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Controle da eficacia de bacterinas antileptospirose: relacao
entre os resultados dos testes de inibicao de crescimento de
leptospiras in vitro com os do desafio in vivo em hamsters

Efficacy of anti-leptospirosis bacterines. Relation between the results of the in vitro growth
inhibition test and the potency test, in vivo, with challenge in hamsters
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Resumo

Foi efetuada a compara¢do em hamsters da protecio conferida e dos niveis de anticorpos induzidos por duas bacterinas
comerciais antileptospirose. Os ensaios empregados foram o teste oficial de poténcia com desafio (TP), o ensaio
proposto, teste de inibicdo de crescimento de leptospiras in vitro (ICLIV) e a soroaglutinagdo microscopica (SAM).
O protocolo de imunizag¢io foi representado por duas aplicac¢des individuais de 0,25 mL das bacterinas, puras ou de
suas dilui¢des geométricas de razdo dois variando de 200 a 51.200 para a bacterina A e de 200 a 3.200 para a bacterina
B, por via subcutanea com o intervalo de 15 dias. Decorridos 15 dias da segunda aplicagdo de vacina, um grupo de
animais foi desafiado com 0,2 mL de cultivos de leptospiras, por individuo, respectivamente dos sorovares Canicola
(bacterinas A e B) ou Kennewicki (bacterina A). Os niimeros de doses infectantes empregados nos desafios foram
de 100 e 631 respectivamente, para os sorovares Canicola e Kennewicki. Decorridos 21 dias do desafio, os grupos de
animais utilizados nos testes de ICLIV e SAM foram sangrados e os seus soros foram reunidos em pools (n = 5). No TP,
adotando-se os critérios internacionais, as bacterinas foram aprovadas. A comparagdo do desempenho das bacterinas
para os sorovares adotados, segundo sua concentragdo, por meio das propor¢des de animais sobreviventes ao TP e
a média dos titulos de anticorpos identificados no teste de ICLIV, indicou que um titulo igual ou superior a 0,77 log
corresponde ao nivel de aprovagdo da bacterina no TP.

Palavras-chave: Leptospirose animal. Hamsteres. Vacinas. Teste de poténcia. Teste de inibi¢do de crescimento in vitro.

Abstract

It was performed a comparison between the protection afforded in hamsters and the antibody levels induced by two
commercial vaccines against leptospirosis. The assays used were the official challenge test (TP), the in vitro leptospires
growth inhibition test (ICLIV) and microscopic agglutination test (MAT). The immunization protocol consisted of
two single applications, 15 days from each other, of 0.25 mL of the bacterins, pure or its two-fold serial dilutions: 200
to 51,200 for bacterin A and 200 to 3.200 bacterin B, both of them administered subcutaneously. A group of animals
was challenged, after 15 days from the second vaccine application, with 0.2 mL/animal of live leptospire cultures, with
Canicola (bacterin A and B) or Kennewicki (bacterin A) serovars. The numbers of infective doses employed in the
challenges were 100 and 631 for Canicola and Kennewicki serovars, respectively. After 15 days from the second vaccine
dose the groups of animals used in ICLIV and SAM tests were bled and their sera were collected in pools (n = 5). In
TP, adopting the criteria established by the Code Federal Regulation, both bacterins were approved. The comparison of
the performance of the tested bacterins with the adopted serovars, according to its concentration, by the proportions of
surviving animals to the challenge assay and the average of the neutralizing antibodies titers, established a neutralizing
antibodies titer equal or higher than 0.77 log corresponding with the bacterin level of approval in the potency assay.
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Introducao

O hamster (Mesocricetus auratus) tem sido o mode-
lo biologico de escolha para a avaliagdo da eficacia de
vacinas antileptospirose em testes de poténcia (UNI-
TED STATES OF AMERICA, 2006a,b). As maiores
desvantagens apontadas para a realizagdo desse teste
incluem: grande nimero de animais utilizados, dificul-
dade para manuten¢ao da viruléncia das amostras de
desafio e alto risco de infec¢do acidental dos manipu-
ladores (MARBEHANT, 1999). O Code Federal Regu-
lation (UNITED STATES OF AMERICA, 2006a,b) e a
OIE (OFFICE INTERNATIONAL DES EPIZOOTIES,
2008) recomendam o emprego do teste de desafio em
hamsters ou cobaias jovens com os sorovares inclu-
idos na vacina. Esses protocolos estabelecem que nos
hamsters a vacina deve ser testada na diluigdo de 1/800
da dose estipulada para uso em bovinos ou suinos.

O teste de inibi¢ao do crescimento de leptospiras
in vitro, ICLIV (TRIPATHY; HANSON; KRUMREY,
1971; TRIPATHY; HANSON; MANSFIELD, 1973),
avalia a concentragdo de anticorpos neutralizantes,
protetores, presentes no soro sanguineo de animais va-
cinados, que usualmente ndo apresenta relagio direta
com a concentracao de anticorpos aglutinantes revela-
dos pelo teste classico de soroaglutinagao microscépi-
ca, SAM (HANSON, 1977). Hanson (1977) relatou que
em tais procedimentos as classes de anticorpos predo-
minantes sdo distintas, com participacio prioritaria de
IgM ou IgG, respectivamente para SAM e ICLIV.

Em ensaios de campo, a protecio conferida por
bacterinas comerciais antileptospirose nao foi capaz
de eliminar o estado de portador renal de leptospiras.
O poder imunogénico dessas bacterinas foi reduzi-
do e os titulos de anticorpos pos-vacinais, revelados
pelo teste de SAM, foram baixos e de curta duragao
(LEVETT, 2001; ARDUINO et al., 2004). Tais obser-
vacOes ressaltam a necessidade da intensificacdo dos
cuidados com os procedimentos atualmente empre-
gados para o controle de qualidade dessas bacterinas.

A despeito do ICLIV ja ter sido empregado em di-
versos experimentos (TABATA et al., 2002; SOTO et
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al., 2008; NARDI JUNIOR et al., 2010; RODRIGUES
et al.,, 2013), até o presente ainda nédo foi realizada
uma andlise da correlacdo existente entre os seus re-
sultados com os obtidos no teste oficial de poténcia
de vacinas antileptospirose com desafio em hamsters.

O presente trabalho teve por objetivo o estabeleci-
mento de uma rela¢do entre os resultados dos testes de
inibicdo de crescimento de leptospiras in vitro, com o
oficial de desafio in vivo em hamsters incluindo tam-
bém a analise do estado de portador renal de leptospi-

ras nos animais vacinados que sobreviveram ao desafio.

Materiais e Métodos

Foram utilizadas bacterinas comerciais polivalen-
tes, designadas pelas letras A e B, produzidas para uso
em bovinos e suinos, contendo os sorovares Pomo-
na, Icterohaemorrhagiae, Canicola, Hardjo, Grippo-
thyphosa e Bratislava. A bacterina B também possuia
o sorovar Tarassovi em sua formulagao.

Os animais empregados foram hamsters (Mesocri-
cetus auratus), machos jovens, com 60 a 100 gramas
de peso vivo.

Nos testes de poténcia das bacterinas A e B, os ani-
mais foram distribuidos, respectivamente, em doze e
oito grupos de dez animais, por sorovar utilizado no
desafio. Para cada bacterina houve um grupo controle
ambiental niao vacinado e nao desafiado, tratado com
duas aplicagoes de 0,25 mL de solugdo salina estéril
0,85%, via subcutanea, com intervalo de 15 dias; gru-
pos controle por sorovar de desafio, nao vacinado e
desafiado, tratados com duas aplicagdes de 0,25 mL
de solu¢do salina estéril 0,85%, via subcutanea, com
intervalo de 15 dias.

A bacterina A foi aplicada em dez grupos de animais
vacinados com duas aplicacdes de 0,25 mL da bacteri-
na, por via subcutanea, com intervalo de 15 dias, cada
um deles foi tratado com uma concentracdo distinta
da vacina: pura ou diluida em uma série de dilui¢oes
geométricas de razdo dois variando de 200 a 51.200.

A bacterina B foi aplicada em seis grupos de animais

vacinados com duas aplica¢oes de 0,25 mL da vacina,
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por via subcutinea, com intervalo de 15 dias, cada um
deles foi tratado com uma concentragdo distinta da
vacina: pura ou diluida em uma série de dilui¢des ge-
ométricas de razdo dois variando de 200 a 3.200.

Decorridos 21 dias da segunda aplicagdo das vaci-
nas, com exce¢do dos grupos de controle ambiental,
os animais foram desafiados com o volume individual
de 0,2 mL, por via intraperitonial, de culturas vivas
dos sorovares Kennewicki ou Canicola (bacterina A)
ou apenas Kennewicki (bacterina B).

Os desafios dos testes de poténcia foram efetuados
com suspensdo em meio de cultivo de EMJH do teci-
do hepatico colhido de hamsters experimentalmente
infectados com os sorovares Kennewicki estirpe Po-
mona Fromm (LPF) ou Canicola estirpe LO4 com-
provadamente patogénicas para estes animais (TABA-
TA et al., 2002; COELHO et al., 2013, RODRIGUES
et al., 2013). A diluicdo escolhida para o desafio foi
a 10, que correspondeu a trés dilui¢des superiores a
maior dilui¢ao em que foi possivel a contagem de 10
a 20 leptospiras por campo microscopico em micros-
copia de campo escuro (UNITED STATES OF AME-
RICA, 2006a,b).

O controle do numero de doses infectantes efetiva-
mente empregadas nos indculos de desafio foi realiza-
do com uma série diluigdes em escala geométrica de
razdo dez (10° a 10'?) por sorovar, utilizando cinco
animais por dilui¢ao com o volume de 0,2 mL/hams-
ter, via intraperitonial. Os animais foram observados
diariamente durante 21 dias, com retirada dos mortos
por leptospirose. O calculo da DL, foi efetuado atra-
vés do método de Reed e Milench (1938).

Os animais vacinados foram observados por 21 dias
pos-infeccgao, e ao final deste periodo os sobreviventes
ao desafio foram submetidos a eutanasia por inalacao
de gas carbonico e necropsiados para colheita dos rins
e realizacao de cultivos em meio de Fletcher, destina-
dos ao controle da presenca de infecgdo renal por lep-
tospiras (COELHO et al., 2013).

Os niveis de aglutininas antileptospiras dos pools de

soros dos hamsteres foram avaliados utilizando-se a
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técnica de soroaglutinagdo microscopica com antige-
nos vivos (SAM) (FAINE et al., 1999) frente aos so-
rovares Canicola e Kennewicki. O ponto de corte da
reagdo foi a diluigdo de 1:100. O titulo considerado foi
a reciproca da maior dilui¢do do soro que apresentou
50% de leptospiras aglutinadas.

A mensuragdo dos niveis de anticorpos neutralizan-
tes foi efetuada com o emprego do teste ICLIV adapta-
do da descrigdo de Triphaty et al. (1973) e ajustado para
as condigoes do laboratorio (TABATA et al., 2002).

As imunizacoes dos animais destinados ao teste de
ICLIV para as vacinas A e B seguiram o mesmo esque-
ma descrito para o teste de poténcia; no entanto, de-
corridos 15 dias da tltima vacinag¢ao, os animais foram
anestesiados por inalacao de gas carbonico, sangrados
assepticamente por meio de pungéo intracardiaca para
a obtengdo de soro destinado a ICLIV e SAM e, pos-
teriormente, sacrificados em camara de gas carbonico.
Cada grupo foi distribuido em dois subgrupos, desti-
nados ao preparo dos pools de soros (n = 5). Os pools
de soros obtidos foram inativados a 56°C por 40 minu-
tos e diluidos em escala geométrica de razao dois (1:2 a
1:32) em solugdo salina tamponada de Sorensen. Para
cada dilui¢do de soro foram utilizadas cinco repeti¢oes
em tubos contendo 2,5 mL de meio EMJH modificado
(ALVES et al., 1996), 0,2 mL do soro a ser testado e 0,1
mL de cultura de leptospiras vivas, sorovares Canicola
ou Kennewicki com dez dias de cultivo. Os tubos fo-
ram incubados em estufa a 28-30°C por dez dias. Apos
esse periodo foram examinados para a observagdo de
presenca ou auséncia de crescimento de leptospiras
pela turvagdo macroscopica subsuperficial (MYERS,
1985). A avalia¢do do crescimento foi realizada pela
escala de turbidez que variou de 0 a 4. Os tubos que
ndo apresentaram nenhum crescimento ou atingiram
no méaximo o valor 2 na escala de turvagdo foram con-
siderados positivos para anticorpos neutralizantes,
responsaveis pela inibi¢cdo de crescimento das leptos-
piras. Os tubos que apresentaram turbidez ou cresci-
mento na escala variando de 3 a 4 foram considerados

negativos para anticorpos inibidores de crescimento



de leptospiras. A composi¢do dos pools de soros foi
adotada, pois o volume maximo de soro sanguineo ob-
tido individualmente por hamster foi insuficiente para
a realizagdo da prova.

O resultado do teste de poténcia das vacinas nos
hamsters foi analisado pelo critério preconizado pelo
teste de poténcia para bacterinas de Leptospira inter-
rogans, proposto pelo American Code Federal Regula-
tion - CFR 113.101, sorovar Pomona, e CFR 113.103
sorovar Canicola (UNITED STATES OF AMERICA,
2006a,b).

A dilui¢do nos pools dos soros dos hamsters, capaz
de inibir o crescimento de leptospiras em 50% dos
tubos, foi calculada pelo método de Reed e Miiench
(1938), e os intervalos de confian¢a (95%) dos titu-
los de anticorpos neutralizantes antileptospiras foram
calculados conforme Pizzi (1950).

O trabalho foi analisado e aprovado pelo Comité
de Bioética da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da Universidade de Sao Paulo, protocolo n°
765/205.

Resultados

Os resultados do teste de desafio em hamsters

com as bacterinas comerciais antileptospirose A e
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B, apresentados na Tabela 1, estdo dentro dos para-
metros exigidos, segundo os critérios internacionais
de controle de qualidade de vacinas antileptospirose
(UNITED STATES OF AMERICA, 2006a,b) que ¢ de
80% (8/10) de animais sobreviventes na diluicdo da
bacterina recomendada para hamsters, diluida 1:800
da dose recomendada para bovinos e suinos e de no
maximo 20% (2/10) de sobreviventes no grupo con-
trole nao vacinado. O nimero de sobreviventes imu-
nizados com a bacterina A ficou dentro dos critérios
minimos exigidos para aprovagdo 80% (8/10) até as
dilui¢oes 1:12.800 e 1:1.600 quando desafiada, respec-
tivamente, com os sorovares Canicola e Kennewicki.
A propor¢ao de mortes para a bacterina B permane-
ceu dentro dos 20% permitidos até a diluigdo 1:800.

O namero de DL, efetivamente empregado foi de
100 para o sorovar Canicola e de 631 para o sorovar
Kennewicki. As DL, empregadas nos experimentos
estdo de acordo com os valores estabelecidos pelas
CFR113.101 e 113.103, que admitem a faixa de varia-
¢do de 10 a 10.000 DL, .

Na Tabela 2 sdo observadas as propor¢oes de hams-
ters sobreviventes ao desafio com os sorovares Cani-
cola ou Kennewicki vacinados com as bacterinas A ou

B, puras ou com as suas dilui¢des, que apresentaram

Tabela 1 - Propor¢ao de hamsters vacinados contra a leptospirose com as bacterinas comerciais A e B, sobreviventes ao
desafio segundo a dilui¢do da bacterina e o sorovar de leptospira empregado para o desafio — Sao Paulo - 2013

Diluigao das Vacina A Vacina B
bacterinas Sorovar de desafio

Canicola Kennewicki Canicola
Pura 10/10* 10/10* 10/10*
1:200 10/10 10/10 10/10
1:400 10/10 10/10 10/10
1:800** 10/10 10/10 8/10
1:1.600 10/10 10/10 4/10
1:3.200 9/10 07/10 0/10
1:6.400 10/10 9/10
1:12.800 08/10 6/10
1:25.600 6/10 5/10
1:51.200 3/10 4/10
Controle *** 1/10 0/10 1/10

*Numero de sobreviventes/nimero de animais desafiados.

**Diluicao considerada como padrao para a aprovagao de bacterina CFR 113.101e 113.103 (UNITED STATES OF AMERICA, 2006).

***Solugao salina 0,85%.

... Dados inexistentes.
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estado de portador renal, confirmado pelo isolamento
de leptospiras nos cultivos de tecido renal em meio
semissolido de Fletcher. A diluicdo 1:800 das duas
bacterinas testadas, estabelecida pelas normas inter-
nacionais, nao foi capaz de proteger os animais con-
tra o estado de portador renal de leptospiras, pois um
hamster vacinado com cada bacterina diluida 1:400
e desafiado com o sorovar Canicola apresentou in-
feccdo renal por leptospiras por este sorovar (1/10),

no entanto, 0 mesmo nao ocorreu com a bacterina A

quando desafiada com o sorovar Kennewicki.

Na Tabela 3 sdo apresentados os intervalos de con-
fianca (95%) das médias geométricas dos titulos de
anticorpos neutralizantes dos pools dos soros de hams-
teres vacinados com as bacterinas polivalentes antilep-
tospirose A e B, segundo a concentragao da bacterina
e o sorovar testado. Os pools dos soros dos animais do
grupo controle, nao vacinados, foram nao reagentes ao
teste de ICLIV para os sorovares Canicola e Kennewi-

cki, o que confirmou a especificidade do teste.

Tabela 2 - Propor¢do de hamsters vacinados contra a leptospirose com as bacterinas A e B, sobreviventes ao desafio e
caracterizados como portadores renais de leptospiras, segundo a concentragdo das bacterinas e sorovar de
leptospira empregado para o desafio — Sdo Paulo - 2013

Concentragao das Vacina A Vacina B
bacterinas Sorovar de desafio

Canicola Kennewicki Canicola
Pura 0/10* 0/10% 0/10%
1:200 0/10 0/10 0/10
1:400 1/10 0/10 1/10
1:800** 0/10 0/10 0/8
1:1.600 0/10 0/10 0/4
1:3.200 3/09 0/7
1:6.400 2/10 0/9
1:12.800 2/8 0/6
1:25.600 1/6 1/5
1:51.200 0/3 1/4

*Numero de portadores renais/nimero de animais sobreviventes ao desafio.

**Dilui¢do considerada como padrao para a aprovagao de bacterina CFR 113.101 (UNITED STATES OF AMERICA, 2006).

... Dados inexistentes.

Tabela 3 - Titulos de anticorpos neutralizantes antileptospiras e o respectivo intervalo de confianca (IC 95%) expressos em
logaritmo de base 10 para o sorovar Canicola ou Kennewicki, em pools dos soros dos hamsters imunizados com
as bacterinas A e B antileptospirose, segundo a concentragio das bacterinas — Sdo Paulo - 2013

Concentragao das

Anticorpos neutralizantes e IC (95%)

bacterinas

Vacina A Vacina B

Canicola Kenewicki Canicola
Pura 1,324 + 0,272 1,266 + 0,284 1,108 + 0,323
1:200 1,260 + 0,307 1,279 £ 0,299 1,036 + 0,305
1:400 1,204 £ 0,283 1,232 £ 0,303 1,016 £ 0,281
1:800* 1,180 £+ 0,265 1,118 £ 0,337 1,096 + 0,326
1:1.600 1,204 + 0,286 1,212 £ 0,260 0,877 £ 0,352
1:3.200 1,173 + 0,299 0,920 + 0,312
1:6.400 1,030 £ 0,293 1,168 + 0,336
1:12.800 0,980 + 0,331 0,870 + 0,300
1:25.600 0,839 + 0,344 0,903 + 0,307
1:51.200 0,646 + 0,322 0,953 £ 0,321
Controle ** 0,0 + 0,0 0,0 + 0,0 0,0 +0,0

*Dilui¢ao considerada como padrao para a aprovagao de bacterina CFR 113.101 e 113.103 (UNITED STATES OF AMERICA, 2006).

**Solugio salina 0,85%.
... Dados inexistentes.
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Na Figura 1 sdo apresentadas as comparagdes entre
os titulos de anticorpos aglutinantes na prova de SAM
e os titulos de anticorpos neutralizantes detectados
no teste de ICLIV expressos em logaritmo de base 10
para os sorovares Canicola e Kennewicki dos pools de
soros dos hamsters vacinados com a bacterina A anti-
leptospirose e suas concentragoes.

Todos os pools de soros dos hamsters vacinados com
a bacterina B pura ou com as suas dilui¢des, submeti-

dos ao teste de inibicdo de crescimento de leptospiras
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in vitro, foram nio reagentes ao teste de SAM para os
sorovares Canicola e Kennewicki e somente os dois po-
ols de soros de hamsters vacinados com a bacterina A
pura foram reagentes (2/20) para os sorovares Canicola
e Kennewicki, com titulos que variaram de 200 a 400.
As Figuras 2, 3 e 4 apresentam os resultados das
comparagdes entre o teste oficial de poténcia de bac-
terinas antileptospiras e o teste de ICLIV, de modo a
se estabelecer um limiar entre anticorpos neutralizan-

tes em hamsteres vacinados com bacterinas antilep-
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Figura 1 - Associagdo entre os titulos de anticorpos aglutinantes e os titulos de
anticorpos neutralizantes expressos em logaritmo de base 10 para
os sorovares Canicola e Kennewicki dos pools de soros dos hamsters
imunizados com a bacterina A antileptospirose e suas diluigdes — Sao
Paulo - 2013
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cia em hamsters da bacterina B antileptospirose e os do teste de inibi¢ao
de crescimento de leptospiras in vitro, segundo a dilui¢do da bacterina
expressa em logaritmo de base 10 - Sao Paulo - 2013

tospirose que corresponda ao nivel de aprovagdao no
teste de poténcia que permita validar a qualidade da

bacterina antileptospirose.

Discussao

Apesar de ndo estar previsto no protocolo interna-
cional de avaliagdo de bacterinas comerciais antilep-
tospiras, neste experimento foram utilizadas diferen-
tes dilui¢coes das bacterinas, para que fosse possivel o
estabelecimento do limiar de anticorpos neutralizan-

tes em hamsters imunizados com vacinas antileptos-
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pirose que correspondesse ao nivel de aprovagdo no
teste de poténcia. Foi demonstrado que as vacinas
mais concentradas apresentaram melhores resultados
tanto no teste de desafio quanto no teste de ICLIV,
tanto para o sorovar Canicola como para o Kennewi-
cki. Esses resultados indicaram que uma maior massa
antigénica poderia induzir a uma maior produgao de
anticorpos e, consequentemente prote¢do. Resultados
semelhantes a esses também foram observados por
Favero et al. (1997) quando imunizaram trés grupos

de bovinos com bacterinas antileptospirose contendo



os sorovares Icterohaemorrhagiae, Pomona, Hardjo e
Wolfhi com concentragoes de leptospiras variando de
9,8 x 10°a 13,2 x 107 por mililitro.

As propor¢oes de hamsters vacinados sobreviventes
ao desafio e caracterizados como portadores renais no
21° d.p.i., apresentados na Tabela 2, indicam que as
duas bacterinas antileptospirose testadas foram apro-
vadas na dilui¢do 1:800 recomendada pelas normas in-
ternacionais, mas esta dilui¢gdo néo foi capaz de prote-
ger todos os animais contra o estado de portador renal
de leptospiras, pois a partir da dilui¢do 1:400 houve a
presenca de portadores renais para as duas bacterinas
usadas. Bey e Johnson (1982) e Bolin et al. (1989) rela-
taram que bacterinas antileptospirose podem proteger
contra o estabelecimento da doenga, porém algumas
vezes nao conseguem impedir a infec¢do e o estabele-
cimento do estado de portador renal de leptospiras, o
que pode ser de grande importancia epidemiologica.

A soroaglutinagdo microscépica realizada nos pools
de soros dos hamsteres apresentou auséncia de anti-
corpos aglutinantes para a bacterina B. A bacterina A
induziu a producao de anticorpos aglutinantes contra
os sorovares Canicola e Kennewicki, porém apenas
quando nao diluida.

Os niveis de anticorpos neutralizantes pds-vacinais,
apresentados na Figura 1, demonstraram a auséncia da
correlagdo entre anticorpos aglutinantes e neutralizan-
tes, como também foi obtido por Soto etal. (2008) e Nar-
diJunioretal. (2010). Nos animais dos grupos controles
nao foram detectados anticorpos aglutinantes ou neu-
tralizantes; de fato estes animais foram inoculados ape-
nas com solugdo salina 0,85%. Assim, os resultados
obtidos confirmam a especificidade dos dois testes
executados.

Para a avaliagdo do teste de ICLIV, proposto como
uma alternativa para o controle da eficicia de bacteri-
nas antileptospirose, foram comparados os resultados
obtidos no teste de poténcia com desafio em hamster
e no teste de ICLIV (Figuras 2, 3 e 4).

Com base nos resultados apresentados nas figuras 2

e 3, a bacterina A, diluida 1:800 da dose recomenda-
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da para suinos, foi aprovada no teste de poténcia com
desafio em hamsters e induziu titulos de anticorpos
neutralizantes na faixa de 0,91 a 1,44 log e de 0,78 a
1,45 log, respectivamente para os sorovares Canicola
e Kennewicki, destacando-se que o nimero de sobre-
viventes ainda esteve dentro dos critérios minimos
exigidos para aprovagao (8/10) mesmo nas diluigoes
de 1:1.600 e 1:12.800, quando desafiada, respectiva-
mente, com os sorovares Kennewicki e Canicola. As
dilui¢oes 1:1.600 e 1:12.800 foram capazes de induzir
titulos de anticorpos neutralizantes na faixa de 0,95 a
1,47 log e de 0,64 a 1,31 log, respectivamente.

Os resultados da comparagido do teste de poténcia
e de ICLIV referentes a bacterina B, apresentados na
figura 4, demonstraram que a bacterina diluida 1:800
induziu titulos de anticorpos neutralizantes na faixa
de 0,77 a 1,42 log.

O valor minimo dos titulos de anticorpos neutrali-
zantes obtido no teste de ICLIV, em que a propor¢ao
de hamsters sobreviventes ao teste de desafio na dilui-
¢do de 1:800 esteve dentro dos parametros exigidos
pelos critérios de eficacia de bacterina antileptospiro-
se, foi de 1,09 log, para a bacterina B, com intervalo de
confianca (95%) variando de 0,77 a 1,42 log.

A analise da compara¢do do desempenho das bac-
terinas A e B para os sorovares Canicola e Kenewicki,
segundo sua concentragdo, por meio das propor¢des
de animais sobreviventes ao teste de desafio e a média
dos titulos de anticorpos neutralizantes dos pools dos
soros dos hamsteres, demonstra que titulos de anti-
corpos neutralizantes iguais ou superiores a 0,77 log
correspondem ao nivel de aprovagdo de bacterinas no

teste de poténcia em desafio em hamsteres.

Conclusao

Nas condi¢des em que foi realizado o presente tra-
balho, os resultados obtidos possibilitaram o estabe-
lecimento de um limiar de anticorpos neutralizantes
que correspondeu ao nivel de aprovagao no teste de
poténcia e assim validou a qualidade das bacterinas

antileptospirose, sem a necessidade do emprego do
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teste de desafio em hamsters. O emprego dessa meto-
dologia com as préprias espécies animais a que se des-
tinam as bacterinas podera vir a oferecer uma nova
proposta de avaliagdo de bacterinas antileptospirose
que dispense o uso de animais de laboratdrio, o que

concorda com a tendéncia atual de redugdo do uso
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