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SUMARIO: Foram vacinados 95 bovinos Brangus {(machos e fémeas, com 8 a 12 meses de idade)
com cepas atenuadas de Babesia bovis, Babesia bigemina e Anaplasma centrale, com o objetivo de
observar a inocuidade e a infectividade e determinar a taxa de protecdo frente ao desafio pelo
carrapate no campo. Os animais foram distribuidos aleatoriamente, nos grupos A; B, C (n=10 por
grupo), E (n=65). O grupo D (n=7) foi mantido como' controle da reagdo vacinal, ndo recebendo
vacina. Os animais do grupo A foram vacinados com B. bovis e A. centrale e 30 dias apés foram
vacinados com B. bigemina; os do grupc B com B. bigemina e A. centrale e 30 dias apds com B.
bovis; os do grupo C e os do grupo E com as trés cepas simultaneamente e, os do grupo D
permaneceram nao vacinados como controle da reagao vacinal. Sessenta dias ap6s a vacinagao, 0s
animais foram expostos ao desafio pelo carrapato no campo. Os animais dos grupos A, B, C e D
foram monitorados clinica e laboratoriaimente trés vezes por semana, enquanto os do grupo E
somente quandc apresentaram sinais clinicos da doenca. Na fase vacinal houve somente um caso
clinico de babesiose (grupo A), manifestado por elevacio da temperatura, decréscimo acentuado do
hematocrito e uma parasitemia de 4,2% por B. bigemina. Na fase de desafio ocorreram dois casos
clinicos por B. bovis (B e C), um por B. bigemina (C) e trés por A. marginale (A, B e C). Todos se
recuperaram, com excec¢ao de um. animal que morreu (A), tendo sido detectada neste elevada
parasitemia por A. marginale (24%). Os 65 animais do grupo E néo apresentaram doenga clinica na
fase vacinal. Entretanto, no desafio, um animal apresentou babesiose, por B. bigernina e dois de
anaplasmose por A. marginale, os quais se recuperaram ap6s medicacéo especifica. Considerando
todos os animais vacinados, a taxa de inocuidade da cepa de B. bigemina foi de 99% e as de B.
bovis e A. centrale 100%. A taxa de protegéo foi de 98% para B. bovis e B. bigemina e 95% para A.
marginale.
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INTRODUCAO

A habesiose e a anaplusmose sdo hemoparasitoses de
distribuigiio  mundial.  Estas doengas, popularmentc
conhecidas como tristeza parasitiria bovina (TPB), sio
responsdaveis  por  grandes  prejuizos A bovinocultura
(KUTTLER, 1988),

O principal vetor da TPB, o carrapalo Boophilus microplus,
segundo HONER (1989), tem condigdes de sc desenvolver
em quase todo o territério brasileiro. Quando ha exposigiio
precoce de bezerros aos agentes da TPB, os efeitos da doenga
sdo minimizados. Entretanto, em dreas onde as condicdes
ecoldgicas sdo desfavordveis pura o B. microplus, ou quando
da importagio dc bovinos de dreas livres de carrapato, a
doenga ocorre sob [orma aguda, acarretando alta mortalidade,

havendo a necessidade de um processo de imunizagio
(LIMA, 1991).

Na Awustralia [oi desenvolvido um mélodo eficiente de
imunizacgdo utilizando cepas vivas ¢ atenuadas de Babesia
bovis (CALLOW & MELLORS. 1966) e Babesia bigemina
(CALLOW, 1977, DALGLIESH er afii, 1981). FEsta
tecnologia foi reproduzida em diversos paises, sendo que, no
Brasil, KESSLER et afif (19872 e 1987b) isolarum e
atenuaram ccpas de B. bovis ¢ B. bigemina, realizando testes
de laboratério e campo.

Uma cepa de Anaplasma centrale, isolada na Africa do Sul,
com caracteristica de baixa patogenicidade e induzindo uma
razodvel imunidade cruzada com o Anaplasma marginale,
também, tem sido utilizada como vacina (NARI et alii, 1979;
PiPANO), 1985; PALMER, 1989; PAYNE et alii, 1990).
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O objetivo deste trabalho foi observar as reagdcs vacinais
(inocuidade e infectividade) de B. bovis, B, bigemina e A.
centrale e determinar a taxa de prolegdo destas cepas, frente
ao desafio pelo carrapato, no campo, em bovinos da raga
Brangus.

MATERIAL E METODOS

Area experimental: O trabalho foi realizado em uma
fazenda sitvada na microrregido de Campo Grande, Mato
Grosso do Sul, localizada entre as latitudes 20 e 218, com
clima do subtipo Aw (clima tropical de suvana) segundo a
classificagiio de Képpen (OMETTO, 1981).

Origem das cepas: Para imunizagiio contra a babesiose
foram utilizadas as cepas GC 4974/83, lote 8679 (17%

passugem) de B. bovis e GC S118/83, lotc 8869 (6.

passagem) de B. higeming. As cepas foram isoladas,
atenuadas e preservadas de acordo com -KESSLER et alii
(19874 e 1987b). Para a imunizagiio contra a anaplasmosc,
foi utilizado o lote 8860 da cepa de A. centrale procedente do
DILAVE Miguel C. Rubino, Uruguai,

Inéeulos: Os indeulos vacinais foram: 2x107 eritréeitos
parasitados (EP) para B. hovis; 2,5xl()6 EP para B. bigemina
¢ 5x10° para A. cenfrale. Apds o descongelamento em
banho-marta (37°C), as vacinas foram diluidas a 1:4 em
solugdo salina glicosada e glicerinada, sendo inoculadas no
volume de 2 ml por via subcutiinea.

Animais experimentais: Foram utilizados bovinos (machos
e fémeas) da raca Brangus, com idades de 8 a 12 meses,
importados de regido livre do carrupato B. microplus (EUA),
sorologicamente negativos ao teste de imunofluorescéncia
indireta (IF1} para B. bovis, B. bigemina e A. marginale.
Trinta e sete animais foram mantidos em baias (fase vacinal)
¢ 05 restantes permaneceram a campo, em pastagem de
Brachiaria  decumbens,  previamente  vedada  por,
aproximadamente, 60 dias. Estes animais foram mantidos
livies de infestagio  pelo  carrapato  aplicando-se
quinzenalmente  carrapaticida  pirctréide  (Flumethrin,
Bayticol "pour on" Bayer do Brasil S.A.).

Dclineamento experimental: Trinta e sete animais {oram
distribuidos aleatoriamenle nos grupos A, B, C e D, com os
scguintes tratamentos: Grupo A (n=10): vacinados com B.
bovis e A. centrale e, trinta dias apés, com B. bigemina;
Grupo B (n=10): vacinados com B. bigemina e A. centrale e,
trinta dias apds, com B. bovis; Grupo C (n=10); vacinado
simultancamente com as trés cepas e Grupo D (n=7): nio
vacinado, controle da reaciio vacinal. Os 635 bovinos
restantes, constituindo o grupo E, toram vacinados com as
trés cepas, simultaneamente, permanecendo no campo sob
observagio, sendo  examinados  somenle  quundo
apresentaram sinais clinicos. Sessenta dias apds a vacinagdo,
os animais foram expostos ao desalio pelo carrapato, no
campo. Considerando-se o alto valor dos animais e scu
padrio zootécnico, decidiu-se ndo desfiar o grupo D (controle
da reacio vacinal, niio vacinado), cm virtude da viruléncia
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Tabela 1 - Média da variagdo da temperatura retal [vT], hematdcrito minimo absolute e
redugio [HIM e HtR], percentagem de parasitemia [PP] e soroconversdo pela IF| em trés
grupos [A, B e Cj de bovinos da raca Brangus, vacinados com cepas atenuadas de Babesia
bovis, B_bigemina & Anapfasma centrale - fase vacinal, e o grupo cantrole, D.

Pardmetra GRUPO
vacinal A B C D
N 10 10 10
¥ B.bo Bbi+Ace Bbi  BbotAce BbotDbi  Ace - -
vT 1.0 1.1 09 1.0 0.6 0,8 1.0 1.1
HiM 291 204 30.7 245 30.8 244 287 291
HtR 10,9 374 10.5 30,0 10,0 29,0 19 15,0
PE 0,01 0,522 005 <0126 004000 2.5 0.0 1.0
IF1 N0 190000 110 600 TGI0A0 1010 w7 W7

N = nimero de animais ne grupo; P = B.bo = Babesia bovis; B.bi = B. bigemina;
A.ce = Anaplasma centrale.

Tabela 2 - Média da variaglo da lemperatura retal [vT], hematdcrito minimo absoluto e
redugdo [HtM e HIR], percentagem de parasitemia [PP] @ soroconversae IFl em trés grupos
[A, B e C] de bavinos da raga Brangus, vacinados com cepas atenuadas de Babesia bovis,
B. bigemina e Anaplasma centrale - fase desafio.

Pargmetro GRUPO R
desafio A B C
N 10 10 10
P R.bo+B. A.ma B.buo+B hi Ay B.bo+B.bi Auama
vT 1.1 08 15 0.6 11 04
Hiivi 21,6 218 218 243 21,5 230
HiR 334 334 36,9 28,7 37,2 330
kP (LT 5.3 <0,01:0.3 1.2 <0018 28
IF1 1010 FO/T0 10714 T 1010410 10710 If)/’](!;l()ﬂ'li_) L ](Eﬂ_

N = niimero de animais no grupo; B.bo = Babesiz bowvis; B.bi = B. bigeminag,
A.ma = Anaplasma marginale. :

dos organismos de campo jd comprovada cm experimentos
anteriores, Durante a fase vacinal e de desalio os animuis dos
quatlro grupos experimentais foram examinados, trés vezes
por scmang, quante a4 temperatura retal, hematdcrito,
percentagem de parasitemia ¢ estado clinico geral. Uma vez
por semana foi colhido sangue para determinacio de
anticorpos especificos no soro, pelo teste de IL. A andlise
estatistica dos resultados foi feita pelo teste "t de Student, ao
nivel de P =0,05.

RESULTADOS

Os resultados referentes &s médias das variagdes das
temperaturas retais, dos hematdcritos, das percentagens de
parasitemia ¢ a sorocenversao pelo teste de 1FL, por grupo
vacinado, duranic as fases vacinal e de desafio, encontram-se
nas Tabelas 1 e 2.

Durante a fase vacinal, houve somente um caso clinico de
bubcsiose no  grupo A, manifestado por elevagio de
temperatura (1,5 °C), redugiio acentuada do hematdcrito
(70,5%) e parasitemia mixima de 4,2%, por B. higemina.
Apos a medicagio especifica, o animal recuperou as
condiches normais. Entre os demais, nove apresentaram
parasitemia nos esfregacos de sangue perilérico, com
percentagens entre <0,01 e 0.6% por B. bigemina, cnquanto
que iés apresentaram parasitemia <001 por B. bovis. As
temperaturas médias dos diversos grupos, no inicie do
cxperimento {dia 0), ndo diferiram estatisticamente (P=>(,{)5)
entre si, mas todas diteriram (P<0.,05) das médias da variagio
da temperatura retal (vT) durante 4 fase vacinal (Tabela 1). As
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Cepas atenuadas de B. bovis, B. bigemina e A. cenirale

redugdes dos hematdceritos, nos animais dos grupos A, B e C,
na fase de reagHo vacinal as espécies de Babesia nio
diferiram significativamente entre si ou ¢m relagiio ao grupo
D (controle) (P>0,05). Na reagio vacinal ao A. ceatrale
{grupo Cy ou quando us reagdes as babesias coincidiram com
a reagio a0 A. centrale (grupos A e B) as redugdes de
hematoerito foram significativas (P<(,05) (‘Tabela t). Quanto
4 soroconversiio, pode-se observar na Tabela 1 que 7/10
animais foram positivos no teste de IFL, nos grupos Ac Ce
&/ 10 no zrupo B, para B. bovis. Durante a fase do desafio pelo
carrapato no campo, ocorreram dois casos clinicos por B.
hovis (grupos B e C), um por B. higemina (grupo C) e trés
por A. mearginale (grupos A, B ¢ C). Apds a medicagiio
cspecilica. os animais se recuperaram, com excegiio de um
animal do grupo A que morreu, tendo sido detectada uma
elevada parasitemia por A, marginale (249:) e uma acentuada
reducio do  hematéerito (75.7%). Entrcunto, a  andlise
estatistica revelow que ndo houve diferenga significativa
(P>0.05) nas variagdes de temperatura e hematocerito entre 08
grupos A. B ¢ C. Todos os animais dos grupos A, B ¢ C,
apresentaram parasitemia por 8. bovis ¢ B. bigemina, com
excegio do grupe C, em que somente sete animais
apresentaram parasilemia por B, bovis, A presenga de A
muasginale foi dewectada em cinco, dois e wés animais dos
grupos A, B e C. respectivamente. Todos os animais
APIESENELTIM SOTOCONVETSEO para as trés especies.

Os 65 animais do grupo L, ndo apresentaram doenga clinica.
durante o luse de reagdo vacinal. Entretunto, durante a fase do
desafio. wm animal apresentou sinais clinices de babesiose
por B, higentina ¢ dois, de anaplasmose por A merginale. os
guals s¢ recuperaram apds medicagdo especilica.

DISCUSSAQ E CONCLUSOES

As copas vacinais apresentaram baixa viruléneia. Na fase de
reaciio ds habesias. us variaghes do hematicrito ndo diferiram
entre os tratamentos (P>0.05}. O dnico pardmetro que foi
signilicativamente  diferente (P<0.03) foi o aumento de
temperatura retal. Quando houve coincidéncia das reagoes
viicinais das babesias com 0 A, cenfrale, as variagOes de
ambas oy parimetros {temperatura ¢ hematocrito) foram
signilicativamente diferentes do grupo controle {P<0,03).
Entretanio, nesle caso, upenas um animal apresentou docnga
clinica por B. bigemina na fase em que houve coincidé&ncia
das reagdes vacinais com o A, cemrale. lIsto significa,
considerando-se tados os animais vacinados, que a taxa de
inocuidade da cepa de B bigeming fol de 99%, enquanto que
a dus cepus de B, bovis ¢ Al centrale To1 de 100%:. Estes
com 0s anteriormente
encontrados. quando  Toram  vacinadas novilhas da raga
Holandesa  (KLESSLER, 1993 {EMBRAPA-CNPGC),
Comunicaylo pessoaly, ¢ dilerem dos resultados obtidos por
PAYNE et alii (1990) que, trabalhando com bovinos adultos,
da ragca Holandesa, tiveram que medicar, durante a reagdo
vacinal 18 bovinos para Babesia ¢ 13 pura Apaplasma, o que

resultados  estdo de acordo
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representon taxas  de  inocuidade de 82% e 87%
respectivamente. Fsta diferenga pode ser atribuida & idade
dos animais vacinados, uma vez que 0% animais jovens $ao
mais resistentes do que os adultos (McCOSKER, 1981).
Aparentemente, a vacinagiio prévia dos animais contra B.
bovis nio influiu na reagiio posterior 4 infecgio por B.
higemina (grupo A), nem a vacinagio prévia com £
higeming influiu na rcaclio posterior 4 infecglio por B. hovis
(grupe B As reagics s infecgdes simples (grupos A ¢ B)
nio diferiram das reagdes is infecgdes concomitantes (grupo
(). Conclui-se. portanto, que as vacinas de Babesia spp.
podem ser aplicadas simultancamente. Apesar de as reagoes
terem sido de cardler subclinico, em  sua
recomendavel cvitur a coincidéncia das reaghes as Babesia
spp. com as do Anaplasma spp. Entretunto, como os periodos
de incubagio sdo diferentes, as trés vacinas podem ser
aplicadas simultaneamente.

As laxas de protecdo foram: para u B. bovis, 90% nos grupos
Be Ce 100% nos grupos A ¢ E: para a B, bigemina, 90% no
erupo C, 989% no grupo L e [U0% nos grupos A ¢ B; para o A,
centrale, 90% nos grupos A, B ¢ C ¢ 97% no grupo E.
Considerando-se todos os animais vacinados (1=93) com
cada uma das cepas, as taxas de protegio foram de 98% para
B. hovis e B. bigemina e. 95% para o A cennrale,
Admilindo-s¢ a soroconversdo como indicalivo da infecgio,
as taxas de infectividade lorwmn: para B bovis, 70% nos
arupos A ¢ C ¢ 60% no grupo B ¢, para B. bigemina ¢ A,
centrale. 100% em todos os grupos. Estus baixas taxas de
inlectividade da cepa de B. hovis nio estdo de acordo com a
taxa de protecdo frente ao dexafio através do carrapato no

maioria, ¢

campo. [sto sugere que. apesar de negativos no teste. 08
animais Toram estimulados imunologicamente pela infecgio
priméria. respondendo methor & inecgdio secunddria com o
organismas virulentos. apresentando 100%: de soroconversio
apés o desafio. Resultados semelthantes foram obudos em
trubalho anterior {(KESSLER, 1993 (EMBRAPA-CNPGC)
Comunicagio  pessoal). JORGLENSEN er olii (1989)
obtiveram 97% de infectividude pora uma cepa de B bovis ¢
009 para as cepas de B bigeming ¢ A cenirale,
conservadas  por congelamente em  nitrogénio  liguidio.
Entretanto, este trabalho niio apresenta resubtados de desafio.
PAYNE ef alii (1990), trabalhando com vacinas relmgeradas.
obtiveram 100% de seroconversao apds o reacdio vacinal,
Entretanto. as taxas de protegiio foram de 90% para a b.
Bigeming e 55% para o A. centrale. Contorme os proprios
autores ressalvan, todos os animais gque foram medicados
durante a reagdo vacinal. apresentaram doenca clinica no
desafio. Estes resultados sugerem que a medicagiio noe inicio
da reagdo vacinal interlere no desenvolvimento da imunidade
protetora.

SUMMARY

Attenuated  strains  of Babesia bovis, B, bigening and
Anaplasme centrale were used W0 vaceinate 95 Brangus cattle
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(males and females, § to 12 months old), to study strain
inocuity and infectivity, and to determine the level of
protection, when challenged with ticks on pasture, Animals
were aillocated at random to groups A, B and C (n = 10 per
group), E (n = 65) and D (n = 7), mantained as a control
group and were not vaccinated. Animals in group A were
vaccinated with B. bovis and A, centrale and 30 days later,
with B. bigemina. Group B werc vaccinated with B. bigemina
and A. centrale and 30 days later, with B. bovis. Group C and
the animals in group E were vaccinated with the three strains
simultancously and group D remained non- vaccinated as
control of the vaccine reaction. Sixty days after vaccination,
the animals werc exposed to pasture tick challenge. Animals
in groups A, B, C and D were accompanied with clinical and
laboratory tests three times u week, but those ol group E only
when showing clinical symptoms. During the vaccination
phase, there was only one clinical case of babesiosis (group
A) characterized by a rise in emperature, a marked fall in
hacmatocrit and a parasitaemia of 4.2% by B. bigemina.
During the challenge phase there were two clinical cases of
B. bovis (B and C), one casce of B. bigemina {C) and three of
A. marginale (A, B, ©). All animals recovered with one
exception (A), an animal which dicd with a high parasitacmia
ol A. marginale (24%). The 65 animals in group E showed no
clinical signs during the vaccination phase. During challenge,
however, one animal showed babesiosis by B. bigemina and
two showed anaplasmosis by A. marginale. These animals
recovered after specific medication. Considering all the
animals vaccinated, the inocuity rates per strain were 99% for
B. bigeming and 100% for B. bovis and A. centrale. The ralc
of protection was 98% for B. bovis and B. bigemina and 95%
for A, marginale.

KEY WORDS: Bovines,
attenuated strains, vaccine.

babesiosis,  anaplasmosis,
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