p ou 5p 
in vitro) ou Hond Utrecht IV,  formuladas 
com saponina ou hidróxido de alumínio 

(adjuvantes).

Pesquisa de anticorpos 
neutralizantes (teste de 

inibição do crescimento) - 
Hond Utrecht IV  como 

antígeno

Pesquisa de aglutininas 
(SAM) - LO4 e Hond Utrecht 

IV como antígenos
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APÊNDICE B – Coloração de Warthin-Starry 

 
 
Preparo das Soluções 
 
 Solução impregnadora: adicionar 1 g de nitrato de prata em 100 mL água 

acidulada. 

 Água acidulada: acrescentar 0,1 g ácido nítrico em 10 mL de água 

bidestilada e  depois adicionar por volta de 0,7 mL dessa solução em 500 mL água 

bidestilada até ajustar o pH para 4,0. 

 Preparo das soluções reveladoras:  

I) Solução 1: adicionar 2 g de nitrato de Prata a 2%  em 100 mL de água 

acidulada, 

II) Solução 2: colocar 2,62 g de gelatina histológica a 5% em 52,5 mL de 

água acidulada,  

III) Solução 3: acrescentar 0,15 g de cristais de hidroquinona em 100 mL de 

água acidulada. 

 

Técnica 
 
 Após desparafinar o corte histológico da lâmina, este foi lavado e mantido 

em água destilada até o momento da impregnação com prata. Em seguida, as 

lâminas foram então colocadas na solução impregnadora e incubadas por 30 

minutos em estufa.  

 Posteriormente, as três soluções reveladoras foram misturadas, seguindo a 

ordem crescente até o cobrir totalmente as lâminas. A intensidade da revelação foi 

acompanhada pela observação ao microscópio. Uma vez atingida a coloração 

desejada, procedeu-se o enxágüe das lâminas em água destilada. Posteriormente,  

os cortes histológicos foram desidratados, diafanizados e a lamínula fixada sobre a 

lâmina de microscópio.  

 

Resultado esperado: na presença de espiroquetas, ocorrerá precipitação da prata 

corando-as de negra. 
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 APÊNDICE C – Dados da sorologia (SAM) dos animais do GRUPO CONTOLE 
(Experimento 2) 

título<25 = 0 
 

LO4 log (x +1) Hond Utrecht IV log (x +1)
1 0 0,0 0 0,0
2 0 0,0 0 0,0
3 0 0,0 0 0,0
4 0 0,0 0 0,0
5 0 0,0 0 0,0
6 0 0,0 0 0,0
7 0 0,0 0 0,0
8 0 0,0 0 0,0
9 0 0,0 0 0,0

10 0 0,0 0 0,0
media arit. 0,00 0,00 0,00 0,00

titulo 1,00 1,00
1 0 0,0 0 0,0
2 0 0,0 0 0,0
3 0 0,0 0 0,0
4 0 0,0 0 0,0
5 0 0,0 0 0,0
6 0 0,0 0 0,0
7 0 0,0 0 0,0
8 0 0,0 0 0,0
9 0 0,0 0 0,0

10 0 0,0 0 0,0
media arit. 0,00 0,00 0,00 0,00

titulo 1,00 1,00
1 0 0,0 0 0,0
2 0 0,0 0 0,0
3 0 0,0 0 0,0
4 0 0,0 0 0,0
5 0 0,0 0 0,0
6 0 0,0 0 0,0
7 0 0,0 0 0,0
8 0 0,0 0 0,0
9 0 0,0 0 0,0

10 0 0,0 0 0,0
media arit. 0,00 0,00 0,00 0,00

titulo 1,00 1,00
1 0 0,0 0 0,0
2 0 0,0 0 0,0
3 0 0,0 0 0,0
4 0 0,0 0 0,0
5 0 0,0 0 0,0
6 0 0,0 0 0,0
7 0 0,0 0 0,0
8 0 0,0 0 0,0
9 0 0,0 0 0,0

10 0 0,0 0 0,0
media arit. 0,00 0,00 0,00 0,00

titulo 1,00 1,00
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 APÊNDICE D – Dados da sorologia (SAM) dos animais do GRUPO VACINA A 
(Experimento 2) 

título<25 = 0 
 

 

LO4 log (x +1) Hond Utrecht IV log (x +1)
1 0 0,0 0 0,0
2 0 0,0 0 0,0
3 0 0,0 0 0,0
4 0 0,0 0 0,0
5 0 0,0 0 0,0
6 0 0,0 0 0,0
7 0 0,0 25 4,7
8 0 0,0 25 4,7
9 0 0,0 25 4,7
10 25 4,7 50 5,7

media arit. 2,50 0,47 12,50 1,98
titulo 1,39 3,94

1 0 0,0 0 0,0
2 0 0,0 0 0,0
3 0 0,0 0 0,0
4 0 0,0 0 0,0
5 0 0,0 0 0,0
6 0 0,0 0 0,0
7 0 0,0 0 0,0
8 0 0,0 0 0,0
9 0 0,0 25 4,7
10 25 4,7 25 4,7

media arit. 2,50 0,47 5,00 0,94
titulo 1,39 1,92

1 0 0,0 0 0,0
2 0 0,0 0 0,0
3 0 0,0 0 0,0
4 0 0,0 0 0,0
5 0 0,0 0 0,0
6 0 0,0 0 0,0
7 0 0,0 0 0,0
8 0 0,0 0 0,0
9 0 0,0 0 0,0
10 0 0,0 0 0,0

media arit. 0,00 0,00 0,00 0,00
titulo 1,00 1,00

1 0 0,0 0 0,0
2 0 0,0 0 0,0
3 0 0,0 0 0,0
4 0 0,0 0 0,0
5 0 0,0 0 0,0
6 25 4,7 25 4,7
7 25 4,7 50 5,7

media arit. 7,14 1,34 10,71 1,48
titulo 2,54 2,79
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 APÊNDICE E – Dados da sorologia (SAM) dos animais do GRUPO VACINA B 
(Experimento 2) 

título<25 = 0 
 

 
 

LO4 log (x +1) Hond Utrecht IV log (x +1)
1 0 0,0 0 0,0
2 0 0,0 0 0,0
3 0 0,0 0 0,0
4 0 0,0 0 0,0
5 0 0,0 0 0,0
6 0 0,0 0 0,0
7 0 0,0 0 0,0
8 0 0,0 0 0,0
9 0 0,0 0 0,0
10 0 0,0 25 4,7

media arit. 0,00 0,00 2,50 0,47
titulo 1,00 1,39

1 0 0,0 0 0,0
2 0 0,0 0 0,0
3 0 0,0 0 0,0
4 0 0,0 0 0,0
5 0 0,0 0 0,0
6 0 0,0 0 0,0
7 0 0,0 0 0,0
8 0 0,0 25 4,7
9 0 0,0 25 4,7
10 25 4,7 25 4,7

media arit. 2,50 0,47 7,50 1,41
titulo 1,39 2,66

1 0 0,0 0 0,0
2 0 0,0 0 0,0
3 0 0,0 0 0,0
4 0 0,0 0 0,0
5 0 0,0 0 0,0
6 0 0,0 0 0,0
7 0 0,0 0 0,0
8 0 0,0 0 0,0
9 0 0,0 25 4,7
10 25 4,7 25 4,7

media arit. 2,50 0,47 5,00 0,94
titulo 1,39 1,92

1 0 0,0 0 0,0
2 0 0,0 0 0,0
3 0 0,0 0 0,0
4 0 0,0 0 0,0
5 0 0,0 0 0,0
6 0 0,0 0 0,0
7 0 0,0 0 0,0
8 25 4,7 25 4,7
9 25 4,7 50 5,7
10 25 4,7 100 6,7

media arit. 7,50 1,41 17,50 1,70
titulo 2,66 3,26
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APÊNDICE F – Dados da sorologia (SAM) dos animais do GRUPO VACINA C 

(Experimento 2) 
 

         título<25 = 0 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

LO4 log (x +1) Hond Utrecht IV log (x +1)
1 25 4,7 25 4,7
2 25 4,7 25 4,7
3 25 4,7 50 5,7
4 25 4,7 100 6,7
5 25 4,7 100 6,7
6 25 4,7 100 6,7
7 25 4,7 100 6,7
8 25 4,7 100 6,7
9 25 4,7 400 8,6

media arit. 25,00 4,70 111,11 6,33
titulo 26,00 80,71
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APÊNDICE G – Dados da sorologia (SAM) dos animais vacinados e não 
vacinados (Experimento 3) 

     título<25 = 0 

 

 

LO4 log (x +1) Hond Utrecht IV log (x +1)
1 100 6,7 0 0,0
2 50 5,7 0 0,0
3 0 0,0 0 0,0
4 100 6,7 0 0,0
5 0 0,0 0 0,0
6 0 0,0 0 0,0
7 50 5,7 0 0,0
8 0 0,0 0 0,0
9 0 0,0 0 0,0
10 25 4,7 0 0,0

media arit. 32,50 2,94 0,00 0,00
titulo 7,65 1,00

1 50 5,7 50 5,7
2 50 5,7 25 4,7
3 100 6,7 25 4,7
4 100 6,7 25 4,7
5 100 6,7 50 5,7
6 100 6,7 50 5,7
7 25 4,7 25 4,7
8 50 5,7 50 5,7
9 0 0,0 0 0,0
10 50 5,7 25 4,7

media arit. 62,50 5,40 32,50 4,62
titulo 42,29 24,58

1 0 0,0 0 0,0
2 0 0,0 0 0,0
3 0 0,0 0 0,0
4 25 4,7 0 0,0
5 50 5,7 0 0,0
6 0 0,0 0 0,0
7 25 4,7 0 0,0
8 50 5,7 0 0,0
9 50 5,7 0 0,0
10 100 6,7 0 0,0

media arit. 30,00 3,31 0,00 0,00
titulo 9,90 1,00

1 100 6,7 25 0,0
2 100 6,7 25 4,7
3 50 5,7 25 4,7
4 25 4,7 25 4,7
5 0 0,0 0 0,0
6 200 7,7 50 5,7
7 25 4,7 25 4,7
8 200 7,7 25 4,7
9 50 5,7 25 4,7
10 50 5,7 50 5,7

media arit. 80,00 5,50 27,50 3,95
titulo 45,37 15,51

1 0 0,0 0 0,0
2 0 0,0 0 0,0
3 0 0,0 0 0,0
4 0 0,0 0 0,0
5 0 0,0 0 0,0
6 0 0,0 0 0,0
7 0 0,0 0 0,0
8 0 0,0 0 0,0
9 0 0,0 0 0,0
10 0 0,0 0 0,0

media arit. 0,00 0,00 0,00 0,00
titulo 1,00 1,00
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APÊNDICE H – Dados da sorologia (SAM) dos animais somente vacinados 
(Experimento 4) 

 

título<25 = 0 
 

LO4 log (x +1) Hond Utrecht IV log (x +1)
1 0 0,0 0,0 0,0
2 0 0,0 0,0 0,0
3 0 0,0 0,0 0,0
4 0 0,0 0,0 0,0
5 0 0,0 0,0 0,0
6 0 0,0 0,0 0,0
7 0 0,0 0,0 0,0
8 0 0,0 0,0 0,0
9 0 0,0 0,0 0,0

media arit. 0,00 0,00 0,00 0,00

1 0 0,0 0,0 0,0
2 0 0,0 0,0 0,0
3 0 0,0 0,0 0,0
4 0 0,0 0,0 0,0
5 0 0,0 0,0 0,0
6 0 0,0 0,0 0,0
7 0 0,0 0,0 0,0
8 0 0,0 0,0 0,0
9 0 0,0 0,0 0,0

media arit. 0,00 0,00 0,00 0,00

1 0 0,0 0,0 0,0
2 0 0,0 0,0 0,0
3 0 0,0 0,0 0,0
4 0 0,0 0,0 0,0
5 0 0,0 0,0 0,0
6 0 0,0 0,0 0,0
7 0 0,0 0,0 0,0
8 0 0,0 0,0 0,0
9 0 0,0 0,0 0,0

media arit. 0,00 0,00 0,00 0,00

1 0 0,0 0,0 0,0
2 0 0,0 0,0 0,0
3 0 0,0 0,0 0,0
4 0 0,0 0,0 0,0
5 0 0,0 0,0 0,0
6 0 0,0 0,0 0,0
7 0 0,0 0,0 0,0
8 0 0,0 0,0 0,0
9 0 0,0 0,0 0,0

media arit. 0,00 0,00 0,00 0,00

1 0 0,0 0 0,0
2 0 0,0 0 0,0
3 0 0,0 0 0,0
4 0 0,0 0 0,0
5 0 0,0 50 5,7
6 0 0,0 25 4,7
7 0 0,0 25 4,7
8 0 0,0 25 4,7
9 0 0,0 25 4,7

media arit. 0,00 0,00 16,67 2,72
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 APÊNDICE I – Tabela de colheita de dados da leitura do teste de inibição do crescimento (IC) - Experimento 4 
 

P = inibição do crescimento positiva – escore de crescimento de leptospiras de ausente até 1+ 
N = inibição do crescimento negativa – escore de 2+ a 3+ (Tabata et al., 2002) 
 

1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5

Controle negativo - N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N

Controle do Ag - P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P

Pool 1 P P N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N
Pool 2 P P P P P N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N

Pool 1 P P P P N P P P N N N N N N N N N N N N N N N N N
Pool 2 P P P P P P P P P N N N N N N N N N N N N N N N N

Pool 1 P P P P P P P P P N N P P P P N N N N N N N N N N
Pool 2 P P P P P P P P P P P P P P P P P N P N N N N N N

Pool 1 N P P P P N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N
Pool 2 N N P P P N P N N N N N N N N N N N N N N N N N N

Pool 1 P P P P P N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N
Pool 2 P P P P P P P P N N P P N N N N N N N N N N N N N

diluição do pool de soro/tubo
puro 1/2 1/4 1/8 1/16

Vacina C

Vacina D

Vacina E

GRUPO

Vacina A

Vacina B
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Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
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