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RESUMO - Foram efetivadas 16 passagens de B. bovis em bezerros espienectomizados e quatro passa-
gens deR. bigemina em bezerros intactos com o objetivo de desenvolver cepas atenuadas para posterior 
uso como vacina, de acordo com a tecnologia australiana. O teste preliminar da virulência e antigenici-
dade destas cepas, realizado a campo, em novilhos Hereford de dois anos de idade revelou que: 1) a 
cepa deR. bons apresenta baixa virulência, uma vez que os animais inoculados não apresentaram sinais 
clínicos da doença durante a reação vacinal; 2) a cepa de B. bigemina apresenta ainda um grau elevado 
de virulência pois, dos cinco novilhos inoculados, três apresentaram sintomatologia clínica embora 
tenham se recuperado espontaneamente da infecção; 3) ambas as cepas apresentaram alta antigenici-
dade pois todos os animais inoculados apresentaram sorologicamente positivos ao teste de imunofluo-
rescência indireta específico e resistiram ao desafio homólogo com as respectivas cepas virulentas, en-
quanto nos grupos testemunha, todos os novilhos sofreram a doença aguda e, apesar de devidamente 
medicados, um morreu. 

Termos para indexação: babesiose, vacina, atenuação, passagem bovina. 

• 	DEVELOPMENTOF LIVEATTENUATEDS'TRAINS 
OF SABES/A 80 VIS AND BABES/A BIGEMINA: PRELIMINAR'I' TEST 

ABSTRACT - With the objective of doveloping local strains of Babes/a bovis and Babes/a bigemine 
attenuated according to the AustraIlan mothod, sixteen rapid passages of 8. bovis in splenectomized 
calvos and four 510w passagos of B. bigemina in intact calvos were made. A preliminary test of the 
virulence and atigenicity of these strains in two-year old Heroford steers in the field showed that: 
1) the S. bovis strain was of Iow virulenco as the inoculated animais did not present clinical signs oU 
the disease during the vaccine reaction; 2) the 8. bigeniina strain was still too viruient since three of 
five lnoculated streers presonted visible clinical signs, although ali recovered spontaneously from the 
infection; 3) both strains ware highly antigenic as ali inocuiated animais were positivo for the indirect 
fluorescent antibody test and resisted the homologous chailonge with the respectivo virulent strain, 
wt,ile ali of tho non-vaccinated controis became acutely liii and although properly medicated, one died. 

index torms: Babesiosis, vaccine, attenuation, bovino passage. 

INTRODUÇÃO 

A babesiose tem sido um problema limitante da 

bovinicdtura de corte e leite em países de clima 

tropical esubtrópical como o Brasil. 
Juntamente com o vetor, o carrapato Boophilus 

microplus, forma o complexo de maior importn-

da econômica nestes países (McCosker 1981). 
Enquanto alguns países evoluíram através da 

pesquisa de novos métodos de profilaxia (Mahoney 
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1977), no Brasil ainda persiste o primitivo método 

de premunição (infecção x tratamento) cuja apli-
cabilidade em um sistema extensivo de criação e 
resultados são altamente questioníveis. 

Neste trabalho apresentam-se os resultados de 

um teste preliminar a campo, de cepas de Babesia 
bovis e Babes/a bigeniina em fase de atenuação, 
segundo o método australiano (Callow & Meliors 

1966). 

MATERIAL E MÉTODOS 

Origem das cepas 

As cepas GC 4974-83 de B. bovis e GC 5118-83 de 
B. bigern (na foram isoladas no Centro Nacional de Pesqui-
sa de Gado de Corte, em Campo Grande, MS, conforme 
descrito em Kessler etal. (1987). 
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Atenuaçâo da cepa de 8. bovis 

O processo de atenuação de B. bovis foi baseado no 
método descrito por Callow & Mellors (1966). Resumida-
mente, foram efetuadas 16 passagens rápidas em bezerros 
espienectomizados. Os bezerros foram observados, após 
a inoculação, quanto à temperatura, hematócrito e para-
sitemia. Na primeira e oitava passagens os bezerros foram 
inoculados com material conservado por. congelamento 
em nitrogônio líquido. O inóculo variou de 10 a 10 
eritrócitos parasitados (El') sendo que na maioria das 
passagens ficou entre 10 7  e 108  EP. O sangue parasitado 
relativo à W passagem foi colhido em frasco estéril com 
pérolas de vidro, desfibrinado, filtrado em gase esteriliza-
da, titulado, adicionado de polivinilpirrolidona (8%) e 
glicerol (12%), distribuído em ampolas de plástico em 
volumes de ± 1,3 mie congelado em nitrogônio líquido. 

Atenuação de 8. bigemina 

Foram efetuadas quatro passagens lentas em bezerros 
intactos de acordo com o método de Gallow (1978). O 
inóculo variou de 3,6 x 106  a 8,6 x 108  EP. O período 
entre passagens foi de três a sete meses, utilizando-se 
como inóculo o sangue parasitado da recidiva após espie-
nectomia. Na quarta passagem o inóculo estava preservado 
por congelamento. O sangue parasitado relativo à quarta 
passagem recebeu o mesmo tratamento descrito anterior-
mente para a cepa de B. bovis. 

Teste das cepas 

Para o teste preliminar da patogenicidade e imunoge-
nicidade das cepas em estudo foram utilizados 20 novilhos 
llereford (Dos taurzss), de dois anos de idade, criados e 
mantidos a campo em uma fazenda situada em área livre 
de carrapatos, no município de laguarão, RS. Os novilhos 
foram negativos ao teste de imunofluorescência indireta 
(lEI) (Leeflang & Perié 1972), para B. bovis, B. bigemina 
e Anaplasma margina/e. 

Os animais foram divididos, ao acaso, em quatro gru-
pos (A, B, C e D) de cinco novilhos cada. No dia 0, o 
grupo A foi inoculado por via subcutinea (s-c.) com 
5,8 x io El', oriundos da 16 passagem da cepa de B. 
bovis GC 4974-83 e o grupo B com 108  El' oriundos da 
quarta passagem da cepa de B. bigemina CC 3118-83. Os 
grupos £ e 1) permaneceram não inoculados, como teste-
munhas. Trinta dias após, os grupos A e C foram desafia-
dos com 108  EP com a capa CC 4974-83 virulenta origi-
nal e os grupos B e 1) foram desafiados com 108  El' com 
a cepa GC 5118-83 virulenta, original. As capas homólo-
gas que serviram para o desafio, foram reativadas em 
bezerros esplenectomizados de modo a permitir um de-
safio com sangue fresco na fase ascendente da parasitemia. 

Os animais permaneceram durante todo o experimento 
em regime de campo e foram observados quanto à tempe-
ratura, hematócrito, parasitemia, níveis de anticorpos 
específicos no soro e estado clínico geral. Os exames fo- 

ram efetuados com intervalos de dois a três dias, sendo 
que no período de reação ao desafio com as cepas viru-
lentas, foi procedido o exame diário. Com  a mesma fre-
qüência foram colhidas amostras de soro para o acom-
panhamento da resposta imune, utilizando-se lEI. 

RESULTADOS 

Os dados relativos à temperatura máxima, para-
sitemia máxima e a máxima redução no hematócri-
to apresentado pelos bezerros esplenectomizados 
na seqüência de passagens rápidas da cepa de B. 
bovis, estão apresentados na Fig. 1. O período de 
incubação variou entre um e sete dias exceto na 
primeira e na nona passagens, quando os bezerros 
foram inoculados (sc.) com material conservado 
por congelamento, que foi de 17 e dez dias,  res-
pectivamente. O sexto bezerro inoculado com 
1,25 x 108  El', apresentou sintomatologia de 
doença aguda, recuperando-se após medicação com 
babesicida. O sétimo e o oitavo bezerros, inocula-
dos com 2,04 x 101 1 e 1,76 x 1010.  El', respecti-
vamente, môrreram oito dias após a inoculação. O 
nono bezerro inoculado com 10 9  EP, s.c., recupe-
rou-se após ser medicado com babesicida. Os de-
mais bezerros inoculados com 107 e 108 E?, re-
cuperam-se sem o auxilio de medicação. 

Os dados relativos à5 variações de temperatura, 
hematócrito e percentagem de parasitemia apresen-
tadas pelos bezerros na seqüência de passagens len-
tas de B. bigemina, estão apresentados na Fig. 2. 
O período de incubação do primeiro bezerro ino-
culado através .de ninfas, foi de dez dias. Na segun-
da passagem, o bezerro inoculado por via intrave-
nosa (1v.) com 3,6 x 106  EP, apresentou um pe-
rindo de incubação de dois dias. Na terceira passa-
gem, para um inóculo (Lv) de 8,6 x 108  EP, o 
período de incubação foi, também, de dois dias. 
Na quarta passagem, quando o bezerro foi inocu-
lado (s.c.) com 535 x io EP do material preser-
vado por congelamento, o período de incubação 
foi de sete dias. Todos os animais recuperaram-se 
da infecção sem o auxílio de medicação. Com  
exceção do primeiro bezerro, que foi inoculado 
através das ninfas, que apresentou elevada parasite-
mia (19,5%) e grande redução do hematócrito 
(80%), os demais apresentaram infecção subclíni-
ca. 
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PARASITEMA » 	INÓCULO CONGELADO 1 

o 
o 
1- 

2 
Li 
1 
O o 
O 

, 5. 
o 

4 
5 

'4 
2 
4 
2 
Li 

o, 
4 

PASSAGENS RÁPIDAS/BEZERRO ESPLENECTOMISADO 

FIG. 1. Variaçües. de parasitemia máxima, redução do hematócrito e temperatura máxima, apresentadas por bezerros 
espienectomizados submetidos a passagens rápidas de Saberia boi-is. 
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Fia 2. Variaçes do parasitemia máxima, redução do 
hematócrito e temperatura máxima, apresentadas 
por bezerros intactos submetidos a passagens len- 
tas de Saberia bigemina. 

Os resultados dos testes vacinais de campo das 
cepas de B. bovís e B. bigemina estão transcritos 
nas Tabelas 1 e 2. 

A temperatura média e o hematócrito normal 
para o grupo A foram de 40,2 0C e 33,4%. Após 
a inoculação com a cepa teste e desafio com a cepa 
homóloga virulenta de B. bovis, as médias das tem-
peraturas mhimas foram de 41 °C e 41,90C, res-
pectivamente, o que representa uma variação de 
0,77 0C na reação vacinal e 1,57 0C na reação ao 
desafio com a cepa virulenta. Quanto ao hemató-
crito mínimo, as médias foram de 27,8% para a 
reação vacinal e 25,6% para a reação frente i cepa 
virulenta, o que representa uma redução média do 
hematócrito de 16,8% e 23,35%, respectivamente. 
As parasitemias médias para estas duas fases do 
experimento foram de c 0,01% e 0,017%, e os 
períodos de incubação de 13,5 e 10,2 dias, respec-
tivamente. Estes animais não apresentaram sinto-
matologia clínica durante todo o período experi-
mental. O grupo C, não inoculado com a cepates- 
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te e desafiado com a cepa virulenta de B. bovis ti- 	Durante os períodos de reação à cepa-teste e ao 
nha como temperatura e hematócrito médios nor- desafio homólogo, a média das temperaturas máxi-
mais 40,1 0C e 31,6% respectivamente. Após ode- mas foi de 40,6 0C e 41,5 0C, o que representa um 
safio, a média das temperaturas máximas foi de aumento de 0,4 0C e 1,30C, respectivamente. 
42,1 °C, o que representa uma variação de 2,0 °C. Quanto ao hematócrito mínimo, as médias foram 
A média dos hematócritos mínimos observados foi 16,6% durante a reação vacinal e 22,2% na reação 
de 15,2%, representando uma redução de 52%. A ao desafio com a cepa virulenta, correspondendo a 
média das parasitemias máximas observadas foi de decréscimos dë hematócrito de 44,65% e 30,19% 
1,9% e o período de incubação médio foi de seis respectivamente. 
dias. O grupo B, inoculado com a cepa teste de 	A média das parasitemias máximas atingidas fo- 
13. bigemina apresentou uma temperatura média ram de 1,09% e 0,7%, respectivamente e dos perío- 
inicial de 40,20C e um hematócrito médio de dos de incubação nove e 4,8 dias. Três animais 
31,8%. 	 deste grupo apresentaram sintomas clínicos de 
TABELA 1. varia çgo da temperatura, Isematócrjto e parasitemia doe novilhoa do grupo A, vacinado com a capa teste de R. bons e desafiado conI a cepa lsoanó-

Ioga virulenta, e do grupo C, testemunha ego vacinado e desafiado com a cepa virulenta. 

Tempe 'atura 
Temperatura 

Hensatôcrito Hernatõcrivo Parasiteenia Período da 
Minsal 

normal máxima 
normal mínimo máxima incubaçffo 

l °cl M. 
Vacinal 	Desafio Vacinal Desafio Vacinal Desafio Vacinal 	Desafio 

Grupo A 

656 39,9 41,6 	 41.6 33 25 24 <0,01 0106 11 	 12 
657 39,7 40,7 	 41,9 33 26 25 <0.01 < 0,01 ii 	 10 
658 40,7 40.9 	 42,0 35 32 29 < 0,01 < 0,01 16 	 12 
659 40,4 40,9 	 42,0 31 26 22 neg 0,01 . 	10 
660 40,5 40.9 	 41,8 35 30 28 <0.01 < 001 16 	 7 

40,2 41.0 	 41,9 33,4 27,8' 25,9 <o,ola - 	0,01 
7a 13,5e 
	10,22 

Grupo c 
666 40,0 41,9 33 19 0,8 9 
667 39,7 42,0 31 15 1,4 
668 39,7 42.1 30 li 0,9 6 
669 40.5 42,2 30 10 5,4 5 
670 40,5 42,5 34 21 0,9 5 

40,1 42,1 31,6 15.2 1 ,9b 6b 

Média de três tomedan. 

Valores com leiras diferentes são eigniticetivamente diferente,. 

TABELA 1 Vaaiaçio da temperatura, laematócrieo • parasltamia doe novilho, do grupo 8, vacinado com a copa teste de 5, higemiisa e desafiado com a cepa 
homóloga virulenta, edo grupo 1), testemunha aio vacinado e desafiado com a copa virtaleata. 

'temperatura Temperatura 
Hernatédrito 

Hemetócrito Peranitemia Período de 
aslmal 

normal máxima 
normal mínimo iocub.,ão 

número toda t%l 
Vacinal 	Desafio Vacinal Desafio Vacinal Desafio Vacinal 	Desafio 

Grupd B 

661 40,1 40,8 	41,4 30 8 19 0.82 0,5 7 	 4 
662 40,5 40,3 	41,8 32 	- 31 22 0.01 0,9 17 	 4 
663 40.2 40,3 	41,2 33 8 20 1,3 0,8 7 	 4 
564 40,1 40,8 	41,3 33 13 25 2,7 0,9 7 	 6 
665 40.3 40.8 	41,6 31 23 25 0,64 0,4 7 	 6 

40,2 40,6 	41.5 31,8 16,6' 22,2b 
1.09 

e 07a 90a 	48b 

Grupo D 

671 39,5 40,8 32 17 3,9 4 
672 40,7 41.8 31 17 3,5 4 
673 39,4 41.6 32 8 8,0 4 
674 40,4 41,5 32 23 3,0 4 
675 40,1 42,3 30 22 2,9 4 

40,0 41,6 31,4 1 
7,4a 426b 4b 

Média de trin tomadea. 

Valor,, com letras diferentes são siunifinativamente difer.ntee 
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doença, porém recuperaram-se sem auxílio de me-
dicação. O grupo D, não inoculado com a cepa-tes-
te e desafiado com a cepa homóloga virulenta de 
B. bigemina, apresentou uma temperatura média 
inicial de 40,0°C e um hematócrito médio de 
31,4%. Após o desafio, a média das temperaturas 
máximas foi de 41,60C, dos hematócritos míni-
mos de 17,4%, o que corresponde a um aumento 
de 1,60C na temperatura e um decréscimo de 
44,6% no hematócrito. A média das parasitemias 
máximas observadas foi 4,26% e dos períodos de 
incubação de quatro dias. 

Todos os animais dos grupos C e O, controles 
não inoculados com as cepas-teste e desafiados 
com as respectivas cepas virulentas, apresentaram 
sintomatologia da doença aguda tendo sido medi-
cados com babesicida para evitar perdas desne-
cessárias. Um dos animais do grupo C desafiado 
com B. bovis virulenta morreu apesar de ter sido 
medicado e de ter recebido transfusão de sangue. 

A análise estatística, visando o teste de Mann-
-Whitney (Siegel 1975) para pequenas amostras 
(< 8) dos dados demonstrou que: 1) houve dife-
rença significativa (1' c 0,004) para decréscimo de 
hematócrito, parasitemia máxima e período de in-
cubação entre o grupo A na fase de reação vacinal 
com a cepa teste de B. bovis e o grupo C não vaci-
nado e desafiado com a cepa homóloga virulenta; 
2) houve diferença significativa (c 0,004) para de-
créscimo de hamatócrito e parasitemia máxima e 
1' < 0,008 para período de incubação entre o gru-
po A na fase de desafio com a cepa homóloga vi-
rulenta e o grupo C; 3) não houve diferença signi-
ficativa (P > 0,016) para decréscimo de hemató-
crito entre o grupo E na fase de reação vacinal com 
a cepa teste de B. bigemina e o grupo D não vaci-
nado e desafiado com a cepa homóloga virulenta; 
4) houve diferença significativa (P c 0,004) para 
parasitemia máxima e período de incubação entre 
o grupo E na fase de reação vacinal e o grupo D; 5) 
houve diferenças significativas para o decréscimo 
de hematócrito (P < 0,016) e para parasitemia 
(P c 0,004) entre o grupo E na fase de desafio 
com a cepa homóloga e o grupo D; 6) não houve 
diferença (P > 0,016) para período de incubação 
entre o grupo E, na fase de desafio e o grupo D. 

As variações de temperatura, hematócrito e pa-
rasitemia observadas no transcurso das passagens 
sucessivas da cepa de B. bovis, por si só não foram 
suficientes para demonstrar uma modificação no 
agente que sugerisse sua atenuação. Embora os 
bezerros inoculados a partir da décima passagem 
terem se recuperado espontaneamente da infec-
ção, houve um decréscimo marcante do hema-
tócrito na décima quinta e décima sexta passagens. 
Entretanto, o aumento da percentagem de parasi-
temia no sangue periférico com a diminuição dos 
sInais clínicos era esperado como indicador de mo-
dificação na cepa. 

No teste a campo a cepa apresentou baixa viru-
léncia, uma vez que os bovinos inoculados não 
apresentaram sintomatologia clínica durante o 
período de reação, e alta antigenicidade, pois os 
animais vacinados resistiram ao desafio com a cepa 
homóloga virulenta sem apresentarem sintomas de 
doença, enquanto que no grupo testemunha todos 
os animais sofreram a doença aguda, sendo que um 
deles morreu, apesar de ter sido devidamente medi-
cado. 

A medicação dos animais do grupo controle 
prejudicou em parte a apreciação dos dados extre-
mos, entretanto, como a patogenia destes parasitos 
é bastante conhecida e é esperada uma mortalidade 
superior a 90%embovinos desta categoria, quandá 
não medicados, optou-se por esta prática para evi-
tar perdas desnecessárias de animais. Os dados co-
lhidos até a data da medicação, contudo, foram 
suficientes para demonstrar diferença estatística 
significativa entre os tratamentos. 

Quanto à cepa de B. bigemina, o acompanha-
mento dos animais experimentais, durante a fase 
de passagens lentas, sugeriu uma atenuação d0 
agente a partir da segunda passagem em virtude da 
diminuição progressiva do decréscimo do hema-
tócrito. Entretanto, o comportamento dos ani-
mais a campo nãQ confirmaram os resultados espe-
rados. 

Apesar de todos os animais inoculados com a 
cepa teste terem se recuperado espontaneamente 
da infecção, três deles apresentaram sintomatolo-
gia clínica,, o que indica que a cepa ainda apresenta 
um grau muito elevado de virul&ncia. Callow 
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(1978) recomenda passagens em bezerros intactos, 
com intervalos de um a dois meses. Neste trabalho, 
as passagens foram feitas com intervalos de três a 
sete meses, porém, utilizando-se como inóculo o 
material colhido na recidiva, após a esplenectomia. 
Talvez esta diferença na metodologia seja responsá-
vel pela divergência dos resultados. 

CONCLUSÕES 

L O método utilizado para a atenuação de B. 
bovis resultou em um agente de baixa virulência 
e alta antigenicidade frente ao desafio com cepa 
homóloga virulenta. Deverão ser efetuados testes 
frente a cepas heterólogas e transmitidas pelo 
carrapato. 

2. O método utilizado para a atenuação de B. 
bigemina não apresentou resultados totalmente 
satisfatórios, devendo ser feitas mais passagens 
e modificações na metodologia. 
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