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SUMARIO: As cepas atenuadas de Babesia tovis e B. bigemina, desenvolvidas no Centro Nacionat de
Pesquisa de Gado de Corte (CNPGC) da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA). e a
cepa atenuada de Anaplasma marginale, desenvolvida na Universidade de illinois, EUA, foram testadas
ern 291 novilhas da raga Holandesa, divididas em cinco grupos de seis novilhas e um grupc de 261
novilhas. O grupo 1 foi vacinado com B. bovis, o grupo 2, com B. bigemina, o grupo 3, com 8. bovis e B.
bigemina, o grupo 4, com A. marginale e os grupos 5 e 6 foram vacinados com os trés organismos. O
indculo vacinal foi de 107 eritrécitos parasitados (EP). Os grupos 1 a 4 foram desafiados com 5x107 EP dos
respectivos isolados virulentos, e os grupos 5 e 6 foram desafiados através do carrapato, no campo. As
cepas foram indcuas para esta categoria animal e promoveram taxas de pratecéo de 100%, para as trés
especies. no desafio por agulha, e 97,0, 98,9 e 100% para B. bovis, B. bigemina e A. marginale,

respectivamente, no desafio pelo carrapato.
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INTRODUCAO

A babesiose € a anaplasmose permanecem, através dos
anos, entre os principats problemas sanitirios dos rebanhos
bovinos de carne e leite, nos paises de clima tropical e
subtropical. Sendo doengas transmitidas pelos carrapatos
{CONNEL & HALL, 1972;: CONNEL, 1974; MAHONEY, 1977
SUTHLRST er alii. 1979; MASON & NORVAL, 1981),
paradoxalmente. os avangos no controle dos vetores, sem
lograr a erradicacdo. tém intensificado este problema, na medida
que ampliam as areas de instabilidade endémica.

Os muiores avangos na profilaxia destas doencas tém sido
alcangados pelos pesquisadores australianos, utilizando
vacinas atenuadas na prevencio de surtos em areas de
instabilidade endémica (CALLOW & MELLORS, 1966;
CALLOW, 1977 DALGLIESH ez alfii, 1981). Esta tecnologia
lem se expandido para outros continentes ¢ tem sido utilizada
em [srael (PIPANO er alii, 1986), no Paraguai (PAYNE et alii,

1990}, na Argentina (GUGLIELMONFE e7 @i, 1988 MANGOILD
el alii, 1990), no Uruguai (NARI et wlii, 1979) ¢ no Brasil
(ARTECHE. 1992). Mais recentemente, a pesquisa tem se
dirigido para a oblengio de antigenos definidos com o objetivo
de, através de tecnologia de ADN recombinante, desenvolver
vacinas livres de organismos vivos e contaminantes celulares
do hospedeiro, de facil producdo industrial e que promovam
uma imunidade estéril e de longa duraciic (MORRISON, [959).
HEntretanto, esta tecnologia depende de pesados
investinmentos, a médie e longo prazos, em recursos humanos
¢ cquipamentos. Como os prejuizos econdmicos causados pela
babesiose e anaplasmose sio cada vez maiores ¢ 4 siluagho.
ua maior parte do territorio latino-americano, € endémica para
o carrapato Boophilus microplus, cuja erradicacio é,
praticamente, invidvel, justifica-se o uso de cepas atenuadas
como solucdo eficiente e econdmica para o controle de surtos
¢ perdas, por morbidade ¢ mortalidade, em dreas de
instabilidade endémica em nossos paises, ou na prevencio da
doenga em animais importados de areas Hvres.
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Em trabalho anterior foram apresentados resultados de
vacinagio e desafio por agulha, em novithos da raga Hereford
em regime de campo (KESSLER et alii, 1987b). O objetivo do
presente trabatho foi observar as reagles s cepas atenuadas
de Babesia bovis, Babesia bigemina e Anaplasma marginale
¢ a laxa de protegdo frente ao desafio por agulha e pelo
carrapato, no campo, de novilhas da raga Holandesa criadas
em regido livre destes hemoparasitos.

MATERIAL E METODOS

Origem das ccpas: Para a imunizago contra a babesiose foram
utilizadas as cepas GC 4974-83, lote 7295, correspondente 4 1582
passagem rapida de B. hovis, em bezerros esplenectomizados, e
GC 5118-83, lote 7257, comespondente a 62 passagem lenta de B.
bigemina, em bezerros intaclos. Hstas cepas foram isoladas,
atenuadas e preservadas conforme descrito anteriormente
(KESSLER er alii, 1987a, 1987b). Para a imunizagio contra a
anaplasmose foi utilizada a cepa atenuada de 4. marginale, lote
933, desenvolvida por RISTIC ez alii (1968).

Animais experimentais: Foram utilizadas 291 novilhas da raga
Holandesa, puras de origem, com 11 a 22 meses de idade,
sendo cinco com 4 a 5 meses de gestagio, importadas dos
EUA.

Local de execugio: O experimento foi realizado em uma
fazenda do municipio de Terenos, MS, instalada para a
produgio de leite tipo A. A regifio € endémica para o carrapalo
B microplus, ocorrendo trés a quatro geragdes por ano
(HONER & GOMES. 1990).

Delineamento experimental: Trinta novilhas foram
distribuidas, a0 acaso, em cinco grupos de seis novilhas cada,
O grupo 1 foi inoculado com B. bovis; o grupo 2, com B.
higemina, o grupo 3, com B. bovis ¢ B. bigemina,
simultaneamente; o grupo 4, com 4. marginale & o grupo 5,
com B. hovis, B. bigemina e A. marginale, simultaneamente.
(s grupos 1. 2 e 3 foram desafiados por inje¢do subcutinea
{por agulha), 30 dias apés a vacinagdoe, com os respectives
isulados virulentos. O grupo 4 foi desafiado, também, por
agulha, 60 dias apds a vacinagdo, com um isolado local de 4.
marginale. O grupo 5 foi exposto ao desafio pelo carrapato,
no campa, 102 dias apds a vacinagio. As restantes 261
novilhas. constituinde o grupo 6, foram vacinadas do mesmo
modo que o grupo 5 e desatiadas, 60 dias apds a vacinagio,
pela carrapato, no campo. Q indeulo vacinal foi de 107 eritrocitos
parasitados (EP) para as babesias, por via subcuténea, e de 1
ml para o A. marginale, de acordo com a recomendacio do
laboratorio de origetn, também, por via subcuténea. O indculo
de desafio por agulha foi de 5x107 EP para todas as espécies.
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As ampolas contendo as cepas atenuadas e os isolados
virulentos foram descongeladas em banhe de gelo,
imediatamente antes da aplicagdo. (s amimais dos grupos | a
5 foram examinados, clinica e taboratorialmente, trés vezes por
semana, por um periodo de 129 dias, sendo 60 dias na tase de
reagio vacinal e 69 dias na fase de reagdo ao desafio. Foram
anotadas: temperatura retal, hematocrito € porcentagem de
parasiternia. Uma vez por semana foi colhido soro para
acompanhamento da resposta imunoldgica atraves do tesle
de imunofluorescéncia indireta (IF1 (MADRUGA et afit, 1986).
As restantes 261 novilhas do grupo 6 foram mantidas sob
observagio visual, sendo examinados somente os animais que
apresentaram sinais clinicos. Os animais dos grupos | a 4
foram vacinados, posteriormente a fase de desatio por agulha,
com as demais cepas atenuadas e, apos o periodo de reagio
vacinal, expostos ao carrapato. Todos 05 animais permaneceram
ne estabulo durante as fases de reagiic vacinal e de desafio
por agulha, sendo soltos no campo, posteriormente, para
sofrerem o desafio através do carrapato. Para a analise dos
resultados utilizou-se o teste de Duncan,

RESULTADOS

Durante o periodo de reagiio vacinal houve um aumento de
temperatura telal significative (p<0,05), nos grupos 1 (vacinado
com B. hovis), 3 (vacinado com B. hovis ¢ B. bigemina) e 4
(vacinado com A. marginale), com relagdo a temperatura
inicial (Tabelas 1 e 2). Nos demais grupos a variagdo

Tabela 1- Médias das variagdes de temperatura (T} e hemaldcnto
{Ht), percentagem de parasitemia (PP) e soroconversao (IFl) dos
grupos 1, 2, 3 e 5, vacinados somante com Babes!a bovis, somente
com B. bigemina, com B. bovis e B. bigemina, e com B. bovis. E.
bigemina e Anaplasma marginale, respectivamente. Os grupos 1. 2
e 3 foram desafiados por agulha cem os respectivos isolados
virulentos e o grupo 5, foi desafiado pelo carrapato, no campo {fase
de reagdo as babesias).

Parametros Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo &
T RV 0,6° 0,6 07" a3
T RD 0,50 0.6 0,4 0,3
Ht RV 7.1° -7.2® 17,20 -15,67
Ht RD -1.8° -10,77 2.5 -4 Qre
PP RVB. bo 0,60 - <0,01 <0,01
PP RDB. bo 0,00 - 0.00 0.00
PP RV B. bi - 0,03 0,20 0.04
PP RDB. bi - 0,02 0,00 0.00
IFl RVB. bo 5/5 - 6/6 4/6
IF1 RD B. bo 5/5 - 6/6 a6
IFl RV B.bi - 4/6 6/6 5/6
IFI RDB. bi - 516 8/6 516

Valores com letras diferentes, em sobrescrita, sia estatisticamente diferentes
RV = reagac vacinal; RD = reagao ao desafio, IF] = teste de imunollugrescéncia
indireta B. bo = B. bovis; B. bi = B. bigermina
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Tabela 2 - Médias das variactes de temperatura (T) e hematdcrito
{H1), percentagem de parasitemia (PP) e soroconversio (iF1)
dos grupos 4 e 5 vacinados somente com Anaplasma marginale
e com Babesia bovis, B. bigemina e A. marginale,
respectivamente, e desafiados pelo carrapato, no campoe (fase
de reagéc ao A. marginaie).

Parametros Grupo 4 Grupo 5
T RV 0,9° 0,12
T RD 0,32 -0,2#
Ht RV -29,9¢ -29,2°
Ht R 3.4 2.3
PP RV 2.88 23
PP RD <0,01 0.0
IFI RY 6/6 6/6
IFI RD 6/6 6/6

Valores com lefras diferentes, em sobrescrito, estatisticamente, diferentes.
RV = reaglo vacinal; RD = reacfio ao desafio; IF| = teste de imunofluarescéncia
indireta

da temperatura ndo foi estatisticamente stgnificativa (p=0,05).
() decréscimo de hematderito foi significativo (p<0,05) somente
nos grupos 3. 4 e 5 (tanto na reagio as babesias quanto ao A.
marginale). Comparando-se os grupos entre si, na fase de
reagdo vacinal, o decréscimo do hematdcrito foi
significativamente maior (p<0,05) no grupo 4 (Tabela 2),
seguido, pela ordem, pelo grupo 5 (na fase de reagio ao A.
marginale) (Tabela 2), grupos 3 ¢ 5 (na fase de reagio as
babesias)(Tabela 1} e grupos | ¢ 2 (Tabela 1). Durante o periodo
de desafio, as vartagdes de temperatura e hematdcrito ndo
foram signilicativas (p>0.05) em nenhum dos tratamentos
(Tabelas 1 e 2). Quanto & parasitemia, no grupo I ndo foi
detectada parasitemia em ldminas delgadas de sangue
periférico, coradas com May-Griinwald-Giemsa, tanto na fase
de reacdo vacinal quanto na de desafio. Entretanto, houve
soroconversdo em todos os animais, ja na fase de reacdio
vacinal. No grupo 2, dois animais apresentaram parasitemias
<(.0] e 0.2%. respectivamente, na fase vacinal, e trés
apresentaram parasitemias <001, 0,1 e <(,01%,
respectivumente, na fase de desafio. Duas novilhas deste
grupo foram negativas no teste de IFI na fase vacinal, sendo
gue uma delas permanecen negativa apos a fase de desalio.
No grupo 3, trés novilhas apresentaram parasitemia <0,01%
por B. hovis e todas apresentaram parasitemia por B. higeming
que variou de <0,01 a §,0%, na fase de reaciio vacinal. Na fase
de desatio nio foi detectada parasitemia em [aminas de sangue
perifé¢rico de nenhum dos animais deste grupo. Todas
apresentaram soroconversio, para as duas espécies, na fase
de reacao vacinal e permaneceram positivas apos o desafio.
No grupo 4, todas as novilhas apresentaram parasitemia na
fasc de reagdio vacinal a qual variou de 0,5 4 5,5%. Na fase de
desatio, somente uma apresentou parasitemia <0,01%. Todas
apresentaram soroconversdo na fase de reagdo vacinal,
permanecendo positivas na fase de desafio. Na fase de reagio
vacinal, no grupo 5, uma novitha apresentou parasitemia

Tabela 3 - Variagbes de temperatura (T), hamatdcrito {Ht} e
porcentagem de parasitemia (PP) de 11 novilhas do grupe 6 que
apresentaram sintomas clinicos na fase de reagdo ao desafic pelo
carrapato. Dados cothidos no dia da medicagéac.

Animal n® T (°C} Ht (%) PP B.bovis PP B.bigemina
353 24 46,4 0,03 -
655 2,5 2886 <0,01 -
575 1,5 64,3 0,2 -
517 29 ND <0,01 -
534 3.2 ND <0,01 -
410 ND 14,6 <0,01 -
344 ND 46,4 <0.01 -
465 ND 35,7 <0,01 -
427 -0.3 53,6 - 1.3
715 ND 46,4 - 0.6
217 -1.8 60.7 - <0,06

* = animal morreu apesar de medicado
ND = ndo determinada

<0,01% por B. hovis, trés por B, bigemina (<0,01, 0,03 ¢ 0,20%)
e todas por 4. marginale que variou de 0.4 a 5,3%. Nenhum
destes animais apresentou parasitemia detectivel em tAminas
delgadas de sangue periférico, na fase de desatio. Dois animais
foram negativos no teste de IFI durante a fase de reacio
vacinal, tanto para B. bovis como para B. higeming, sendo
que um deles permanecen negativo para B. higenting na tase
de reago a0 desafio. Todas as novilhas foram positivas, no
teste de IFL, para A. marginale na fase de reagdo vacinal,
permanecendo posilivas na fase de desafio. No grupo 6, das
261 novilhas vacinadas com as trés espécies, | | apresentaram
sintomas clinicos durante o periode de reagiio ao desafio. Em
oito foi detectada parasitemia por B. hovis que variou de <0.01
a 0,03%, concorrente com elevagio de temperatura de até
3.2 °C e redugdo de hematdcrito de até 64.3%. Trés
apresentaram parasiteria por B, bigemina <0,01, 0,6 & | 3%,
respectivamente, e decréscimo de hematocrito de 60.7, 46,4 ¢
53,6%, respectivamente. Os dados correspondem 3 data do
exame e da medicagdo especilica (Tabela 3). Nenhuma
apresenton A. marginale nas laminas de sangue peritérico.
Nenhuma destas novithas havia apresentado sinais clinicos
de babesiose ou anaplasmose durante a fase de reagiio vacinal,

DISCUSSAOQ

As cepas atenvadas de B. hovis (lote 7295), B, bigemina
{lote 7257) e A. marginale (lote 933) foram infectivas,
promovendo manilestagdes subclinicas, com variagdes
discretas de temuperalura e hematderito. Esta infectividade ¢
uma caracteristica indispensdvel ds vacinas alenuadas,
conforme ji enfatizado por CALLOW (1977) e CALLOW &
DALGLIESH (1980), para estimular uma resposta imune
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completa e duradoura. Os niveis de parasitemia foram baixos,
principaimente, nos grupos que receberam vacinagio simples
por B. havis ou B. higemina (grupos 1 ¢ 2). J4 nos grupos
vacinados com A. marginale os nivels de parasitermia foram
mais altos, com, correspondentes, maiores decréscimos do
hematocrito. Entretanto, em ambos os ¢asos, 08 animais
responderam subclinicamente a infecgdo e resistiram
assintomaticamente ao desafio, tanto por agulha como através
da carrapato, no campo (grupos 4 e 5). Resultados similares
foram encontrados por JORGENSEN ¢f a/ii{1989), na Australia,
com cepas atenuadas de B. Aavis ¢ B. higemina. PAYNE et
alii (1990), no Paraguai, com cepas atenuadas de B. bovis e
B. bigemina de origem uruguaia, concluiram que as cepas
promoveram alta taxa de protegfo, entretanto, 16.7% (18/102)
dos animais tiveram que ser medicados durante a reacdo
vacinal e 4,9% (5/102) durante a reagfo de desafio. Estas
reaghes mais intensas na fase de reagdo vacinal,
provavelmente, torum devidas ao fate da vacina, utilizada
naquele experimento, nio ter sofrido o processo de
congelamento o qual pode promover uma diminui¢do na
infeclividade. Entretanto, ARTECHE (1992), utilizando ¢epas
da mesma origem, concluiu que a porcentagem de reagentes
as vacinas de Babesia spp. foi de 0,24% (8/3.381) em bezerros
mamando, 1.69% (12/1.732) em machos de sobreanc ¢ 0,30%
(7/1.777y em fémeas de sobreano. CORRIER er alii (1980), na
Coldmbia, com cepa atenuada de 4. margimale, da mesma
origem da utilizada neste trabalho, obtiveram médias de
parasitemias maximas, em bezerros de 7 a 11 meses de idade,
bern mais baixas (0,68% + 0,11) que as encontradas neste
trabalho. Isto pode ser devido a diferenga de suscetibilidade
entre as diferentes categorias dos animals experimentais.
EMMERSON et alii (1976), em tesles de campo da vacina
australiana de 8. argentina (sin. B. bovisy com novilhas de 6
meses de idade. de rebanhos parcialmente suscetiveis,
encontraram 1,2% de casos clinicos, apds o desafio, entre as
vacinadas, contra 17,9% entre as ndo vacinadas. Estes
resultados, aparentemente melhores que os obtidos neste
trabalho, podem ser devidos a: 1) idade dos animais (6 meses
contra [ 1 222 meses); 2)suscetibilidade (rebanho parcialmente
suscetivel contra rebanho totalmente suscetivel), Neste
experimento houve uma tendéncia de reagdo mais intensa nos
grupos vacinados com as duas espécies de Bubesia em
comparagdo com os grupos vacinados com cada uma das
espécies separadamente. Lstes resultados indicam que, na
vacinacio de categorias mais sensivels (bovinos adultos,
gestantes ou em produgdo) seja mais prudente vacinar contra
uma das espécies de cada vez. Os 11 casos ¢linicos de
habesiose ocorridos durante o periodo de desafio pelo
carrapato, no campo. representam 4,1% de falha de imunizagao
(11,267, grupos 5 e 6) o que significa 95,9% de protegio.
Considerando-se cada cepa separadamente, a B. bovis
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promoveu uma prategio de 97,0%. a B. bigemina, 98.9% ¢
a A. marginale, 100,0%. Com base nos resultados do teste
de IFI, durante o perfoda de reagiio vacinal (4 de 29 novithas
vacinadas ndo apreseniaram soroconversio, portanto,
teoricamente poderiam ser consideradas ainda susceliveis),
era esperado um nivel de protegdo mais baixo (algo em
torno de §6,2%) para os animais dos grupos 5 € 6, durante
a fase de reaco ao desafio, no campe. Considerando-se
que um animat do grupo 2 ¢ um do grupo 5 permaneceram
negativos no teste de 1FL para B. bovis ¢ B bigemina,
mesmo apds o desafio por agulha, no primeiro caso, ¢ pelo
carrapalo, no segundo caso, podemaos supor gue o tesle
soroldgico ndo foi sensivel o suliciente para detectur baixos
niveis de anticorpos, provavelmente existentes no soro
destes animais ou gque 0y animais. apesar de nao
responderem sorologicamente d infecgdo eram,
naturalmente, mais resistentes a estes hemoparasitos. O
diagnéstico direto, através de laminas delgadas de sanguc
periférico, niio ¢ sensivel o suficiente, segundo MAHONFEY
& SAAL (1961), para detectar parasitemia muito baixas. As
alteragdes do hematocrito de um dos animais do grupo 3
que foi negativo no exame de laminas de sangue ¢ no leste
de TFI, podem ter sido causadas pelos organismos
inoculados, sem contudo terem sido detectados pelos
métodos de diagnastico utilizados. No preseate trabalho,
em virtude do alte valor zootéenico ¢ allo custo das
novilhas, nfio foi possivel manter um grupo controle, ndo
vacinado, o que prejudica, em parle, a andlise dos
resultados. Entretanto, em experimento anterior (KESSLER
et alii, 1987h) tedos os novilhos da raga Heretord. de dois
anos de idade, desafiados com os mesmos 1solados de 5.
hovis e B. bigemina sofreram doenga aguda, tendo que
ser medicados. A ocorréncia de casos clinicos neste
experimento e relatados anteriormente (KESSLER er afir.,
1983) comprovam a alla viruléncia das infecgdes naturais
por estes hemoparasitos nesta regiio. As conclusdes
foram as seguinies:

1. A infectividade das cepas, baseados na soroconversio.
foi de 83,3% para 8. higemina (15/18 novilhas vacinadas):
88.9% para B. bovis (16/18 novilhas vacinadas) ¢ 100%
para A. marginule.

2. As taxas de inocuidade e de prote¢iio frente ao desafio
por agulha foram de 100% para as trés cepas.

3. As taxas de protecido contra o desafio pelo carrapato, no
campo, foram de 97,0% para B. hovis, 98.9% para B.
higemina e 100% para A. marginale.

4. As cepas testadas, nas condigbes deste experimento,
foram eficientes na profilaxia da tristeza parasitaria dos
hovinos.
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SUMMARY

The attenuated strains of Babesia bovis and B. bigemina,
developed at EMBRAPA-CNPGC, and the attenuated strain
of Anaplasma marginale, developed at the University of
Miinois. USA, were tested in 291 Holstein heifers divided in
five groups of six and one group ol 261 heiters. Group | was
vaccmated with B. hovis, group 2 with B. higemina, group 3
with B. bovis and B. higemina, group 4 with A. marginale and
groups 5 ¢ 6 with the three organisms simultaneously, The
vaccine dose was 107 parasitized erythrocytes (PE). Groups |
to 4 were challenged with 5x 107 PE of the virulent isolates and
groups 5 and 6 were field-challenged with the cattle tick. The
vaceinal strains were inocuous for this category of animals
and promoted protection rates of 100% for the three species
of parasties when needle-challenged. When field-challenged
by the tick, the protection rates were 97.0, 98,9 and 100% for 5.
bovis, B. bigemina and 4. marginale, respectively.

KEY WORDS: hovine, babesiosis, anaplasmosis, vaccines.
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