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RESUMO - Foram isoladas cepas puras de Babesia bovis e Babesia bigemina infestando-se bezerros es-
plenectomizados com larvas e ninfas, respectivamente, do carrapato Boophilus microplus. O Anaplas-
ma marginale foi isolado por inoculacdo de sangue de um bovino portador em bezerro esplenectomiza-
do, seguido de medicagdo especifica com babesicida. As larvas transmitiram somente B. boyis quando
foram removidas do animal no quinto dia da infestagdo. Entretanto, quandoe a remogdo foi feita, no
sexto dia, houve transmissio de B. bigeming. As ninfas e os adultos transmitiram somente B. bigemina.
Nio ocorreu transmissio de Anaplasma pelas larvas, ninfas ou adultos.

Termos para indexagdo: Boophilus microplus, transmissio, bezerro.

ISOLATION OF PURE STRAINS OF BABESIA BOVIS,
BABESIA BIGEMINA AND ANAPLASMA MARGINALE IN AN ENZOOTIC AREA

ABSTRACT - Pure strains of Babesia bovis and Babesia bigemina were isolated by placing larvae and
numphs respectively of the tick Boophilus microplus, on splenectomized calves. Anaplasma marginale
was isolated by the inoculation of blood fram a bovine earrier into a splenectomized calf, followed by
rpedication with a babesicide, Larvae transmitted 8. bovis only when removed from the calf on the
fifth day of infestation. However, B. bigemina was transmitted when ticks were removed on the sixth

day. Nymphs and adults transmitted only B. bigemina, No transmission of Anaplasma by larvae
nymgphs ar adults occurred, '

Index terms: Boophilus microplus, transmission, calf,

INTRODUGAO

O Estado do Mato Grosso do Sul, onde este tra-
balho foi desenvolvido, estd situado entre os para-
lelos 17 e 24°S e os meridianos 51 e 58°W. O ter-
ritéric apresenta duas caracteristicas distinras
quanto ao relevo: o Planalto da Serra de Maracaju,
com altitudes entre 300 a 800 m e o Pantanal, com
altitudes entre 83 a 165 m. O clima ¢ predominan-
temente tropical, com verdo chuvoso ¢ inverno se-
co. A variagio de temperatura média anual é de 20
a 25°C. A precipitagio média anual varia de 1.200
a 1.400 mm, sendo que cerca de 80% ocorre no pe-
riodo de outubro a abril, A umidade relativa do ar
situa-se entre 70% a 76% (Empresa Brasileira deAs-
sisténcia Técnica e Extensdo Rural 1977). A explo-
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ragao agropecudria € o setor mals forte da econo-
miz do Estado. O efetivo bovino conta com cerca
de treze milhdes de cabegas (Anudrio... 1984}

A babesiose e a anaplasmose dos bovinos sio
hemoparasitoses enzodticas na regido, sendo trans-
mitidas pelo carrapato Boophilus microplus (Ma-
druga et al. 1985a). As condigdes climdticas permi-
tem o desenvolvimento de, pelo menos, quatro ge-
ra¢des do B, microplus e a infestagio dos bovinos
durante todo o ano, com maior incidéncia nos me-
ses de agosto, setembro e outubro (Schenk et al.
1983) coincidindo com o periedo de maior con-
centragio de nmascimento de bezerros. Esta situa-
gdo caracteriza a regido como de estabilidade en-
zobtica, porém com uma populagdo de alto risco
representada por bezerros de até quatro meses de
idade (Madruga et al. 1984, Madruga et al, 1985b).
A malor parte do territério nacional onde se criam
bovinos apresenta situagio enzodtica similar e o
tinico método de profilaxia disponivel no Brasil &
a “premuni¢io” (Freire 1979) que consiste basica-
mente na inoculagio de sangue de um bovino adul-
to portador, seguido de observagio e tratamento
dos casos graves. As limitagdes deste método, hoje,

Pesq. agropec, bras., Brasilia, 22(7):747-752, jul. 195



748

sio Obvias, porém, por falta de uma tecnologia
mais eficiente, é o método adotado pelos veterind-
rios que atuam nas dreas mais problemdticas. O
diagnéstico especifico € definitivo é baseado no
achado do parasito em liminas de sangue coradas
pelos métodos usuais e limita-se, portanto, aos ca-
sos clinicos. O diagnéstico sorolégico capaz de de-
terminar a situagdo epidemiolégica da populagio
em risco é pouco utilizado e depende, em geral, de
antigenos e reagentes importados. Os estudos bio-
légicos ¢ imunolégicos, os levantamentos epide-
miolégicos e o desenvolvimento de métodos mais
modernos de profilaxia estio na dependéncia do
isolamento de cepas puras dos organismos envolvi-

dos.
Callow & Hoyte (1961a) isolaram B. bigemina

de B, bovis e Theileria mutans por passagem ripida
em bezerros esplenectomizados. Os mesmos auto-
res (Callow & Hoyte 1961b) verificaram que a B.
bigemina era transmitida somente pela ninfa e pelo
adulto do B. microplus. Mahoney & Mirre (1979)
concluiram que a B. bovis era transmitida somente
pela larva do carrapato. Kessler & Bellato (1981)
isolaram cepas puras de B. bovis e B. bigemina no
Estado do Rio Grande do Sul, utilizando estas ca-
racteristicas de transmissio pelo carrapato B. mi-
croplus, Guglielmone et al. (1981) isolaram B. bi.
geming infestando um bezerro com formas adultas
do B. microplus. Dalgliesh & Stewart (1983) isola-
ram B. bovis, B. bigemina e A, marginale utilizan-
do 2 transmiss3o por larvas, ninfas e adultos nio
ingurgitados do B. microplus, respectivamente. No
presente trabalho ¢ descrito o método utilizado pa-
ra o isolamento de cepas de campo de B. bovis, B.
bigemina e Anaplasma marginale em irea enzodti-
ca do Estado de Mato Grosso do Sul.

MATERIAL E METODOS

Obtengdo de bezerros suscetiveis

Os bezerros foram obtidos de vacas da raga Nelore
(Bos indicus) mantidas ¢m uma drea de campo, isolada das
demais dreas de criagio por cerca dupla de seis fios de
arame liso. As dreas estavam distanciadas quatro metros
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uma da outra. As vacas receberam, inicialmente, dois
banhos com ca:rapaticidass, i base de Amitraz, com inter-
valo de uma semana, sendo a reinfestagdio por carrapatos
controlada por banhos a cada quatorze dias. Os bezerros
foram criados nesta drea até dois ou trés meses de idade,
quando foram removidos para um prédio de alvenaria e
colocados em baias individuais. A auséncia de infestagio
por carrapatos foi comprovada pclo exame externo dos
animais, sendo estes pulverizados com um carrapaticida
piretréide” & base de Cialotrina, para eliminar uma pos-
sivel ir}festagﬁo por larvas durante o percurso do campo
até as baias. A auséncia de infecgdo por Babesia spp. ou A.
marginale foi verificada por exames de liminas de sangue
coradas por May-Grilnwald-Giemsa, antes e ap0s a esple-
nectomia, e pelos testes soroldgicos de imunofluorescén-
cia indireta (IFI) para B. bovis e B. bigemina e aglutinagio
em cartio® {AC) para A, marginale. Os bezerros foram
esplenectomizados dez a quinze dias antes de serem utili-
zados experimentalmente,

Obtengdo de carrapatos infectados

Foram colhidas teledginas cafdas de dois bezerros da
raga Ibagé (5/8 Bos taurus x 3/8 Bos indicus) de quatro a
cinco meses de idade, infestados naturalmente no campo ¢
colocados em uma baia, sobre um estrado de madeira.

As teledginas foram colocadas em placas de Petri e in-
cubadas a 28°C & 1, com umidade relativa de 70% a 90%.
Os ovos postos do sexto ao décimo primeiro dia da
postura foram misturados e distribuidos em seringas des-
cartiveis adaptadas conforme descrito por Thompson et
al, (1978) em quantidades de 0,5 g, correspondente a
aproximadamente 10.000 ovos, retornando para incuba-
¢do nas mesmas condigbes de temperatura e umidade.

Isolamento das cepas de B. bovis e B. bigemina

Foram utilizados cinco bezerros {n% 4.992, 5.118,
4.974, 5.092 e 5.044) esplenectomizados. Dois deles (be-
zerros n¥s 4.992 e 5.11 8) foram preparados, inicialmente,
colocando-se cdpsulas de tecido de musselina de ndilon,
coladas 4 pele do animal com cola de sapateim9 conforme
descrito por Evans (1978). No bezerro n? 4.992 foram
colocadas 20.000 larvas de dez dias de eclosdo, distribui-
das em duas cdpsulas, de modo a manter uma infestagio
localizada. No sexto dia, apds a infestagio, as capsulas do
bezerro 4.992 foram abertas e as metalarvas removidas e
transferidas para uma cdpsula colada sobre o dorso do be-
zerro 5.118, onde permaneceram até o final do ciclo para-
sitdrio. Como foi observada a presenga de ninfas no bezer-
ro 4.992, ji no sexto dia, o trabalho foi repetido infestan-
do-se um terceiro bezerro, (n® 4.974) com aproximada-
mente 10.000 larvas de nove dias, removendo-se as meta-
larvas no quinto dia da infestagdo. Apds a remogdo das
metalarvas, os bezerros foram pulverizados com carrapati-
cida.

Os bezerros foram exanrinados diariamente, anotan-
do-se a temperatura, o hematdcrito e a parasitemia. A
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presenga, a morfologia e a percentagem de parasitemia
foram determinadas examinando-se laminas delgadas de
sangue coradas por May-Griinwald-Giemsa.

Quando a infecgdo tdrmou-se patente, foi feita a trans-
fusfo de sangue para outro bezerro esplenectomizado.
Amostras de sangue parasitado, adicionadas de 8% de poli-
vinil-pirrolidona*®e 12% de glicerol!!, foram distribuidas
em volumes de 1,4 ml em tubos de plistico com tampa de
pressio'? e congeladas em nitrogénio liquido, para serem
utilizadas no futuro, na produgio de antigenos para testes
soroldgicos € produgio de imundgenos,

Isolamento de A. marginale

Foram utilizados dois bezerros (n%s 5.048 e 5.092)
esplenectomizados, comprovadamente livies de infecgio
anterior. O bezerro 5.048 reecbeu 100 mi de sangue citra-
tado, colhido de um bezerro de campo que apresentava
infecgdo patente por A. marginale {(parasitemia = 0,7%) ¢
por B. bigemina (parasitemia = 0,07%) sendo imediata-
mente medicade com babesicida'? 3 base de diaceturato

" de 4,4 diazoaminodibenzamidina na dose de 3,5 mg/kg de
peso vivo.

Os demais procedimentos foram idénticos aos descri-
tos anteriormente.

RESULTADOS

Durante um periodo de 54 meses, foram cria-
dos 48 bezerros na irea de pastagem isolada. Deste
total, dois apresentaram parasitismo por carrapatos
nas fases ninfa e adulto inicial e o soro de um ter-
ceiro bezerro foi positivo no teste do 1FI para B.
bigemina, Os bezerros parasitados haviam passado,
inadvertidamente, para fora da drea isolada. No
terceiro bezerro nio foi constatado parasitismo
por carrapato,

Os animais utilizados no isolamento das cepas
B. bovis, B. bigemina e A. marginale nio apresenta-
ram infestagdes por carrapatos ao entrarem para as
baias ¢ assim permaneceram livres de infestagio até
o final do experimento, exceto quando infestados
experimentalmente, Os exames diretos e as provas
soroldgicas foram negativas, comprovando que os
animais estavam livres de infecgdo anterior por Ba-
besia e Anaplasma. Nio foram encontrados outros
hemoparasitos nos exames de liminas de sangue
periférico.

18 polivinil-pirrolidona, peso molecular 25.000 a 30.000.
"' Glicerol P.A. Reagen.
12 Laborlex.
13 Ganaseg Solugdo injetdvel.
Imizol Injetavel.
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Foi constatada a presenga de ninfas no bezerro
4.992, no sexto dia apds a infestagio experimen-
tal. No oitavo dia, este bezerro apresentou infec-
¢do mista por B. bovis ¢ B. bigemina com parasite-
mia inferior a (,01% para ambas as espécies. No
décimo dia, a parasitemia por B. bigemina era de
0,15%, e por B. bovis, 0,05%, quando o animal foi
medicado com babesicida! 4 base de dipropionato
de imidocarb na dose de 0,5 mg/kg de peso vivo, e
excluide do experimento,

O bezerro 5.118 apresentou uma infecgio pura
por B. bigemina. O parasito fol encontrado em li-
minas de sangue periférico a partir do décimo pri-
meiro dia ap6s a infestagdo com metalarvas, A in-
fecgio permaneceu patente par um perfodo de
oito meses. O pique miximo de 19,5% de parasite-
mia ocorreu no décimo quarto dia apds a infesta-
¢io quando a temperatura também atingiu seu ni-
vel maximo de 40,3°C. O hematdcrito minimo foi
de 8% (84% inferior ao normal) no décimo sexto
dia, quando a parasiternia ja havia decrescido para
1,4%. O animal recuperou suas condigdes normais
sem auxilio de medicagio. O bezerro 5.092, ino-
culado por via endovenosa com 40 ml de sangue
deste animal no décimo terceiro dia quando a para-
sitemnia era de 3,8%, apresentou parasitemia infe-
rior a 0,01% no segundo dia pds a inoculagio. A
parasitemia mixima de 2,8% e a temperatura mixi-
ma de 40,4°C ocorreram no quinto dia, desapare-
cendo no nono dia, permanecendo a parasitemia
negativa por mais dez dias. Quando examinado, 60
dias apds, tornou a apresentar parasitemia que va-
riou de 0,01% a 0,29%. O hematberito minimo foi
de 20% (40% inferior ao normal} no sétimo dia
apbs a inoculagdo. Este bezerro foi posteriormente
medicado com babesicida e reutilizado no isola-
mento de A. marginale.

O bezerro 4.974 infestado om 10.000 larvas de
B, microplus, as quais foram removidas no quinto
dia da infestagiio, apresentou parasitemia por B.
bovis de 0,01% no décimo quarto dia. A parasite-
mia maxima foi de 0,14% no décimo sexto dia,
quando a temperatura também atingiu o nivel ma-
ximo de 41,5°C. O hematderito minimo foi de
21% (47,5% inferior an normal) no vigésimo quar-
to dia, quando nio era possivel detectar o parasito
em esfregacos delgados de sangue periférico. O ani-
mal recuperou suas condigdes normais sem auxilio
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TABELA 1. Periodo de incubagZo, parasitemia mixima, temperatura mdxima ¢ decréscimo do hematberito de bezerros espl ymizados, inoculados com &,
hovis, B. bigeming e A. marginale transmitidos por carrapatos ¢ por inoculagdo de sangue parasitado.
Parasitemia Temperatura Deacréscima do
Periodo Madao de médxima mixima hematdcrita Observagoes
incubagda inpculaglo
{dias} %) (dia) (%) {dia) %) (dia}
8. bovis
Beazerro 4.974 14 14,000 larvas 0,14 18 41,5 16 47,5 24 recuperou
Bezerra 5.044 5 200 ml sangus do 4.974
¢/0,08% Parasitemia 104 7 41,0 5 45,0 7 morreu
8. bigemina
Beazerro 5.118 11 metalarvas 19,8 14 40,3 14 84 16 recupercu
Bezerro 5.092 2 40 ml sangue do 5.118
e/3,8% Parasitemia 28 5 40,4 5 40 7 recupercu
A. marginsle
Bezerra 5.048 1" 104 m) sangua 40,6 19 41,0 19 74 22 medicado
Bazerrg 5.092 200 ml sangus do 5.048
©/3,7% Parasitemia 72.0 n 41,0 12 74 12 medicada

de medicagio. Observado por mais doze meses nio
apresentou parasitemia detectivel em liminas de
sangue periférico. A transfusio de 200 ml de san-
gue deste bezerro, quando a parasitemia era de
0,08%, resultou na infecgio patente do receptor
(bezerro 5.044) no quinto dia, com parasitemia de
0,07%, temperatura de 41,0°C e hematdcrito de
29% (27,5% inferior ao normal}. Este animal mot-
reu no sétimo dia, quando a parasitemia era de
10,4% a temperatura 32,8°C e o hematdcrito 22%
{45% inferior ac normal).

O bezerro 5.048 que recebeu 100 ml de sangue
de wm portador de A. marginale e B. bigemina,
sendo concomitantemente medicado com babesici-
da, apresentou parasitemia de 0,03% por A. margi-
nale onze dias apds a inoculagio. A parasitemia md-
xima foi de 40,6%, 19 dias apds a inoculagio,
quando a temperatura mdxima foi de 41°C. O he-
matdcerito minimo foi de 9% (74% inferior ao nor-
mal) no vigésimo segundo dia, Este animal foi me-
dicado com cloridrato de oxitetraciclinal3, na do-
se de 20 mg/kg de pesa vivo. O beferro 5.092, ino-
culade com 200 ml de sangue deste mesmo animal
quando a parasitemia era de 3,7% no décimo quin-
to dia, apresentou parasitemia de 0,01% por A. mar-
ginale quatro dias ap6s a inoculagio. A parasitemia
maxima atingiu 72% e a temperatura mdxima
41°C no décimo primeiro dia. O hematécrito de-
cresceu 74% de seu valor normal no décimo-segun-
do dia. Este animal foi também medicado com clori-
drato de oxitetraciclina na mesma dose aplicada no

15 Terramicina LA — Solugdo injetdvel.
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anterior. Nenhum destes animais apresentou infec-
¢io por Babesia. Os resultados sio apresentados re-
sumidamente na Tabela 1.

DISCUSSAQ

A obtengio de animais experimentais livres de
infecgdo anterior por Babesia e Anaplasma tem si-
do um problema limitante para o desenvolvimento
da pesquisa sobre estas hemoparasitoses em paises
tropicais como o Brasil, cujas dreas livres sdo restri-
tas e, em geral, distantes dos centros de pesquisa.
A maioria dos trabalhos publicados se refere 4
aquisi¢io de animais criados em dreas livres do car-
rapato ¢, conseqiientemente, de babesiose e ana-
plasmose (Callow & Hoyte 1961a,b, Mahoney &
Mirre 1979, Dalgliesh & Stewart 1983) ou removi-
dos para baias isoladas logo apds o nascimento
{Kessler & Bellato 1981}, A obtengdo de animais
criados em dreas livres, apesar de ser o ideal, torna-
-se muito onerosa e quase impraticivel em determi-
nadas circunstdncias, e a remogio de bezerros logo
apbs o nascimento apresenta dificuldades inerentes
i criagio de animais privados do colostro ou, quan-
do ministrado o colostro, 3 manuten¢io destes ani-
mais por longos perfodos até que ocorra a elimina-
¢3o total de anticorpos colostrais que podem inter-
ferir nos resultados da pesquisa, No presente traba-
lho demonstrou-se a possibilidade de obtengio de
animais susceptiveis, mantidos a campo, desde que
observadas algumas medidas de isolamento. A fre-
giténeia dos banhos carrapaticidas nio apresentou
nenhum incoveniente com relagio i satide das ma-
trizes. Em virtude da baixa probabilidade de rein-
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festagio, o risco de desenvolvimento de cepas de
carrapato resistentes aos carrapaticidas, nestas cir-
cunstincias, nos parece também bastante baixo.
Entretanto, esta possibilidade deve ser considerada
com relagio a populagio de carrapatos existentes
fora da area de isolamento.

O método de isolamento de cepas puras de B.
bovis e B. bigemina utilizando as caracteristicas de
transmissdo destes parasitos pelo carrapato B. mi-
croplus, mostrou-se pritico e seguro. Os resultados
obtidos estio em cancordincia com os publicados
por Callow & Hoyte {1961a,b}, Mahoney & Mirre
(1977), Kessler & Bellato (1981) e Dalgliesh &
Stewart (1983). Tendo-se o cuidado de transferir
as metalarvas de um bezerro para outro até o quin-
to dia de infestagdo, isto é, antes que as primeiras
ninfas tenham a oportunidade de se alimentar no
primeiro bezerro, é possivel isolar as duas espécies,
B. bovis e B. bigemina, simultaneamente, utilizan-
do-se apenas dois animais.

O isolamento de A. marginale por inoculagio de
sangue de um portador concomitantemente com a
medicagio babesicida, conforme deserito por
Uilenberg (1971) é um método pritico e econdmi-
€0, uma vez que ¢ necessirio somente um bezerro
que poderi ser mantido por um longo periodo
como portador crénico da cepa isolada. Entretan-
to, quando existe o risco de transmissio de outros
agentes como Eperythrozoon e Theileria, o méto-
do descrito por Dalgliesh & Stewart (1983) deve
ser considerado,

A esplenectomia dos animais a serem utilizados
no isolamento de cepas puras, além de aumentar a
suscetibilidade (Riek 1968, Klaus & Jones 1968,
Murphy et al. 1966) viabilizando a infecgio por
pequenos indculos, permite o prévio monitoramen-
to de infecgdes latentes tanto por Babesia e Ana-
plasma como por Eperythrozoon e outros agentes
infecciosos. Uma vez isoladas as cepas, as coldnias
de carrapatos poderio ser infectadas especifica-
mente para estudos sobre transmissio, biologia e
imunologia, infectando bovinos intactos ou esple-
nectomizados, 4 campo ou em laboratério, a pro-
dugio de antigenos e vacinas e estudos de sensibili-
dade a drogas.

CONCLUSOES

1. E possivel fazer-se o isolamento de cepas pu-

ras de B. bovis, B. bigemina ¢ A, marginale, em
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ireas enzodticas, desde que se tomem as medidas
de isolamento das matrizes que produzirio os be-
zerros livres, de modo a evitar a reinfestagio por
carrapatos.

2. A utilizagdo das caracteristicas de transmis-
sio destas espécies pelo carrapato B. microplus é
um método pritico e seguro para o isolamento de
B. bovis e B. bigemina,

3. O isolamento de A. marginale por transfusio
de sangue dc um portader, concomitantemente
com a medicagio com um babesicida, § um méto-
do pritico quando nic existe o risco de transmis-
sio de outros agentes infecciosos, resistentes aos
babesicidas.

4. O uso de receptores esplenectomizados para
o isolamento de cepas puras, além de aumentar a
suscetibilidade viabilizando a infecgdo por peque-
nos indeulos, permite a identificagdo prévia de
infecgdes latentes que de outra mancira permane-
ceriam despercebidas.
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