Arq. Bras. Med. Vet. Zootec., v.58, n.3, p.299-304, 2006

Perfil de aglutininas anti-Leptospira em bezerras bufalas vacinadas com bacterina
pentavalente comercial contra leptospirose
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RESUMO

Avaliou-se o perfil sorologico de 17 bezerras bifalas vacinadas nos dias zero, 30 e 210 com bacterina
pentavalente comercial contra leptospirose, empregando-se a prova de soroaglutinagdo microscopica com
antigenos vivos, durante o periodo de 360 dias. Utilizaram-se quatro bezerras-controle, e todos os animais
foram negativos no dia zero. Nos animais vacinados, foram observadas reagoes aos 60 dias para todos os
sorovares, associadas a titulos méximos para Canicola, Grippothyphosa e Pomona. No 90" dia, houve
declinio acentuado dos titulos para todos os sorovares e auséncia de titulos para Hardjo. Nos dias 120°,
150°% 180° e 210° ocorreram oscilagdes de titulos para todos os sorovares. No 240° dia, foram
encontrados titulos maximos para Hardjo, elevagdo para os outros sorovares e auséncia de titulo para
Canicola. Nos dias 270° 300° e 330° foi observado declinio gradativo dos titulos. No 360° dia, foram
encontrados titulos residuais para Icterohaemorrhagiae, Grippothyphosa e Pomona e auséncia de reagdo
para os outros sorovares. Inferiram-se a reduzida persisténcia dos titulos vacinais mesmo apos o reforgo e
revacinagdo e a baixa interferéncia da vacinagio no diagndstico sorologico.
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ABSTRACT

The serological profile of 17 buffalo calves vaccinated at zero, 30 and 210 days of age using a
commercial pentavalent bacterin against leptospirosis was evaluated using microscopic
seroagglutination, during 360 days post-vaccination (PV). Four non-vaccinated buffalo calves were used
as control. All animals studied showed a negative reaction at day zero. In the vaccinated animals, the
serological responses for all serovars were detected at the 60" day PV, with maximum agglutinin levels
for Canicola, Grippothyphosa and Pomona. The antibody levels decreased for all serovars at day 90 with
zero titters for Hardjo serovar. At days 120, 150, 180 and 210 PV were observed oscillations of titters for
all serovars. At day 240, maximum antibody levels for Hardjo, an increase of titters for others serovars
and no reaction for Canicola were found. At days 270, 300 and 330 a gradual decrease of antibody levels
were observed. At day 360 residual titters for Icterohaemorrhagiae, Grippothyphosa and Pomona, and
no reaction for the other serovars were observed. The results indicate a short persistency of seric
agglutinin levels induced by vaccination, even after improvement and preparation of the vaccine
reinforcement, and low interference of vaccination with serodiagnosis.
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INTRODUCAO

As infecgdes por Leptospira sp na espécie
bubalina comumente sido determinadas pelos
sorovares Hardjo, Wolffi, Pomona,
Icterohaemorrhagiae, Canicola e Grippothyphosa
(Radostits et al., 2000).

Nos bubalinos, assim como nos bovinos, o
abortamento ocorre como seqiicla de infecg¢do
sisttmica. Durante a fase de leptospiremia, ha
morte fetal com ou sem degeneragdo placentaria,
seguida de eliminacdo fetal algumas semanas
apos a infec¢@o. Os abortamentos pelo género
Leptospira em bubalinos e bovinos ocorrem
geralmente no ter¢o final da gestacdo (Radostits
et al., 2000), e o sorovar Hardjo é reconhecido
como o mais adaptado a essas espécies (Costa et
al., 1998; Ellis, 1994). Uma vez introduzido no
rebanho, esse sorovar estabelece niveis variaveis
de infeccdo, podendo persistir por longos
periodos (Hathaway et al., 1986).

A profilaxia da leptospirose em bufalos e
bovinos inclui a adog¢do de diferentes
procedimentos, como o controle de roedores, a
eliminacdo do excesso de agua estagnada no
ambiente, o isolamento e a terapia de animais
doentes, e a imunizagdo sistematica dos animais
(Guimarées et al., 1982/1983, Moreira, 1994).

As vacinas comumente disponiveis no comércio
para a profilaxia da leptospirose em bufalos e em
bovinos sdo produzidas a partir de culturas
bacterianas  totais  inativadas  (bacterinas)
(Langoni et al., 1999), cuja eficacia aumenta com
a incorporagdo de substancias adjuvantes ao
antigeno (Hanson, 1977). Em geral, o uso de
vacinas contra leptospirose reduz a ocorréncia da
infec¢do, a severidade dos sintomas clinicos, os
problemas reprodutivos (Bolin et al., 1989) e o
impacto econdmico da doenga (Sullivan, 1974).
A necessidade de revacinagdes é um fator
preocupante na interpretacdo do sorodiagndstico,
em virtude de induzirem & formagdo de
aglutininas ~ pods-vacinais,  dificultando a
diferencia¢do de imunoglobulinas (Ig) de origem
vacinal das  provenientes de infecgdo
(Freudenstein e Hein, 1991).

Apesar dessa dificuldade no diagnostico
sorologico em animais vacinados, sdo escassos
os estudos conduzidos no acompanhamento
sorologico de bubalinos infectados ou vacinados
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contra leptospirose. Rao e Keshavamurthy
(1985)  utilizaram a  microtécnica  de
soroaglutinacdo  microscopica (SAM) para
avaliar a resposta imune de bezerros bubalinos
vacinados com bacterina pentavalente contendo
os sorovares Pomona, Canicola, Hebdomadis,
Tarassovi e Shermani. A soroconversdo vacinal
foi observada no 15° dia pos-vacinagdo. Os
anticorpos contra os sorovares da vacina
persistiram  durante os trés meses de
acompanhamento dos animais. A melhor
resposta foi obtida nos bezerros que receberam
duas doses de vacina comparativamente aqueles
que receberam dose unica. Hanson (1977)
avaliou a vacinagdo anual de rebanho bovino
naturalmente infectado, observando declinio
progressivo de aglutininas anti-Lepfospira a
partir de 12 meses da vacinagdo. No mesmo
estudo, foi constatada a auséncia de reagdes
sorologicas para Leptospira sp sete anos apds a
vacinag¢do.

Em virtude da relevancia da leptospirose no
contexto de saide publica e da escassez de
estudos que enfoquem o diagndstico soroldgico
da doenca em bufalos, o presente estudo
objetivou investigar o perfil de aglutininas anti-
Leptospira em bufalas vacinadas contra
leptospirose.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado com 21 bezerras bufalas
da raca Murrah e mestigas, entre quatro e cinco
meses de idade. Nenhuma das bezerras havia
sido vacinada contra leptospirose antes do inicio
do estudo, assim como eram filhas de bufalas
também nao vacinadas contra a doenga. Todas as
bezerras foram mantidas a pasto, nas mesmas
condi¢des de manejo.

A vacina utilizada constitui-se de bacterina
pentavalente comercial, contendo as seguintes
variantes  soroldgicas:  Hardjo, = Pomona,
Grippothyphosa, Icterohaemorrhagiae e
Canicola. Todas as vacina¢des foram efetuadas
com a mesma partida da vacina que foi
conservada em temperatura de refrigeracdo (4 a 8
°C), até o momento do uso.

Procedeu-se a vacinac¢do de 17 bezerras bufalas,
selecionadas aleatoriamente, utilizando-se 2,0ml
da bacterina comercial, via intramuscular, nos
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dias zero (primo-vacinagao), seguida de refor¢o
com 30 dias e revacinagdo com 210 dias apos a
primo-vacinagdo. Quatro bezerras ndo foram
vacinadas, formando o grupo-controle.
Previamente a primo-vacinagdo, foi realizada a
colheita de sangue dos 21 animais, constituindo
dia zero do estudo. As duas primeiras colheitas,
subseqiientes ao dia zero, foram realizadas em
intervalos de 15 dias, constituindo os dias 15° e
30° apds a primo-vacinagdo. Em seguida, foram
realizadas colheitas em intervalos de 30 dias,
perfazendo os dias 60° 90°% 120°% 150°, 180°
210°%, 240°, 270°% 300° 330°% 360° de
acompanhamento dos animais.

Os niveis de aglutininas anti-Lepfospira foram
avaliados  utilizando-se =~ a  técnica  de
soroaglutinagdo  microscopica (microtécnica)
com antigenos vivos (SAM) (Faine et al., 1999),
frente aos seguintes sorovares: Canicola,
Icterohaemorrhagiae, Grippothyphosa, Pomona e

Hardjo. Foram considerados reagentes os
animais que apresentaram titulo >100.

Em virtude da obrigatoriedade da vacinagdo dos
animais no setor de bubalinocultura utilizado,
todos os animais foram vacinados (vacina
comercial) contra brucelose (amostra B19) entre
90 e 120 dias de estudo. Ao final do
acompanhamento, os animais foram vacinados
contra febre aftosa.

RESULTADOS

A Fig. 1 sumariza o perfil de aglutininas nas
fémeas bubalinas vacinadas contra leptospirose
ao longo de 360 dias de acompanhamento dos
animais. Ao final do estudo, ndo foi observada
qualquer reagdo vacinal de natureza local ou
sistémica. Os 21 animais estudados foram
negativos na prova de SAM na amostragem
obtida no momento da primeira vacinagdo (dia
Zero).

2+
M —— Icterohaemorrhagiae
1,8 + 2 .
- == - Canicola
- -& - Grippotyphosa
16 T
Pomona
—&— Hardjo
1,4 +
A
12T ;
o
1S3 *
k)
21T
o
2
0,8 T
06 T
04 T
0,2 T
0 - - ¥ » +
0* 15 120 150 210** 240 270

* = Primo-vacinagao, ** = Reforgo, *** = Revacinagao
**** Titulo positivo > 100

Figura 1. Média geométrica de aglutininas anti-Lepstopira na prova de soroaglutinagdo microscopica com
antigenos vivos, para diferentes sorovares, em bezerras bubalinas vacinadas contra leptospirose.
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Aos 15 dias, apds a primo-vacinagdo das 17
bezerras, foram observadas reagdes somente para
0s sorovares Canicola, Pomona e
Icterohaemorrhagiae. No 15° dia, o sorovar
Icterohaemorrhagiae atingiu o maior pico de
titulo. No 30° dia apdés a vacinagdo (que
coincidiu com o reforco vacinal), constatou-se
declinio acentuado dos titulos para os sorovares
Canicola e Icterohamorrhagiae, auséncia de titulo
para o sorovar Pomona e baixos titulos para o
sorovar Grippothyphosa. O sorovar Hardjo
permaneceu inalterado, com auséncia de titulo
em todos os animais vacinados.

Aos 60 dias (30 dias apds o reforco vacinal),
foram encontradas reacdes para todos os
sorovares nos animais vacinados e titulos
maximos alcangados no estudo para Canicola,
Grippothyphosa e Pomona. No 90° dia de
acompanhamento dos animais vacinados, houve
declinio acentuado dos titulos para os sorovares
Canicola, Icterohaemorrhagiae, Grippothyphosa
¢ Pomona, acompanhado de auséncia de titulo
para o sorovar Hardjo.

Nas colheitas realizadas nos dias 1202, 150°, 180°
e 210° - essa ftltima coincidindo com a
revacinagdo -, foram observadas oscilagcdes de
titulos nos animais vacinados, com destaque para
elevagdo dos sorovares Pomona e Hardjo aos 180
dias de estudo.

O 240° dia de acompanhamento dos animais
vacinados (30 dias ap6és a revacinagdo)
caracterizou-se por titulos maximos alcancados
pelo sorovar Hardjo, acompanhado de elevagdo
marcante dos titulos para todos os outros
sorovares, com exce¢ao do sorovar Canicola, que
permaneceu com auséncia de reagdo. Nas
colheitas realizadas nos dias 270°% 300° e 330°
nos animais vacinados, foi evidenciado o
declinio gradativo dos titulos para os diferentes
sorovares, com excecao do sorovar Canicola, que
apresentou oscilagdo de titulo, voltando a reagir
para um animal, no 330° dia. Ao final dos 360°
dias de acompanhamento dos animais vacinados,
0s sorovares Icterohaemorrhagiae,
Grippothyphosa ¢ Pomona ainda apresentavam
titulos residuais, enquanto os demais sorovares
caracterizaram-se pela auséncia de reacao.

Os quatro animais nao vacinados (controle)

tenderam a apresentar, ao longo do estudo,
auséncia de reagdo para os sorovares utilizados,
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com excec¢do de um animal que, aos 60 dias de
acompanhamento, reagiu para o0s sorovares
Canicola, Icterohaemorrhagiae e Pomona, e, no
270° dia, para o sorovar Icterohaemorrhagiae.

DISCUSSAO E CONCLUSOES

A vacinagdo contra leptospirose é considerada
um dos mais importantes procedimentos de
controle da doenga em animais de produgéo.
Entretanto, a menor imunidade conferida pelas
bacterinas (Tizard, 1998) disponiveis
comercialmente para vacinagdo de bufalos requer
o inconveniente de refor¢cos vacinais e
revacinagdes, que podem dificultar a
diferenciacdo de Ig de origem vacinal das Ig
oriundas de infec¢io em provas sorologicas de
rotina (Hanson, 1977; Freudenstein e Hein,
1991).

A primo-vacinagdo das bezerras bufalas com
bacterina  pentavalente comercial  induziu
resposta sorologica inicial para todos os
sorovares contidos na vacina, com excec¢do do
sorovar Hardjo, que apresentou titulo somente
apos o reforco (30 dias). Nos animais-controle
foi observada tendéncia de negatividade
sorologica ao longo do estudo. O monitoramento
sorologico das bezerras bufalas ao longo de 360
dias revelou titulos maximos e soroconversio
para a maioria dos sorovares no 60° dia de
acompanhamento dos animais vacinados (30 dias
apos o reforco vacinal), com excegdo dos
sorovares Icterohaemorrhagiae ¢ Hardjo, que
apresentaram, respectivamente, titulos maximos
no 15° e 240° apds a primo-vacinagdo. Estes
resultados sdo similares aos encontrados por
Nardi Junior et al. (2003), no Brasil, que também
evidenciaram titulos maximos para leptospirose
na prova de soroaglutinagdo microscopica com
antigenos vivos, entre 45 e 60 dias apos a
vacinagdo de 22 fémeas bubalinas adultas,
utilizando dois tipos de vacinas, administradas
em duas doses, intercaladas com 30 dias.

Entre os dias 90° ¢ 210°% foi observada grande
oscilagdo dos titulos nos animais vacinados,
acompanhada de declinio abrupto de todos os
sorovares, tendendo a negatividade 30 a 90 dias
apos o reforco vacinal (60 dias), com excecao do
sorovar Pomona, que apresentou ascensdo do
titulo no 180° dia. A ocorréncia de oscilagio de
titulos entre os dias 90° e 210° de
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acompanhamento poderia decorrer de reagdes
inespecificas (cruzadas) entre os géneros
Leptospira e Brucella em provas soroldgicas
convencionais (Kadlec, 1978; Corbel, 1985),
visto que esse periodo coincidiu com a vacinagdo
das bezerras contra brucelose (amostra atenuada
B19).

No 240° dia de estudo (30 dias apos a
revacinagdo), foi constatada nova elevagdo do
titulo para todos os sorovares, com excec¢do do
sorovar Canicola, que permaneceu com auséncia
de reacdo. Em estudo similar, Nardi Junior et al.
(2003) também encontraram baixos titulos para o
sorovar Canicola em bezerras bufalas vacinadas
contra leptospirose com vacina polivalente
comercial, mesmo ap6s o reforco e as
revacinagdes, sugerindo baixa resposta desse
sorovar para espécie bubalina, mediante a
avaliagdo de aglutininas pela prova de SAM.

Os titulos maximos observados apds a
revacinagdo (210 dias) foram de menor
magnitude comparativamente ao observado apos
o reforco (60 dias), com exce¢do do sorovar
Hardjo, que atingiu titulos maximos aos 240 dias
de estudo. Apesar da maior produgdo de
aglutininas anti-Leptospira encontrada apds o
reforgo vacinal em detrimento da revacinagao, o
perfil dos titulos soroldgicos nas 17 bezerras
vacinadas caracterizou-se como de curta
persisténcia. Nardi Junior et al. (2003) também
verificaram que o uso de vacina comercial
polivalente contra leptospirose em bezerras
bufalas induziu resposta sorologica fugaz na
SAM, mesmo apos o refor¢o e as revacinagdes.
Estes resultados sugerem a necessidade de
revacinagdes periddicas - a partir do reforco -,
em intervalos entre quatro ou seis meses, visando
otimizar a profilaxia vacinal na leptospirose em
bufalos.

O sorovar Hardjo ¢ assinalado em todo o mundo
como um dos mais adaptados as espécies
bubalina e bovina (Ellis, 1994; Costa et al., 1998;
Radostits et al., 2000). No presente estudo, foi
detectada soroconversdo para esse sorovar
somente apds o refor¢o vacinal. Adicionalmente,
os titulos observados para o sorovar Hardjo
caracterizaram-se como fugazes e de baixa
intensidade - em comparagdo aos outros
sorovares contidos na vacina -, apresentando
titulos maximos somente aos 240 dias de
acompanhamento, 30 dias apds a revacinagao.
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Ainda que ndo se credite relagdo direta entre os
niveis de aglutininas séricas detectadas pela
soroaglutinacdo microscopica com antigenos
vivos e o nivel de protecao conferido pela vacina
(Hanson, 1977), os dados do presente estudo
apontam para a precaucdo em se instituir
protocolos vacinais que contemplem
revacinagdes sucessivas, no intuito de alcancar
melhores  indices de protegdo  vacinal,
especialmente para o sorovar Hardjo.

Ao final dos 360 dias de acompanhamento dos
animais vacinados, os sorovares Pomona,
Grippothyphosa e Icterohaemorrhagiae ainda
apresentavam  titulos residuais, de baixa
intensidade. Entretanto, o declinio acentuado € a
baixa persisténcia dos niveis de aglutininas anti-
Leptospira induzidos pela vacinacdo - ndo
superiores a quatro meses para a maioria dos
animais, mesmo apoés o reforgo e a revacinagdo -
apontam para a baixa interferéncia da vacinagdo
com bacterinas no  sorodiagnéstico da
leptospirose  em  bufalos, utilizando a
microtécnica.  Este  resultado  sugere a
possibilidade de realizacdo da soroaglutinagdo
microscopica com antigenos vivos em bufalos
vacinados com bacterinas, a partir de quatro
meses da ultima dose de vacina, com baixo risco
de interferéncia de Igs de origem vacinal na
interpretacdo dos resultados soroldgicos.
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