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The objective was to analyze the humoral immune response against Leptospira interro-
gans using the microscopic agglutination test (MAT) in 26 young dogs, and 17 mixed breed
(Group A) and nine mixed breed (Group B) of both sexes, pertaining to kennels and home
environments in Uberlandia, Minas Gerais. Dogs were vaccinated with commercial inacti-
vated polyvalent bacterin with Canicola, Grippotyphosa, Icterohaemorrhagiae and Pomona
serovars. The immunization schedule was based on three immunizations. The first vaccina-
tion was performed at forty-five days of age, considered day zero, and after two boosters at
intervals of thirty days each. Seven blood samples from each dog were made from time zero
up to 180 days post-vaccination, at intervals of thirty days each. Titles have not been detected
pre-vaccination against serovars Canicola, and Icterohaemorrhagiae Grippotyphosa on day
zero. Only one dog in group A was reactive with a titer of 1:100 against Pomona in the first
harvest. There was no statistical difference between the agglutinating titers between Groups
A and B (p>0.05) induced by commerecial vaccine used, except at harvest II (p<0.05), in whi-
ch the group B presented evidence to serovar Autumnalis in all dogs evaluated, whereas in
group A, 64.7% of dogs were not reactive to any serovar tested. There were on the 30 title
to serovar Autumnalis that persisted until 180 days post-vaccination in both groups, varying
only the intensity of immune response without significant statistical difference. To assess
the efficiency of vaccine culture anti-Leptospira this research to warn the risks infection that
dogs are vaccinated annually submitted.

INDEX TERMS: Leptospirosis, vaccination, dogs.

RESUMO.- Objetivou-se analisar a resposta imune humoral
contra Leptospira interrogans mediante a utilizacdo da prova
de soroaglutinacdo microscépica (SAM) em 26 cies jovens,
sendo 17 de raga definida (Grupo A) e nove sem raga (Gru-
po B), de ambos os sexos, pertencentes a canis e ambientes
domiciliares em Uberlandia, Minas Gerais. Os cdes foram
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vacinados com bacterina inativada comercial polivalente com
os sorovares Canicola, Grippotyphosa, Icterohaemorrhagiae
e Pomona. O esquema vacinal baseou-se em trés imuniza-
¢oes. A primovacinagio foi realizada aos quarenta e cinco
dias de idade, considerado dia zero, e apds dois reforcos
com intervalos de trinta dias cada. Sete colheitas sanguineas
de cada cdo foram efetuadas do dia zero até aos 180 dias
pos-vacinais, com intervalos de trinta dias cada. Nao foram
detectados titulos pré-vacinais para os sorovares Canicola,
Icterohaemorrhagiae e Grippotyphosa no dia zero. Apenas
um cdo do grupo A foi reagente com titulo 1:100 contra o
sorovar Pomona na primeira colheita. Ndo houve diferenca
estatistica entre os titulos de anticorpos aglutinantes entre
os Grupos A e B (p>0,05), induzidos pela bacterina comercial
utilizada, exceto na colheita II (p<0,05), na qual o grupo B
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apresentou titulos para o sorovar Autumnalis em todos os
caes avaliados, enquanto que, no grupo A, 64,7% dos caes
ndo foram reagentes a nenhum sorovar testado. No dia 30,
titulos para o sorovar Autumnalis que persistiram até os 180
dias pos-vacinais, em ambos os grupos, variando apenas a
intensidade da resposta imunoldgica sem diferenca esta-
tistica significativa. Para avaliacao da eficiéncia vacinal da
bacterina anti-Leptospira, a presente pesquisa alerta para
os ricos a infec¢do que os cdes vacinados anualmente estio
submetidos.

TERMOS DE INDEXACAO: Leptospirose, vacinagdo, caninos.

INTRODUCAO

A leptospirose é uma doenga cosmopolita de ocorréncia
enzootica no Brasil (Boechat & Machado 2004) e que se
caracteriza por incluir-se nas doencas de notificacdo compul-
soria (Brasil 1995). A epidemiologia e a incidéncia desta zo-
onose urbana se favorecem pelas condi¢des encontradas em
grandes centros, os quais apresentam elevadas populagoes
caninas e de roedores, além de estar cercados por bolsoes
periurbanos de pobreza, o que favorece a disseminagio e a
manutencdo do agente infeccioso de maneira permanente
(Jaszczerski 2005).

E uma zoonose de elevada prevaléncia entre os animais
domésticos, silvestres e nos humanos. As diferentes espécies
podem ser hospedeiros de manutenc¢do ou hospedeiros aci-
dentais e liberarem a espiroqueta no ambiente por meio da
leptospitria permanente ou transitéria (Langoni et al. 2002).

O cdo destaca-se na transmissdo da leptospirose por
estabelecer estreito contato com ser humano e manter a
bactéria durante longo periodo nos rins, podendo elimina-
-la na urina sem apresentar sinais clinicos ou apés obter
melhora clinica (Faine et al.1999).

Monteiro (2003) afirmou que a imunidade na leptospiro-
se é predominantemente humoral e que as imunoglobulinas
sdo produzidas de dois a dez dias pds-infec¢do dependendo
da espécie, imunidade do hospedeiro e sorovar infectante. A
resposta imune humoral frente a exposicao ao agente é de-
monstrada por testes sorolégicos com uma maior atividade
de anticorpos da classe IgG e IgM, apds infec¢do natural ou
imunizacdo (Marinho 2008).

Para caes, as bacterinas antileptospiricas devem conter os
principais sorovares que acometem esta espécie, numa dada
regido geografica. Para Langoni et al. (2002) as bacterinas
induzem a protecdo contra a doenga clinica e, nem sempre,
protegem do estado de portador renal, com imunidade
menos efetiva em comparagdo a obtida por agentes virais.
Trés a quatro doses com intervalo de duas a trés semanas,
seriam necessarios para conferir prote¢do por seis a oito
meses apenas. Para Schereiber et al. (2005) a vacinacido
protege apenas contra a sintomatologia clinica e o estado de
portador renal. Minke et al. (2009) ressaltaram a prevencdo
da transmissdo da zoonose para o ser humano.

As fragbes da leptospira nas bacterinas para caes comer-
cializadas no Brasil, geralmente sao preparadas a partir de
componentes de membrana externa, por meio da tecnolo-
gia OMC (Outer Membrane Complex), na qual sdo extraidos
antigenos imunogénicos da membrana externa da bactéria.
Fundamentado no fato que as bactérias sdo as principais
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responsaveis pelas reagdes p6s-vacinais, as bacterinas atuais
ao invés de utilizarem todo microrganismo, usam apenas
as proteinas imunogénicas do envoltorio, conferindo maior
seguridade (Ribeiro et al. 2003).

Os principais sorovares encontrados nas vacinas comer-
ciais sdo Icterohaemorrhagiae e Canicola. Em caes, os sinais
clinicos daleptospirose atribuem-se a infec¢des comumente
causadas pelos sorovares Canicola, Icterohaemorrhagiae,
Grippotyphosa, Pomona e Bratislava. O sorovar Autumnalis
vem sendo associado a novos casos clinicos da doenga canina
(Greene et al. 2006).

Faine et al. (1999) descreveram a importancia da iden-
tificacdo da variante soroldgica da leptospira, uma vez que,
a imunidade conferida é sorovar especifica, ndo havendo
imunidade cruzada. A dose protetora vacinal tem forte cor-
relacdo com o titulo de anticorpos gerados pela imunizagio
(Brasil 1995) e que ha efetividade com titulos a partir de
1:100 (Almeida et al. 1994).

Gueguen et al. (2000) e Klaasen et al. (2003) afirmaram
que os cdes imunizados apresentam-se reagentes com res-
posta duradoura de um ano frente a desafios pés-vacinais.
Outros pesquisadores acreditam que cdes recém vacinados
apresentam titulos sorolégicos de até 1:400 (Avila et al.
1998). Maele et al.(2008) encontraram cdes com titulos
de até 1:800, por um periodo poés-vacinal de até quatro
meses. Por outro lado, ha registros de pesquisadores que
se contrapdem essas afirmativas, e relataram que caes
apo6s serem imunizados podem ndo ser reagentes ao teste
de soroaglutinagdo microscépica (SAM) (Barr et al. 2005,
Teixeira et al. 2008).

A leptospirose é uma doenc¢a complexa e, embora as
vacinas sejam amplamente disponiveis, ha controvérsias
quanto a eficicia da protecao conferida em cdes (André-
-Fontaine 2006). Por ser uma doencga zoondtica endémica
no Brasil, e haver uma diversidade de sorovares e resposta
imune, estudos sobre imunoprofilaxia desta doenca nos caes
se tornam necessarios.

Esse estudo foi proposto com o objetivo de avaliar a ciné-
tica da resposta imune humoral pds-vacinal em cées jovens
de diferentes ragas, pela detec¢io de titulos de anticorpos
contra Leptospira, apos imunizacdes com uma bacterina
comercial.

MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi realizada no periodo de 2008 a 2009, em caes per-
tencentes a canis e ambientes domiciliares de Uberlandia, Minas
Gerais. O experimento foi conduzido apds aprovagio do Comité de
Etica na Utilizacdo de animais (022/08) e prévia autorizacdo dos
proprietarios dos cdes incluidos na pesquisa.

Foram avaliados 26 filhotes de cies, selecionados aleatoria-
mente, com data de nascimento e previsdo de acompanhamento
durante o periodo da pesquisa. Os cies selecionados foram ca-
dastrados em fichas de identificagcdo com informagdes referentes
ao proprietario, animal e ambiente em que viviam. Os caes foram
identificados por caracteristicas individuais e acompanhados até
o final do experimento.

0 manejo nutricional e sanitario ndo sofreu padronizagio
preservando-o em particular a cada criador, uma vez que, a pesquisa
foi realizada in situ. Os cdes foram avaliados em situagdo natural,
recebendo diretamente as variagdes do ambiente.
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Os cdes foram acompanhados dos 45 aos 225 dias de idade, por
visitas mensais e avaliacdo clinica certificando-se que os mesmos
apresentavam-se higidos durante todo o experimento.

Para a pesquisa, os cdes de ambos os sexos foram divididos em
Grupos A e B, sendo 17 com raca definida (Grupo A) e nove sem raga
definida (Grupo B). O Grupo A foi composto por quatro Rottweilers,
cinco Cockers, dois Beagles, um Teckel e cinco Pit Bulls.

Foi utilizado como imunégeno uma bacterina inativada comer-
cial contendo os sorovares Canicola, Grippotyphosa, Icterohaemor-
rhagiae e Pomona, liofilizada, contendo adjuvante e cepas virais
atenuadas contra hepatite infecciosa canina, adenovirus canino tipo
2, cinomose, parinfluenza, parvovirose e coronavirose.

0 protocolo vacinal foi composto por trés imunizagdes, no dia
zero (aos 45 dias de idade), no dia trinta (75 dias de idade) e no dia
sessenta (aos 105 dias de idade). No dia da imunizagdo cada cao rece-
beuuma dose de 1 mL por via subcutanea, assepticamente conforme
as recomendacdes do fabricante. As vacinas foram acondicionadas
e mantidas sob refrigeragdo (2-8°C) até o momento da aplicagdo.

Sete colheitas de sangue de cada cdo foram efetuadas, sendo as
trés primeiras previamente a cada imunizagdo. Este procedimento foi
realizado nos dias 0, 30, 60, 90, 120, 150 e 180, conforme Figura 1.

Para colheita de sangue, a veia de escolha variou de acordo
com a idade e massa corporal dos caes. Nos filhotes, na primeira
e segunda colheitas, e nas ragas de pequeno porte, a venopungio
foi procedida na veia jugular, enquanto que, a partir da terceira
colheita e nas ragas de médio e grande porte, foi utilizada a veia
cefalica acessdria. A venopungio foi realizada por meio de seringas
descartaveis e agulhas calibre 25x7, em volume de 5SmL de sangue
de cada cdo, em tubos estéries a vacuo com gel separador de soro,
apds antissepsia com alcool.

As amostras foram mantidas refrigeradas (2 a 8°C) em caixa
isotérmica. O material foi transportado ao Laboratdrio de Doen-
cas Infectocontagiosas da Faculdade de Medicina Veterinaria da
Universidade Federal de Uberldndia (Famev-UFU) e centrifugado
a 2.500 rpm, durante cinco minutos. Em seguida, as amostras de
soro foram acondicionadas em microtubos de polietileno de fundo
conico e congeladas a -20°C até a realiza¢do do exame.

As andlises soroldgicas para leptospirose foram processadas
conforme Brasil (1995) e Magalhies et al. (2006) e, por meio do
SAM em campo escuro padronizado pelo Ministério da Sadde. Foi
utilizada uma coleg¢do de 11 antigenos vivos que incluiram os so-
rovares Autumnalis, Bataviae, Bratislava, Canicola, Grippotyphosa,
Hardjo, Hebdomadis, Icterohaemorrhagiae, Pomona, Tarassovi
e Wolffi. Os antigenos foram preparados a partir de matrizes
mantidas no laboratdrio de Doencas Infectocontagiosas da UFU,
repicadas semanalmente em meio de cultura EMJH*, enriquecido
com 10% de soro de coelho, mantido em estufa a 30°C e utilizados
proximo ao terceiro dia de incubacio, livre de contaminagio e de
auto-aglutinagdo.

Durante a leitura avaliou-se o grau de aglutinacio, segundo o
Centro Panamericano de Zoonoses (1985) e o Ministério da Saude
do Brasil (Brasil 1995). Foram consideradas reagentes as amostras
de soro sanguineo que aglutinaram pelo menos 50% das leptospiras
nadiluicdo de 1:100. Em seguida as amostras reagentes foram titu-
ladas até 1:6400, diluidas na propor¢do geométrica de razdo dois.
Foi considerada como titulo final a maior diluicdo que apresentou
pelo menos 50% de leptospiras aglutinadas no campo microscopico.

Nesta pesquisa foi utilizada a andlise estatistica ndo paramétrica
com a execucido do programa Bioestat 6.05.

A avaliagdo dos titulos sorolégicos e comparagdo entre os
grupos A e B foi feita pelo teste de Mann-Whitney para amostras

4 Difco®, Difco Ltda, Rua Emir Macedo Nogueira 179, Jardim Portinari,
Diadema, SP.

5 Bioestat 6.0: Aplicacdes estatisticas nas areas das ciéncias-biomédicas.
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independentes, e pelo teste de Friedman a comparagio das respos-
tas vacinais entre caes de um mesmo grupo (a=0,05).

As demais correlagdes dos caes reagentes, que apresentaram
titulos somente contra os sorovares contidos na vacina, com as va-
riaveis sexo, raca, tipo de alimentagao, vacinagio dos pais, presenca
de contactantes, roedores e acesso a rua empregou-se o teste Odds
ratio, com nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS
Os titulos de anticorpos produzidos pelos cies dos Grupos
A (Fig.2) e B (Fig.3) apds imunizac¢do foram expressos em
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Fig.1. Protocolo vacinal contra leptospirose e colheita de sangue
em caes jovens.
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Fig.2. Médias dos logaritmos dos titulos de anticorpos detectados pela
SAM para diferentes sorovares, em caes filhotes do Grupo A (com
raca definida) vacinados contra Leptospira interrogans sorovares
Canicola, Icterohaemorrhagiae, Grippotyphosa e Pomona.
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Fig.3. Médias doslogaritmos dos titulos de anticorpos detectados pela
SAM para diferentes sorovares, em cdes filhotes do Grupo B (sem
raca definida) vacinados contra Leptospira interrogans sorovares
Canicola, Icterohaemorrhagiae, Grippotyphosa e Pomona.
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Quadro 1. Proporg¢io de caes vacinados reagentes a Leptospira

spp. sorovares Canicola, Grippotyphosa, Icterohaemorrhagiae

e Pomona, independente da colheita, de acordo com os fatores

de risco analisados no inquérito epidemioldgico, no municipio
de Uberlandia, MG, 2009

Variavel Caes OR*  IC"95% P

Total Reagente

Sexo
Macho 12
Fémea 14
Raca
Rottweiler 4
Cocker 5
Beagle 2
1
5
9

NeJ

0,60 0,11-3,29 0,86

NeJ

0,68 0,10-4,52 0,94
Teckel

Pit Bull
SRD
Alimentagdo
Ragdo Ragdo+outros* 215 163 2,13
Vacinagio dos pais

NP, NN

0,27-16,6 0,86

Sim 17 12 0,68 0,10-4,52 0,94
Nao 9 7

Contactantes

Sim 17 11 0,22 0,02-2,29 0,39
Nio 9 8

Presencga de roedores

Sim 12 9 1,20 0.20-6,88 0,81
Nio 14 10

Acesso arua

Sim 5 3 2,13 0,27-16,6 0,86
Nao 21 16

20dds Ratio, ? Intervalo de confianca. Se p<0,05 existe diferenca significativa.
* Incluia comida caseira e derivados do leite.

logaritmo na base 10, assim como nas pesquisas de Mari-
nho et al. (2003), Barr et al. (2005) e Arduino et al. (2009).
As variaveis sexo, raga, tipo de alimentacdo, vacinagio dos
pais, presenca de contactantes, roedores e acesso a rua ndo
foram significativas na relagdo com os titulos vacinais nos
cies avaliados (Quadro 1).

DISCUSSAO

Um dos principais inconvenientes da vacina¢do de neonatos é
a presenca de anticorpos neutralizantes maternos que impe-
dem uma melhor resposta imune efetiva. Desta forma, os caes
receberam a primeira vacinagio aos 45 dias de vida, periodo
este em que ocorre um decréscimo dos niveis de anticorpos
maternos recebidos (Day 2007, Horzinek 2010). Neste estudo,
100% dos filhotes ingeriram colostro, por esta razdo ingestao de
colostro nao foi considerada variavel de comparacdo estatistica.

Nas pesquisas sobre eficacia de vacinas geralmente utili-
zam em suas respectivas metodologias grupos controlados
quanto a alimentagdo e ao manejo, fixando o maximo de
variaveis possiveis. No entanto, acredita-se que estas podem
nao estar correlacionando com o verdadeiro desafio vacinal
e natural que os cies sofrem in situ, nos locais em que vivem,
com manejo e alimentagio variadas. Em proposta de novas
metodologias de pesquisa cientifica, Lovatto et al. (2007)
discutiram a importancia de se considerar a heterogeini-
cidade entre os estudos, a melhor representatividade da
aplicacdo pratica do tratamento e que em muitas vezes, os
cuidados experimentais distanciam a amostra experimental
da realidade do conjunto da populagao.

Nenhum cdo da pesquisa apresentou titulos (>100)
contra o sorovar Grippotyphosa durante toda pesquisa,
assim como no estudo de Langoni et al. (2002) os quais ndo
obtiveram valores importantes na resposta imune dos caes
avaliados para este sorovar contido na bacterina utilizada.
Nao ha relatos que justifique auséncia de titulo pds-vacinal,
por esta razdo aventa-se a possibilidade do sorovar Grippo-
typhosa nao ser um bom imunégeno.

Nio foram detectados titulos pré-vacinais (>100) para os
sorovares Canicola, Icterohaemorrhagiae e Grippotyphosa
no dia zero, durante a primeira colheita em ambos os gru-
pos. Isso confirmou que 82,35% nio foram reagentes para
nenhum sorovar inicialmente. Entretanto, no Grupo A um
cao (5,88%) apresentou titulos pré-vacinais contra os soro-
vares Autumnalis (1:400) e Pomona (1:100) e outros dois
cdes (11,77%) apresentaram anticorpos contra o sorovar
Tarassovi (1:100 e 1:200).

No dia zero, durante a primeira colheita no Grupo B nao
foram detectados titulos pré-vacinais (>100) em 77,77%
dos caes contra os sorovares Canicola, Icterohaemorrhagiae,
Grippotyphosa, Pomona e Autumnalis. No entanto, dois cies
(22,23%) se mostraram reagentes (1:100) frente ao sorovar
Tarassovi na primeira colheita. Autumnalis e Tarassovi ndo
sdo constituintes de nenhuma bacterina comercial disponivel
para cdes (Greene etal. 2006), por ndo serem historicamente
sorovares comuns para esta espécie. O fato de alguns caes
em ambos os grupos ja apresentarem titulos a alguns soro-
vares no dia zero podem estar relacionados com anticorpos
maternos advindos do colostro que nesta fase ja deveriam
ter declinado completamente caracterizando a janela imu-
nolégica que o filhote passa antes da primo-vacinacgdo, ou
ainda, poderiam estar relacionados a exposi¢do prévia ao
agente e possivel infeccio pelos sorovares em questdo. A
detecgdo precoce de IgG e IgM de acordo com Abdulkader et
al. (2002) é indicador geral de reinfeccio de varias doencas
infecciosas, assim como a leptospirose.

Em pesquisa semelhante em que foi avaliado a cinética
da resposta imune humoral de beagles adultos frente a um
esquema vacinal de duas doses contra os mesmos sorova-
res aqui utilizados, Jaszczerski (2005) identificou titulos
pré-vacinais variando entre 1:25 e 1:100 contra o sorovar
Copenhageni e a partir de dados referentes a imunizagdes
anteriores comprovou que os cdes nunca foram imunizados
contra este sorovar e que possivelmente estes individuos
sofreram infec¢do subclinica prévia.

O contato prévio com o sorovares Tarassovi e Autumnalis
detectado pelos titulos pré-vacinais observados no dia 0,
segundo Jaszczerski (2005) pode ter induzido a formacdo de
um clone de memoria para proteinas de membrana celular
reconhecidas como proteinas comuns.

Nas diferentes colheitas nenhum cao do Grupo A apre-
sentou titulos contra o sorovar Canicola e apenas trés caes
apresentaram titulos contra o sorovar Icterohaemorrhagiae
(1:100, 1:200 e 1:3200) presentes na vacina. O cdo que apre-
sentou titulo de 1:3200 provavelmente foi exposto ao agente,
pois era um animal de canil que convivia com varios cdes e
possivel contato com ratos. Por esta razio nio houve titulos
detectaveis durante as seis primeiras colheitas e apenas na sé-
tima apresentou titulos elevados para este sorovar. O que pode
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serjustificado por Schereiber et al. (2005) quando afirmaram
que a vacinagio pode conferir uma prote¢io e minimizacdo
dos sinais clinicos com rapida elevagao dos titulos de anti-
corpos quando o animal é colocado em contato com o agente.

Diferentemente do Grupo A, no grupo B ndo houve caes
reagentes ao sorovar Icterohaemorrhagiae, e quatro caes
apresentaram titulos de 1:100 contra o sorovar Canicola
durante a colheita Il e IV.

Nao houve diferenca estatistica significante entre os
titulos de anticorpos nas diferentes colheitas dos Grupos A
e B (p>0,05), induzidos pela bacterina comercial utilizada.
Exceto no dia 30 (colheita II) (p<0,05), na qual o Grupo B
apresentou titulos para o sorovar Autumnalis em todos os
cies avaliados, o que diferiu do Grupo A em que 35,29%
(6/17) dos caes foram reagentes na SAM.

Ao comparar as respostas vacinais entre cdes de um
mesmo grupo, principalmente em busca de resposta imune
distinta quanto as diferentes ragas no Grupo A, observou-
-se que ndo houve diferenca significante entre caes de um
mesmo grupo (p>0,05).

Em ambos os grupos a resposta vacinal na SAM contra
o sorovar Autumnalis excedeu a resposta aos sorovares
contidos nas vacinas, ndo s6 do niumero de cies que apre-
sentaram anticorpos anti-Leptospira interrrogans sorovar
Autumnalis, mas também na magnitude e manutencio desta
resposta quando comparados aos demais sorovares presen-
tes na vacina. Fato que também foi identificado na resposta
contra o sorovar Tarassovi, porém, com menor titulagdo, o
que enfatiza a possibilidade da ocorréncia concomitante de
uma infec¢do natural por estes sorovares.

O aumento de titulos SAM para o sorovar Autumnalis
em ambos os grupos de cdes ap6s a vacina¢do contra os
sorovares Canicola, Icterohaemorrhagiae, Pomona e Gri-
ppotyphosa sdo contrarios as conclusdes sobre respostas
vacinais frente a bacterinas comerciais em que afirmam
ser sorovar especifica (Faine et al. 1999). Este resultado se
aproxima do estudo de Barr et al. (2005) em que também
relataram altos titulos de sorovar Autumnalis mesmo nao
estando presente na vacina administrada.

No dia 30 verificaram-se titulos para o sorovar Autu-
mnalis que persistiram até os 180 dias pds-vacinais, em
ambos os grupos, variando apenas a intensidade da resposta
imunolégica sem diferenga estatistica significante. Barr et
al. (2005) afirmaram que subunidades da vacina contra os
sorovares Pomona e Grippotyphosa podem induzir titulos
na SAM nio sé contra antigenos homdlogos, mas também
contra o sorovar Autumnalis.

Para Tabata et al. (2002) e Jaszczerski (2005) reagdes cru-
zadas podem ocorrer entre sorovares de um mesmo sorogrupo,
que compartilhem antigenos em comum, com uma reativagdo
da resposta imune direcionada a sorovares que ndo estejam
presentes na vacina. Nao é o caso do presente experimento,
pois os sorovares Autumnalis e Tarassovi ndo pertencem a
nenhum sorogrupo dos sorovares da vacina utilizada.

Gueguen etal. (2000) pesquisaram filhotes de Beagles e a
resposta sorolégica apds a vacinagao se mostrou transitoria
entre quatro e cinco meses com queda acentuada nos titu-
los, sendo que o sorovar Canicola manteve-se com maiores
titulos quando comparados ao Icterohaemorrhagiae apos a
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segunda dose. No entanto, ao contrario dos cies ndo vacina-
dos (Grupo controle), os cdes vacinados resistiram a desafio
um ano apds a utilizagio do protocolo de vacinagido-padrio,
sem qualquer reforgo.

Vale ressaltar que Gueguen et al. (2000) afirmaram que
titulos de anticorpos IgM podem nao estar relacionados
ao nivel de protecdo de imunidade. Langoni et al. (2002)
destacaram que o exame de SAM detecta principalmente
anticorpos aglutinantes essencialmente representados pela
classe IgM. Fato que talvez possa explicar a baixa resposta
imune dos cdes da presente pesquisa apresentar titulos
abaixo do considerado protetor para cies apds a vacinagio.

Barretal. (2005) e Teixeira et al. (2008) concluiram que,
em alguns casos a magnitude da SAM pode nao corresponder
a presenc¢a de infec¢do por determinado sorovar, embora
seja esperada uma relagdo direta entre agente infectante e
areacgdo na SAM.

Os picos de anticorpos podem nao ter sido identificados
devido ao intervalo padronizado entre as colheitas e imu-
nizagcdes. Apesar de interessante, um periodo de colheita
inferior a trinta dias ndo seria possivel, devido a mistificagio
dos efeitos deletérios que os proprietarios consideram frente
as colheitas de sangue.

Os titulos sorolégicos vacinais contra Leptospira em caes,
no estudo de Maele et al. (2008) estavam abaixo de 1:800.
No entanto, Greene et al. (2006) afirmaram que os titulos
vacinais contra os sorovares Canicola e Icterohaemorrhagiae
podem exceder 1:800, no entanto nio persistem por mais de
trés meses. Por outro lado Klaasen et al. (2003) e Minke etal.
(2009) concluiram que a duracdo da imunidade induzida por
uma vacina comercial bivalente contra os sorovares Canicola
e Icterohaemorrhagiae perdura por um ano e protegem os
cdes do estado de portador renal e da sintomatologia clinica
da doenga. Destaca-se a preocupacio quanto ao periodo de
protecdo poés-vacinal, que ndo pode ser padronizado em
diferentes situacdes.

Pesquisadores cogitam a possibilidade de haver reacdes
cruzadas e imunidade entre sorovares distintos, o que seria
uma possivel explicagdo para a resposta a sorovares nao
contidos navacina da presente pesquisa. Sonrier etal. (2001)
verificaram que fragdes comuns de LPS induziram completa
protecdo contra sorovares homélogos de um mesmo soro-
grupo e protecdo parcial contra desafio de sorovares hetero-
logos em modelos experimentais de roedores, com protecao
cruzada entre os sorovares Canicola, Icterohaemorrhagiae e
Autumnalis. Isso foi ratificado por Branger et al. (2005) que
utilizaram vacina de DNA com os sorovares Autumnalis ou
Grippotyphosa e demonstraram protec¢do cruzada contra o
sorovar Canicola em desafio modelos experimentais.

De acordo com Jaszczerski (2005) os titulos aglutinantes
obtidos com a vacina comercial contra a leptospirose em
cdes, independentemente do sorovar, tornam-se indetecta-
veis pela técnica de SAM, a partir dos 90 dias p6s-vacinais.
No entanto, Langoni et al. (2002) afirmaram que apesar dos
baixos titulos e da curta duragdo da resposta imune vacinal,
a exposicdo de caes vacinados a leptospiras vivas resulta em
rapida elevacdo de titulos de anticorpos protetores sugerin-
do uma boa memoria imunolégica.

As variaveis sexo, raca, tipo de alimentacao, vacinagio dos
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pais, presenca de contactantes, roedores e acesso a rua nao
foram significativas narelacdo com os titulos vacinais nos caes
avaliados (Quadro 1), diferentemente do estudo realizado por
Simon et al. (2009) que determinaram os fatores que pode-
riam interferir na resposta de cies frente a vacina polivalente.
Esses autores observaram que cdes adultos apresentaram
maiores titulos pés-vacinais contra Leptospira quando com-
parados aos filhotes, as fémeas apresentaram média de titulos
de anticorpos superiores aos machos e as ragas avaliadas
demonstraram respostas vacinais diferenciadas, sendo os
cies da raga Montanha dos Pirinéus apresentaram titulos de
anticorpos inferiores contra Leptospira quando comparadas
as racas Golden Retriever e Labrador Retriever.

Langoni et al. (2002) observaram que nao houve dife-
renca significante nos valores medianos dos titulos de anti-
corpos entre machos e fémeas nos dias 1, 8, 29, 36, 50 e 60
do experimento, o mesmo foi notado na presente pesquisa.
Entretanto, nos demais dias avaliados os machos apresen-
taram maiores titulos em relagdo as fémeas.

CONCLUSOES

Nao houve diferenca significativa entre os titulos de an-
ticorpos induzidos pela bacterina comercial anti-Leptospira
utilizada em cdes de diferentes ragas.

Cdes vacinados ndo reagem necessariamente aos testes
de diagnéstico como o SAM. Apenas o sorovar Pomona de-
monstrou titulos.

Em ambos os grupos as respostas vacinais na SAM contra
o sorovar Autumnalis e Tarassovi excederam os titulos dos
sorovares contidos na vacina.
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