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2011. [Post vaccinal antibodies profile of sheep immunized with one or two doses of
an oil emulsified anti leptospirosis bacterin produced with serovar Hardjo, type Hard-
joprajitno, strain Norma, isolated in Brazil.] Curva de anticorpos pós-vacinais em ovinos
imunizados com uma ou duas doses de bacterina oleosa anti-leptospirose, produzida com a
sorovariedade Hardjo, tipo Hardjoprajitno, estirpe Norma, isolada no Brasil. Pesquisa Veteri-
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de Federal de Santa Maria, Avenida Roraima 1000, Prédio 20, Sala 4011, Campus Universitá-
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It was compared the level of antibodies of sheep immunized with one or two doses of an
oil bacterin produced with serovar Hardjo, type Hardjoprajitno, strain Norma, isolated from
cattle urine in Brazil. Cultures of 2x108 leptospires/mL were inactivated with formalin 0.3%,
final concentration and emulsified in oil Emulsigen® 12%. The vaccine dose was standardized
to the concentration of 1x108 leptospires/mL. Forty adult sheep, Santa Inês breed from a
herd free of leptospirosis by clinical and serological examinations during one year were chosen
for the experiment. Group A (n=15) received two subcutaneous 3.0 mL vaccine dose, interval
of 30 days. Group B (n=15) received one subcutaneous 3.0 mL vaccine dose. Group C (control)
received one subcutaneous dose of 3.0 mL of 0.85% sodium chloride solution. Post vaccination
antibody titers were measured by microscopic agglutination test (MAT) and an in house
enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) every 30 days during 120 days. At 30 days
post-vaccination, the titers of the groups A and B ranged from 80 to 160. In group A, after the
booster dose, the titers increased two to four times until 3,200, while in the group B the titers
were lower than 160 and decreased by one to two times after 60 days after vaccination. Using
a single dose, the antibodies persisted for only 30 days, and with two doses with 30 days of
interval, the antibodies were detectable for 60 days through the MAT test and 120 days through
the ELISA. The MAT test detected IgM titers of vaccine only for 60 days, while the ELISA was
able to detect antibodies during the 120 days. In the negative control group, nonspecific
reactions occurred in the ELISA up to titer 80, however titers in the MAT of the same animals
remained at zero. The ELISA test can be used to assess anti leptospire vaccinal antibody level
to the serovar Hardjo, type Hardjoprajitno, strain Norma in sheep.

INDEX TERMS: Vaccine, sheep, ELISA, adjuvant.
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RESUMO.- Foi comparado o nível de anticorpos de ovelhas imu-
nizadas com uma ou duas doses de bacterina oleosa produzida
com a sorovariedade Hardjo, tipo Hardjoprajitno, estirpe Nor-
ma, isolada da urina de bovino no Brasil. Culturas de 2x108 lep-
tospiras/mL foram inativadas com formalina a 0,3%, à con-
centração final e emulsionada em óleo Emulsigen® 12%. A dose
da vacina foi padronizada para a concentração de 1x108 lep-
tospiras/mL. Quarenta ovinos adultos, da raça Santa Inês, de
um rebanho livre de leptospirose por exames clínicos e
sorológicos durante um ano foram escolhidos para o experi-
mento. O grupo A (n=15) recebeu duas doses de 3,0mL da va-
cina por via subcutânea, com intervalo de 30 dias. O grupo B
(n=15) recebeu dose única de 3,0mL, via subcutânea e o grupo
C (controle) recebeu uma dose subcutânea de 3,0mL de solu-
ção 0,85% de cloreto de sódio. Os títulos de anticorpos pós-
vacinação foram mensurados pelo teste de soroaglutinação mi-
croscópica (SAM) e um teste imunoenzimático (ELISA) a cada
30 dias durante 120 dias. Os títulos dos grupos A e B na pri-
meira colheita variaram de 80 a 160. No grupo A, após a se-
gunda dose, os títulos aumentaram duas a quatro vezes, até
3.200, enquanto no grupo B os títulos de aglutininas foram
menores que 160 e diminuíram uma a duas vezes após 60 dias
da vacinação. Utilizando-se dose única, os anticorpos persisti-
ram por somente 30 dias e, com duas doses, com 30 dias de
intervalo, os anticorpos foram detectáveis por 60 dias por meio
do teste de SAM e 120 dias no teste de ELISA. Assim, o teste de
SAM detectou títulos de IgM vacinal somente por 60 dias, en-
quanto o teste de ELISA foi capaz de detectar anticorpos du-
rante os 120 dias. No grupo controle negativo, ocorreram no
ELISA reações inespecíficas de títulos até 80, porém no SAM
os títulos dos mesmos animais se mantiveram em zero. O teste
de ELISA pode ser utilizado para medir anticorpos vacinais
para a sorovariedade Hardjo, tipo Hardjoprajitno, estirpe Nor-
ma em ovinos.

TERMOS DE INDEXAÇÃO: Vacina, ovinos, ELISA, adjuvante.

INTRODUÇÃO
A leptospirose é uma zoonose de distribuição mundial que afeta
os animais domésticos, selvagens e o homem. A doença é cau-
sada por espiroquetas do gênero Leptospira, classificados, na
atualidade, em 13 espécies patogênicas: L. alexanderi, L. alstonii,
L. borgpetersenii, L. inadai, L. interrogans, L. fainei, L. kirschneri,
L. licerasiae, L. noguchi, L. santarosai, L. terpstrae, L. weilii e L.
wolffii, distribuídas em mais de 260 sorovariedades agrupa-
das em 23 sorogrupos (Adler & Pena Moctezuma 2010).

Teoricamente qualquer uma das diferentes espécies de
leptospiras pode infectar o homem e os animais, porém na
prática um pequeno número de sorovariedades torna-se en-
dêmica em uma determinada espécie ou área (Ellis 1994).

A leptospirose nos ovinos geralmente ocorre na forma de
surtos e a doença na sua forma mais grave está associada à
sorovariedade Pomona (Vermunt et al. 1994). Contudo, estu-
dos sorológicos e o cultivo de amostras provenientes de fetos
ovinos abortados também têm revelado a presença da soro-
variedade Hardjo, estirpe Hardjoprajitno, responsável por
grandes prejuízos na reprodução representados por: retorno
do cio, abortamento, mastite sanguinolenta e o nascimento
de cordeiros fracos com a morte nas duas primeiras sema-
nas de vida (Ellis et al. 1983).

No Brasil, já foi demonstrada a presença de anticorpos
anti-leptospiras em ovinos criados em vários Estados, espe-
cialmente em rebanhos de ovinos com histórico de proble-
mas reprodutivos (Santa Rosa & Castro 1963, Langoni et al.
1995).

A sorovariedade Hardjo, tipo Hardjoprajitno, estirpe Nor-
ma foi isolada da urina de bovino no Brasil por Moreira (1994)
e identificada por técnicas de anticorpos monoclonais
(Terpstra et al. 1985).

Inquéritos soroepidemiológicos da leptospirose em ovi-
nos efetuados em rebanhos localizados nas Mesorregiões Su-
deste e Sudoeste do Estado do Rio Grande do Sul, Brasil, têm
encontrado proporções de animais reagentes positivos (títu-
lo ≥100) de até 48,7% (Herrmann et al. 2004). A sorovarie-
dade Hardjo, tipo Hardjoprajitno, estirpe Norma foi encon-
trada com maior frequência (30,6%). Herrmann et al. (2004)
ainda sugeriram que esta sorovariedade pudesse estar envol-
vida com os problemas reprodutivos dos ovinos e que esses
animais fossem os reservatórios desta sorovariedade para os
ovinos e bovinos, como já foi demonstrado para outras lep-
tospiras da sorovariedade Hardjo em outros países (Gerritsen
et al. 1994).

No Brasil, os programas de controle das leptospiroses em
bovinos com uso de vacinas comerciais formuladas com
bacterinas são pouco conhecidos, assim como na maioria dos
países com grandes criações de bovinos. A vacina tem se re-
velado um recurso importante que promove o aumento da
imunidade do rebanho de bovinos, diminuindo os sinais clí-
nicos da doença, de modo a serem atingidos índices de mor-
bidade favoráveis ao controle dos focos (Moreira 1994).

A vacinação é recomendada para o controle da leptospi-
rose. O seu uso contínuo e a adequada aplicação produz boa
imunidade nos animais e previne os sinais clínicos como o
abortamento, a morte embrionária, o aparecimento de ou-
tros sinais clínicos característicos da doença (Moreira 1994).

As vacinas empregadas no controle das leptospiroses dos
animais domésticos utilizam na sua formulação veículos de-
nominados adjuvantes, substâncias inertes capazes de esti-
mular o sistema imune. Por muitos anos o hidróxido de alu-
mínio tem sido empregado como adjuvante primário nas va-
cinas de uso veterinário, porém, vem sendo gradativamente
substituído por veículos oleosos capazes de proporcionar
maior resposta imunológica (Tizard 2008).

A proteção desenvolvida pelas vacinas também pode ser
avaliada em animais de laboratório ou por métodos sorológi-
cos. O teste de soroaglutinação microscópica (SAM), que de-
tecta predominantemente a IgM, anticorpo pouco persisten-
te no sangue circulante, responsável pela aglutinação que
pode ser detectado por aproximadamente de 30 dias após a
vacinação. O ensaio imunoenzimático (ELISA) é um teste
sorológico que quantifica essencialmente IgG, principal anti-
corpo responsável pela proteção, presente no soro, e que
persiste por períodos de tempo que variam de seis meses até
um ano (Tripathy et al. 1975).

O uso de vacinas de boa qualidade tem sido muito eficien-
te no controle da leptospirose e tem se apoiado com o uso
sistemático de bacterinas preparadas com as variantes so-
rológicas presentes nas espécies de animais exploradas da
região (Vasconcelos 1997).
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O objetivo do presente estudo foi a produção de uma bac-
terina oleosa monovalente com a sorovariedade Hardjo, tipo
Hardjoprajitno, estirpe Norma para ovinos e de acompanhar
os níveis de anticorpos por ela induzidos em ovinos primo
vacinados com uma ou duas aplicações de vacina, empregan-
do-se as técnicas de SAM e ELISA para a dosagem dos anti-
corpos vacinais mensalmente durante 120 dias após a pri-
mo-vacinação.

MATERIAL E MÉTODOS
Produção da bacterina

A bacterina foi produzida com a sorovariedade Hardjo, tipo
Hardjoprajitno, estirpe Norma, isolada de bovino no Brasil, em par-
tida única, no Laboratório de Zoonoses do Departamento de Medi-
cina Veterinária Preventiva da UFMG. As leptospiras foram cultiva-
das em meio de EMJH (Ellinghausen & McCulloug 1965) durante
14 dias a 28oC. Quando a cultura apresentou adequado crescimen-
to foi padronizada para conter 2x108/mL, foi inativada com
formalina na concentração final a 0.3% e emulsionada em um
adjuvante oleoso Emulsigem® 12%, por período de 24 horas em
homogeinizador circular a 96 rpm. A vacina foi padronizada a
1x108/mL. A pureza foi avaliada por microscopia de campo escuro
e cultivo microbiológico em meios apropriados para verificar a
ausência de contaminantes e a inocuidade, em coelhos jovens por
14 dias, conforme normas preconizadas (OIE 2006).

Grupos experimentais
Os animais utilizados no experimento foram 40 ovelhas, não

gestantes, da raça Santa Inês, com mais de um ano de idade, criadas
em um rebanho livre de leptospirose previamente monitorado por
SAM por período de um ano. Foram mantidas em piquetes coleti-
vos alimentadas com capineiras e leguminosas nativas da região,
no rebanho de uma propriedade, localizada no município de Fortu-
na de Minas, MG, 130 km de Belo Horizonte.

Grupo A: Formado por 15 ovelhas que receberam duas doses
de 3 mL da bacterina; a primeira dose foi aplicada no dia zero e a
segunda trinta dias depois e as duas aplicações foram efetuadas
pela via subcutânea no terço médio do pescoço.

Grupo B: formado por 15 ovelhas que receberam, no dia zero,
uma dose de 3 mL da bacterina pela via subcutânea no terço médio
do pescoço.

Grupo C (controle negativo): formado por 10 ovelhas que re-
ceberam, no dia zero, uma dose de 3 mL de solução salina, via sub-
cutânea no terço médio do pescoço.

Foram realizadas cinco colheitas de sangue nos três grupos em
intervalos de 30 dias; a primeira colheita, dia zero, foi efetuada ime-
diatamente antes da aplicação da vacina e as demais colheitas foram
feitas com dias 30, 60, 90 e 120 dias após a primeira vacinação.

O soro controle negativo foi o pool dos soros obtidos das 40 ove-
lhas, momento que os animais ainda não haviam sido vacinados.

Soro controle positivo
O soro controle positivo foi produzido conforme protocolo de

Faine (1994), em quatro ovelhas com idade aproximada de oito
meses, de um rebanho pertencente ao Ministério da Agricultura
Pecuária e Abastecimento, Lanagro-Pedro Leopoldo-MG, livre de
Leptospira spp. As quatro ovelhas receberam cinco doses da bacte-
rina padronizada para conter 1x108/mL da sorovariedade Hardjo,
tipo Hardjoprajitno, estirpe Norma. As cinco doses foram aplica-
das com intervalo de sete dias, com os seguintes volumes: 1, 2, 4, 6
e 6mL. A primeira dose do antígeno foi aplicada pela via endovenosa
e as demais pela via subcutânea na região do pescoço.

Semanalmente, foram colhidas amostras de sangue para o acom-
panhamento dos títulos de anticorpos dos quatro animais pelo tes-

te de SAM, (Cole et al. 1973). Os soros foram testados a partir da
diluição de 1:80, em uma série de diluições geométricas de razão
dois iniciada em 10. O título máximo positivo foi de 12.800, encon-
trado na quinta colheita, realizada no 28º dia, sete dias após a quarta
aplicação. As leituras das reações foram efetuadas diretamente na
microplaca (NUNC F, Dinamarca) com microscópio, equipado com
condensador seco de campo escuro, objetiva de longa distância
Epiplan LD 10X/0.20, oculares E-pi 10X/20 e EP-L 10X/20,
Axiolab®8.

ELISA IgG Anti-Leptospira Hardjo
O antígeno foi preparado em uma partida única, conforme os

procedimentos recomendados por Terpstra et al. (1980), com uma
cultura da sorovariedade Hardjo, tipo Hardjoprajitno, estirpe Nor-
ma, isolada de bovino no Brasil, mantida no Laboratório de Zoono-
ses do Departamento de Medicina Veterinária Preventiva da UFMG,
cultivada em meio de EMJH e incubada por 7-14 dias a 28oC. Quan-
do o cultivo apresentou bom crescimento e pureza com concentra-
ção celular aproximada de 1x108/mL, e uma turbidez equivalente
ao tubo três da escala de MacFarland, foi inativado com formalina
na concentração final de 0,3%, por uma hora e em seguida foi cen-
trifugado em temperatura de 4oC por 30 minutos a 8.000 xg. A cul-
tura foi aquecida a 100oC em banho-maria por 30 minutos e dei-
xou-se resfriar até atingir a temperatura ambiente. O sobrenadan-
te foi separado do sedimento e novamente centrifugado em tempe-
ratura de 4oC para a retirada de resíduos celulares por 30 minutos
a 8.000 x g. Finalmente, foi dividido em alíquotas de 50mL e o
antígeno foi estocado em geladeira até o momento do uso.

O antígeno foi fixado nas microplacas (Maxisorp Nunc, Dina-
marca), utilizando 100ml de antígeno por poço, exceto os quatro
primeiros poços da primeira coluna, em temperatura ambiente até
que todo o líquido evaporasse, o que usualmente ocorria em até
três dias. As microplacas foram tampadas e estocadas em tempe-
ratura ambiente sob ausência de luz até o momento do uso.

No momento do uso, as microplacas foram submetidas a três
lavagens com PBS pH 7,2 com Tween 20 (0,05%) e incubadas com
PBS Tween 20 (0,05%), acrescido de 5% de leite em pó desnatado
por 30 minutos a 37oC, para o bloqueio dos sítios inespecíficos. As
placas foram lavadas vigorosamente por três vezes com PBS Tween
20 (0,05%) acrescido de leite em pó 1%. Uma série de diluições dos
soros dos 40 ovinos dos grupos A, B e C, de um total de cinco colhei-
tas, foram diluídos na razão dois, iniciando-se em 1:10 e indo até
1:10.240, em volume de 100ml de PBS Tweem 20 (0,05%). As pla-
cas foram incubadas por uma hora em câmara úmida 37°C, lavadas
novamente por três vezes com PBS Tween 20 (0,05%) acrescido
de leite em pó 1%. Em seguida, foram adicionados 100ml de conju-
gado anti (IgG) ovina diluído a 1:10.000, marcado com peroxidase
(Bethyl, USA). Após a incubação por uma hora, novamente foram
lavadas por três vezes com PBS Tween 20 (0,05%) acrescido de
leite em pó 1%. A seguir, foram acrescidos 100ml de substrato
cromogênico (15mg de 3,3' 5,5'-Tetramethylbenzidina (TMB,
Sigma, USA), mais H2O2 a 1%, imediatamente incubados por 10
minutos, sob ausência de luz. Como solução de parada da reação
utilizaram-se 30ml de H2SO4 1M. A leitura foi efetuada em espec-
trofotômetro com filtro de 450nm. Controles positivos e negativos
adequados foram incluídos no teste.

O ponto-de-corte negativo do teste ELISA foi calculado pela mé-
dia geométrica, conforme os procedimentos recomendados por
Hartskeerl et al. (2001) e consistiu em titular os soros das quatro
ovelhas da colheita do dia zero, confirmadamente negativas por
meio do teste de SAM. A maior leitura em densidade óptica (D.O.)
obtida destes soros foi dividida por dois e essa D. O. correspondeu

8 Schott-Zeiss do Brasil Ltda,  Av. Nações Unidas 21711, São Paulo, SP
04795-100.
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à diluição 10. Este ponto-de-corte foi utilizado para definir quais
amostras de soro foram utilizadas para controle negativo no teste
ELISA. Para um ponto-de-corte positivo no ELISA, a maior leitura
obtida dos soros das 4 ovelhas hiperimunizadas com bacterina no
teste de ELISA em D. O. foi dividida por dois. Esta D.O. correspondeu
ao título 80. Portanto, os soros dos animais hiperimunizados que
apresentavam leitura igual ou superior a 0,342 de D.O. foram con-
siderados positivos.

Os dados foram testados quanto à normalidade através do teste
Shapiro-Wilk. Os títulos de anticorpos obtidos pelo teste de SAM e
pelo teste de ELISA foram categoricamente pareados de acordo com
o variável tempo (dias decorridos após a primeira aplicação da va-
cina), tratamento (A,B,C). Os títulos do teste de SAM foram transfor-
mados nos seus logaritmos na base 10 e as médias geométricas
destes respectivos títulos foram calculadas, bem como as médias
aritméticas para os valores obtidos de D.O.s do ELISA. Ambas mé-
dias (aritméticas e geométricas) foram submetidas ao teste Kruskal-
Wallis, e comparados pelo teste Dunn de comparação múltipla
(P<0,05) (Sampaio, 1998). A tabulação e o tratamento dos dados
foram efetuados com o auxílio de um aplicativo computacional es-
tatístico denominado Graphpad prism 5.0 Instat for Windowns9.

RESULTADOS E DISCUSSÃO
Este estudo avaliou a capacidade para produzir anticorpos
em ovinos de uma bacterina oleosa experimental, monova-
lente da sorovariedade Hardjo, tipo Hardjoprajitno, estirpe
Norma, num período de 120 dias, aplicada uma ou duas ve-
zes, por meio de dois testes diagnósticos: SAM e ELISA. O SAM
detecta predominantemente a IgM, que é a primeira resposta
do sistema imune dos animais. Esta imunoglobulina é res-
ponsável pela aglutinação e é detectada a partir de 11 a 21
dias após contato com o antígeno vacinal (Ellis & Michna
1977, Blackmore 1982, Smith et al. 1994). Por sua vez, o tes-
te de ELISA é indicador de produção de IgG, responsável pela
proteção vacinal anti-leptospirose (Tripathy et al. 1975). A
resposta imunológica nos ovinos foi avaliada a partir do tri-
gésimo dia após a aplicação da primeira dose da bacterina,
momento considerado ideal, já que houve tempo suficiente
para uma boa soroconversão, geralmente a partir da segun-
da semana após vacinação (Ellis & Michna 1977).

Na colheita de sangue realizada no dia zero, antes da ad-
ministração da primeira dose da vacina e da solução salina
aplicada no grupo C (Quadro 1) não foi detectada no soro de
nenhum dos ovinos dos três grupos a presença de anticorpos
para a leptospira sorovariedade Hardjo, tipo Hardjoprajitno,
estirpe Norma, determinados por eventual infecção natural,
ou por uso de vacinas.

Na segunda colheita de sangue, 30 dias após a primeira
vacinação, os títulos foram relativamente baixos, pois usual-
mente são menores que os observados em infecções natu-
rais (Kingscote & Proulx 1986). Nos grupos A e B (Quadro 1,
Fig.1) pôde ser observada a presença de títulos no teste de
SAM e as reações variaram de 40 até 160. Já no teste de ELISA,
os títulos encontrados nos grupos A e B, foram de duas a qua-
tro vezes maiores do que no SAM, variando de 80 até 640. Na
terceira colheita, os títulos do teste de SAM do grupo A, que
recebeu a segunda dose, aumentaram uma a quatro vezes,

praticamente em todos os 15 ovinos do grupo, variando de
80 a 320. Entretanto, no teste de ELISA, os títulos permane-
ceram praticamente estáveis com poucas mudanças em va-
lores semelhantes aos encontrados na segunda colheita, com
uma variação individual de animal para animal, pois em al-
guns houve elevação e em outros ficaram estáveis, variando
de 80 a 640. Os títulos variaram grandemente, pois depende-
ram diretamente da resposta individual dos animais. Em de-
terminados indivíduos, os títulos foram inferiores a dez e em
outros foram de até 800 (Smith et al. 1994). Geralmente os
títulos produzidos por vacinas são inferiores aos encontra-
dos na infecção natural (Kingscote & Proulx 1986).

Na terceira colheita de sangue, os títulos do teste de SAM,
após a aplicação da segunda dose da vacina, aumentaram de
duas a quatro vezes em todos os ovinos do grupo A e, no gru-
po B, que não recebeu a segunda dose de reforço, os títulos
diminuiriam duas a três vezes. Na quarta colheita, os títulos
do teste de SAM do grupo A decresceram consideravelmente
e todos os animais apresentaram títulos menores que 40 e na
quinta colheita todos menores do que 10. Ainda que títulos
menores que 80 tenham sido encontrados no teste de SAM,
considerados baixos, poderiam ser ainda considerados como
indicadores de imunogenicidade (Schollum & Marshall 1985).
Isto pôde ser comprovado pelo teste de ELISA na terceira e
quarta colheita, quando foram encontrados no soro dos ovi-
nos do grupo B títulos que variavam de 40 a 160.

Nos grupos vacinados (A e B), os títulos encontrados du-
rante todo o experimento foram pouco expressivos, varian-
do de 40 a 640, comportamento também já observado em re-
banhos livres de leptospirose (Mackintosh et al. 1980). É bem
provável que se a vacina for utilizada em rebanhos natural-
mente infectados, os títulos resultantes serão maiores que os
alcançados nos ovinos do presente trabalho, submetidos uni-
camente ao estímulo antigênico da vacina.

No grupo C (controle negativo) foram obtidas leituras no
teste ELISA maiores que o ponto-de-corte (0,342) até as di-
luições do soro de 10 até 80, na 2ª, 3ª e 4ª colheita, ou seja, de
30 a 90 dias do experimento. Estas leituras foram considera-
das inespecíficas, porque no teste de SAM, que detecta infec-

9 GraphPad Software 11452 El Camino Real, #215 San Diego, CA 92130,
USA.

Fig.1. Médias dos logaritmos na base 10 dos títulos pós-vacinais
anti-leptospira de ovinos nos grupos (A = duas doses, B = dose
única e C = controle negativo) imunizados com bacterina da
sorovariedade Hardjo, tipo Hardjoprajitno, estirpe Norma se-
gundo o momento da colheita de sangue e a técnica empregada
para dosagem de anticorpos (SAM = teste de soroaglutinação
microscópica; ELISA = ensaio imunoenzimático).
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perfeitamente ser utilizados para ovelhas. As pesquisas têm
demonstrado, e neste experimento também foi observado que
o adjuvante oleoso possibilitou o desenvolvimento de uma
vacina com bom aspecto visual, distribuição uniforme do an-
tígeno no adjuvante, boa estabilidade e, devido a pouca vis-
cosidade, foi de fácil aplicação, mesmo após ter sido conser-
vada em temperatura de 3-8°C. Após a administração não fo-
ram observadas reações indesejáveis no local da aplicação,
nem o desconforto generalizado dos animais. Não obstante
ser o adjuvante um importante componente das vacinas para
a liberação dos antígenos e, assim, para a persistência no es-
tímulo à produção dos anticorpos pelos linfócitos B, os resul-
tados aqui encontrados parecem indicar que os títulos de an-
ticorpos vacinais declinaram a partir dos 90 dias, mesmo com

ções mais recentes, não houve absolutamente nenhuma rea-
ção em nenhum dos animais do grupo. Esta reação-de-fundo
acredita-se ser devida a uma associação de fatores
indeterminados, que poderiam ser variações diárias do teste
e placas, resíduos celulares nas amostras de soro, amostras
contaminadas, considerando-se que não houve outras varia-
ções, tais como operador, marca, modelo e partida das placas,
reagentes e soluções, instrumentos e materiais (Crowther
2001).

As vacinas utilizadas ao longo dos anos nos programas de
controle da leptospirose bovina empregam predominante-
mente o hidróxido de alumínio como adjuvante (Ris & Hamel
1979, Moreira 1994). Lentamente, o Hidróxido de Alumínio
vem sendo substituído por adjuvantes oleosos, que podem

Quadro 1. Títulos de anticorpos pós-vacinais anti leptospira de ovinos imunizados com bacterina
produzida com a sorovariedade Hardjo, tipo Hardjoprajitno, estirpe Norma segundo o grupo

experimental, em cinco colheitas de sangue, para mensuração de anticorpos

Dia 0 Dia 30 Dia 60 Dia 90 Dia 120
Grupo A SAM* ELISA** SAM ELISA SAM ELISA SAM ELISA SAM ELISA

1 0 10 160 640 160 320 40 80 0 160
2 0 10 80 320 160 320 40 80 0 80
3 0 10 80 160 80 320 20 80 0 80
4 0 10 80 160 80 160 10 40 0 40
5 0 20 80 640 160 160 20 160 0 80
6 0 10 40 160 160 160 20 160 0 160
7 0 10 40 320 160 80 20 80 0 80
8 0 10 40 320 320 320 10 160 0 160
9 0 10 40 160 80 320 40 40 10 160

10 0 10 160 320 80 640 20 80 10 80
11 0 20 160 320 160 80 20 160 0 80
12 0 10 80 80 80 320 20 80 0 160
13 0 10 80 160 80 320 20 80 0 160
14 0 10 80 160 80 160 20 160 0 320
15 0 10 40 160 160 40 40 80 0 80

Média 0 11 83 272 133 248 24 101 1 125
Grupo B

1 0 10 160 160 20 80 20 160 0 80
2 0 10 40 160 40 80 10 80 0 80
3 0 10 40 320 20 160 10 40 20 40
4 0 10 40 640 20 80 10 40 0 160
5 0 10 40 160 20 40 10 80 0 80
6 0 10 80 160 20 40 10 160 0 80
7 0 10 80 320 10 80 10 10 0 40
8 0 10 80 160 10 160 10 40 0 40
9 0 20 80 320 10 160 10 80 10 40

10 0 20 40 160 80 80 10 160 0 10
11 0 10 80 160 10 40 10 160 0 20
12 0 20 80 320 80 40 10 160 0 10
13 0 10 80 160 10 40 10 40 0 10
14 0 10 40 160 10 10 10 160 0 10
15 0 10 40 320 10 80 10 80 0 20

Média 0 12 66 245 24 78 10 96 2 48
Grupo C

1 0 20 0 80 0 40 0 40 0 40
2 0 10 0 40 0 20 0 40 0 20
3 0 10 0 20 0 80 0 80 0 20
4 0 10 0 40 0 80 0 80 0 20
5 0 20 0 40 0 40 0 20 0 20
6 0 20 0 20 0 80 0 80 0 20
7 0 10 0 10 0 80 0 20 0 20
8 0 20 0 40 0 40 0 10 0 20
9 0 10 0 40 0 80 0 80 0 10

10 0 20 0 40 0 80 0 40 0 20
Média 0 15 0 37 0 52 0 49 0 21

* Teste de soroaglutinação microscópica. ** Ensaio imunoenzimático.
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a dose de reforço. Desta forma, a re-vacinação é importante
para que a imunidade dos ovinos possa ser mantida por perí-
odo mais longo, à semelhança do que foi comprovado para
bovinos (Rodrigues et al. 2011).

O teste de Shapiro-Wilk dos dados para normalidade de-
monstrou que não possuíam distribuição normal, nem para o
teste de SAM nem para os dados do ELISA, mesmo depois de
transformados aos seus logaritmos na base 10, razão pela qual
se optou por testes de significância não-paramétricos. A aná-
lise das médias aritméticas dos títulos logaritmizados permi-
tiu ver que a vacina induziu produção de títulos de anticorpos
para o teste de SAM a partir dos 30 dias pós-vacinação em re-
lação ao grupo controle não-vacinado, aos 60 dias diferiram
entre grupos com uma e duas doses de vacina, que persistiu e
ainda diferiu até 90 dias, quando houve diferença significativa
entre vacinados com uma dose e duas doses (Quadro 2). Po-
rém, por meio do teste ELISA, a diferença entre os grupos com
uma dose e o controle, que também começa aos 30 dias, não
tem diferença entre o grupo vacinado com uma dose e o grupo
controle. Portanto, com duas doses, aos 60 dias existe diferen-
ça entre os grupos vacinados com uma e duas doses. Aos 90
dias a diferença entre os grupos vacinados com uma e duas
doses não difere estatisticamente e aos 120 dias somente no
grupo vacinado com duas doses os títulos de anticorpos indu-
zidos pela vacina foram estatisticamente significantes (p<0,05).

CONCLUSÕES
A vacina monovalente produzida com a sorovariedade Hardjo,
tipo Hardjoprajitno, estirpe Norma, adsorvida em adjuvante
oleoso, utilizada em dose única, produziu anticorpos que per-
sistiram por 30 dias.

Com o emprego de duas doses, aplicadas com 30 dias de
intervalo, foram detectados anticorpos por 60 dias com a téc-
nica de soroaglutinação microscópica e por 120 dias pelo tes-
te de ELISA.
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