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1. INTRODUCAO

Anualmente ocorrem mais de 873 mil casos severos de leptospirose no
mundo, contabilizando 49 mil mortes (PICARDEAU et al., 2014). A leptospirose é
uma zoonose de distribuicdo mundial causada por espiroquetas do género
Leptospira (DENEKE et al., 2014). Humanos podem infectar-se através do contato
direto ou indireto com a urina de animais portadores de leptospiras patogénicas,
sendo que a transmissdo de pessoa para pessoa € extremamente rara. Os
sintomas vao desde um estado febril moderado, vémitos, dores de cabeca,
musculares e abdominais podendo evoluir para uma forma mais grave da doencga
com uma taxa de mortalidade em torno de 10-15% (KO et al., 1999; MCBRIDE et
al., 2005). No Brasil, a sindrome hemorragica pulmonar severa (SHPS) é a principal
causa de morte durante epidemias (GOUVEIA et al., 2008). A principal medida
profilatica contra a leptospirose € 0 saneamento basico, pois a falta de limpeza
urbana acaba atraindo ratos, um dos principais disseminadores urbanos da doenca
(ATHANAZIO et al.,, 2008). A falta de medidas eficazes de controle, como
saneamento béasico, somado ao fato de que as ferramentas laboratoriais
disponiveis para o diagnéstico sdo operosas, dificultam respostas efetivas a nivel
de saude publica (MCBRIDE et al., 2005; REIS et al., 2008), sendo dessa forma o
uso de vacina imprescindivel para a prevencéao e controle da doenca.

E de suma importancia o desenvolvimento de uma vacina para animais, que
sdo os principais vetores e disseminadores da doencga, para contribuir com o
enfraquecimento do ciclo infeccioso da Leptospira (VERMA; RAMESH et al., 2015).
Uma vacina também pode evitar consequéncias intrinsecas a contaminacao
bovina, como a baixa taxa de reproducdo e uma possivel baixa produtividade,
unindo interesse econémico e saude publica.

A imunizagdo com bacterinas € bem documentada e protege animais contra
desafio (FAINE, 1999). Vacinas com bacterinas tém induzido protecdo contra
infeccdo com Leptospira, desenvolvendo uma resposta imune humoral protetora
sendo essa, uma protecdo sorovar-especifica. Estas vacinas séo rotineiramente
utilizadas na medicina veterinaria (ANDRE-FONTAINE et al., 2003) e também
foram avaliadas para imunizagcdo em massa em alguns paises como China e Cuba
onde apresentaram eficacia de 75% (YAN et al., 2003) e 97% (MARTINEZ et al.,
2004) respectivamente. Tém sido encontrados baixos niveis de DNA leptospiral nos
rins de animais vacinados com bacterinas, sugerindo que estas podem nao induzir
imunidade esterilizante (COUTINHO et al., 2011). Assim, 0 objetivo do presente
trabalho é avaliar se a bacterina induz imunidade esterilizante e protecdo cruzada
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durante uma infeccédo ativa em hamsters vacinados com bacterina e desafiados
com L. interrogans Icterohaemorrhagiae sorovar Copenhageni, Fiocruz L1-130.

2. METODOLOGIA

Para o estudo foram feitos 3 experimentos cada um contendo 5 grupos (A
até E) com 3 controles negativos cada (F, G, H), com excecdo do primeiro
experimento que contou apenas com um controle negativo. Cada grupo continha 4
hamsters sirios capa-dourada (Mesocricetus auratus) sendo que a utilizagdo desse
modelo animal j& foi aprovada como ideal para estudos com leptospirose (HAAKE,
2006). Todos os experimentos foram conduzidos de acordo com as
regulamentacdes, politicas e principios do manual do Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da UFPel. Os animais estavam saudaveis e foram
utilizados com 4-5 semanas de idade (Biotério Central, Universidade Federal de
Pelotas, RS, Brasil).

2.1 Producéo de bacterina

A bacterina foi produzida a partir de cultivo de L. interrogans, sendo que
foram realizadas trés lavagens do cultivo em tampéao fosfato-salino (PBS) estéril, e
apos as etapas de lavagens o pellet de células foi ressuspendido em 5 mL de PBS
e foi realizado a contagem de células bacterianas em camara de Petroff- Hausser.
Uma concentracéo de 108 cel/mL foi inativada a 56 °C por 20 minutos e armazenado
a -20 °C até a sua utilizacao.

2.2 Imunizacéao e desafio

Os hamsters receberam via intramuscular imunizagbes no dia O e outra no
dia 14. Trés dias antes da primeira imunizacdo e sete dias depois da segunda
imunizagcao coletamos amostras de sangue do plexo venoso retro-orbital.

A cepa utilizada para o desafio foi a interrogans sorovar Copenhageni,
Fiocruz L1-130, cultivada em meio liquido EMJH a 28 °C. Duas semanas apés a
Gltima imunizacéo (dia 28), os animais foram desafiados com 500 leptospiras via
intraperitoneal.

Foram realizadas as eutanasias nos dias: 1, 14, 21, 42, e 56 ap0s o desafio
(grupos A-E) respectivamente. O objetivo dessas eutanasias seriadas era poder
analisar posteriormente se a vacina é esterilizante de fato. Os animais vacinados
com PBS estéril, no caso os controles negativos do segundo e terceiro experimento,
grupos F e G, foram eutanasiados 1 e 7 dias ap0s o desafio, respectivamente, ja
0s animais do grupo H foram eutanasiados quando apresentaram sinais de
endpoint. No primeiro experimento o Unico controle negativo foi eutanasiado
guando os animais desenvolveram sinais de endpoint.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Fizemos culturas de reisolados renais em meio liquido EMJH dos animais
eutanasiados e se observou semanalmente a cultura por microscopia de campo
escuro durante 4 meses, e o resultado € que ndo houve crescimento de leptospiras,
0 que corrobora com o0 objetivo deste trabalho em confirmar a propriedade
esterilizante da bacterina.

No estudo jA mencionado realizado em Cuba, de todas as pessoas que foram
vacinadas com bacterinas e foi possivel fazer uma avaliagéo clinica depois da
segunda vacina, nenhuma delas apresentou efeitos secundarios que fosse
necessaria sua hospitalizacdo (MARTINEZ et al., 2004). O fato de ndo apresentar
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efeitos secundarios aliado a alta efetividade da vacina obtida por eles (97%) e sua
propriedade esterilizante, confirmada por esse estudo, séo resultados promissores
e que podem ser mais bem explorados para estabelecer uma vacina animal que
englobe sorovares endémicos.

A bacterina foi capaz de induzir uma resposta imune esterilizante com uma
vacina tetravalente em cées (Klaasen et al., 2013). Além disso, uma alta protecéo
também foi demostrada em vacina que utilizou bacterina como antigeno em bovinos
(Lucas et al., 2014).

A analise do desafio heterélogo encontra-se em andamento. Os hamsters
foram imunizados com a cepa L1-130 e duas semanas depois da ultima dose,
desafiados com o sorovar Mozdok.

4. CONCLUSOES

Por meio deste estudo comprovou-se gque a bacterina € esterilizante no
modelo hamster.
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