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RESUMO

Neste estudo avaliou-se a eficAcia de uma vacina constituida de glicoproteinas obtidas da
membrana do intestino de Haemonchus contortus em bezerros desafiados com H. contortus ou
H. placei. Bezerros holandeses machos, criados livres de infecgdes por helmintos, foram
distribuidos em quatro grupos com nove animais cada. Dois grupos foram vacinados com 50 pg
do imundgeno diluido no adjuvante QuilA, enquanto os outros dois grupos foram os controles,
receberam apenas adjuvante. A vacina foi administrada trés vezes com intervalo de 21 dias entre
as aplicacdes. Os bezerros foram artificialmente infectados sete dias ap6s a Gltima imunizacéo e
sacrificados para contagem dos vermes 43 dias depois. Os bezerros de um dos grupos vacinados
receberam 8000 larvas infectantes (L3) de H. contortus enquanto os do outro grupo foram
infectados com o mesmo nimero de L3 de H. placei. Os controles foram infectados na mesma
ocasido com o mesmo numero de L3 de H. contortus ou H. placei. A vacinacdo reduziu
significativamente a contagem de ovos por grama de fezes (OPG) e a carga parasitaria (P<0,01).
A titulacdo de anticorpos nos animais controle permaneceu perto de zero enquanto nos animais
vacinados verificou-se elevada titulacdo de anticorpos no soro. Os bezerros vacinados e
desafiados com H. contortus ndo eliminaram ovos nas amostras de fezes, enquanto os controles
apresentaram média maxima (x erro padrdo) de 61,1 (+42,3) OPG 31 dias apds a infeccdo. A
partir deste dia, a contagem de OPG diminuiu progressivamente neste grupo controle com apenas
um animal eliminando ovos nas fezes 42 dias ap6s a infeccdo. Nos controles de H. placei, o
apice na contagem de OPG ocorreu 35 dias ap6s a infeccdo (61,1 + 21,7) e permaneceu
relativamente constante até o final do estudo, enquanto no grupo vacinado apenas dois animais
eliminaram ovos nas fezes, na ultima coleta. Os animais controle infectados com H. placei

tiveram carga parasitaria média de 551,1 (£93,7) parasitas, enquanto 0s animais vacinados e



infectados com a mesma espécie apresentaram em média 174,4 (+56,3) parasitas. A taxa de
estabelecimento de H. contortus foi menor que a de H. placei (P<0,01) com média de 163,9
(x39,4) e 74,4 (x20,4) espécimes no grupo controle e no vacinado, respectivamente. Em
conclusdo, a vacinagdo com antigenos obtidos de H. contortus protege bezerros contra a infeccéo

por H. placei e H. contortus.



ABSTRACT

This study evaluated the efficacy of a vaccine containing integral membrane glycoproteins from
the intestine of Haemonchus contortus in calves challenged with H. contortus or Haemonchus
placei. Males Holstein calves, raised worm free, were distributed into four groups with nine
animals each. Two groups were vaccinated with 50 pg of antigen diluted on QuilA adjuvant,
while the others two groups were the controls and received only adjuvant. The vaccine was
administered three times 21 days apart. Either vaccinated or not and challenged with either 8,000
H. contortus or H. placei infective larvae. The calves were challenged 7 days after the last
immunization and killed for worm counts 43 days later. Vaccination significantly reduced faecal
egg counts (FEC) and worm burdens (P< 0.01). Antibody titres in the calves control stayed close
to zero meanwhile in the calves vaccinated was observed high antibody titres in the serum.
Calves vaccinated and challenged with H. contortus did not shed eggs in faecal samples, while
the controls showed a maximum mean (z standard error) FEC of 61.1 (+42.3) at 31 days post
infection. Then, FEC progressively declined in this group with only one animal shedding eggs in
faeces 42 days post infection. With H. placei the controls FEC peaked at 35 days post infection
(61.1 £21.7) and remained relatively constant until the end of the study, while in the vaccinated
group only two animals shed eggs and only on the last collection date. With H. placei the
controls contained a mean of 551.1 (x93.7) parasites, while the vaccinates had 174.4 (+56.3)
worms. The establishment rate of H. contortus was lower than that of H. placei (P< 0.01) with an
average of 163.9 (£39.4) and 74.4 (x20.4) specimens in the control and vaccinated groups,
respectively. It was concluded that vaccination of calves with antigens obtained from H.

contortus conferred protection against both H. placei and H. contortus.



CAPITULO 1



1. Considerac0es iniciais

Um dos principais problemas sanitarios dos rebanhos bovinos sdo as infecgBes por
nematddeos gastrintestinais que afetam especialmente o desenvolvimento de animais jovens.
Soutello et al. (2007) observaram que bovinos jovens sem tratamento com anti-helmintico
deixaram de ganhar em média 53 kg em um periodo de 18 meses, em compara¢do com animais
tratados profilaticamente.

Vérias espécies de nematddeos gastrintestinais parasitam o0s bovinos no Brasil. As
principais sdo: Haemonchus placei, Haemonchus similis, Haemonchus contortus,
Trichostrongylus axei, Cooperia punctata, Cooperia spatulata, Cooperia pectinata,
Trichostrongylus colubriformis, Bunostomum phlebotomum, Oesophagostomum radiatum,
Trichuris discolor e Trichuris globulosa (CATTO et al., 1993; AMARANTE et al., 1997; LIMA,
1998; NICOLAU et al., 2002; BRICARELLO et al., 2007; ROCHA et al., 2008). Dessas,
predominam numericamente as espécies de Cooperia spp., porém, H. placei € uma das que mais
causa prejuizo devido ao seu habito hematdfago, o que acarreta em anemia e reducdo no ganho
de peso dos animais (GENNARI et al., 1991). Santos et al. (2010) sugeriram diminui¢do na
intensidade parasitaria de Cooperia spp. e aumento na de H. placei em bovinos criados em
Minas Gerais, 0 que demonstra a crescente importancia desta ultima espécie, que no referido

estudo apresentou prevaléncia de 100%.



Os nematddeos gastrintestinais em geral apresentam ciclo de vida direto, 0s sexos sdo
separados, as fémeas depositam ovos que sdo eliminados juntamente com as fezes dos animais e
eclodem no ambiente (pastagem). Apds a eclosdo ocorrem quatro mudas, sendo 0S sucessivos
estagios larvares denominados, L1, L2, L3 (infectante), estas duas primeiras mudas ocorrem no
ambiente (pastagem), por isso sdo chamadas de larvas de vida livre. Apos as larvas infectantes
serem ingeridas pelo hospedeiro sofrem mais duas mudas passando para L4 e finalmente L5, que
representa o adulto imaturo (TAYLOR et al., 2010).

Quando bovinos e ovinos compartilham pastagens, infeccbes cruzadas podem ocorrer
envolvendo algumas espécies de nematddeos. Amarante et al. (1997) verificaram que H. similis é
fortemente adaptado aos bovinos, H. placei € mais adaptado aos bovinos do que aos ovinos,
enquanto que H. contortus € mais adaptado aos ovinos, porém, esta Ultima espécie pode também
infectar bovinos. Estes resultados foram corroborados em estudo recente realizado na regido
oeste do Estado de S&o Paulo, onde bezerros foram naturalmente infectados pelas trés espécies
de Haemonchus. Neste estudo, a espécie predominante nos bovinos foi H. placei, seguido de H.
contortus e H. similis (CONDI et al., 2009). O parasitismo de bovinos por H. contortus também
foi relatado nos Estados Unidos, onde essa espécie foi encontrada em nimero expressivo em
bovinos mantidos em pastagem, sem contato com ovinos nos Gltimos 40 anos (GASBARRE et

al., 2009).



A profilaxia da verminose bovina tem como base a utilizagdo de anti-helminticos. Em
consequéncia da utilizacdo frequente desses produtos tem sido cada vez mais comum o relato de
casos de resisténcia anti-helmintica em varios paises do mundo como, por exemplo, Nova
Zelandia (WAGHORN et al., 2006), Reino Unido (COLES et al., 1998), Argentina (ANZIANI et
al., 2004), Irlanda do Norte (TAYLOR et al., 2001) e Estados Unidos (WILLIAMS & DeROSA,
2003).

No Brasil, a situacdo também € bastante preocupante. Em percentual elevado das 39
propriedades de criagdo de bovinos, avaliadas no Estado de Santa Catarina, houve registro de
resisténcia a ivermectina, levamisol e albendazole (SOUZA et al., 2008). O mesmo aconteceu na
regido noroeste do Estado de Sdo Paulo em 25 propriedades estudadas (SOUTELLO et al.,
2007). Casos isolados de resisténcia também foram descritos em outros locais. Em Minas Gerais
registrou-se resisténcia a ivermectina e doramectina (RANGEL et al., 2005); no Rio Grande do
Sul observou-se resisténcia as lactonas macrociclicas (MELLO et al., 2006); no oeste do Estado
de Séo Paulo, verificou-se resisténcia a moxidectina (CONDI et al., 2009) e em Caraguatatuba,
houve resisténcia de H. placei e C. punctata a ivermectina (PAIVA et al., 2001).

Além dos problemas da resisténcia anti-helmintica, a populacdo mundial estd cada vez
mais exigindo alimentos saudaveis e oriundos de sistemas produtivos que ndo oferecam riscos ao
ambiente. Desta maneira, 0 uso de produtos quimicos, que deixam residuos na carne, devera
sofrer restricGes cada vez mais intensas.

Uma das medidas destinadas a minimizar a dependéncia da utilizagdo de produtos
quimicos para a profilaxia das parasitoses seria 0 emprego de medidas alternativas para o

controle da verminose.



2. Utilizag&o de vacinas contra helmintos de importancia veterinaria

2.1. Larvas irradiadas

Em 1960, descobriu-se que as infec¢bes induzidas artificialmente com larvas de
Dictyocaulus viviparus, que foram atenuadas por irradiacdo, induzem forte protecdo contra
infecgdes naturais (revisado por SMITH, 1999a).

A irradiacdo de larvas infectantes de vérias espécies de nematddeos impede que no
hospedeiro ocorra o desenvolvimento do parasita e a formacdo da larva de quarto estagio,
impedindo desta forma o ciclo de vida do parasita (revisado por JASMER & McGUIRE, 1996).

Esta técnica de atenuacdo foi testada contra helmintos gastrintestinais, mas infelizmente
este método teve resultados satisfatérios apenas em condi¢des experimentais para H. contortus e
T. colubriformis em ovinos sexualmente maduros, mas a protecao foi parcial ou muito fraca em
cordeiros (revisado por SMITH, 1999a).

2.2. Antigenos naturais e ocultos

Os parasitas hemat6fagos, ao consumirem sangue do hospedeiro, ingerem também as
imunoglobulinas e os componentes do complemento. Se um animal for imunizado com antigenos
internos do parasito, como, por exemplo, substancia oriunda da membrana que reveste o trato
digestorio do parasita ocorrera a formacéo de anticorpos contra as mesmas. Ao se alimentar, os
anticorpos ingeridos pelo parasita se ligardo a superficie da membrana intestinal do helminto
causando dano ou interferindo com o funcionamento da mesma. Isto poderd resultar em
alteracOes deletérias para o parasita. Como esses antigenos sao internos, eles ndo entram em
contado com os tecidos do hospedeiro e ndo sédo expostos ao seu sistema imunoldgico em

condicdes naturais. Por essa razdo, tais antigenos sdo denominados “ocultos”.



Como exemplo de vacina que utiliza antigenos ocultos, h4d uma vacina desenvolvida contra
Ripicephalus microplus, carrapato de bovinos (WILLADSEN et al., 1995). O hospedeiro é
imunizado com proteinas da membrana intestinal do parasita hemat6fago e anticorpos circulantes
séo produzidos. Quando o parasita se alimenta do sangue do hospedeiro, ingere com o0 sangue 0s
anticorpos que se ligam as proteinas da membrana intestinal. Os danos causados no epitélio
intestinal levam a inanicdo, reducdo na fecundidade e debilidade do parasita, levando-o0 a morte
(SMITH & ZARLENGA, 2006).

Ao contrério dos antigenos ocultos, os antigenos que entram em contato com os tecidos do
hospedeiro ao longo do processo de infeccdo, tais como os produtos excretdrios/secretorios
eliminados pelo parasita, sdo denominados de antigenos naturais. Logicamente, contra estes
antigenos o hospedeiro produz anticorpos.

No caso de helmintos, produtos excretdrios/secretérios de H. contortus vém sendo
avaliados como vacinas. Verificou-se que os antigenos induzem forte resposta humoral e celular
em ovinos (SCHALLIG et al., 1994) e que a vacina pode induzir uma resposta imune protetora
(SCHALLIG & van LEEUWEEN, 1997; SCHALLIG et al.,, 1997). Pesquisas utilizando
antigenos extraidos de Schistosoma sp., aplicados em animais de laboratério, também
demonstram forte resposta imunoldgica contra o parasita (TENDLER et al., 1986; revisado por
McMANUS & LOUKAS, 2008; TENDLER & SIMPSON, 2008).

Os antigenos excretorios/secretorios também sdo muito testados e com sucesso em
cestddeos, onde antigenos recombinantes tém sido sintetizados e sdo altamente protetores

(revisado por SMITH, 1999a).
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A confirmagdo de que os antigenos intestinais induzem imunidade contra 0 nematodeo
hematdfago H. contortus foi primeiro demonstrada com a utilizacdo de uma molécula isolada da
superficie do epitélio intestinal de H. contortus, denominada de “Contortin”. Cordeiros
imunizados com esse antigeno e desafiados com larvas infectantes (L3) de H. contortus,
apresentaram reducdo de 78% na carga parasitaria (MUNN et al., 1987). Este resultado mereceu
destaque porque foi o primeiro a demonstrar que proteinas expressadas na superficie do intestino
de nematddeos hematofagos poderiam induzir um nivel elevado de prote¢do quando utilizadas
como imundgeno.

Posteriormente, outras proteinas foram isoladas da superficie microvilar do intestino de H.
contortus e utilizadas como imundgenos, tais como H11 e H-gal-GP, que serdo melhor discutidas
abaixo.

2.2.1. H11

H11 é uma glicoproteina de membrana expressada apenas na superficie microvilar do
intestino de Haemonchus e ausente em outras partes do intestino e de outros tecidos (MUNN et
al., 1993a).

Munn et al. (1993a), ao utilizarem H11, obtiveram um resultado melhor do que com
“contortin”. Cordeiros imunizados e desafiados com H. contortus tiveram reducdo na carga
parasitaria que variou de 89% a 72%. As fémeas de H. contortus foram mais susceptiveis a
imunizacdo do que os machos e a producéo de ovos caiu 92%.

Smith et al. (1993a) observaram que o antigeno H11, quando utilizado com 95% de pureza,
proporcionou reducdo média na producdo de ovos de 94,6% e no nimero de machos e fémeas

adultos de 86,5% e 93,5%, respectivamente.
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Na Africa do Sul, Munn et al. (1993b) observaram que cordeiros vacinados com o H11
diluido em Tween apresentaram reducdo de 51% no nimero total de vermes, 66% no nimero de
fémeas e 40% nas contagens de ovos por grama de fezes (OPG). J& o grupo vacinado com a
proteina H11 enriquecida com Thesit 0,1%, teve reducdo de 88% no nimero de vermes, 94% e
81% no numero de fémeas e de machos, respectivamente. Um terceiro grupo foi vacinado com
uma fracdo de H11 e teve reducdo média na carga parasitaria de 70%.

Andrews et al. (1995) verificaram que ovelhas imunizadas com H11, no periparto,
apresentaram 98-99% de reducdo na eliminagdo de ovos. Os cordeiros filhos das ovelhas
vacinadas com H11 apresentaram protecdo colostral moderada contra um desafio realizado na
quinta semana de vida, com reducdo de 51% nas contagens de OPG e de 71% no nimero de
fémeas adultas de H. contortus. 1gG1 foi, majoritariamente, a imunoglobulina transferida aos
cordeiros via colostro.

Munn et al. (1997) utilizaram a proteina H11 purificada, na forma original e desnaturada.
Os autores observaram que a forma integral de H11 foi a mais eficaz tendo proporcionado
reducdo na contagem de ovos de 99,8% e de 95% na quantidade de vermes. Ja os resultados dos
ovinos imunizados com a forma desnaturada apresentaram resultados muito inferiores, ou seja,
com a desnaturagdo, houve perda da capacidade da H11l de induzir imunidade contra H.
contortus.

Segundo Andrews et al. (1997), cordeiros vacinados com H11 permanecem protegidos por
cinco ou seis meses apOs a vacinagdo, depois disso a imunidade adquirida se desenvolve,

induzida pela ingestao continua de larvas infectantes de H. contortus.
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Para verificar se a proteina H11 tem efeito imunogénico em diferentes isolados de H.
contortus, Munn et al. (1993b) utilizaram a vacina H11l elaborada no Reino Unido e
comprovaram sua eficacia contra uma linhagem de H. contortus da Africa do Sul. Da mesma
forma, Newton et al. (1995) concluiram que a vacina é eficaz contra linhagens de nematddeos de
diferentes continentes (Australia e Reino Unido).

Também foi observado que a vacina H11 teve eficdcia em ovinos infectados com H.
contortus, independentemente dos isolados apresentarem resisténcia ou susceptibilidade aos anti-
helminticos (SMITH & SMITH, 1993b; NEWTON et al., 1995).

2.2.2. H-gal-GP

Técnicas de fracionamento de glicoproteinas integrais das células da membrana luminal do
intestino de H. contortus foram utilizadas para isolar fragdes com potencial imunogénico. Ovinos
foram imunizados com varias fracbes candidatas e foi revelada uma fracdo seletivamente
vinculada a lectina, com especificidade pela N-acetilgalactosamina, que induziu reducdo na
quantidade média de vermes em 72% e na contagem de OPG em 93% (SMITH et al, 1994). A
superficie do limem do intestino de exemplares de Haemonchus, recolhidos de ovinos
imunizados com este antigeno, mostrou-se recoberto com imunoglobulina do hospedeiro,
sugerindo que o efeito protetor foi devido aos anticorpos que interferiram no funcionamento do
intestino do nematddeo (SMITH et al, 1994). Esta fracdo ficou chamada por H-gal-GP
(“Haemonchus galactose — containing glycoprotein complex™) ¢ ¢ uma fracdo que seletivamente

liga lectinas com especificidade por N-acetilgalactosamina (SMITH et al, 1994).
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Sendo a glicoproteina H-gal-GP composta por varios peptideos, Smith e Smith (1996)
fracionaram a H-gal-GP em subunidades e verificaram que as formas fracionadas ndo foram téo
efetivas na inducdo de imunidade contra H. contortus, ao contrario da fracdo integral, que
conferiu protegdo significativa contra o parasita (SMITH et al., 1999D).

Na tentativa de encontrar o principal imundgeno, Smith et al. (2000a) isolaram um dos
muitos componentes de H-gal-GP e o denominaram de H-sialgal-GP (Haemonchus sialylated
galactose — containing glycoprotein). Os pesquisadores imunizaram ovinos com H-sialgal-GP ou
com H-gal-GP. Observaram que os dois antigenos foram igualmente eficazes, reduzindo o
namero de ovos de Haemonchus em 86% e 93% e os vermes adultos em 52% e 75%,
respectivamente. A partir deste resultado, Smith et al. (2000a) utilizaram um segundo antigeno
protetor que foi separado de H-sialgal-GP, e foi enriquecido por duas proteinas denominadas p46
e p52. A imunizacdo dos ovinos com este antigeno causou reducdo de 78% na produgdo de ovos
e de 33% na carga parasitaria. Estes resultados foram significativamente inferiores aos obtidos
com H-gal-GP e H-sialgal-GP.

Na Africa do Sul, Smith et al. (2001a) imunizaram ovelhas com a combinacdo dos
antigenos H-gal-GP e ConA H1l. Ao final do experimento, 0 grupo vacinado apresentou

reducdo média de 71% nas contagens de OPG.
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Smith et al. (2003a) identificaram que o maior componente de H-gal-GP é uma familia de
quatro metaloendopeptidases de zinco, denominadas MEPs 1-4. Vérias combina¢Ges destes
MEPs foram avaliadas em experimentos com imunizagédo de ovinos e observou-se que MEP3 foi
0 mais efetivo. No entanto o grupo que recebeu H-gal-GP nativo apresentou reducéo de 93% na
contagem de OPG e de 69% na carga parasitaria em comparagdo com 0 grupo controle, sem
vacinacdo, enquanto os grupos vacinados com o H-gal-GP dissociado tiveram apenas 29% de
reducdo na producdo de ovos e 13% de reducdo na carga parasitaria.

Outra familia de constituintes com complexo H-gal-GP foi descrito e testado por Smith et
al. (2003b), sdo duas aspartil proteases chamadas PEPs, as quais isoladamente ndo conferiram
significativa protecéo aos ovinos, porém induziram resposta imune.

Smith (2007) verificou que ndo houve sinergia entre a vacinacdo com H-gal-GP e a
aplicacéo de ivermectina ou fenbendazole contra um isolado de H. contortus, que apresentava
resisténcia anti-helmintica.

Recentemente, Cachat et al. (2010) utilizaram as formas recombinantes de MEP1, MEP3,
MEP4 e PEP1 em um coquetel ou o complexo H-gal-GP em sua forma natural e observaram que
no ELISA houve resposta contra o coquetel e o H-gal-GP, porém a contagem de OPG foi
substancialmente reduzida apenas no grupo de cordeiros vacinados com H-gal-GP, reducéo de
88,5% comparado com o grupo controle, enquanto ndo houve redugéo significativa na contagem

de OPG do grupo vacinado com o coquetel.
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2.2.3. Associagdo de H11 e H-gal-GP

Em trabalho realizado na Luisiana (EUA), ovelhas naturalmente infectadas com H.
contortus foram distribuidas em trés grupos: o primeiro grupo foi imunizado com vacina original
que continha H11, H-gal-GP e adjuvante; o segundo grupo foi inoculado apenas com adjuvante e
o terceiro, com solucdo salina. As ovelhas do primeiro grupo, que receberam 0s antigenos,
apresentaram contagem de OPG sempre menor do que 0s outros dois grupos (KABAGAMBE et
al., 2000).

Le Jambre et al. (2008), na Austrélia, vacinaram cordeiros Merino, criados a pasto, com
H11 e H-gal-GP e verificaram que a contagem de OPG e a anemia foram significativamente
reduzidos nos animais vacinados e, ainda, que a pastagem dos cordeiros vacinados teve menor
contaminagdo com larvas infectantes de H. contortus, do que a pastagem dos cordeiros nao
vacinados.

Tem sido mostrado que cordeiros, cabritos e ovelhas no periparto podem ser imunizados e
que alguma protecdo € transferida aos cordeiros pelo colostro. No entanto, a esperanca € que a
haemoncose possa ser controlada pela imunizacdo de cordeiros antes do desmame e ovelhas
durante a gestacao para prevenir o aumento da contagem de OPG durante o periparto (revisado
por SMITH, 1999a).

2.3. Imunizagéao de bovinos

Em estudo realizado com bezerros nos EUA com proteina intestinal isolada de H. placei,
Siefker e Rickard (2000a) verificaram que a vacina propiciou significativa reducdo no
comprimento dos vermes adultos, no numero de ovos no Utero das fémeas, assim como na
contagem de OPG. Os bezerros vacinados também tiveram aumento significante de IgG1l e de

IgG2 do soro, mas ndo houve diferenca significativa de IgM entre o grupo vacinado e o controle.
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Em Mississipi — EUA, Siefker e Rickard (2000b) imunizaram bezerros com
homogeneizado intestinal de H. placei, e desafiaram os bezerros com Ostertagia ostertagi. Os
resultados, no entanto, ndo foram promissores, pois ndo houve diferenca estatistica entre o grupo
controle e o grupo vacinado em relacdo ao ndmero total de vermes e a contagem de OPG. Os
autores sugeriram que talvez esse resultado tenha ocorrido devido a quantidade insuficiente de
anticorpos ingeridos por O. ostertagi.

Uma vacina com glicoproteinas da membrana do intestino de O. ostertagi, denominada
Oo-gal-GP (Ostertagia ostertagi galactose — containing glycoprotein complex), foi desenvolvida
na Escocia. Em bezerros, a vacina propiciou reducdo significativa na producdo de ovos de O.
ostertagi, porém, sem efeito no niamero de vermes. J& quando ovinos foram imunizados com Oo-
gal-GP e desafiados com L3 de H. contortus, observou-se protecéo cruzada eficiente contra esta
espécie de parasita, com reducdo entre 81% e 97% na producdo de ovos e entre 57% e 84% no
namero de vermes (SMITH et al., 2000b).

No Brasil, Jensen e Vieira-Bressan (2008) imunizaram bezerros com um extrato intestinal
de H. placei, ou com fracBes sollveis de H. placei em Triton X-100. Os animais foram
desafiados com 120.000 L3 de H. placei e sacrificados 40 dias ap6s. A contagem de OPG foi
49% e 57%, respectivamente, menor em comparacdo com 0 grupo controle. Os animais
imunizados tinham maior nivel sérico de 1gG do que os animais controle depois da segunda
imunizacdo, com pico na quarta, e Gltima, imunizacao.

2.4. Protecdo cruzada das vacinas

Estudos vém sendo realizados para avaliar a protecdo cruzada dos antigenos em diferentes
géneros de helmintos na tentativa de se chegar a um Gnico imundgeno capaz de proteger 0s

animais contra as principais espécies de helmintos.
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Em experimento realizado por Smith (1993c), verificou-se que cordeiros imunizados com
H11, extraido da membrana intestinal de H. contortus ndo apresentaram nenhuma protecdo
cruzada contra O. circumcincta ou Nematodirus battus.

Smith et al. (2001b) imunizaram ovinos com a combinacdo H11 e H-gal-GP, e desafiaram
diferentes grupos de animais com uma das seguintes espécies: H. contortus, Teladorsagia
circumcincta, T. axei e C. oncophora. Contra H. contortus houve redugéo de 99% e 92%,
respectivamente, nas contagens de OPG e vermes. Nenhuma diferencga significativa foi detectada
nas contagens de OPG ou vermes entre 0s ovinos imunizados e 0s ovinos controle, desafiados
com T. circumcincta e T. axei. No caso de C. oncophora, 0s animais imunizados apresentaram
menores contagens de OPG que os controles apenas nos primeiros dias apds o desafio. Portanto,
apesar de ser extremamente efetiva contra H. contortus, a vacinagdo com a combinagéo de H11 e
H-gal-GP ndo confere prote¢do contra T. circumcincta, T. axei e C. oncophora. Em outro
experimento, ovinos foram imunizados com glicoproteinas da membrana intestinal de T.
circumcincta e desafiados com T. circumcincta ou H. contortus, nenhuma protecédo foi detectada
contra T. circumcincta (SMITH et al., 2001b). No entanto, os ovinos desafiados com H.
contortus e imunizados com glicoproteinas da membrana intestinal de T. circumcincta, tiveram
reducdo significativa na contagem de OPG, porém ndo no nimero de vermes.

2.5. Casos de insucesso

Outras vacinas foram desenvolvidas na busca por outros imundgenos, no entanto estas
vacinas ndo ofereceram protecdo contra os parasitas. Esse foi 0 caso de uma vacina feita a partir
do colageno da cuticula de larvas L3 e L4 de H. contortus, que induziu a producédo de anticorpos
contra o colageno da cuticula, porém, ndo conferiu protecdo significativa (Boisvenue et al.,

1991).
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Outro caso de insucesso foi 0 da vacina contra O. ostertagi, feita a partir de fragdes de O.
ostertagi, que tinha como principal antigeno uma globina (CLAEREBOUT et al., 2005). Da
mesma forma, observou-se ineficacia da vacina de TSBP (Thiol Sepharose-Binding Proteins),
contra H. contortus (REDMOND & KNOX, 2004).

3. Adjuvantes

Os adjuvantes sdo utilizados para maximizar a eficicia das vacinas, especialmente
daquelas que contém organismos inativados ou purificados, tem sido comum a inclusdo de
substancias denominadas adjuvantes ao antigeno. Os adjuvantes podem aumentar bastante a
resposta do organismo as vacinas, podendo permitir reducées na quantidade de antigeno injetado.
Os adjuvantes podem ser: de dep6sito, microbianos, estimulantes imunoldgicos, de distribuicéo
ou mistos (TIZARD, 2009).

O principal adjuvante utilizado com os antigenos apresentados anteriormente é o QuilA
que é uma fracdo da saponina derivada de um extrato aquoso da casca da Quillaja saponaria,
uma arvore nativa da regido dos Andes. O QuilA é forte imunoestimulante, além de induzir
grande resposta celular (revisado por RAJPUT et al., 2007).

4. Consideracdes finais

Visto que a resisténcia anti-helmintica é um problema mundial e de grande importancia
devemos buscar métodos alternativos de controle da verminose nos ruminantes e um dos
métodos que vem se destacando pela sua eficacia sdo as vacinas formuladas com antigenos
intestinais ocultos, pois estas tém se mostrado as mais promissoras. Estima-se que se estas
vacinas apresentarem eficacia de 80% serdo mais eficientes do que os anti-helminticos
convencionais em um programa de profilaxia de verminose de ruminantes (SMITH et al.,

2001a).
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CAPITULO 21

! Neste capitulo consta o artigo “Protection of calves against Haemonchus placei and Haemonchus contortus after
immunization with gut membrane proteins from H. contortus” que foi submetido a publicagdo no periddico
Parasite Immunology.
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ABSTRACT

A vaccine containing integral membrane glycoproteins from the intestine of Haemonchus
contortus was evaluated in 4 groups of 9 worm free calves challenged with either 8,000 H.
contortus or Haemonchus placei infective larvae. Vaccinates received 50 pg of the antigen and
1mg QuilA adjuvant three times 21 days apart, while the controls got adjuvant alone. The calves
were challenged 7 days after the last immunization and killed for worm counts 43 days later.
Immunization resulted in high titre antibodies against the vaccine antigens and significant
reduction in egg output and worm numbers of both challenge species, compared to control
calves. It was concluded that vaccination of calves with native parasite gut membrane
glycoproteins obtained from H. contortus conferred protection against both H. placei and H.

contortus.

Keywords: vaccine, cattle, parasitic gastroenteritis, Haemonchus contortus, Haemonchus placei
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1. Introduction

Several genera of nematodes parasitize the gastrointestinal tract of cattle. Of these
Haemonchus species are among the most important especially for calves grazing in tropical and
sub-tropical areas of the world. Haemonchus placei or H. similis usually predominate but H.
contortus, normally more prevalent in sheep and goats, can also be found (1, 2, 3, 4).

Control of bovine parasitic gastroenteritis currently relies almost entirely on the use of
anthelmintics, but drug resistance is increasingly common (4, 5, 6, 7, 8) including cases in Brazil
where Haemonchus species were the culprits (9, 10, 11). In addition to the resistance problem,
world demand for meat and milk free of chemical residues is increasing, forcing attention on
drug-free approaches for worm control.

One potential option is vaccination, an approach which appears quite promising for H.
contortus in sheep (12, 13). The overall purpose of the present work was to confirm and extend
two previous reports where calves were partially protected against challenge with H. placei
following immunization with homogenates of the parasite intestines (14, 15). The specific aim
was to determine whether calves immunized with a gut membrane glycoprotein preparation from

H. contortus would be protected against challenge with H. placei and H. contortus.

2. Materials and methods
2.1. Calves

Thirty-six male Holstein calves were raised indoors from birth under conditions designed
to exclude accidental infection with nematodes. The calves were fed colostrum just after birth,
then milk which was gradually substituted by milk replacer (Purilac®, Purina), until they were

weaned at 60 days of aged. They were also fed concentrates (Terneirina®, Purina), up to 4 kg/day
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per animal and had free access to nematode-free hay from a farm without ruminants. The
bedding was replaced daily and the concrete floor of the pens was pressure washed three times
per week followed by disinfection with sodium hypochlorite solution.
2.2. Infective larvae (L3)

The H. contortus L3 had been maintained in mono-specifically infected lambs, since May
2006 (16). This isolate showed multiple anthelmintic resistance (17).

The H. placei L3, which had been stored in liquid nitrogen after isolation from cattle in
2004, were thawed and passaged twice through donor calves before use in the trial.

Both Haemonchus species had been previously identified based on the morphology of
spicules of adult males (2).

All infective larvae were stored in distilled water and were less than 30 days old when
used to infect the trial calves.
2.3. Faecal examination and worm counts

Faecal egg counts (FEC) were determined both by a modified McMaster method (EPG-
M)_in which each egg counted represented 50 eggs per gram of faeces (18) and by the Willis
technique (EPG-W), as follows: 4 g of faecal material was mixed with 56 mL of flotation
solution (NaCl saturated solution with 1,200 of density) and strained through a tea strainer into a
container. The mixture was homogenised using a magnetic stirrer and 10 mL (one sixth) of
contents was transferred to other container with a capacity to 16 mL, using a Pasteur pipette.
Then, approximately 6 mL of flotation solution were added until there was a reverse meniscus on
the top of the container. A coverslip was placed in contact with the meniscus, removed 15
minutes later, placed on a microscope slide and all eggs present were counted under a

microscope. With this EPG-W technique 33 times more faecal material was examined compared
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to the EPG-M method and the limit of detection was calculated at less than 2 eggs per gram.

Samples containing 20% of the abomasal contents were fixed in 5% formaldehyde.
Worms were counted, sexed and classified by their stage of development (18).
2.4. ELISA

Microtitre plates (96 well, Maxisorb, Nunc, USA) were coated with 50 puL per well of
stock antigen diluted 1 pg/mL with carbonate-bicarbonate buffer (pH 9.6). The plates were
covered with Cyclerseal Sealing Film (Platemax) and kept overnight at +3 °C. The plates were
then washed three times (ELx405R Microplate Washer — BioTek Instruments), rotated through
180° and re-washed three times with ultra pure water (EASYpure Il UV, Barnstead, USA)
containing 0.05% Tween 20 (ProPure®, Amresco) and blocked overnight at +3 °C with
phosphate buffered saline, pH 7.2, containing 0.1% w/v Gelatin (Amresco, USA) and 0.05% v/v
Tween 20 (PBS-GT) to prevent non-specific protein interactions. After blocking the plates were
re-washed six times, as above and were then ready for use.
Serum samples were prepared as follows: A dilution series was prepared for each serum sample
by doubling dilution in PBS-GT from 1/200 to 1/204,800. A negative control serum sample was
prepared from a pool of pre-immunization sera from the experimental animals by diluting it
1/200 with PBS-GT. For the assay 50 pL of each serum dilution was added to the prepared
ELISA plate and incubated for 1 h at +25 °C. The plates were washed again, and 50 pL of HRP
conjugated anti-Bovine IgG, diluted 1/10,000 in PBS-GT, (Bethyl - cat. n® A10-118P) was added
to each well. After 1h incubation at +25 °C plates were again washed as above and 50 pL of 1,2-
phenylenediamine dihydrochloride substrate solution (OPD, Dako, Denmark) was added to each

well and incubated in the dark at room temperature. After 15 minutes, 50 puL Stop Solution (5%
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v/v sulphuric acid) was added and the plates were read immediately using an automated ELISA

reader (Biotrak 11, Amersham-Biosciences, UK) at 492 nm.

Serum antibody titres were calculated by an end-point titration, where the end-point was
the absorbance value at 492 nm (A492) of the pre-immunization serum pool at a dilution of
1/200. For each serum sample the A492 value for each point in the dilution series 1/200 to
1/204,800 was plotted against the inverse of the dilution factor. A logarithmic trend line was
fitted to the data, equation; y = ¢*LN(x)-b where y = natural log antibody titre and x = A492.
The equation generated for each sample dilution series was used to determine the dilution factor
for that individual serum sample required to give the end-point value (the A492 of the pre-
immunization serum pool at a dilution of 1/200).

2.5. Preparation, Formulation and Administration of the Vaccine

The vaccine antigen was prepared from gut membranes of adult Haemonchus contortus
as described before (19). Each dose of vaccine contained 50 pg of the antigen and 1 mg of QuilA
in 2 mL of PBS. The vaccine was administered intramuscularly in the neck and given 3 times, 3

weeks apart.

2.6. Design of the Experiment

A 2x2 factorial design was used where the treatments were vaccinated or control and H.
contortus or H. placei as the challenge species.

The calves were randomly allocated to 4 groups of 9, balanced as far as possible for
weight and treated as follows: Group 1 Control — H. contortus; Group 2 Vaccinated — H.
contortus; Group 3 Control — H. placei and Group 4 Vaccinated — H. placei. One calf in Group 4

(Vaccinated — H. placei) died from causes unrelated to the design of the trial and so the number
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in this group was reduced to 8.

The first vaccination was given when the calves were four months old. Seven days after
the third vaccination all calves were challenged with 8,000 infective larvae (L3) of the
appropriate Haemonchus species. Faecal egg counts were made twice a week from 28 days after
challenge and the calves were killed for worm counts 43 days after challenge.

The experiment reported was approved and conducted in accordance with the
experimental protocol approved by the local Ethical Committee.

2.7 Statistical analysis

All statistical analyses were performed using the general linear models procedure of SAS
release 9.2. FEC and worm burden data were log transformed (log10(x+1)). In the case of FEC,
the repeated measures analysis of variance was employed in data analysis. Significant
differences between group means were determined by the Student’s t-test at 5%. Means are
reported in results as arithmetic means * the standard error of the mean (SE) of the

untransformed data.

3. Results

Group mean serum antibody titres are illustrated in Figure 1. Titres close to zero were
detected in all calves at the start of the trial and remained low in both control groups throughout.

The vaccinated calves first showed an obvious rise in titre 7 days after the second dose of
vaccine (V2). A second increase in titre occurred after the third dose (V3) so that peak levels
were attained at about the time of challenge. Thereafter values started to decline, but remained
well above background until the end of the trial.

The differences on dynamics of egg output resulted in significant interaction between day

X species x immunization (P<0.05). Considering only the H. contortus groups, there was
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significant difference (P<0.05) between vaccinated group and control group at 28, 31, 35 and 38
days post infection with 99% reduction in cumulative EPG — W. In H. placei groups, there was
significant reduction (P<0.05) in mean FEC of the vaccinated group on days 31, 35, 38 and 42
post infection in comparison with the control group with 97% of reduction in cumulative EPG —
W (Figure 4).

Vaccination significantly reduced (P<0.05) the adult worm burdens of both Haemonchus
species (Figure 3), but did not affect their sex ratio, nor the numbers of immature worms.

In the control calves there appeared to be differences between the Haemonchus species in
terms of the kinetics of their egg outputs (Figure 2). With H. contortus egg output was bigger at
the begging of trial and subsequently declined, whereas with H. placei eggs were slower to
appear but output was maintained for longer. Control calves contained approximately three times
as many adult H. placei than H. contortus, but more juvenile worms were recovered from those

infected with H. contortus (Figure 3).

4. Discussion

This trial clearly showed that vaccination of calves with intestinal membrane
glycoproteins, from H. contortus conferred substantial protection against H. contortus and H.
placei, both in terms of reduced egg output and adult worm numbers. This result confirmed
extensive trials in sheep which have shown that vaccines made from various H. contortus gut
membrane preparations were highly protective (12, 13). Obviously it would be attractive if a
vaccine designed to work against ovine haemonchosis was also protective for cattle.

The protection data also endorsed similar effects reported in a previous vaccine trial with

H. placei in cattle. Immunization with a homogenate of H. placei intestines substantially reduced
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the egg output of calves following challenge with 3,300 larvae of the same species (14).
However, when Jensen and others attempted to repeat this with calves hyper immunized with
either a detergent extract of whole H. placei or of its intestines, formulated with Freund’s
adjuvant, only about a 50% reduction in the final egg count was recorded (15). Possibly this was
because they used a much larger challenge (120,000 L3) or possibly it was because their group
size was too small to cope with the individual variation they observed.

Although produced from antigens obtained from H. contortus, the vaccine conferred
protection against H. placei. The simplest conclusion from this result is that the intestinal cell
glycoproteins of both species are similar, but other explanations are also possible. It was
unfortunate that insufficient H. placei parasites could be recovered to confirm this either by gel
profile or immunoblotting. This cross-protection result was not particularly surprising since gut
membrane glycoproteins of Ostertagia ostertagi also cross protect efficiently against H.
contortus (19).

The egg and worm counts of the control calves suggested that H. placei was a more
efficient cattle parasite than H. contortus. Thus, more immature H. contortus than H. placei were
recovered, indicating delayed development of the former. Similarly, the egg count profile and
final adult worm counts of H. contortus suggest it did not persist as efficiently. This agrees with
previous studies with naturally infected livestock where H. contortus showed marked preference
for small ruminants, while H. placei and/or H. similis were better adapted to cattle (1, 2, 20, 21,
22). However it is worth mentioning that H. contortus is also considered an important parasite in
cattle in United States (4).

In conclusion, vaccination of calves with native parasite gut membrane glycoproteins

obtained from H. contortus conferred protection against both H. placei and H. contortus.
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Figure 1 Mean serum antibody titre of calves after immunization (V) with gut membrane
antigens of Haemonchus contortus. Control animals received only the vaccine adjuvant.
Animals were challenged (Ch) with H. contortus or Haemonchus placei seven days after the last

vaccination. Bars represent standard error of the mean.
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Figure 2 Group mean eggs per gram of faeces (EPG) by McMaster (A) and Willis (B)
techniques in calves challenged with Haemonchus contortus or Haemonchus placei after
immunization with gut membrane antigens of H. contortus. Control animals received only the

vaccine adjuvant. Bars represent standard error of the mean.
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Figure 3 Mean cumulative faecal egg counts (FEC - Willis technique) and worm burdens of
calves challenged with Haemonchus contortus or Haemonchus placei after immunization with
gut membrane antigens of H. contortus. Control animals received only the vaccine adjuvant.

Bars represent standard error of the mean.
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