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RESUMO: Cento e trinta novilhas importadas do Uruguai foram imunizadas no Brasil com uma vacina trivalente
congelada, contendo Anaplasma centrale e cepas afenuadas de Babesia bigemina e B. bovis, Trinla e cinco dias
apds a vacinacao, os animais foram desafiados com cepas virulentas de B. bigeming, B. bovis e A marginale. No
dia do desafio e 30 dias apos, foram colhidas amostras de sangue de 28 animais para a avaliagao de hematocriio
e teste soroldgico. Os animais resistiram bem ao desafio com as cepas virulentas, pela auséncia de sinais
clinicos da Tristeza Parasitaria Bowvina (TPB) ourante o periodo de cbhservacdio. O leste de ELISA indireto mostrou
que os animails vacinados apresentavarm anticorpos contra os trés agentes da TPE (B. bigemina - Densidade
Optica (DO) meédia = 0.356, B. bovis = 0.320 e A, marginale = 0.295), aumentando significativamenta apos o

desafio (B. bigemina - DO média = 0.664, B, bovis = 0.637 & A, marginale = 0.549).
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1. INTRODUCAD

A Tristeza Parasitéria Bovina {TPE) & uma doenga
causada por agenies infecciosos dos géneros Babesia
e Anaplasma. Mo Brasil, freqientemente estio
envolvidas a Babesia bowvis (Babes, 1888), a Babesia
bigemina [Smith & Kilborn, 1893) e o Anaplasma
marginale (Theiler, 1970).

Embora os animais criados em paises de clima
tropical e subtropical s80 na sua maioria de racas
indianas, relativaments resistentes ao carrapato e a
TPE, a enfermidade adguire maior impartincia quando
se wrata de animais importados de regides livres da
doenca, visando o melhoramento genetico do rebanho
nacional (Massard, 1990).

Diversas estratégias 1&m sido ensaiadas na busca
de uma solugan para este problema. As primeiras
praticas de vacinagtes contra Babesiose foram
realizadas na Australia por Pound (1897 e nos E.LLA
por Connaway & Francis {1893) apud Callow, (1977)
o8 quais colheram sangue de animais infectados
(doadores) ¢ o transfundiram para animais livres
(receplores). Esta técnica fol inicialmente utiizada no
Brasil por Sergent e, al. (1924), denominando-a de
“premunigac”. Um dos principais inconvenientes gus
lirmitam o seu uso & o risco de fransmissao de doengas

como € o caso da Leucose Enzodtica de etiologia a
virus (Esteban et al., 1988; Hogers et al., 1988).
FPaises como Australia, EUA ¢ 1srael tém utilizado
a mais tempo novos métodas de imunoprofilaxia, com
bases em cepas nao virulentas de Babesia spp e
Anaplasma spp (Ristic & Kreier, 1981; Mahoney , 15977]
Pipano et al.,1988). Mo Brasil, cepas de 8. bovise 5.
Bigeminaforam atenuadas no Centre Macional Pesquisa
Gado Corte da EMBRAPA de Campo Grande/M3S
(CNPGC-EMBRAPA) (Kessler el al., 1887), na
Universidads Federal de Pelotas (UFPel) (Fanas et al.,
1886), na Universidade Federal de Vigosa (UFV)
(Patarroyo et al., 1988) e no Instituto de Pesquisas
Veterinarias Desidério Finamer no Rio Grande do Sul
(IPVDF) (Arteche, 1292) e juntamente com uma cepa
Sul Africana de A. centrale foram incorporadas am
vacinas que atualmente estgc em us0 a4 campo
principalmente no Sul e Sudeste do Pais. No Parana,
a vacina da UFPel, inicialmente ulilizada em novilhas
holandesas importadas do Uruguai (dados néo
publicados), mostrou resultados satisfatorios, com
ressalvas para Anaplasmose, gue lem ocorrido
recidivas da doenca guando o5 animais vacinados
entram em contalo com ¢ carrapato. Uma avaliacao
mais detalhada das vacinas vivas atenuadas faz-se
necessano principalments no momento em que & sua
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utilizagéo e crescente no Fais. Neste sentido, os
ohjetivos deste trabalbho foram os de avaliar os niveis
de anticorpos existentes em soros de um lote de
animais vacinados e depois desafiados adificialmente
com cepas virulentas dos frés agentes da TPEB, bem
como observar o comportarmeanto clinice destes animais
frente ao desalio com cepas virdlentas.

2. MATERIAL E METODOS

Um lote de 130 novilhas da raga holandesa,
importadas do Uruguai, foram vacinados no Rio Grande
do Sul com dois indculos de 2 mi, com intervalo de 25
dias, de uma vacina triplice constituida de A. centrale
e cepas atenuadas de 8. bigemina e B. bovis (UFPel),
mantida em nitrogénio liquido, Cada dose da vacina,
administrada wia intramuscular, continha
aproximadamente 107 hemacias parasitadas de cada
urm dos agentes infecciosos da TPB. As cepas de. B
bovise 8 bigemina foram atenuadas no ano de 1991,
de acordo com o metodo australiano descrito por Callow
& Mellors (1968). A cepa de A cantrale (Theiler, 1211)
utilizada & origindria da Africa do Sul e termn sido mantida
ateé oz dias aluais atraves de reinoculacbes em animais
esplenéctomizados e criopreservacao. Apos a segunda
dose da vacina os animais foram mantidos estabulados
emobservacan por mais 35 dias e depois transportados
para um quarentenario, no municipio de Miraselva, na
regiao norie do estado do Parana.

Oitenta dias apods terem recebido a primeira dose
da wacina, o3 animais foram desafiados, via
intramuscular, com inoculo de 2 mi de uma suspensio
contendo 10% hemacias parasitas de cada uma das
cepas virulenlas de B bigemina, B. bovis & A
marginale, isoladas no Rio Grande do Sul (Farias et
al., 1988). Durante o periodo de observacac os animais
faram mantidos a pasto, com aplicagic de carrapaticida
a2 base de piretrdide a cada 14 dias.

Mo dia do desafio ¢ 30 dias apds, foram colhidas
amesiras de sangue ac acaso de 28 animais para
sorologia e avaliagio do hematderito, Neste periodo,
asranimais foram observados diariamente e aqueles
que apresentavam sinais clinicos sugestivos da TRB
foram separades do lote, recolhidos 2o curral e apos
avaliagdo com exames clinicos e laboratonais rotineiros
(ternperatura retal, hematacrito ¢ esfregaco de sangue
corados pelo método de Giemsa, com identificagao do
agente infeccioso envolvido), efetuou-se o tratamento
espacifico.

Az amestras de sores foram analisadas pelo teste
de ELISA indireto de acordo com a tecnica descrita
por Machado (1991). A leitura da reacio foi feita em
espectrofotbmetro para ELISA, com filtro de 405 nm,
s antigenos utilizades neste exparimente foram
purificados sequndo a técnica preconizada por Machado
(19913, a partir de isolados de A marginale, 5.
bigemina e B. bowvis de Jaboticabal. As "Densidades
Opticas" (DO} dos soros negativos e positivos, usados
como controle, eram, respectivamente: B. bigemina -

0.085/0.581, 8. bovis — 0.037/0.572 e A. marginale -
0.069/0.552. Considerou-se como posilivas 0% SOros
gque apresentaram DO duas vezes & meia acima das
OO dos controles negativos.

As meédias das Densidades Opticas (DO) obtidas
pele teste de ELISA foram submetidos & analise
estatistica utilizando-se o teste t de Student segundo
Euclides (1983).

3. RESULTADOS E DISCUSSAQO

Dos 130 anirmais vacinadas e desafiados comn cepas
virulentas dos frés agentes da TPBE, apenas irés
apresentaram sinais mais acentuados da doengs, com
termpergturas retais de 403 a 40,8 °C e anorexia,
identificando-se nas laminas coradas peic Giemsa, a
presenga de A, marginale com 4.8 a 5,7 % de hemacias
parasitadas. Estes animais foram tratades com
tetraciclina & apresentaram recuperacao clinica o
reducac da parasitemia am 48 horas.

As medias de 25 5% e 24.6% dos hematocritos
dos 28 animais examinados, respectivamoents, aos 40
dias apds a vacinagdo e 30 dias apos o desafio, ndo
servem de parametros para avaliar o efeilo imediato da
multiplicacao dos parasitas sobre as hemacias. Mo
entanto, estes valores s3o indicativos da capacidade
do sistema hematopoictico dos animais eom repor as
ctlulas destruidas nas fases de multiplicacic das
cepas vacinais e virulentas dos agentes inoculados.
Qs indices relativamente baixos de hematocritos
encontrados quando comparados acs valores normais
da espacie, em parte, podem ser atribuidos & pobre
dieta alimentar que os animais eram submetidos e,
ermn parte & multiplicacéo dos agentes da TRE.

Reducdes no hematdcrito de animais vacinados com
cepas atenuadas de Babesia sp e com A. cenfrale ou
A, marginale, tambem foram constatadas por cutros
autores (Anziani et al., 1987; Kuttler e Zaugg, 1988;
Schenk et al_, 1993), sendo que na maiaria dos casos
houve recuperacac dos animais sem a necessidade
de intervencac terapéutica. Anziani et al. (1987)
varificaram uma gueda de 2 6%, na média dos
hematacritos de novilhas holandesas, 45 dias apos
vacinacao com A. centrale e apenas reducao moderada
apds o desafio com A marginale. Estes autores
afirrnam, no caso de novilhas jovens, que a INGoulacan
com A. centrale produziu reacdes leves ou moderadas
e embora n2o tenha prevenide a infecgao subseguente
de A marginale, reduziu a severidade da infecgio por
esta alima espaécie. Schenk ot al. (1993) realizaram
um teste critico de uma vacina constituida por A,
centrale & cepas atenuadas de 8. bigeminae B. bowvis
utilizando bovinos da raga Brangus, na faixa etaria de
& a 12 meses. Ma fase vacinal houve um caso de
babesiose com alevagdo de temperatura, gueda
acentuada do hematocrito 2 parasitemia de 4,2% por
B. bigeminag. Ma fase de desalio ocorreram dois casos
clinicos por 8. bows, um por B. bigemina e trés por A.
marginale. Todos animais S& recuperaram corm excRean
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de um que morreu com 24% de parasitemia por A
marginale. Ataxa de inocuidade da vacina foi de 99%:
para B. bigemina e 100% para B. bovise A. centrale e
a taxa de prolecao foi de $8% para B, bigemina a B.
bovisa Q5% para A. marginale. Mo nosso trabalho nao
foi possivel calcular a taxa de inoccuidade da vacina,
mas pelo desaflio artificial, a taxa de protecan conferida
foi de 100 3 para 8. bigeminae B. bovis {auséncia de
casos clinicos de babesiose) e 98% para A. marginale
(trés casos clinicos).

A Tabhela 1 mostra os niveis de anticGrpos sencos
dos anirmais em DO, pelo teste de ELISA indireto, apos
sarem tabulados e submetidos a analise estatistica.
Cuando as DO meadias de soros, colhidos 30 dias apos
a segunda dose da vacina foram confrontadas com as
DO médias obtidas de soros colhidos apos o desafio,
constatou-se, para os trés agentes, uma diferenca
significativa (P <0.01%). As DO meédias obtidas apos
avacinacio para os trés agentes, mostravam niveis

razgaveis de anticorpos, ainda que tenham ocorrido
variagtes individuais consideraveis entre o5 niveis
maximos e minimos de anticorpes. Mo entanto, estes
niveis aumentaram significativarments apds o desafio
artificial com as cepas virulentas, ovidenciando um
aumento da imunidade, gue se traduziu numa maior
resisténcia guando os animais forarm desafiados &
campo com altas infestacdes de carrapate (dados ndo
publicados). As freqiléncias das DO agrupadas em seis
classes de grandeza, para os trés agenies da TRB
(Tabela 2), mostram nitidamente gue o ndmere de
animais com niveis de anticorpos sencos mais elevados
aumentou substancialments apds ¢ desafio artificial
COMm a8 cepas virdlentas.

Com base nas informactes apresentadas neste
trabalhe podemos concluir gue a vacina utilizada
proporcioncu protecio satisfatdria acs animais & o
desafic artificial aumentou a imunidade conferida,

Tabela 1.Densidades Opticas (DO), médias aritméticas (X}, erro padrao (EP) e coeficiente de variagio (CV) dos
sores de novilhas holandaesas Preto e Branco (HPB} importadas do Uruguai vacinadas com Anaplasma
centrale e cepas atenuadas de Babesia bigemina e B, bovis, posteriomente dasafiadas com cepas
virulentas de B bigerning, B, bovis e A, marginale.

Espécies Condicdo | X EP CW (%) DO minima DO maxima
B, Brigeming Ay 25 0886 « 0,023 30,71 0172 0.638
AD 25 D64 + 0,03a8" 30,65 .1e1 0.952
B. bovis LAY 28 0.320 £ 0,026 42,81 0108 0.610
Al 258 0.637 = 0,040° 33,28 0.220 1,117
A marmnale AN 258 0.295 = 0,022" S8, 54 0148 0.546
Al 28 0.548 = 00277 26,05 0.280 D.808

AV = Apds vacinagan | AD = Apds desalio] N = Nimero de animais
As meédias pertencenles a mesma especie (AV ou AD) seguidas de letras
diferentes diferem estatisticaments pelo leste 1" (P < 0,01).
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Tabela 2. Distribuicao das Densidades Opticas (DO) obtidas pelo teste de ELISA indireto, em soros de novilhas
holandesas Preto e Branco (HPB) importadas do Uruguai vacinadas e desafiadas com os agentes da
Tristeza Parasitaria Bovina (TPE), em fungao de suas grandezas.

B. bigemina apds vacina (AV) EB. bigemina apos desafio (AD)

Classes DO minima DO maxima  Freguéncia  Classes DO minima DO maxima. Frequéncia
1 0172 0.249 8 1 0191 0.318 2
2 0.249 0.327 4 2 0.318 0.445 2
3 0.2327 0405 8 3 (.445 0.571 3
4 0.405 G.483 4 4 0.571 0.698 I
5 0,483 0.560 2 S 0.5958 0.825 5
& 0.560 0.638 2 5 0.825 0.952 3

8. bovis apos vacina (AV) 8. bovis apds desafio (AD)
1 0.108 0,192 & 1 0.220 0.369 2
2 o.1e2 0.275 9 2 0.369 0.519 &
3 0275 0.358 3 3 0.519 0.668 8
4 0,359 0.443 4 4 0565 D.el1a B
B 0.443 0.526 S L 0.818 0.267 5
& 0.526 D10 7 3] 0.967 1117 1
A, marginals apos vacina (AV) A. marginale apos desafic (AD)
1 0,146 0213 o 1 0.280 0.368 4
2 0213 0275 G 2 0.368 0.45% 3
3 0.279 0.348 4 3 0.455 0543 &
4 0,346 04132 4 4 0.543 O.831 5]
= 0413 D479 2 5 0.631 d.718 &
5] 0.479 0.546 3 & 0718 0.806 3
AV = Apds WVacinaggo: AD = Apos Desafio
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ABSTRACT: One hundred and thirfy adult catlle imported from a tick-free region (Uruguay) were immunized in
Brazil with a frozen trivalent vaccine containing Anaplasma centrale and attenuated Babesia bigemina and B.
bovis. Thirty five days after the second dose of the vaccine, the animals were challenged with virulent strains of the
haemoparasites. Al the day and 30 days affer the challenge, it was taken serum samples from 28 animals, in
order to evaluale the packed coll volume (PCV) and for serological tests. The results indicated that the animals
resisted well the challenge with the virulent strains as showed by the absence of severe clinical symptoms during
the observation period. The indirect ELISA test revealed serum antibodies against the three infeccious agents (B.
bigemina - Overall Opfical Density (O0D) = 0.356, B. bovis = 0.320 and A. marginale = 0.295) in vaccineted
animals, which raised significantly after challenging with virulent sfrains (B. bigemina - Overall OD = 0.664. B.
bovis = 0.637 and A. marginale = 0.549),

KEY WORDS: Cattle, babesiosis, anaplasmosis, aftenuated vacoine, indirect ELISA.
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