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Currently, the serovar Copenhageni is the representative of serogroup Icterohaemorrha-
giae maintained in synanthropic rodents found most frequently in dogs and humans in metro-
politan areas of Brazil. Despite some authors have suggested the existence of cross-protection 
between serovars included in the same serogroup, this condition has not yet been sufficiently 
clarified for serovars Icterohaemorrhagiae and Copenhageni. In the present work, 2 to 6-year-
-old dogs, vaccinated at 60, 90 and 120 days of age and thereafter, revaccinated annually with 
commercial vaccine containing Canicola, Icterohaemorrhagiae, Grippotyphosa and Pomona 
bacterins were evaluated as to the immune status against leptospirosis before and 30 days 
after revaccination. Mycroscopic agglutination test (MAT) and in vitro growth inhibition test 
(GIT) were performed  to search for agglutinating anti-Leptospira antibodies and neutralizing 
anti-Leptospira antibodies, respectively for serovars Canicola and Icterohaemorrhagiae, and 
additionally, for serovar Copenhageni, not included in the vaccine. The results showed that 
the immunity conferred by the vaccine to serovar Icterohaemorrhagiae is more lasting than 
that observed for serovar Canicola, since neutralizing antibody titers >1.0 log10 were obser-
ved before the booster vaccination with no substantial increase after revaccination. As for 
the serovar Canicola, revaccination resulted in a considerable increase in neutralizing antibo-
dy titer when compared to the one observed previously to the revaccination (p=0.001). The 
analysis of the data obtained by GIT allowed us to conclude that dogs given vaccine containing 
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Icterohaemorrhagiae bacterin did not produce neutralizing antibodies against serovar Cope-
nhageni enough to inhibit leptopiral growth at the same level as occurred for the homologous 
serovar. Despite this, the GIT titer found for serovar Copenhageni before and after revaccina-
tion showed that at least, some level of protection could be expected for dogs vaccinated with 
serovar Icterohaemorrhagiae bacterin, not a complete cross protection.
INDEX TERMS: Dogs, leptospirosis, vaccination, cross-protection between serovars.

RESUMO.- Na atualidade, o sorovar Copenhageni é o re-
presentante do sorogrupo Icterohaemorrhagiae, mantido 
por roedores sinantrópicos, que tem prevalecido nos cães e 
seres humanos das grandes metrópoles brasileiras. A des-
peito de alguns autores sugerirem a existência de proteção 
cruzada entre sorovares incluídos em um mesmo sorogru-
po esta condição ainda não foi suficientemente esclareci-
da para os sorovares Icterohaemorrhagiae e Copenhageni. 
No presente trabalho cães adultos com dois a seis anos de 
idade primo-vacinados com três doses intervaladas de 30 
dias a partir dos 60 dias de idade e revacinados anualmente 
com vacina anti-leptospirose polivalente contendo os soro-
vares Canicola, Icterohaemorrhagiae, Grippotyphosa e Po-
mona foram revacinados com a mesma vacina e aos 30 dias 
da revacinação foram submetidos aos testes de soroaglu-
tinação microscópica (SAM) e de inibição do crescimento 
de leptospiras in vitro (TICL), para avaliação comparativa 
dos níveis de anticorpos produzidos para os sorovares Ca-
nicola, Icterohaemorrhagiae e Copenhageni. Os resultados 
obtidos indicaram que a imunidade conferida pela vacina 
para o sorovar Icterohaemorrhagiae é mais duradoura que 
a observada para o sorovar Canicola, já que títulos de an-
ticorpos neutralizantes >1,0 log10 foram observados antes 
do reforço vacinal não havendo substancial aumento após 
a revacinação. Quanto ao sorovar Canicola, a revacinação 
resultou em considerável aumento do título de anticorpos 
neutralizantes quando comparado ao momento anterior 
a revacinação (p=0,001). A análise dos valores encontra-
dos após a revacinação demonstrou claramente que cães 
revacinados com bacterina produzida com o sorovar Ic-
terohaermorrhagiae não apresentam aumento do título 
de anticorpos inibidores do crescimento contra o sorovar 
Copenhageni, em nível suficiente para inibir o crescimento 
de leptospiras. Apesar disso, os títulos de anticorpos inibi-
dores de crescimento anti-Copenhageni encontrados antes 
e após a revacinação demonstraram que, pelo menos certo 
grau de proteção contra a infecção por esse sorovar pode 
ser esperado para os cães vacinados com bacterinas do 
sorovar Icterohaemorrhagiae, não sendo, no entanto, uma 
proteção cruzada completa.
TERMOS DE INDEXAÇÃO: Cães, leptospirose, vacinação, proteção 
cruzada entre sorovares.

INTRODUÇÃO
A leptospirose canina foi descrita inicialmente há mais de um 
século, tendo sido reconhecidas as formas hepatonefrítica, 
caracterizada por icterícia, hemorragia e insuficiência renal 
e a nefrítica primordialmente com comprometimento renal 
agudo e uremia (Greene et al. 2012). Leptospiras patogêni-
cas dos sorogrupos Icterohaemorrhagiae e Canicola foram 
associadas à maioria dos casos clínicos de leptospirose em 

cães, embora a infecção por leptospiras de outros sorogru-
pos também tenha sido demonstrada por técnicas sorológi-
cas (Stokes et al. 2007) ou por isolamento do agente em cães 
doentes ou aparentemente hígidos (Goldstein et al. 2006). 
Bacterinas preparadas com culturas de estirpes patogênicas 
dos sorovares Icterohaemorrhagiae e Canicola passaram a 
ser empregadas para a prevenção da leptospirose canina e 
continuam sendo amplamente utilizadas ao redor do mun-
do (Sonrier et al. 2001, Sykes et al. 2011, Green et al. 2012). 
O amplo uso das vacinas comerciais preparadas com esses 
sorovares contribuiu, entre outras causas, para a redução da 
infecção dos cães pelos sorovares Icterohaemorrhagiae e Ca-
nicola nos países da Europa (Geisen et al. 2007) e da América 
do Norte (Goldstein et al. 2006). Outros sorovares patogêni-
cos para os cães como Grippotyphosa, Pomona, ou Bratisla-
va passaram a ter maior importância na epidemiologia da 
leptospirose naqueles países (Geisen et al. 2007; Stokes et 
al. 2007,). Entretanto, na maioria das regiões tropicais ainda 
prevalece a infecção dos cães por leptospiras dos sorogru-
pos Icterohaemorrhagiae e Canicola (Suepaul et al. 2010a).

No Brasil, o sorovar Copenhageni é, dentre as variantes 
sorológicas incluídas no sorogrupo Icterohaemorrhagiae, o 
mais prevalente, tanto nas infecções humanas quanto nas 
diferentes espécies de animais domésticos ou silvestres. 
Surtos de leptospirose humana foram associados ao sorovar 
Copenhageni (Ko et al. 1999, Pereira et al. 2000) e estudos 
epidemiológicos e clínicos têm demonstrado a maior preva-
lência sorológica desse sorovar nas infecções humanas (Ro-
mero et al. 2003, Romero & Yasuda 2006). Estirpes de lep-
tospiras isoladas ao longo dos anos de casos de leptospirose 
humana, reconhecidas inicialmente como Icterohaemorrha-
giae, foram caracterizadas molecularmente como sorovar 
Copenhageni (Romero & Yasuda 2006). Estirpes de leptos-
piras do sorovar Copenhageni também foram isoladas de 
cães (Yasuda et al. 1980, Cordeiro & Sulzer 1983, Rodrigues 
et al. 2012), dos animais de produção (Zacarias et al. 2008) e 
silvestres e sinantrópicos (Correa et al. 2004). A infecção por 
Copenhageni também tem sido amplamente demonstrada 
de forma indireta na reação de SAM nos casos clínicos sus-
peitos de leptospirose canina (Favero et al. 2002, Freire et 
al. 2007). Os sorovares Icterohaemorrhagiae e Copenhageni 
pertencem ao mesmo sorogrupo e apresentam similaridade 
antigênica e molecular (Arimitsu et al. 1980) e a reativida-
de cruzada entre ambos é evidenciada quando se incluem, 
na coleção de antígenos da reação SAM, os dois sorovares. 
Diferenças antigênicas entre os sorovares Icterohaemorrha-
giae e Copenhageni foram confirmadas em ensaios que em-
pregam conjuntos de anticorpos monoclonais (Korver et al. 
1988, Hookey & Palmer 1991, Rodrigues et al. 2012).

A imunidade contra a leptospirose é predominantemente 
humoral e fortemente restrita ao sorovar homólogo (Levett 
2001, Koizumi & Watanabe 2005, Greene et al. 2012), confe-
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rida por antígenos LPS da membrana das leptospiras (Son-
rier et al. 2001). A proteção promovida por LPS de leptospi-
ras é completa para os sorovares homólogos e apenas parcial 
para os sorovares heterólogos (Minke et al. 2009). As bacte-
rinas anti-leptospirose podem eliciar proteção contra o de-
senvolvimento de doença, mas não necessariamente contra 
o estabelecimento do estado de portador renal (Klaasen et 
al. 2003, Minke et al. 2009). Existem evidências de haver cer-
to grau de proteção cruzada entre sorovares distintos incluí-
dos em um mesmo sorogrupo (Sonrier et al. 2001) tais como 
Icterohaemorrhagiae e Copenhageni (Freudenstein & Hein 
1991) ou Hardjo, Wolffi e Guaricura incluídos no sorogrupo 
Sejroe (Tabata et al. 2002) eliciada pelos componentes pro-
teicos da membrana externa das leptospiras. Apesar disso, 
considerando-se a imunidade mais específica desenvolvida, 
sugere-se que as vacinas anti-leptospirose sejam formuladas 
com os sorovares predominantes na região e na população 
ou grupo de animais a ser imunizado (Levett 2001, Suepaul 
et al. 2010b). A maioria das vacinas anti-leptospirose canina 
comercializadas no Brasil inclui na sua composição, antíge-
nos oriundos de cultivos inativados do sorovar Icterohae-
morrhagiae (Langoni et al. 2002, Mucciolo 2010) embora os 
diversos estudos epidemiológicos realizados apontem para 
a maior ocorrência de infecção em cães pelo sorovar Cope-
nhageni (Yasuda et al. 1980, Rodrigues et al. 2012)

O teste de soroaglutinação microscópica (SAM) ampla-
mente utilizado para o diagnóstico da leptospirose (Levett 
2001) revela anticorpos aglutinantes predominantemente 
do tipo IgM (Hartmann et al. 1984) os quais não neutralizam 
completamente ou não são capazes de destruir o organismo e 
portanto, não são indicados para a avaliação da resposta vaci-
nal e proteção dada pelas vacinas (Greene et al. 2012). O grau 
de proteção se correlaciona melhor com anticorpos opsoni-
zantes, capazes de promover a fagocitose das bactérias. (Hart-
mann et al. 1984, Greene et al. 2012). O método de controle da 
eficácia de bacterinas anti-leptospirose animal oficialmente 
adotado é o teste de potência com desafio em hamsters (Ta-
bata et al. 2002, Suepaul et al. 2010b). No entanto, este proce-
dimento tem como limitações o emprego de animais de labo-
ratório e de estirpes de leptospiras patogênicas, com risco da 
ocorrência de acidentes entre os manipuladores. Uma alter-
nativa proposta (Tripathy et al. 1973) é o teste de inibição do 
crescimento de leptospiras in vitro que revela a presença de 
anticorpos neutralizantes da classe IgG e que dispensa o uso 
de animais de laboratório e de estirpes de leptospiras pato-
gênicas (Tabata et al. 2002, Gonçales 2007, Nardi et al. 2010).

O objetivo do presente trabalho foi o de empregar o tes-
te de inibição do crescimento de leptospiras in vitro (TICL) 
para a avaliação dos níveis de anticorpos inibidores do 
crescimento das leptospiras dos sorovares Canicola, Icte-
rohaemorrhagiae e Copenhageni em cães imunizados com 
uma vacina anti-leptospirose comercial produzida com 
bacterinas dos sorovares Canicola, Icterohaemorrhagiae. 
Grippotyphosa e Pomona.

MATERIAL E MÉTODOS
Animais e delineamento experimental

Foram incluídos no estudo 24 cães adultos, utilizados como 
cães de guarda, das raças Pastor Alemão, Rottweiler e Labrador, 

sendo dez fêmeas e 14 machos, de dois a seis anos de idade (2 
anos, n=8; 3 anos, n=1; 4 anos, n=7; 5 anos, n=2; 6 anos, n=6). O es-
tudo foi realizado, por ocasião da revacinação anual dos cães, com 
a anuência do responsável e aprovação do Comitê de Bioética, em 
consonância com as normas vigentes. Os cães haviam sido vacina-
dos aos dois, três e quatro meses de idade e posteriormente, re-
vacinados anualmente com uma vacina comercial contendo cinco 
antígenos virais e quatro bacterinas sorovares Canicola, Icteroha-
emorrhagiae, Grippotyphosa e Pomona de Leptospira. Por ocasião 
da realização do estudo, a última aplicação da vacina havia sido 
realizada há doze meses. Todos os cães se encontravam em boas 
condições de saúde e no exercício de suas atividades rotineiras. 
Os cães foram então revacinados com a mesma vacina comercial. 
Foram coletadas amostras de sangue imediatamente antes e trinta 
dias após à revacinação, para a avaliação do título de anticorpos 
aglutinantes por meio da reação de soroaglutinação microscópica 
(SAM) e do título de anticorpos neutralizantes, por meio do teste 
de inibição de crescimento das leptospiras “in vitro” (TICL).

Teste de soroaglutinação microscópica (SAM)
O teste de SAM para a mensuração do título de anticorpos 

aglutinantes foi realizado de acordo com a técnica descrita por 
Cole et al. (1973) tendo como antígenos vinte e duas estirpes de 
leptospira patogênicas e duas de leptospiras saprófitas: Australis, 
Bratislava, Autumnalis, Butembo, Castellonis, Bataviae, Canicola, 
Whitcombi, Cynopteri, Grippotyphosa, Javanica, Panama, Pomo-
na, Pyrogenes, Hardjo, Wolffi, Shermani, Tarassovi, Andamana, 
Icterohaemorrhagiae, Copenhageni, Hebdomadis, Patoc e Sen-
tot. As estirpes de leptospiras empregadas foram cultivadas em 
meio liquido de EMJH modificado (Alves et al. 1996) com sete a 
dez dias de cultivo contendo cerca de 100 a 200 leptospiras por 
campo microscópico, no aumento de 200 vezes. Os soros foram 
diluídos com PBS na diluição de 1:50 e testados contra toda a co-
leção de antígenos vivos. A diluição final da mistura soro:antígeno 
foi de 1:100 e considerado o limiar da reação (cut off). Os soros 
que apresentaram 50% de leptospiras aglutinadas por campo mi-
croscópico foram titulados com os respectivos antígenos em uma 
série geométrica de diluições de razão dois. O título considerado 
foi a recíproca da maior diluição que apresentou 50% de leptospi-
ras aglutinadas por campo microscópico.

Teste de inibição de crescimento de leptospiras in vitro (TICL)
O teste de inibição de crescimento de leptospiras in vitro (TICL) 

foi realizado em conformidade com a técnica descrita por Tripa-
thy et al. (1971), Tabata et al. (2002), Nardi et al. (2010) e Soto 
et al. (2011). A amostra de soro foi dividida em quatro alíquotas, 
das quais três foram diluídas em escala geométrica de razão dois 
(1:2, 1:4, 1:8 , 1;16 e 1:32) em solução salina tamponada de So-
rensen e uma foi mantida sem diluição, servindo como controle da 
reação. Cada uma das alíquotas foi destinada ao teste de inibição 
de crescimento dos sorovares Copenhageni, Icterohaemorrhagiae 
ou Canicola, respectivamente. Foram preparados cinco tubos por 
diluição, para cada um dos sorovares avaliados. Em cada tubo de 
cultivo foram adicionados 2,5mL de meio líquido de EMJH modi-
ficado (Alves et al. 1996); 200 μL da diluição do soro e 100μL de 
cultura viva de um dos três sorovares investigados com sete a dez 
dias de cultivo em meio de EMJH modificado. Os tubos foram incu-
bados a 28-30°C por dez dias e após esse período, examinados para 
observação do crescimento de leptospiras. Os tubos em que não foi 
observada turvação a olho nu e com menos de dez leptospiras por 
campo (aumento de 120X) em microscopia de campo escuro foram 
considerados positivos para a inibição do crescimento. A diluição 
de soro (expressa em log10), capaz de inibir o crescimento das lep-
tospiras de um sorovar em 50% dos tubos de cada diluição do soro 
foi calculada pelo método de Reed & Muench (Mancuso 1974).
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Os títulos de anticorpos inibidores do crescimento de leptos-
piras foram transformados em log10 e os respectivos intervalos de 
confiança de 95% (IC95%) das médias geométricas foram calcu-
lados com a fórmula de Pizzi (1950). Títulos ≥1,0 log10 foram con-
siderados protetores (Gonçales 2007). A existência de possível 
proteção cruzada entre os sorovares Icterohaemorrhagiae e Co-
penhageni foi avaliada, superpondo-se os valores nos intervalos 
de confiança obtidos para ambos os sorovares. O método não pa-
ramétrico de Kruskal Wallis foi utilizado para a comparação dos 
títulos obtidos entre os sorovares no TICL em ambos os momen-
tos analisados (antes ou após a revacinação) e o teste de Mann-
-Whitney para as comparações entre os momentos.

RESULTADOS
Previamente a revacinação, todos os cães apresentaram resul-
tados negativos no teste de SAM, não apresentando, portanto, 
títulos de anticorpos aglutinantes antileptospiras iguais ou 
superiores ao título 100 para nenhuma das leptospiras in-
cluídas na coleção de antígenos. Trinta dias após a vacinação, 
11 animais (44%) apresentaram títulos de anticorpos aglu-
tinantes para os sorovares Canicola, Icterohaemorrhagiae, 
Copenhageni, Grippotyphosa, Pomona, Butembo, variando 
de 200 a 800. Nenhum dos animais apresentou anticorpos 
aglutinantes contra o sorovar Canicola (Quadro 1).

No teste de inibição de crescimento de leptospiras in 
vitro, os soros colhidos antes da aplicação do imunógeno 
apresentaram títulos médios de 0,583±0,322 log 10, media-
na de 0,864 log10 para o sorovar Canicola; 1,444±0,278 log10 

, mediana 1,656 log10 para o sorovar Icterohaemorrhagiae e 
0,725±0,317 log 10, mediana 0,668 log10 para o sorovar Co-
penhageni. Após a revacinação, os títulos obtidos foram de 
1,475±0,270 log10,, 1,455±0,287 log10 e 0,510±0,304 log10, 
respectivamente para os sorovares Canicola, Icterohae-
morrhagiae e Copenhageni. (Quadro 2). Na Figura 1 são 

Quadro 1. Distribuição dos títulos de anticorpos aglutinantes 
antileptospiras segundo o sorovar reagente, obtidos por meio 
da reação de soroaglutinação microscópica (SAM) dos soros 

colhidos de cães adultos 30 dias após a re-vacinação com 
vacina tetravalente (Canicola, Icterohaemorrhagiae,  

Grippotyphosa e Pomona)

	 Sorovar reagente	 Títulos de anticorpos aglutinantes
		  antileptospiras
		  100	 200	 400	 800	 Total de reações
						      positivas
	 Canicola	 0	 0	 0	 0	 0
	 Icterohaemorrhagiae	 0	 1	 0	 1	 2
	 Copenhageni	 0	 3	 1	 1	 5
	 Grippotyphosa	 0	 4	 3	 2	 9
	 Pomona	 1	 2	 1	 2	 6
	 Butembo	 2	 3	 2	 0	 7
	 Total de reações positivas	 3	 13	 7	 6	 29

Fig.1. Box plot representativo dos títulos de anticorpos inibidores do crescimento determinados pelo teste de 
inibição de crescimento (expressos em logarítimo de base 10) dos sorovares Canicola, Icterohaemorrha-
giae e Copenhageni em cães adultos revacinados contra a leptospirose com vacina tetravalente (Canicola, 
Icterohaemorrhagiae, Grippotyphosa e Pomona) antes (A) e após (B) a revacinação. † Diferença significati-
va entre os diferentes sorovares no mesmo momento (p<0,001); ‡ Diferença entre os momentos pré e pós 
vacinal para o sorovar Canicola (p=0,001).

Quadro 2. Médias geométricas e intervalos de confiança de 
95% (log10 e antilog10) dos títulos de anticorpos inibidores 
do crescimento de leptospiras observados em cães adultos 

revacinados contra leptospirose com vacina tetravalente 
(Canicola, Icterohaemorrhagiae, Grippotyphosa e Pomona) 
segundo o sorovar de leptospira incluído no teste, antes e 

trinta dias após a vacinação

	 Variante	 Pré-vacinal	 Pós-vacinal*
	 sorológica	 Log10	 Antilog10	 Log10	 Antilog10

	Canicola	 0,725±0,317	  5,312±2,074	 1,475±0,270	 29,863±1,863
	Icterohaemor-	 1,444±0,278	 27,793±1,898	 1,455±0,287	 28,485±1,936
		 rhagiae				  
	Copenhageni	 0,583±0,322	  3,829±2,097	 0,510±0,304	  3,232±2,014

* Colheita de sangue efetuada aos 30 dias da aplicação da vacina anti-
-leptospira.

apresentados sob a forma de box plot a mediana, primeiro 
e terceiro quartis, e o intervalo de confiança dos títulos de 
anticorpos inibidores de crescimento contra os sorovares 
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Fig.2. Médias geométricas e intervalos de confiança (95%) dos níveis de anticorpos inibidores do crescimento 
contra os sorovares Canicola (®), Icterohaemorrhagiae (•) e Copenhageni (¡), expressos em valores logarí-
timos de base dez (A,B) e antilogarítimos de base dez (C,D), dos soros dos cães adultos revacinados contra 
a leptospirose com vacina tetravalente (Canicola, Icterohaemorrhagiae, Grippotyphosa e Pomona), antes 
(A,C) e trinta dias após a revacinação (B,D).

Canicola, Icterohaemorrhagiae e Copenhageni, respecti-
vamente, antes e após a vacinação. Houve uma elevação 
significativa nos títulos de anticorpos produzidos contra o 
sorovar Canicola quando comparada ao momento pré-va-
cinal (mediana =1,656 log10; p=0,001). Já os títulos obtidos 
contra os sorovares Icterohaemorrhagiae (mediana =1,625 
log10) e Copenhageni (mediana =0,677 log10) não foram 
distintos dos respectivos valores observados no momento 
pré-vacinal (p>0,5). Também após a vacinação, os títulos de 
anticorpos inibidores do crescimento contra o sorovar Co-
penhageni foram significativamente distintos e inferiores 
(p<0,001) aos observados contra os sorovares Icterohae-
morrhagiae e Canicola, presentes na vacina.

A Figura 2 apresenta as médias geométricas e os inter-
valos de confiança (95%) dos títulos de anticorpos inibi-
dores do crescimento de leptospiras, expressos em valores 
logarítmicos e antilogarítmicos de base 10, contra os soro-
vares Canicola, Icterohaemorrhagiae e Copenhageni nos 
soros colhidos antes e após a revacinação.

DISCUSSÃO
A ausência de anticorpos aglutinantes detectáveis (títu-
lo positivo ≥100) em cães no momento anterior ao refor-
ço vacinal anual encontra respaldo na literatura (Castro 
et al. 2011) considerando-se que os títulos de aglutininas 

séricas geralmente diminuem rapidamente após o uso de 
bacterinas (Greene et al. 2012). A reação de SAM revela a 
presença principalmente de anticorpos aglutinantes, do 
tipo IgM de curta duração. A vacinação primária não esti-
mula produção substancial de IgG, porém após os reforços 
vacinais, ocorre aumento rápido do título de anticorpos, 
na dependência das características do antígeno utilizado 
e posteriormente, queda do título a níveis mínimos em 4 
a 6 meses (Hartmann et al. 1984). O sorovar Canicola não 
estimula a produção de anticorpos aglutinantes em títulos 
detectáveis na maioria dos cães nas vacinações, primárias 
ou secundárias de reforço, refletindo as variações biológi-
cas das leptospiras, o poder imunogênico de uma bacterina 
(Suepaul et al. 2010b) e a adaptação ao hospedeiro (Hart-
mann et al. 1984). Justifica-se assim, a ausência de título de 
anticorpos aglutinantes anti-sorovar Canicola antes e após 
a aplicação das vacinas observadas neste estudo, como foi 
também demonstrado por Minke et al. (2009), Mucciolo 
(2010) e Castro et al. (2011).

Trinta dias após a vacinação, 44% (11/24) dos animais 
apresentaram aglutininas contra os sorovares: Icterohae-
morrhagiae, Gryppotyphosa, Pomona, Butembo e Cope-
nhageni. Os dois últimos sorovares não estavam incluídos 
na composição da vacina empregada. A ocorrência de re-
ações cruzadas entre sorovares de um mesmo sorogrupo 
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títulos (p<0,001), ultrapassando os níveis considerados 
protetores (>1,0 log10), de acordo com Gonçales (2007), 
indicando que a vacina empregada estimulou o desenvol-
vimento da imunidade humoral contra esse sorovar. Tam-
bém nesse momento não foram observados resultados 
positivos na reação de SAM para esse sorovar, comprovan-
do-se novamente a inexistência da correlação entre título 
de anticorpos aglutinantes e anticorpos neutralizantes e 
consequentemente, proteção contra o desafio (Greene et 
al. 2012). Em relação ao sorovar Icterohaemorrhagiae, o 
reforço antigênico não resultou em elevação considerável 
nos títulos de anticorpos neutralizantes, mantendo-se nos 
patamares observados antes do reforço vacinal, quando 
estavam presentes em níveis protetores (>1,0 log10). Isto 
pode ser explicado pela baixa imunogenicidade da bacteri-
na utilizada ou pela imunidade humoral em nível suficiente 
para inibir resposta imunológica adicional. A despeito dos 
sorovares Icterobaemorrhagiae e Copenhageni estarem 
incluídos em um mesmo sorogrupo, a estirpe do sorovar 
Icterohaemorrhagiae utilizada na fabricação da bacterina 
também não foi capaz de promover a elevação dos níveis 
de anticorpos protetores contra o sorovar Copenhageni. Os 
títulos inicialmente baixos, não alcançaram níveis proteto-
res após o reforço vacinal. A ausência de superposição dos 
valores apresentados nos intervalos de confiança (95%) 
dos títulos de anticorpos inibidores do crescimento obti-
dos contra os sorovares Copenhageni e Icterohaemorrha-
giae (Fig.2) corrobora o baixo nível de proteção cruzada 
entre ambos o que é confirmado pela expressiva distância 
entre os valores de DL50 observados e pelos títulos obtidos 
na TICL com o sorovar Copenhageni, de 0,905 e 0,814 res-
pectivamente, nos momentos pré e pós-vacinais. Portanto, 
pelos resultados obtidos, pode-se concluir que a vacinação 
com vacinas contendo o sorovar Icterohaemorrhagiae não 
promoveu proteção completa contra o sorovar Copenhage-
ni, indicando realmente a necessidade da inclusão dos so-
rovares predominantes na região, como propõem Suepaul 
et al. (2010a), no caso brasileiro, do sorovar Copenhageni 
(Yasuda et al. 1980, Rodrigues et al. 2012). Em ensaio re-
alizado em hamsters vacinados com bacterina comercial 
contendo o sorovar Icterohaemorrhagiae. Mucciolo (2010) 
constatou a existência de proteção contra desafio efetuado 
com a estirpe (L1-130) do sorovar Copenhageni, isolada no 
Brasil. Por outro lado, Suepaul et al. (2010b) concluíram 
em Trinidad-Tobago que as vacinas comerciais produzidas 
com o sorovar Icterohaemorhhagiae não foram capazes de 
proteger hamsters desafiados com estirpes de leptospiras 
autóctones do sorovar Copenhageni. Ambos os estudos fo-
ram realizados em hamsters e as divergências observadas 
podem estar relacionadas às características das vacinas uti-
lizadas e a virulência da leptospira patogênica empregada 
no desafio. Os resultados obtidos em cães no presente es-
tudo confirmaram que a imunidade conferida pelo sorovar 
Icterohaemorrhagiae foi basicamente sorovar específica; 
apesar de os sorovares Icterohaemorrhagiae e Copenha-
geni compartilharem epitopos de sorogrupo (Gamberini et 
al. 2005), há um elevado grau de diferença nos lipopolis-
sacarídeos do envelope externo destes sorovares que lhes 
conferem a especificidade exclusiva (Arimitsu et al. 1980). 

ou de sorogrupos distintos é comum, incluindo as reações 
“paradoxais”, nas quais a resposta imune inicial pode ser 
mais intensa para sorovares ou sorogrupos heterólogos 
(Gitton et al. 1994, Levett 2001, Barr et al. 2005, Stokes et 
al. 2007, Castro et al. 2011). Algumas proteínas antigênicas 
se conservam entre os diferentes sorovares, resultando em 
reações cruzadas (Gamberini et al. 2005). Fato interessante 
é que 56% (13/24) dos cães não apresentaram qualquer 
taxa de anticorpos aglutinantes, no ponto de corte adotado, 
confirmando o fato já conhecido de que os títulos de an-
ticorpos aglutinantes desenvolvidos após a vacinação são 
de baixa intensidade (André-Fontaine et al. 2003, Koizumi 
& Watanabe 2005) e de curta duração (Barr et al. 2005), 
sendo eventualmente inexistentes para um ou mais soro-
vares incluídos nas vacinas (Klaasen et al. 2003, Castro et 
al. 2011). A ausência de títulos de anticorpos aglutinantes 
como ocorreu na totalidade dos cães vacinados em relação 
ao sorovar Canicola ou parcialmente em relação ao sorovar 
Icterohaemorrhagiae não significa ausência de resposta 
protetora eliciada pela vacina. De acordo com André-Fon-
taine et al. (2003), Klaasen et al. (2003) e Mucciolo (2010), 
não há correlação entre título de anticorpos aglutinantes 
após a vacinação e proteção contra os desafios e apenas os 
testes mais específicos como o teste de desafio em hams-
ters podem indicar a eficiência das bacterinas na proteção 
contra as infecções experimentais ou naturais.

Diferentemente do teste de SAM, o teste de inibição de 
crescimento in vitro (TICL) revelou a presença de anticor-
pos neutralizantes para os sorovares Canicola e Icteroha-
emorrhagiae, tanto no momento pré-vacinal quanto trinta 
dias após a vacinação. Da mesma forma, os anticorpos pre-
sentes nos cães também foram capazes de inibir parcial-
mente o crescimento de leptospiras do sorovar Copenha-
geni, não incluído entre os antígenos vacinais, em ambos os 
momentos estudados. As vacinas contra leptospirose con-
ferem uma imunidade de duração variável de três meses 
(Hartmann et al. 1984) a treze meses (Klaasen et al. 2003) 
na dependência da concentração do antígeno vacinal, do 
número de doses aplicadas e da estirpe do sorvar empre-
gado na produção da bacterina Em geral, considera-se a 
duração de imunidade de doze meses (Greene et al. 2012).

Embora no início do experimento os cães não apresen-
tassem títulos de anticorpos aglutinantes para a coleção de 
24 estirpes de leptospiras empregadas, foi possível obser-
var títulos de anticorpos neutralizantes para os três soro-
vares investigados. A divergência entre a reação de SAM e 
o TICL in vitro foi relatada em búfalos (Nardi et al. 2010), 
suínos (Soto et al. 2011) e hamsters (Tabata et al. 2002). 
Considerando-se o título 1,0 log10 como indicativo de pro-
teção (Gonçales 2007), no momento pré-vacinal os cães 
encontravam-se protegidos apenas contra a infecção pelo 
sorovar Icterohaemorrhagiae e não estariam protegidos 
contra a infecção por Canicola ou pelo sorovar Copenhage-
ni. O teste de inibição de crescimento não foi aplicado para 
os sorovares Grippotyphosa e Pomona. Após a revacinação, 
não houve incremento dos títulos de anticorpos inibido-
res do crescimento de leptospiras para os sorovares Icte-
rohaemorrhagiae e Copenhageni. Entretanto, em relação 
ao sorovar Canicola houve uma significativa elevação dos 
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Estas diferenças foram confirmadas com sucesso com o 
emprego de conjuntos de anticorpos monoclonais F70C24-
1 e F70C14-1 (Korver et al. 1988, Hookey & Palmer 1991, 
Rodrigues et al. 2012).

A avaliação da eficácia das vacinas e a duração da 
imunidade pós-vacinal em cães ainda se constitui em um 
grande desafio, já que os testes de proteção dada pelas va-
cinas são realizados em hamster (Muciollo 2010, Suepaul 
et al. 2010b), havendo sérias restrições, principalmente 
de cunho econômico e ético, da realização dos ensaios na 
própria espécie animal. Os testes para a comprovação da 
eficiência das vacinas são realizados em cães (Barr et al. 
2005, Minke et al. 2009), porém esses testes não são uti-
lizados para a avaliação da duração da imunidade. Devido 
às restrições apresentadas pelos testes in vivo e diante da 
necessidade de avaliação da duração da imunidade com a 
finalidade de se determinar o adequado intervalo vacinal 
para os diversos antígenos vacinais dos cães, recomenda-
-se atualmente a mensuração dos níveis de anticorpos 
protetores através de técnicas sorológicas (Schultz 2006). 
Em se tratando da leptospirose, o TICL in vitro poderá se 
constituir em um dos procedimentos indicados para essa 
finalidade.
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