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RESUMO

Neste trabalho foram avaliadas cepas atenuadas de
Babesia bovis e B. bigemina e Anaplasma centrale como
imunógenos a serem utilizados no controle da Tristeza
Parasitária Bovina. O processo de imunização demonstrou ser
inócuo, imunogênico e eficiente, pelo menos no que diz respeito
às babesias, pois protegeu os animais vacinados frente ao desafio
com cepas heterólogas virulentas a campo, que provocou doença
clínica e morte nos animais do grupo controle. O desafio a campo
pelo Anaplasma marginale não se mostrou muito virulento ou
patogênico, não sendo possível concluir que a imunização com A.
centrale proteja os animais contra anaplasmose.

Palavras-chave: tristeza parasitária bovina, babesiose,
anaplasmose, vacina, imunização.

SUMMARY

Attenuated strains of Babesia bovis and B. bigemina
and a strain of Anaplasma centrale were evaluated as
immunogens against tick-borne disease.  The immunization
process was shown to be inocuous, immunogenic and efficient to
protect cattle, at least against the babesias.  Vaccinated animals
proved to be protected when naturally challenged with
heterologous and virulent strains, in contrast to control animals
that showed clinical symptoms of the disease and had to be
treated. The Anaplasma marginale challenge was not efficient
since treatment was not necessary in the control animals,
therefore it was not possible to conclude that immunization with
A. centrale protected animals against anaplasmosis.

Key words: tick-borne disease, babesiosis, anaplasmosis,
vaccine, immunisation.

INTRODUÇÃO

Segundo estudos de produção e sanidade
no Brasil, Argentina e Uruguai, os produtores

apontam o carrapato Boophilus microplus e os
agentes por eles transmitidos, Babesia bovis, B.
bigemina e Anaplasma marginale, causadores do
complexo Tristeza Parasitária Bovina (TPB), como
um dos maiores problemas sanitários dos rebanhos
(MADRUGA et al., 1986, SPÄTH & MANGOLD,
1986, SOLARI et al., 1992).

No Brasil, regiões e/ou microrregiões
como o Rio Grande do Sul (BRASIL et al., 1982),
Minas Gerais (PATARROYO et al., 1984), Mato
Grosso do Sul (MADRUGA et al., 1983), Paraná
(VIDOTTO et al., 1995) e São Paulo (BARCI et al.,
1995) apresentam riscos de surto de TPB. Essa
situação, em princípio, não ocorre em outras como
Rio de Janeiro (VIANNA et al., 1992), Centro Oeste
do Brasil (LINHARES et al., 1992), Bahia
(ARAÚJO et al., 1995) e Santa Catarina
(DALAGNOL et al., 1995).

Entretanto, a necessidade de aumento e
melhoria da produtividade agropecuária vem
causando transformações radicais no manejo dos
campos (introdução de grandes áreas de agricultura e
de pastagens cultivadas) e dos animais (cruzamentos
industriais, com introdução de raças européias onde
só havia zebuínos e vice-versa, com aumento da
densidade populacional de bovinos). Estas
transformações alteram de maneira importante a
estabilidade em relação à sanidade do rebanho,
agravando o equilíbrio parcial que existe entre
bovinos e carrapatos, podendo trazer conseqüências
desastrosas em relação a TPB (FURLONG &
EVANS, 1991).
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Este quadro demonstra a necessidade de
um método seguro de prevenção e controle da TPB,
o que tem sido obtido através da utilização de cepas
atenuadas de B. bovis e B. bigemina, obtidas
segundo técnicas descritas respectivamente por
CALLOW & MELLORS (1966) e DALGLIESH et
al. (1981), e de A. centrale  como imunógenos
(DALGLIESH et al., 1990 e WRIGHT, 1991). No
Brasil, o desenvolvimento dessas cepas atenuadas
foi apresentado por KESSLER et al. (1991 e 1998).
O presente estudo apresenta os resultados da
utilização desses imunógenos em animais da raça
Hereford que foram desafiados naturalmente, através
do carrapato, no campo.

MATERIAL E MÉTODOS

O experimento foi realizado no Centro de
Pesquisa de Pecuária dos Campos Sulbrasileiros
(CPPSul/EMBRAPA), em Bagé, RS, no período de
fins de primavera, verão/outono. Foram utilizadas
novilhas da raça Hereford, com aproximadamente 24
meses de idade, adquiridas em propriedade livre de
B. microplus, e sorologicamente negativas aos
agentes da TPB.

Para a imunização contra a babesiose,
foram utilizadas as cepas CG-7271 (B. bovis, 17ª
passagem) e CG-7257 (B. bigemina, 6ª passagem),
cujos processos de isolamento e atenuação estão
descritos em KESSLER et al. (1987 a e b). Para a
imunização contra a anaplasmose, foi utilizada uma
cepa de A. centrale, lote 7285, cedida pelo
DILAVE-Miguel C. Rubino, Uruguai. Todas estas
cepas foram conservadas em nitrogênio líquido
adicionando-se como crioprotetores 8% de
polivinilpirrolidona (PVP) e 12% de glicerol. O
inóculo de imunização constou de 1x107 eritrócitos
parasitados por cada um dos agentes: B. bovis e B.
bigemina atenuadas e A. centrale. Foi
descongelado em banho-maria, a 37ºC e aplicado,
por via subcutânea, no mesmo período do
descongelamento.

Delineamento experimental: Vinte
novilhas foram aleatoriamente distribuídas para
formar dois grupos de 10 animais. O grupo 1 foi
inoculado com B. bovis + B. bigemina atenuadas +
A. centrale. O grupo 2 não foi inoculado (grupo
testemunha). Os dois grupos foram mantidos juntos,
desde a chegada no CPPSUL até 93 dias após a
imunização, em campo livre de carrapatos e, como
medida profilática, banhados por imersão, com
produto à base de amitraz, a cada 10 dias. Quando
do desafio, todos foram transferidos para outro
campo, naturalmente infestado com larvas de B.
microplus, não recebendo mais banhos
carrapaticidas. Como as espécies do gênero

Anaplasma têm ciclo mais prolongado que as do
gênero Babesia, as reações de imunização e desafio
foram analisadas em duas fases: na fase 1,
considerada do dia zero ao 40º dia após a
imunização e desafio, estão os resultados
decorrentes da reação à Babesia spp. Na fase 2,
considerada do dia 41 a 93 após a imunização e 41 a
173 após o desafio, estão os resultados decorrentes
da reação ao Anaplasma spp. A avaliação do
processo foi realizada através do monitoramento dos
parâmetros: temperatura retal, volume globular e
nível de parasitemia, determinados três vezes por
semana (diariamente, quando necessário, na reação
ao desafio), determinação de anticorpos específicos
no soro (semanal) e peso corporal (mensal). Os
resultados foram analisados por análise de variância
(P<0,05).

RESULTADOS

Processo de imunização
Não houve diferença significativa entre as

médias de temperatura retal nos dois grupos em
nenhuma das fases, porém os animais do grupo 2
apresentaram médias de temperatura
significativamente maiores que as iniciais
(Tabela 1).

Tabela 1 - Média das variações de temperatura retal (T) e peso
corporal (kg), porcentagem de queda no volume globular
(VG), porcentagem de parasitemia (PP) e período pré-
patente médio (PPP), soroconversão (%) e títulos
medianos (IFI – Imunofluorescência indireta) dos
animais dos grupos 1 (imunizado com B. bovis + B.
bigemina  atenuadas + A. centrale) e 2 (não imunizado –
testemunha) nas fases 1 (de reação às babesias) e 2 (de
reação aos anaplasmas) durante o período de imunização.

Fase 1 Fase 2

Parâmetros G1
Imunizado

G2
Controle

G1
Imunizado

G2
Controle

T    0,5 0,3     0,5    0,4
VG -21B -6A -34B -12A

PP        Bo  < 0,1 - - -
PPP      Bo   14,3 - - -
PP        Bi     0,3 - - -
PPP      Bi   11,4 - - -
PP        Ac - -   3,6 < 0,1
PPP      Ac - - 35,3   65,3
IFI       Bo 100 (1:1280) - - -
IFI        Bi 70 (1:80) - - -
IFI       Am - - 100 (1:320) -

Peso   11,0 12,0 24,0   29,0

Letras desiguais indicam diferenças significativas (P<0,05) entre os
grupos, dentre cada fase.
Bo = B. bovis  Bi = B. bigemina   Am = A. marginale  Ac = A.
centrale
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O volume globular dos animais do grupo
1, nas fases 1 e 2, apresentou queda significativa,
entretanto os valores normais foram recuperados
sem auxílio de tratamento. Estes valores mínimos
coincidiram com os períodos de maior parasitemia e
temperaturas retais máximas, ou logo após estes. Os
animais do grupo 2 não apresentaram queda nos
valores de VG na fase 1, mas sim na fase 2,
coincidindo com um período pós parasitemia por A.
centrale, pois embora estes animais não tenham sido
inoculados experimentalmente, apresentaram
parasitemia (Tabela 1).

No grupo 1, houve parasitemia patente
por B. bovis, B. bigemina e A. centrale em 30, 50 e
100% dos animais, respectivamente. Neste período,
na fase 1, nenhum animal do grupo 2 apresentou
parasitemia por nenhum dos três agentes. Na fase 2,
70% dos animais do grupo 2 apresentaram
parasitemia por A. centrale. Estas parasitemias
foram detectadas 28 dias após as primeiras
parasitemias no grupo inoculado (Tabela 1).

Em relação à resposta humoral, houve
produção de anticorpos (IgG) anti- B. bovis, B.
bigemina e A. marginale nos animais do grupo 1,
sendo que os animais do grupo 2 permaneceram
negativos neste período. Os títulos de anticorpos
anti-B. bovis foram altos (até 1:5120) e constantes
em 100% dos animais. Os anticorpos anti-A.
marginale se apresentaram constantes, porém não
tão elevados quanto os anti-B. bovis.
Quanto a resposta a B. bigemina, apesar
de títulos de 1:1280 terem sido
observados, a resposta padrão esteve em
torno de 1:40 e 1:80 em 60% dos
animais; 40% apresentaram reações de
títulos muito baixos e inconstantes. No
encerramento da fase de imunização,
somente 70% dos animais apresentaram
reação sorológica positiva para B.
bigemina   (Tabela 1).

Os animais dos dois grupos
apresentaram ganho de peso, sem
diferença significativa entre eles (Tabela
1).

Processo de desafio
Na fase 1, a análise de

variância diária entre os dois grupos
demonstrou que, nos dias 28, 29, 31 e 35
pós desafio, coincidindo com a
parasitemia máxima em 60% do grupo,
os animais do grupo 2 apresentaram
temperatura retal significativamente
maior que os do grupo 1. Os animais dos
dois grupos apresentaram aumento

significativo de temperaturas em relação às suas
temperaturas iniciais,  porém, no grupo 2, os animais
mantiveram-se com temperaturas elevadas por um
período de tempo significativamente maior (5,2 dias
vs 2,6 dias).  Na fase 2, os animais tiveram aumento
significativo de temperatura, sem diferença entre os
grupos (Tabela 2).

Na fase 1, os dois grupos apresentaram
queda significativa nos valores de VG em relação a
seus valores iniciais, porém nos animais do grupo 2,
esta queda não só foi significativamente maior,
como se manteve por um período de tempo
significativamente maior que no grupo 1 (15 dias vs
10 dias). Na fase 2, os dois grupos apresentaram
queda significativa nos valores de VG, sem
diferença entre eles (Tabela 2).

Houve parasitemia patente por B. bovis,
B. bigemina e A. marginale em 70, 100 e 100% dos
animais, respectivamente, no grupo 1. No grupo 2,
100% dos animais apresentaram parasitemia pelos
três agentes (Tabela 2).

Na resposta humoral, os animais do grupo
1 mantiveram e aumentaram a positividade das
reações apresentadas na imunização e os animais do
grupo 2 começaram a apresentar as primeiras
reações positivas, sendo que a resposta ao antígeno
de B. bigemina continuou sendo a mais fraca e
inconstante (Tabela 2).

Tabela 2 - Média das variações de temperatura retal (T) e peso corporal (kg), por-
centagem de queda no volume globular (VG), porcentagem de parasite-
mia (PP) e período pré-patente médio (PPP), soroconversão (%) e títulos
medianos (IFI - Imunofluorescência indireta) dos animais dos grupos 1
(imunizado com B. bovis + B. bigemina  atenuadas + A. centrale) e 2
(não imunizado – testemunha) nas fases 1 (de reação às babesias) e 2 (de
reação aos anaplasmas) durante o período de desafio.

Fase 1 Fase 2

Parâmetros G1
Imunizado

G2
Controle

G1
Imunizado

G2
Controle

T       2,1B       2,4A      0,8      1,0
VG             -39A        -64B              -18        -29

 PP      Bo     0,2      0,4 -    -
 PPP    Bo  25,4    21,4 -    -
 PP      Bi    0,7      0,4 -    -
 PPP    Bi 23,0    22,0 -    -
 PP      Am -  -      1,9     6,7
 PPP    Am -  -    63,7    67,7
 IFI      Bo 100(1:1280) 100(1:2560) -    -
 IFI      Bi 100(1:320-1:640) 100(1:160) -    -
 IFI      Am -  - 100 (1:640-1:1280) 100(1:1280)

Peso   -3,0A   -18,0B     -2,0    -3,0

Letras desiguais indicam diferenças significativas (P<0,05) entre os grupos, dentre
cada fase.
Bo = B. bovis      Bi = B. bigemina       Am = A. marginale      Ac = A. centrale
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Na fase 1, houve perda de peso nos
animais dos dois grupos, entretanto, no grupo 2, a
perda de peso foi significativamente maior.  Na fase
2, os animais dos dois grupos também apresentaram
perda de peso, porém sem diferença significativa
entre eles (Tabela 2).

O processo de imunização não provocou
doença clínica em nenhum dos animais inoculados,
que recuperaram seus valores normais de VG
naturalmente, sem utilização de medicamentos. O
processo de desafio provocou babesiose clínica em
90% dos animais do grupo 2, com necessidade de
tratamento específico e auxiliar (soroterapia e
protetores hepáticos), sendo que, destes, um morreu.
No grupo 1, os animais recuperaram seus parâmetros
normais sem necessidade de nenhum tratamento.

Na fase 2, os animais apresentaram
diferenças significativas de temperatura retal, de
valores de VG e de peso em relação aos valores
iniciais, mas sem diferença entre os grupos. Nenhum
animal, nos dois grupos, apresentou necessidade de
tratamento específico para anaplasmose.

DISCUSSÃO

Quando da reação ao inóculo das
babesias, os animais não apresentaram alterações
significativas de temperatura, o que também foi
descrito por De VOS et al. (1982), TIMMS et al.
(1983), JORGENSEN et al. (1989), PAYNE et al.
(1990) e MANGOLD et al. (1992). Já ao contrário,
AGUIRRE et al. (1991) descreveram aumento
moderado de temperatura retal nos animais
imunizados. A queda significativa nos valores de
volume globular, de 21% em média, foi a alteração
mais marcante do processo de imunização e está de
acordo com outros valores descritos, como de 18,7%
e 21,3% (GUGLIELMONE et al., 1989), 25%;
(PAYNE et al., 1990) e 21,75% (AGUIRRE et al.,
1991).

A infectividade das amostras atenuadas de
Babesia utilizadas não pôde ser comprovada pela
detecção de parasitemia patente, pois somente 30%
dos animais apresentaram-se positivos para B. bovis
e 50% para B. bigemina, ao contrário do que
descreveram GUGLIELMONE et al. (1989),
MANGOLD et al. (1990) e AGUIRRE et al. (1991),
segundo os quais 100% dos animais apresentaram
parasitemia por B. bovis  e 79%, 83% e 92%,
respectivamente, apresentaram-se positivos para B.
bigemina. Mesmo os períodos pré-patentes médios
aqui descritos são diferentes, mais longos que os
apresentados nos trabalhos de GUGLIELMONE et
al. (1989). Segundo os estudos desses autores, os
períodos foram de 10,3 dias em B. bovis e 7,8 dias

em B. bigemina, e as parasitemias foram maiores, de
1,4% e 1,5%. Também MANGOLD et al. (1990)
apresentaram períodos mais curtos, de 9,6 a 11,8
dias em B. bovis e 5 dias em B. bigemina. É
possível que as amostras utilizadas neste
experimento, que induziram parasitemias menores
com períodos pré-patentes maiores, sejam mais
virulentas que as utilizadas pelos autores acima, pois
RODRIGUEZ et al. (1983) e BUENING et al.
(1986) demonstraram uma correlação entre menor
virulência e diminuição de prepatência e RISTIC &
MONTENEGRO-JAMES (1988) descrevem que
amostras com maior número de passagens pelo
processo de atenuação apresentam um maior nível
ou parasitemia no sangue periférico.

De VOS et al. (1982), trabalhando com B.
bigemina atenuada, correlacionaram períodos pré-
patentes maiores e mais variados com amostras de
baixa infectividade. De fato, pode-se considerar a
amostra de B. bigemina utilizada neste trabalho como
sendo de baixa infectividade e imunogenicidade, pois
não foi capaz de induzir de maneira constante a
formação de anticorpos específicos, os quais
apresentaram títulos com valores medianos fracos de
1:80 em apenas 70% dos animais. Entretanto, a
amostra de B. bovis atenuada, apesar de ter
demonstrado parasitemia patente baixa e em apenas
30% dos animais, mostrou alta imunogenicidade,
induzindo a formação constante de anticorpos
específicos de títulos com valores medianos de
1:1280 em 100% dos animais ao final da imunização,
demonstrando que todos os animais foram infectados.
A infectividade é muito importante nos imunógenos
atenuados de Babesia spp, sendo que CALLOW &
TAMMEMAGI (1967) enfatizam a relação entre
infecção e subseqüente imunidade dos animais.

O processo de imunização, apesar das
manifestações clínicas discretas ou não, como no caso
do volume globular, não alterou o ganho de peso dos
animais, e estes apresentaram recuperação plena de
todos os parâmetros analisados sem necessidade de
tratamento específico, o que também foi descrito por
GUGLIELMONE et al. (1989), ABDALA (1989),
AGUIRRE et al. (1991) e SOLARI et al. (1992). Ao
contrário, no trabalho descrito por PAYNE et al.
(1990), foi necessário o tratamento específico de 18%
dos animais no período de reação às babesias, sendo a
maioria dos tratamentos em resposta a infecção
patente por B. bovis.

Quando da reação ao inóculo de A.
centrale, os animais não apresentaram alterações
significativas de temperatura retal, mas sim queda
significativa nos valores de volume globular,
resultado semelhante aos encontrados por PIPANO
et al. (1985) e ABDALA et al. (1990). A
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infectividade da amostra de A. centrale foi
comprovada pela detecção de parasitemia patente e
presença de anticorpos específicos em 100% dos
animais. O período pré-patente médio de 35,3 dias é
comparável ao observado por GLOSS (1964), que
trabalhou com sangue fresco de animais doadores,
por PIPANO et al. (1985), que trabalharam com
sangue resfriado por 24 horas e por ABDALA et al.
(1990), que trabalharam com sangue fresco e
congelado. Por outro lado, a parasitemia média de
3,6% só se assemelha à descrita por ABDALA et al.
(1990), sendo que os outros autores encontraram
parasitemias bem maiores ou menores,
demonstrando uma grande variação neste parâmetro.

Deve ser ressaltado que os animais do
grupo testemunha, contaminados por A. centrale, no
período de imunização, apresentaram aumento de
temperatura retal e queda nos valores de volume
globular, em relação aos parâmetros iniciais. A
queda nos valores de volume globular poderia ter
sido causada pela parasitemia indevida, ainda que
esta tenha sido baixa, pois PIPANO et al. (1985)
observaram que 58,5% dos animais inoculados com
A. centrale tiveram parasitemias abaixo de 1%,
como a apresentada aqui, e queda média nos valores
de volume globular de 26,08%. Entretanto, esta
parasitemia indevida não explicaria o aumento de
temperatura retal, pois os animais do grupo
inoculado apresentaram parasitemias médias
maiores sem aumento significativo de temperatura
retal. Embora AGUIRRE et al. (1991) não tenham
constatado a transmissão de A centrale entre animais
inoculados e não inoculados, mantidos juntos por
quatro meses nos períodos de primavera / verão,
época de alta incidência de dípteros hematófagos, o
mais provável é que a contaminação aqui descrita
tenha acontecido através de insetos hematófagos,
pois durante o período de imunização não houve
contaminação por Babesia spp e os animais
permaneceram sem carrapatos.

O desafio, através da inoculação de
amostra virulenta pela exposição direta ao carrapato,
a campo, foi eficiente em infectar e provocar, nos
animais dos dois grupos, quadro clínico de
babesiose. No grupo controle, 90% dos animais
reagiram ao inóculo de desafio com manifestações
clínicas severas. Na fase 1, os animais do grupo
controle apresentaram aumento de temperatura retal
de 2,4ºC, que se manteve, em média, por 5,2 dias, o
que é considerado febre moderadamente severa
(KELLY, 1974). Os valores de volume globular
apresentaram uma queda média de 64%, sendo que
os animais permaneceram, em média por 15 dias,
com valores de volume globular 46% abaixo do
normal. Estas manifestações clínicas não foram

ainda mais severas porque os animais receberam
medicação específica e, ainda assim, houve uma
morte. Como conseqüência deste quadro, os animais
apresentaram perda de peso corporal neste período.

O desafio, que foi bastante virulento,
conforme demonstrado pelas reações do grupo
controle, também afetou os animais do grupo
imunizado, que apresentaram febre moderadamente
severa e queda significativa nos valores de volume
globular. Entretanto, a imunização prévia destes
animais permitiu que eles pudessem controlar a
temperatura retal elevada (que se manteve por um
período de tempo significativamente menor neste
grupo) e a queda dos valores de volume globular
(que foi significativamente menor e por um período
de tempo também significativamente menor que no
grupo controle). Como conseqüência destas
manifestações, também estes animais apresentaram
perda de peso corporal neste período, porém,
significativamente menor do que a ocorrida no grupo
controle. Embora estas manifestações clínicas,
menos severas que no grupo controle, também
tenham se manifestado em 90% dos animais do
grupo imunizado, estes se recuperaram sem
necessidade de tratamento, ao contrário do que
aconteceu aos animais do grupo controle.

Estes resultados indicam que o processo
de imunização, mesmo não tendo impedido a reação
ao desafio em 90% dos animais, foi eficiente em
protegê-los contra babesiose e que estes imunógenos
atenuados podem ser utilizados com segurança e
eficiência na imunização de bovinos. Estas
conclusões também foram apresentadas por NARI et
al. (1979), MELLORS et al. (1982),  JORGENSEN
et al. (1989), PAYNE et al. (1990), KESSLER et al.
(1991) e VANZINI et al. (1993). Porém, ficou
demonstrado que amostras de B. bigemina
atenuadas podem apresentar falhas de infectividade,
não levando à imunização dos animais, o que
também é descrito por MANGOLD et al. (1990),
GUGLIELMONE et al. (1991) e AGUIRRE et al.
(1991).

Ao desafio por A. marginale, todos os
animais, inclusive os testemunhas, controlaram a
infecção sem auxílio de tratamento específico.
Considera-se ainda que os animais, nos dois grupos,
já vinham debilitados da fase anterior, em
decorrência da babesiose. Como, em geral, o A.
marginale é uma rickettsia muito patogênica, que se
manifesta com anemia profunda e morte dos animais
sensíveis, estes resultados poderiam ser atribuídos ao
fato de os animais do grupo inoculado terem sido
imunizados e 70% dos animais testemunhas terem
sido indevidamente inoculados pelo A. centrale no
período de imunização, o que os teria imunizado



Sacco et al.

Ciência Rural, v. 31, n. 5, 2001.

854

também, ainda que esta parasitemia indevida não
tenha induzido à formação de anticorpos específicos
detectáveis. É possível também que, no desafio, os
animais tenham se infectado com amostra de baixa
virulência de A. marginale. Assim, não foi
conclusivo que a imunização com A. centrale tenha
protegido os animais do desafio por A. marginale, o
que foi demonstrado no trabalho de ABDALA et al.
(1990).

CONCLUSÃO

A imunização de bovinos com amostras
atenuadas de B. bovis e B. bigemina mais A.
centrale, preservadas com glicerol, em nitrogênio
líquido, demonstrou ser inócua, imunogênica e
eficiente, pelo menos no que diz respeito às
babesias. Ainda que a amostra de B. bigemina
atenuada tenha sido considerada de baixa
infectividade e imunogenicidade, é possível que
tenha havido infecção e subseqüente imunidade, pois
ao desafio todos os animais do grupo vacinado
apresentaram parasitemias de até 0,7% por B.
bigemina sem requerer tratamento específico para
recuperação, como o que aconteceu no grupo
testemunha.
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