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Comparacao entre a imunidade induzida em bovinos
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ABSTRACT.- Rodrigues R.O., Herrmann G.P., Heinemann M.B., Lage A.P., Lopes L.B. &
Moreira E.C. 2011. [Comparison between immunity induced in cattle vaccinated with
commercial polyvalent bacterins and one experimental monovalent.] Comparacéo entre
a imunidade induzida em bovinos vacinados com bacterinas polivalentes comerciais e uma
monovalente experimental. Pesquisa Veterindria Brasileira 31(1):10-16. Departamento de Me-
dicina Veterinaria Preventiva e Epidemiologia, Escola de Veterinaria, Universidade Federal de
Minas Gerais, Belo Horizonte, MG 30123-970, Brazil. E-mail: rogerrodriguesvet @ gmail.com

The study evaluated the induction of antibody production against ten bacterins, nine polyvalent
and one experimental monovalent to serovar Hardjo strain Norma. An indirect enzyme linked
immunosorbent assay (ELISA) was developed using anti-lgG conjugate to measure total levels
of IgG class antibodies conferred by bacterins using three different strains: Hardjoprajiitino,
Norma and Hardjo-bovis. Microscopic Agglutination Test (MAT) was also used to measure
immunoglobulin levels of the same strains. Variable ELISA titers were induced by the tested
bacterins. The MAT titers found showed lower intensity and shorter duration, indicating the
need to cellular control in further standardization of these vaccines. Based on results of this
study, the monovalent bacterin showed best performance.

INDEX TERMS: Leptospira, vaccine, cattle, immunoglobulin.

RESUMO.- O presente estudo avaliou a indugao da produ-
céo de anticorpos contra Leptospira spp.por dez bacterinas,
sendo nove polivalentes e uma monovalente experimental
para a sorovariedade Hardjo amostra Norma. A concentra-
¢ao celular foi controlada e utilizou-se adjuvante de emulsao
dleo em agua. Um ensaio imunoenzimatico (ELISA) indire-
to foi desenvolvido utilizando-se conjugado anti-IgG total
para mensurar os niveis de anticorpos da classe IgG con-
ferido pelas bacterinas utilizando trés amostras diferen-
tes: Hardjoprajitino, Norma e Hardjo-bovis. Paralelamente
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foi utilizado também o Teste de Soroaglutinagdo Micros-
copica (SAM) para mensurar os niveis de anticorpos con-
tra as mesmas amostras. Encontraram-se titulos varia-
veis entre as bacterinas de acordo com o teste ELISA. Os
titulos no SAM foram de pouca intensidade e de curta du-
racéo indicando a necessidade de controle celular para uma
posterior padronizacado destes produtos. Com base nos
resultados encontrados no presente estudo, a bacterina
monovalente foi a que apresentou melhor desempenho.

TERMOS DE INDEXACAO: Leptospira, vacina, bovinos, imu-
noglobulinas.

INTRODUCAO

A leptospirose, nos bovinos, causa consideraveis perdas
econOmicas em decorréncia de disturbios reprodutivos,
como repeticdes de cio, infertilidade, abortamentos, nati-
mortalidade, bezerros prematuros, nascimento de bezer-
ros fracos, além de decréscimo na producao de leite e de
carne (Moreira 1994, Cortez et al. 2006).

Os estudos sorolégicos para determinagao da propor-
¢cao de animais sororreatores para a leptospirose tém sido
realizados no Brasil, particularmente em animais de pro-
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ducédo e companhia, as relacbes entre sorovariedade de
Leptospira spp. e os hospedeiros preferenciais mais fre-
quentes variam segundo a regido, no entanto de uma for-
ma geral os registros predominantes em bovideos sao das
sorovariedades Hardjo, Wolffi e Hebdomadis (Vasconce-
llos 1997, Favero et al. 2001, 2002).

Os resultados obtidos dependem das cole¢des de anti-
genos empregadas e dos critérios adotados para a inter-
pretacéo dos exames, no entanto, as propor¢oes de posi-
tivos tém sido elevadas e varidveis de 15-66% em bovi-
nos (Cordeiro et al. 1975, Oliveira 1977, Moreira et al. 1979,
Giorgi et. al. 1981, Doria et al. 1982, Brod et al. 1995,
Lilenbaun & Santos 1996, Vasconcellos et al.1997, Favero
et al. 2001, Homem et al. 2001).

No Brasil, varias sorovariedades de Leptospira spp. tem
sido identificados nos rebanhos bovinos, mas a sorovarie-
dade mais frequentemente encontrado é a Hardjo, que esta
intimamente implicada com problemas reprodutivos no gado
bovino (Moreira 1994, Favero et al. 2001, Araujo et al. 2005,
Lage et al. 2007).

A alternativa mais eficaz para controlar ou erradicar as
leptospiroses em bovinos é o uso de vacina elaborada com
a sorovariedade especifica prevalente na propriedade. No
Brasil, a maioria das vacinas disponiveis no mercado nao
atende a esse pré-requisito (Araujo et al. 2005). Estudos
tém demonstrado a falha na protecdo completa com a so-
rovariedade Hardjo e entre sorovariedades da espécie Lep-
tospira borgpetersenii (Bolin et al. 1989).

A amostra de referéncia Norma foi isolada em 1993, no
Estado de Minas Gerais, Brasil e tipificada por anticorpos
monoclonais e pela reagdo em cadeia pela polimerase (PCR)
como L. interrogans sorovariedade Hardjo, gendtipo Hard-
joprajitino (Moreira 1994).

Devido as diferengas encontradas nos resultados do
Laboratério de Zoonoses entre a sorovariedade Hardjopra-
jitino e a sorovariedade Hardjoprajitino amostra Norma de-
tectando o maior numero de animais positivos. Estas dife-
rencas entre as amostras Norma e Hardjoprajitino ja havi-
am sido observadas antes, com maior ou menor intensida-
de em outras popula¢des de bovinos e ovinos em outros
Estados do Brasil (Moreira 1994, Hermann et al. 2004, Ara-
Ujo et al. 2005, Lage et al. 2003).

O fato da resposta imunolégica ser de pouca intensida-
de e especifica para cada sorovariedade faz das vacinas
comerciais uma medida profilatica muitas vezes ineficiente
(Hanson 1997, Faine et al. 1999). Existe a tendéncia dos
animais que ja estao infectados e que ainda nao foram
tratados somente vacinados, tornarem-se portadores des-
tes microrganismos (Srivastava 2006).

O presente trabalho teve como objetivo a comparacao
dos titulos de anticorpos anti-Leptospira spp. para a soro-
variedade Hardjo em bovinos imunizados com vacinas
polivalentes disponiveis no mercado brasileiro e com uma
vacina monovalente experimental pelo do Teste de Soroa-
glutinagao Microscépica (SAM) e pelo ensaio imunoenzi-
matico (ELISA) para amostras homdlogas bem como he-
terdlogas (Hardjoprajiitino, Norma e Hardjo-bovis).

MATERIAL E METODOS

Grupos experimentais

Foram utilizados 99 bovinos da raga holandesa proveni-
entes de um mesmo rebanho, com idades entre 24 e 48 me-
ses, divididos em 11 grupos com nove bovinos em cada grupo,
sendo que todos os bovinos na época da primovacinagéo eram
sorologicamente negativos para leptospirose pelo Teste de
Soroaglutinagdo Microscépica (SAM). Estes animais foram
estudados durante 12 meses (testes mensais) para verifica-
¢ao de circulagdo de Leptospiras spp. em infecgao prévia.

As vacinas foram adquiridas em representantes credenci-
ados pelos fabricantes, dentro do prazo de validade estabele-
cido. O esquema de vacinagao, assim como o local de aplica-
¢ao, intramuscular ou subcutaneo. foi realizado de acordo com
as especificagbes de cada fabricante (todos os fabricantes re-
comendam 0 mesmo esquema), ou seja, duas doses interva-
ladas de 30 dias e uma revacinagao seis meses apds a ultima
dose. Por razdes éticas os nomes comerciais foram codifica-
dos pelas letras A,B,C,D,E,G,H, |, Je K.

As vacinas foram administradas nas doses de 2 mL para a
vacina J, de 3 mL paras as vacinas A, E e K, e de 5mL paras as
vacinas B, C, D, G, H, e |. Para o controle negativo, vacina F,
foram administradas doses de 5 mL de salina estéril. As vaci-
nas foram administradas nos dias 0, 30 e 210.

Realizaram-se coletas mensais (com intervalos fixos de 30
dias entre as coletas) de sangue pela pungao da veia jugular
do dia 0 ao dia 420, perfazendo quinze coletas.

Soroaglutinagao microscopica

A técnica do SAM foi realizada segundo Galton et al. (1965)
e Cole et al. (1973) com modificagdes. Os soros foram diluidos
a 1/5 e a partir dai foram feitas diluicdes seriadas de razao 2,
considerando-se titulo positivo a reciproca da maior diluicao
com 50% ou mais de Leptospira spp. aglutinadas, sendo o
titulo maximo alcancado de 1280. Os antigenos utilizados fo-
ram das amostras Hardjoprajitino, Norma e Hardjo-bovis da
sorovariedade Hardjo, cultivados em meio EMJH modificado
por Ellinghausen e McCullough (1965).

ELISA

O ensaio imunoenzimatico (ELISA) foi realizado utilizan-
do-se antigenos das amostras Hardjoprajitino, Norma e Hardjo-
bovis cultivados durante 14 dias em meio EMJH. Estes antige-
nos foram sonicados com uma frequéncia de 80 kHz, durante
2 min com pulsos de 10 s. A concentracao proteica foi dosada
pelo método de Lowry et.al. (1951). O antigeno foi diluido em
tampé&o (carbonato/bicarbonato) de ligagao (pH 9,6/Na,CO, +
NaHCO, + H,0) em uma concentragdo de 0,5 mg/mL. As pla-
cas foram sensibilizadas com 100 mL por poco desta diluicao
por 18 h a temperatura de 4°C. As placas foram lavadas com
PBS (pH 7,4/NaCl + NaHPO, + KH,PO,) Tween 20 a 0,05% por
trés vezes e posteriormente as placas foram bloqueadas du-
rante 1 h com solugdo de blogueio (caseina 2% em PBS) e
lavadas novamente por trés vezes (PBS pH 7.2/0,05% Tween
20) os soros entao foram diluidos em tamp&o de incubacao
(PBST 0,05% com 0,025% de caseina) e ensaiados em dupli-
cata na diluicdo 1/100 e incubados durante 2 h. Em todas as
placas foram acrescentados, em quadruplicata, soros contro-
les positivos e negativos diluidos na mesma diluigéo, estes
foram previamente selecionados pelo SAM. Estas placas fo-
ram novamente lavadas, com a solugéo de lavagem e entao
foi adicionado o conjugado ovino anti-IgG total bovino diluido
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1/5000 em PBST 0,05% e incubado durante uma hora. O con-
jugado foi produzido segundo a metodologia preconizada por
Avrameas & Ternynck (1971) e entdo titulado para estabelecer
a diluicao de trabalho.

As placas foram entdo novamente lavadas e acrescenta-
dos o substrato (o-Phenylenediamine [1,2-Benzenediamine] -
OPD) em tampéo citrato (pH 5,0/Acido Citrico [2-hidroxi-1,2,3-
propanotricarboxilico] + Na,HPO,) acrescentando-se perdxido
de hidrogénio (H,0,), durante 20 min. A reag&o foi interrompi-
da com solugéo de H,SO, a 1M. A leitura foi feita em leitor de
ELISA BIO-RADS (168-1002 Modelo 680) e os resultados ex-
pressos de acordo com o quociente Amostra/Positivo (A/P),
obedecendo a seguinte formula:

Ap= XA-XN.
XP - XN

Onde,

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

YP = Média da absorvancia a 492 nm da duplicata do soro padréao
positivo.

X\ = Média da absorvancia a 492 nm da duplicata do soro padréo
negativo.

Producao da bacterina monovalente

A amostra Norma, sovariedade Hardjo, foi cultivada em
EMJHS®, enriquecido com a fragdo V de albumina bovina, du-
rante 14 dias a temperatura de 29°C. O crescimento foi
monitorado semanalmente e feito a contagem em camara de
Petroff-Hausser. Ao final da segunda semana, a cultura apre-
sentou uma densidade 1x10° células/mL. As bactérias foram
inativadas com formalina a 1% e monitorada com antissoro
homdlogo no SAM. A presenca de Leptospiras spp. vivas foi
verificada por meio de sub-cultivos em meio EMJH durante 4
semanas. Posteriormente, a vacina foi adsorvida em um
adjuvante de emulsdo 6leo em agua (Emulsigen®’) na con-
centracdo de 8% e vermelho fenol a 0,01% foi acrescentado
como indicador de pH 7,2. Esta bacterina foi denominada de
vacina G. A partida final foi previamente avaliada em relagdo a

DIA 30 DIA 60

pureza e inocuidade, conforme normas preconizadas pelo
United States Departament of Agriculture (1976) e OIE (2001).

A prova de esterilidade foi realizada em uma aliquota da
partida que foi semeada em Agar Sangue a 5%, caldos Tiogli-
colato de Sédio®, Brain Heart Infusion®, Tryptic Soy Broth'® e
Agar Sabouraud'.

O produto final (bacterina) foi testado para inocuidade; uma
dose de 5 mL foi aplicada em cinco bezerros de seis meses de
idade para testar a seguranca contra reacdes adversas.

Para comparagao das médias dos titulos obtidos pelo teste
de SAM, os resultados foram convertidos em logaritmo para
que a distribuicdo dos residuos se aproximasse da distribui-
¢ao normal segundo a curva de distribuicdo de Gauss. A partir
dos resultados encontrados pelo teste de ELISA, as médias
aritméticas foram obtidas pelos valores de densidades dpticas.
Os dados foram avaliados por andlise de variancia e pelo teste
de médias de Dunn ou pelo teste de Kruskal-Wallis, quando
apropriado, empregando-se um erro & de 0,05 (Sampaio 1998).

RESULTADOS
As Figuras 1 e 2 demonstram, respectivamente, para o
Elisa e 0 SAM, utilizando a amostra Norma, os resultados
das comparagdes de médias entre as bacterinas nos dias
em que houve titulos significantes. A tendéncia do com-
portamento das vacinas com a utilizagcdo dos antigenos

5 Bio-Rad Laboratories, 4000 Alfred Nobel Drive, Hercules, CA 94547,

USA.

6 Difco Laboratories, Voigt Global Distribution, 48238, P.O. Box 1130,
Lawrence, KS 66044-8130, USA. _

7 Emulsigen®,MVP Laboratories, 4805 G Street, Omaha, NE 68117-
1414, USA.
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Fig.1. Valores de densidades Opticas para as bacterinas testadas pelo ELISA utilizando-se a amostra
Norma da sorovariedade Hardjo nos dias 30,60,90,120,150,180,270 e 300 apds a vacinagédo que
obtiveram diferencga significativa em pelo menos um grupo diferindo do controle negativo.
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Fig.2. Valores de médias de titulos para as bacterinas testadas pelo SAM utilizando-se a amostra Norma
da sorovariedade Hardjo nos dias 30,60,90,120,e 270 apds a vacinagcado que obtiveram diferenca
significativa em pelo menos um grupo diferindo do controle negativo.

de Hardjopraijitino e Hardjo-bovis foi semelhante (dados nao
mostrados). Nao houve diferencas significativas entre os
titulos no ELISA e no SAM nos dias apés o dia 300 e 270,
respectivamente.

As médias aritméticas das densidades Opticas nos
ELISA segundo os tempos de coleta demonstraram que
os dias 30, 60, 90, 120, 150, 180, 270 e 300 produziram
titulos estatisticamente diferentes. As médias geométri-
cas dos titulos do SAM também revelaram que os dias 30,
60, 90, 120 e 270 produziram titulos estatisticamente dife-
rentes (Fig.1 e 2).

Comparando-se as médias aritméticas das densidades
Opticas para cada sorovariedade testadas pelo ELISA in-
direto (Quadro 1), verificou-se que a sorovariedade que
obteve maior média foi a Hardjo-bovis, mas essas nao di-
feriram estatisticamente das encontradas para a amostra
Norma. A sorovariedade Hardjo foi a que demonstrou pior
desempenho em relag@o a amostra Hardjo-bovis. E quan-
do as médias dos logaritmos de titulos de cada sorovarie-
dade testada pelo SAM foram comparadas (Quadro 1),

Quadro 1. Médias das densidades éticas do ELISA e dos
logaritmos dos titulos do SAM de todas as bacterinas para
as amostras Hardjoprajitino, Norma e Hardjo-bovis da
sorovariedade Hardjo de Leptospira spp.

Amostra Média das densidades Média dos logaritmos
oticas do ELISA dos titulos do SAM
Hardjoprajitino 0,23602 0,28052
Norma 0,247720 0,4181P
Hardjo-bovis 0,3099P 0,4951P

*Valores com letras diferentes dentro da mesma coluna diferem entre
si (P<0,05).

verificou-se que o sorovariedade Hardjo foi a que demons-
trou melhor desempenho em relacdo a amostra Norma,
mas nao diferiu estatisticamente da amostra Hardjo-bovis.

DISCUSSAO

Um dos primeiros passos na confec¢do de uma vacina
anti-leptospira é a correta selegéo e caracterizacao das
amostras a serem utilizadas na sua formulacdo (Levett
2001, Faine 1999). A Associagcao Americana de Saude
Animal (USAH 1976) no Comité de Leptospirose recomen-
da a fabricagéo e a utilizagao de uma bacterina monova-
lente para as sorovariedades Hardjo e outra para Grippo-
typhosa, além de uma polivalente contendo os sorovarie-
dades Pomona, Hardjo e Grippotyphosa levando em con-
sideracéo as taxas de bovinos sororreagentes naquele
pais (Hanson et al. 1972).

O presente trabalho desenvolveu uma bacterina
monovalente utilizando a sorovariedade Hardjo amostra
Norma, pelo fato desta ser um isolado brasileiro e também
por ser a sorovariedade mais prevalente no pais (Moreira
1994, Hermann et al. 2004, Araljo et al. 2005, Lage et al.
2007, Chiareli et al. 2008), e comparou-a com as bacterinas
existentes no mercado brasileiro.

Soros coletados de bovinos vacinados apds a revacina-
cao geralmente produzirdo resultados negativos quando tes-
tados com a SAM, entretanto o animal pode resistir a expo-
sicéo natural de campo (Hanson et al., 1972), o que pode
ser verificado neste trabalho considerando-se os valores das
médias aritméticas das densidades opticas dos ELISA. Uma
avaliacdo vélida da resposta imune deve incluir um teste
como o teste de protecao passiva em hamsters e os ensai-
0s imunoenzimaticos, entre outros, que sdo capazes de
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mensurar a classe IgG de anticorpos (Huhn et al. 1970).Con-
trariando os achados de Arduino et. al. (2009) que avaliando
estes produtos comerciais utilizando o SAM relatou altos
niveis de anticorpos aglutinantes para a sorovariedade Hardjo,
podendo este nao ter significado em termos de neutralizacéo
de Leptospira spp. em uma eventual infecgcao.

Os animais testados nao apresentaram uma mesma
intensidade de resposta de anticorpos aglutinantes e neu-
tralizantes detectaveis pela SAM e pelo ELISA contra as
sorovariedades testadas, quando consideradas as médias
aritméticas e as médias geométricas dos logaritmos dos
titulos de anticorpos. Siddique & Shah (1990) discutem
gue as vacinas nao induzem uma mesma resposta sorolo-
gica contra todos as sorovariedades nelas contidas, po-
dendo isso ocorrer devido a uma diferenga na concentra-
¢ao antigénica final, ou pela supressao da resposta anti-
génica causada por uma sorovariedade sobre outra. O po-
derimunogénico segundo a amostra utilizada também deve
ser levado em consideracao, devido ao fato de que exis-
tem diferencas entre elas (Bolin et al. 1989, Bolin et al.
1991, Tabata 2002). De fato, Bolin et al. (1991) referem
gue o aumento da massa antigénica da amostra Hardjo-
prajitino em uma vacina pode aumentar a antigenicidade
e, consequentemente, a protecdo conferida pela mesma.
Resultados verificados pelo presente trabalho e também
demonstrado por Favero et al (1997).

Vacina de células inteiras com sorovariedade Hardjo é
um fraco imundgeno que produz imunidade de curta dura-
¢ao, como evidenciado pelos baixos titulos de anticorpos
aglutinantes e neutralizantes em bovinos vacinados (Fig.1
e 2), dados que concordam com os trabalhos de Marshal
etal. (1979) e Bolin et al. (1989).

Outros fatores que podem influenciar a eficacia das va-
cinas sao os esquemas de vacina¢do empregados, a qua-
lidade e a quantidade de microrganismos imunizantes (Bey
& Johnson 1986), grau de semelhanca antigénica entre os
antigenos que compdem a bacterina, tipo de adjuvante uti-
lizado, temperatura de conservagao, pH, inocuidade ines-
pecifica, poténcia, esterilidade e transporte da vacina até
a propriedade (Arduino et al. 2004, Arduino 2005, Machado
et al. 2007).

A modificagdo da concentracao do antigeno, adjuvante,
formulacao vacinal ou o modo de preparagéo do antigeno
pode aumentar a efetividade destas vacinas. Futuras mo-
dificacbes no regime de vacina¢do podem acarretar num
aumento da protecao conferida por estes produtos, entre-
tanto é improvavel que uma vacina com menos de seis
meses de duracao de imunidade seja pratica para o uso na
producao animal (Bolin et al. 1989).

Todos os animais que receberam doses de vacina pro-
duziram médias de titulos superiores no ELISA e SAM
quando utilizada a amostra Hardjo-bovis como antigeno.
Provavelmente, isto tenha ocorrido devido ao fato desta
amostra possuir maior expressao de antigenos de superfi-
cie imunogénica (membrana externa) em termos quantita-
tivos em relagcéo as duas outras amostras, fato que ja ha-
via sido comprovado anteriormente por Bolin et al. (1989)
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quando utilizaram as amostras Hardjoprajitino e Hardjo-
bovis em vacinas diferentes mensurando as respostas de
anticorpos aglutinantes e neutralizantes individualmente.

Segundo Huhn et al. (1970), os resultados encontrados
a partir de testes de poténcia realizados em hamsters de-
monstram haver respostas pouco duradoras a partir de
soros obtidos de bovinos imunizados. Segundo estes au-
tores, as respostas frequentemente sao inferiores ha dois
meses. Este fato € um forte indicativo de que a imunidade
duradoura, capaz de impedir a leptospirose renal, pode nao
ocorrer nestas vacinas destinadas aos bovinos, pois a lep-
tospiremia precede a infecgéo renal. Estes resultados sdo
de extrema relevancia e devem ser levados em considera-
¢ao, pois todos os resultados demonstraram uma imuni-
dade por um breve periodo de tempo o que leva a inferir
que, provavelmente, todas as vacinas utilizadas nao im-
pediriam o estabelecimento do estado de portador renal.

Vacinas de células inteiras sao dificeis de serem ava-
liadas quantitativamente para a poténcia imunogénica.
Embora o numero de células presentes poder ser conheci-
do, a relagcéo entre o numero de células e a massa celular
nem sempre é constante; pois uma quantidade desconhe-
cida de antigeno de células de Leptospira spp. é liberada
dentro dos meios de cultura e todas as vacinas contém
este meio tanto quanto células (Bey et al. 1974).

A centrifugacao e a lavagem destas células sao utiliza-
das na preparacgéo da vacina para remover quantidades
grosseiras de meio de cultura. A liofilizacdo do produto
final e sua padronizacdo com uma quantidade definida
melhoram substancialmente o poder imunogénico destas
vacinas quando comparados com os resultados de vaci-
nas utilizando membrana externa em sua constituicao (Bey
et al. 1974, Nardi Junior et al. 2007).

Além disso, a escala de producao em termos quantitati-
vos demonstrou ser importante, pois grandes volumes po-
dem limitar o crescimento destes microrganismos, estabe-
lecido um volume de 100 litros, volume efetivo, para a fer-
mentagao com um fluxo de ar de 10 L/min (0,01vvm) e sem
agitacdo mecanica, aumentou a escala de producao no pro-
cesso de fermentagao proporcionando beneficios econémi-
cos significativos na producao de vacina anti-Leptospira spp.
(Zamora et al. 2005).

Durante o processo de fabricagao, as amostras de iso-
lados locais devem ser estocadas em nitrogénio liquido
para a utilizagéo na fabricacao de vacinas. Além disso, 0s
lotes de sementes devem ser fracionados em diferentes
amostras e varias aliquotas, além de serem reativadas
em modelos animais antes de serem congeladas (Palit et
al. 1996). Segundo Palit et.al. (1996), ha uma maior efici-
éncia destas amostras, incluindo a Hardjo, em testes de
poténcia em relagédo a uma bacterina comercial utilizando
0 modo tradicional de fabricagdo da vacina contra leptos-
pirose, fato que pode ser inferido na atual investigacéao.
Provavelmente, as amostras utilizadas perderam sua anti-
genicidade, sendo que os fabricantes poderiam manté-las
congeladas para obterem um produto de maior antigenici-
dade (Maura et al. 2006).
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Estes resultados sugerem que os titulos desenvolvidos
entre as bacterinas nao foram homogéneos e as bacterinas
polivalentes produziram resposta de curta duragédo exigindo
revacinacdes em periodos inferiores ha seis meses. Duas
das vacinas avaliadas nao produziram resposta significati-
va na maior parte do tempo provavelmente pela baixa con-
centracao celular ou mesmo auséncia do antigeno da
sorovariedade Hardjo em sua composicao. A vacina
monovalente com quantidade celular controlada produziu
resultados superiores em relagdo as vacinas comerciais.
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