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RESUMO: O objetivo do presente estudo foi analisar a resposta imune humoral,
pelo monitoramento dos anticorpos anti-Babesia bovis, anti-Babesia bigemina e
anti-Anaplasma marginale, em bufalos (Bubalus bubalis) naturalmente infectados.
Para esta pesquisa, utilizaram-se amostras de soro e de colostro/leite de bufalas
adultas do periparto aos 11 meses apds, e de soros dos seus bezerros, durante o
primeiro ano de vida nos anos de 1999/2000 e 2005. Para determinar o perfil da
resposta imune humoral destes animais, utilizou-se o método ELISA indireto e os
dados foram apresentados e analisados como a média de um grupo de animais,
em diferentes faixas etarias e, individualmente. Apéds a leitura e interpretacao dos
dados, os resultados dos animais analisados em grupos apresentaram baixa
concentracao de anticorpos, ou seja, abaixo do ponto de corte (D.O. = 0,265 e
NE=3) de anticorpos anti-A. marginale nos soros, durante os primeiros 90 e 105
dias apds o parto e nascimento, respectivamente, para bufalas e seus bezerros.
Em seguida, a concentracdo de anticorpos anti-A. marginale no soro dos bezerros
bufalos aumentou ligeiramente acima do ponto de corte e manteve-se assim até
atingirem aproximadamente um ano de idade, indicando uma imunidade adquirida,
apds o contato com a bactéria. Nas bufalas ocorreu soroconversao (NE acima de
3) para Babesia de ambas as espécies, por quase todo o periodo analisado, com
uma elevacao acentuada (NE=4 a NE=6) entre os dias 91 e 335 dias apds o parto,
fato ndo verificado para os bezerros, no mesmo periodo. No colostro/leite, os
anticorpos anti-B. bovis e anti-B. bigemina foram detectados nos primeiros sete
dias pés-parto, mas nao foram observados no teste anti-A. marginale. Quando os
animais foram analisados individualmente (duas bufalas e seus bezerros),
observou-se em um dos bezerros, uma forte imunidade humoral passiva contra B.
bovis, mas ndo contra B. bigemina e A. marginale. Embora havendo uma
variabilidade individual na resposta imune humoral, esta obedeceu ao mesmo
padrdo, ou seja, foi mais mais forte contra B. bovis e mais fraca contra A.
marginale, mas com B. bigemina em uma categoria intermedidria nos dois
bezerros e nas duas bufalas. Pelos dados dos animais analisados ou em grupo ou
individualmente, conclui-se que: A) as bufalas e os seus bezerros apresentaram

resposta imune humoral contra Babesia e contra Anaplasma, havendo
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transferéncia passiva de anticorpos colostrais, embora fraca, aos bezerros; B)
estes ultimos, apresentaram também imunidade ativa a partir de 105 dias de idade
contra A. marginale; C) a imunidade contra Babesia, particularmente B. bovis, foi
mais evidente nas bufalas adultas e, D) os bufalos, na regidao estudada foram

considerados portadores resistentes dos agentes da babesiose e anaplasmose.

PALAVRAS CHAVE: Babesia bovis, Babesia bigemina, Anaplasma marginale,
Bubalus bubalis, anticorpos, bufalos, resposta imune-humoral.
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IMMUNE-HUMORAL RESPONSE OF WATER BUFFALOES
(Bubalus bubalis) NATURALLY INFECTED BY Babesia bovis B.
bigemina e Anaplasma marginale.

ABSTRACT: The aim of the present study was to analyze the humoral-immune
response of water buffaloes (Bubalus bubalis) naturally infected with Babesia bovis,
B. bigemina and Anaplasma marginale. For this work, colostrums/milk and blood
samples were weekly, fortnightly and monthly harvested prior and after partum
(buffalo cows) and from birth to 365 days after birth (buffalo calves). The antibodies
in the colostrums/milk and serum samples from these animals were determined
using an ELISA indirect method and the data were analyzed as a mean of a group
of animals with matched ages during the period of 1999/2000 or individually during
the year of 2005. The data from animals analyzed in group showed that the
antibodies against A. marginale were in low concentration (below the cut off point,
D.O. = 0.265 and ELISA levels, EL = 3), in the sera of buffalo, during the first 90
and 105 days, respectively for cows and calves. Then, the concentration of anti-A.
marginale in the serum samples of buffalo calves, slightly raised to above the cut
off point and kept in higher levels up to approximately 365 days after birth,
indicating acquired immunity. Serum conversion for Babesia occurred in high levels
and above the cut off point only for buffalo cows for all period of experimentation.
The antibody levels against Babesia for both species and Anaplasma increased in
the sera of buffalo cows between the days 91 and 335 after partum. In the
colostrums, anti-B. bovis and anti-B. bigemina antibodies were detected in high
levels during the first seven days after partum, but then abruptly declined to zero.
Anti-A. marginale, on the other hand were not detected in the colostrums of these
animals. When four animals (two buffalo cows and their calves) were individually
analyzed it was observed an individual variation in the immune response: in one
buffalo calf there was a strong passive acquired immunity only against B. bovis, but
not against B. bigemina and neither A. marginale; however, the other calf showed
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passive immunity against all three organisms. Although there was this individual
variation, the immune response was stronger against B. bovis and weaker against
A. marginale in buffalo cows and calves. Anti-B. bigemina antibodies were always
detected in an intermediate level when the animals were analyzed in group or
individually. By conclusions: A) buffalo cows and calves showed an humoral-
immune response against Babesia and Anaplasma and there was a passive
transference of antibodies from the colostrums to the calves; B) the calves acquired
active immunity against A. marginale after 105 days of age; C) immunity against
Babesia, particularly B. bovis was stronger in buffalo cows than in calves, and D)
the buffaloes were considered resistant reservoir of babesiosis and anaplasmosis
in this region of study.

KEY WORDS: Babesia bovis, Babesia bigemina, Anaplasma marginale, antibody,

Bubalus bubalis, immune-humoral response, water buffalo.
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1. INTRODUCAO

A espécie Bubalus bubalis, conhecida como bufalo dagua, é
originaria da Asia, da qual derivam pelo menos 12 ragas indianas, sendo, no Brasil,
as mais comuns: Murrah, Jaffarabadi, Mediterraneo e Carabao. Os bufalos séao
considerados animais rusticos € bem adaptados ao nosso meio, possuem grande
potencial zootécnico para os seus produtos, como carne e leite, tendo ainda
grande valor agregado em seu subproduto, o couro (FRANZOLIN-NETO, 1993;
OLIVEIRA, 1993; BERNARDES & BERNARDES, 1993) e ainda servem como
animais de trabalho.

O regime predominante de criacdo de bufalos, muitas vezes, é extensivo, os
animais alimentam-se de pastagens nativas, pois possuem boa capacidade de
aceitacdo de forragem grosseira, mas preferem lugares alagadicos e sofrem em
lugares de pouco sombra. O maior rebanho de bufalos do mundo pertence & india
e o segundo a China, enquanto o rebanho brasileiro esta estimado em 1.085.754
cabecas (ANUALPEC, 2004).

Os bufalos apresentam caracteristicas especificas e algumas sao Unicas,
como a rusticidade, a precocidade e a resisténcia a algumas doencgas. Entretanto,
pelo habito de bufalos permanecerem aglomerados por longos periodos, em locais
umidos e alagadigos, as infec¢des parasitérias se sobressaem. Estes ambientes
sdo extremamente favoraveis ao ciclo de vida de diferentes parasitos, além da
manutencado e proliferacdo de vetores transmissores de doencas (COCKRILL,
1981).

Os bofalos albergam endoparasitos, como nematédeos, cestédeos e
trematédeos; ectoparasitos como carrapatos (Rhipicephalus spp, Anocenter nitens
e Amblyomma spp), sarnas, piolhos (Haematopinus tuberculatus) e dipteros
(Haematobia irritans, Stomoxys calcitrans, culicideos e tabanideos). Alguns
ectoparasitos, além de espoliar o hospedeiro, transmitem enfermidades infecciosas
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e parasitarias, dentre essas, os hemoparasitos protozoarios das espécies Babesia
bovis, B. bigemina e a bactéria Anaplasma marginale (MOHAN, 1968).

Os hemoparasitos intra-eritrocitarios B. bovis, B. bigemina e A. marginale
sao de grande importancia econdmica na bovinocultura do Brasil, causando o que
€ denominado popularmente, de Tristeza Parasitédria Bovina (TPB) (FARIAS &
LEMOS, 2002).

Os bufalos, por serem animais considerados resistentes as enfermidades de
maneira geral, muitas vezes, encontram-se infectados, mas sem manifestarem
sinais clinicos evidentes. Dessa forma, eles podem ser considerados reservatérios
das enfermidades e potencialmente uma fonte de infeccdo para rebanhos
susceptiveis. No entanto, informagdes sobre as infec¢des de B. bovis, B. bigemina
e A. marginale, ao longo da vida util dos bufalos, sdo pouco conhecidas,
principalmente sobre a manifestagéo clinica da TPB e a resposta imune humoral

aos agentes.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A tristeza parasitaria bovina (TPB) tem como agentes parasitarios o0s
protozoarios do género Babesia e a bactéria Anaplasma que sao responsaveis por
grandes prejuizos econdmicos no Brasil quando acometem bovinos, seus
principais hospedeiros (OLIVEIRA, 1983; GRISI et al., 2002). No entanto, espécies
dentro desses géneros podem infectar diferentes hospedeiros, como ruminantes
selvagens, canideos, felideos, roedores, inclusive o bufalo d agua e o bdfalo
africano, por meio de vetores biologicos (carrapatos) e mecanicos (insetos
hemato6fagos) (PUMELL, 1981; KUTTLER, 1984; DUMLER et al., 2001; FARIAS &
LEMQOS, 2002; DE LA FUENTE et al., 2005).

Babesia (Starcovisi, 1893) € um protozoario Piroplasmida, intra-eritrocitario
da familia Babesiidae (Poche, 1913), que se multiplica em hospedeiros
vertebrados e invertebrados (carrapatos). O primeiro relato de transmissdo de
babesiose a bovinos, por meio de carrapatos Boophilus annulatus oriundos de
ovos de teledginas que haviam se alimentado em bovinos infectados, foi realizado
por SMITH & KILBOURNE (1893), nos Estados Unidos, sugerindo um ciclo
transovariano nos carrapatos.

Em seguida, a descricdo de um provavel estagio de reproducédo sexuada de
Babesia em carrapatos foi realizada em 1906, concomitantemente, por Koch e por
Klein para B. bigemina e B. canis, respectivamente (MELHORN & SCHEIN, 1984).
Via hemolinfa, os esporocinetos de Babesia, se dispersam para diversos 6rgaos da
telebgina e realizam varios ciclos de esporogonia nos hemdécitos, células
musculares, células peritraqueais, tubos de Malpighi, epiderme e células
ovarianas. Estes ciclos de esporogonia continuam até a morte da teledgina apos a
postura (HODGSON, 1992). Comprovada a ocorréncia de reproducao sexuada nos
parasitas do género Babesia constata-se que o ciclo evolutivo desses protozoarios
segue o padrao tipico de desenvolvimento dos esporozoarios (MELHORN &
SCHEIN, 1984). Para B. bovis, os esporozoitas podem ser encontrados nas
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glandulas salivares das larvas a partir do segundo dia da alimentagédo, enquanto
para B. bigemina, apenas ap0s o oitavo dia de fixacdo quando os carrapatos se
encontram na fase de ninfa (DALGLESH & STEWART, 1983).

Os protozoarios penetram no organismo do hospedeiro pela saliva dos
carrapatos infectados, ap6s o repasto sanguineo. Nos vertebrados, os parasitos
desse género multiplicam-se assexuadamente por divisdo binaria simples no
interior dos eritrécitos, rompendo-os e penetrando em novas células, dando
seqléncia ao ciclo evolutivo (KUTTLER, 1998; FARIAS & LEMOS, 2002;
QUINTAO & RIBEIRO, 2003).

O carrapato monoxénico, Rhipicephalus (Boophilus) microplus, é o
ectoparasita hematéfago com maior distribuicao pela América Central e do Sul,
Africa, Oceania e Asia, sendo ele o Unico vetor biolégico descrito para a
transmissdo e a multiplicagdo de B. bovis, B. bigemina e A. marginale. Este vetor,
originalmente infestava antilopes, cervos, bovinos e bufalos selvagens no Sudeste
Asiatico. Posteriormente, sua dispersdao ocorreu para as diferentes regides do
globo terrestre localizadas geograficamente entre os paralelos 32° Norte e 35° Sul,
seguindo a migracéo do gado zebu (NUNEZ et al., 1985). Em revis&o bibliografica,
GONZALES (2002) relatou que o carrapato do boi, presumivelmente, antes de
infestar os bovinos na América do Norte e no México, foi parasita de cervideos.

No Brasil, ha poucos relatos sobre a prevaléncia de carrapatos em bufalos
d’dgua. ROCHA et al. (1969), em Sertdozinho/SP, verificaram a presenca da
infestacdo natural por R.(B.) microplus e Anocenter nitens em nove bubalinos,
distribuidos mormente nas regides de pele fina e de pélos mais curtos. STARKE et
al. (1985), em Selviria/MS, realizaram colheitas semanais dos estadios parasitarios
de R. (B.) microplus em bufalos durante um ano. Observaram que 74,7% do total
de carrapatos apresentavam-se na fase de larva, 21,3% de ninfa, 1,8% de macho
e 2,2% de fémea. Neste trabalho, ficou claro que as larvas estabeleciam-se,
principalmente, nos bezerros ao redor dos primeiros meses de vida, provocavam
uma intensa reacdo inflamatéria na pele e somente poucas larvas conseguiam
atingir o estadio adulto. Distribuiam-se preferencialmente na regido entre pernas,

perineo, barbelas, cabega e pavilhdo auricular. Em outro trabalho realizado por
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STARKE et al. (1994), na mesma regiao do trabalho anterior, foi comparado o grau
de infestacao natural por R.(B.) microplus em bovinos zebuinos (raca Guzera) e
em bufalos (mesticos: Meditarraneo x Murrah) da mesma faixa etaria, mantidos
juntos por um ano no mesmo piquete. Estes autores verificaram que, apesar
desses animais permanecerem sob as mesmas condi¢des climaticas, de manejo e
alimentacédo, os bovinos apresentaram-se com seis vezes mais carrapatos adultos
do que os bufalos, demonstrando maior adaptabilidade destes ixodideos aos
bovinos. Em relacdo as condi¢des climaticas, o periodo seco do ano (abril a
outubro) mostrou maior prevaléncia destes ectoparasitas (STARKE et al., 1994),
tanto em bovinos como em bufalos. No geral, raramente os bufalos adultos
encontram-se infestados por carrapatos, mesmo coabitando as mesmas pastagens
dos bovinos (STARKE-BUZETTI em comunicacao pessoal).

O Brasil € um pais continental, com biomas diversificados e, por ser muito
dificil a erradicagdo do carrapato em regides de clima tropical, a manutencao da
imunidade contra os agentes da Tristeza Parasitaria Bovina € de suma importancia
para amenizar ao maximo as perdas econémicas (FURLONG, 1993). De acordo
com FURLONG & EVANS (1991), no Brasil R.(B.) microplus encontra condi¢des
climéaticas favoraveis ao seu desenvolvimento, do extremo Sul em dire¢cdo ao
Norte, possibilitando-lhe completar de 2,5 a 4, com potencial de até 5
geragGes/ano, em locais com temperatura média anual acima de 17°C. Estagdes
secas severas podem limitar a sobrevivéncia do carrapato, paralisando a
incubagéo, postura, e até mesmo o fracasso do estadio. Quando a infestagdo do
hospedeiro, depende da larva dormente no inverno, o tipo de pastagem como
Brachiaria decumbens, e o tempo de pastoreio, podem influenciar a dindmica da
populagao de carrapatos nos animais (GAUSS & FURLONG, 2002). Nos bovinos,
a manifestacdo clinica da tristeza parasitaria, causada por Babesia e Anaplasma,
esta na dependéncia da presenca do vetor, caracterizando a regidao para condicoes
de instabilidade e/ou estabilidade enzodtica, do clima, do manejo dos animais, das
condicdes fisiologicas do hospedeiro, da raga e de outros fatores (ARTECHE,
1992; FONSECA et al., 2000; SOUZA et al., 2000ab).
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No Brasil, os primeiros casos clinicos fatais de babesiose bovina em
bezerros e bovinos adultos recém importados foram observados no Estado do Rio
de Janeiro (FAJARDO, 1901). Nos bovinos, a babesiose progride de forma aguda
a crénica, dependendo do curso da infec¢do. Mais precisamente, quando ocorre a
lise dos eritrécitos parasitados, subseqlentemente os sinais clinicos aparecem,
como anemia, ictericia, hemoglobindria, incoordenagdo motora e sintomas de
hipertermia, dispnéia e taquicardia. A evolugdo da doencga esta intimamente ligada
com a idade do hospedeiro, imunidade humoral pelos anticorpos colostrais,
quantidade do in6cuo, viruléncia da amostra e do estado nutricional do animal
(KUTTLER, 1998).

Nos bovinos, a prevaléncia da babesiose é diferente quando se analisa o
fator idade dos hospedeiros, sendo mais comum nos animais mais jovens.
MADRUGA et al. (1984), no Mato Grosso do Sul, observaram que a maior
freqiéncia de babesiose ocorria na faixa etaria de 30 a 120 dias, e que 100% dos
animais estavam positivos para B. bovis aos 87 dias. Estudos nas regides da Zona
da Mata mineira, com bovinos de dois anos de idade, revelaram uma prevaléncia
de 61,7% a 97,2% para B. bovis e de 59,5% a 88,9% para B. bigemina
(PATARROYO et al.,, 1987). Em Santana do Livramento/RS, MARTINS et al.
(1994) constataram que a prevaléncia de anticorpos anti-B. bovis em bovinos com
aproximadamente 11 meses de idade, variava de 15% a 80%. Na regido de
Londrina/PR, bezerros com idades entre 13 a 60 dias, eram mais susceptiveis aos
agentes da tristeza parasitaria do que quando mais velhos (VIDOTTO et al., 1999).

Na babesiose, existe um periodo considerado de risco aos bovinos. Este
periodo foi observado no rebanho leiteiro de Minas Gerais quando os titulos de
anticorpos soroldgicos estavam mais baixos e englobavam animais entre 35 a 105
dias de idade (MONTEIRO et al., 1997), ou de dois a quatro meses em areas
enzodticas do Estado de Mato Grosso do Sul (MADRUGA et al.,1997).

Das 71 espécies do género Babesia listadas por LEVINE (1971), 18 causam
doencas em mamiferos domésticos, mas somente quatro espécies (B. bigemina,
B. bovis, B. major e B. divergens) foram relacionadas aos bovinos
(BROCKLESBY,1976) e trés espécies aos bufalos (B. bovis, B. bigemina e B.
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orientalis). No entanto, a B. orientalis, tendo como vetor biolégico o carrapato
Rhiphicephalus haemaphysaloides haemaphysaloides, foi considerada patogénica
somente para os bufalos e ndo para os bovinos (LIU et al., 1997).

Na provincia de Hubei, da China, a infecgdo natural de bufalos por B.
orientalis, quando examinados por meio de provas imunolégicas, apresentou a
prevaléncia de 74,7% (YAO et al., 2002). Este pais, por possuir 0 segundo maior
rebanho bubalino do mundo e em franca expansdo, a babesiose nas criagcbes
industriais € bastante preocupante e, dessa forma, varias medidas de controle
profilatico sdo tomadas incluindo a utilizacao de vacinas (LIU et al., 1984; ZHAO et
al., 2002). No entanto, segundo BANERJEE et al. (1988), os bufalos quando
parasitados nao sofrem tao severamente, mas podem ser reservatdrios em
potencial de B. bigemina para os bovinos, quando estes coabitam as mesmas
pastagens, transmitindo-a aos ultimos, por meio dos carrapatos.

Na india, os bufalos, em condicdes naturais, sdo raramente acometidos pela
forma clinica da babesiose e acredita-se que sejam refratarios a essa infeccao por
causa da resisténcia imunolégica natural (ROYCHOUDHURY & GAUTAM, 1979).
Porém, trabalhos mais recentes relatam a babesiose como preocupante no
rebanho bubalino da india. Assim, MURALEEDHARAN et al. (1984) mencionaram
que B. bigemina era comum tanto em bufalos como em bovinos. As suas
manifestacdes clinicas nos bufalos ocorriam entre duas atrés semanas apds a
infestacédo pelo vetor, e apresentavam como principal caracteristica a anemia e a
hipertermia, que podiam evoluir para hemoglobindria, devido a destruicdo
intravascular dos eritrécitos. Ja a babesiose por B. bovis em bufalos ndo era tao
frequentemente diagnosticada (MURALEEDHARAN et al., 1984). MIRANPURI et
al. (1988) detectaram a presenca de B. bigemina no sangue de 194 bufalos,
quando o ixodideo R. (B.) microplus destacava-se em numero e em prevaléncia
nestes hospedeiros. Ainda nesse pais, outro trabalho relatando a importancia de B.
bigemina para bufalos foram realizadas por MISHRA et al. (1998), os quais
verificaram a prevaléncia de 7,4% em bezerros, em vérias regides, consideradas

enzooticamente estaveis para carrapatos.
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No Brasil, ha poucos relatos sobre babesiose em bufalos. No entanto,
FRANZOLIN NETO et al. (1989) comentaram que, em nosso meio, ndo € incomum
0 encontro de animais com sinais clinicos da babesiose, principalmente em
bezerros de trés a seis meses de idade. No primeiro relato de um caso clinico de
anaplasmose e babesiose em bufalos no Estado de Sao Paulo, os autores acima
constataram diferentes partes do corpo dos bufalos infestados por carrapatos e a
ocorréncia dos agentes intra-eritrocitarios em esfregacos sanguineos corados pelo
Giemsa. Posteriormente, GUIDO et al. (1994), também em Sao Paulo, examinando
um rebanho bubalino com 500 cabecgas, detectaram anticorpos anti- Babesia sp
em 49,4% dos animais pelo teste de imunofluorescéncia indireta. Contudo, quando
COSTA et al. (1997) examinaram um grupo de 20 bezerros bufalos do nascimento
até um ano de idade, no Estado de Sao Paulo, verificaram que apenas trés destes
animais foram sororeagentes para Babesia sp; dois bezerros estavam positivos
para B. bovis e um para B. bigemina. Os bufalos com babesiose, no Estado do
Para, segundo LAU (1999), podem apresentar sinais clinicos como prostrago,
anorexia, emagrecimento, taquicardia e taquipnéia. Além disso, as fémeas prenhes
tendem a abortar, e os animais parasitados procuram se afastar do rebanho. A
necropsia, a vesicula biliar encontrava-se distendida, com bile verde escura e
espessa, 0 bacgo friavel e sensivelmente hipertrofiado, com o sangue fino e aquoso
(LAU, 1999).

Anaplasma marginale (Theiler, 1910) é um outro agente intra-eritrocitario,
também responsavel pela tristeza parasitaria bovina (TPB). E uma bactéria
pertencente a Familia Anaplasmataceae, da Ordem Rickettsiales, classificada
como genotipo Ehrlichial II (DUMLER et al., 2001). Esse agente apresenta-se
como corpusculos intra-eritrocitarios, que se localizam perifericamente na
superficie dos eritrécitos, e multiplicam-se por divisdo binaria simples ou mdltipla.
Sao visualizados em microscopia Optica como pequenos pontos escuros, de
localizagao periférica, variando entre 0,1 a 0,8 um (VIDOTTO & MARANA, 2001).

Os carrapatos transmitem biologicamente A. marginale ap6s multiplicacdes
dentro de varios tecidos do ixodideo. A transmissao do parasita no vetor biolégico
ocorre de estagio para estagio, transestadialmente ou dentro do mesmo estagio
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intra-estadialmente. Os machos ixodideos desenvolvem infec¢cées generalizadas
persistentes nas quais muitos tipos de células se tornam infectadas com A.
marginale (KOCAN et al., 1992; GE et al., 1996). A transmissao intraestadial por
ixodideos machos é vista como um importante mecanismo de transmissao, porque
os carrapatos machos podem se infectar ap6s um curto periodo de alimentagéao
em bovinos infectados e, entdo, transmitir a infeccdo durante as alimentacdes
sucessivas em muitos bovinos. Os carrapatos machos, portanto, servem de
reservatorios da infeccao (ERICKS et al., 1983).

Além disso, a presenga de DNA de A. marginale em larvas originarias de
fémeas ingurgitadas de B. microplus sugere uma transmissdo transovariana
(SHIMADA et al., 2004), aumentando em muito o risco da manutencao da infeccao
entre os animais, principalmente através das larvas.

A transmissdo mecénica de A. marginale entre os bovideos também pode
ocorrer e pode dar-se por insetos picadores e fdmites (agulhas e material cirurgico)
(LA FUENTE et al., 2005). Os dipteros hematéfagos como a Haematobia irritans
exigua (ALLINGHAM et al., 1994), Stomoxys calcitrans (POTGIETER et al., 1981),
culicideos e tabanideos sao incriminados na transmissdao mecéanica da rickettsia A.
marginale. Mais recentemente, LA FUENTE et al. (2005) detectaram DNA de A.
marginale na probdscide de tabanideo, sugerindo que estas moscas podem atuar
como importantes vetores mecanicos.

A anaplasmose é considerada uma das hemoparasitoses mais prevalentes
nos bovinos (BARBET et al., 1987; PALMER, 1989). GUGLIELMONE (1995) avalia
que, nos Estados Unidos e nos paises da América Central e do Sul, excetuando-se
a Argentina e o Uruguai, a anaplasmose € um problema mais sério do que a
babesiose.

Alguns levantamentos epidemiol6gicos tém mostrado uma relagao direta da
anaplasmose em budfalos com a infestacdo de carrapatos. Dessa forma,
MIRANPURI (1988) relatou 6,2% e 14,9% de bufalos infectados com A. marginale
em duas localidades da india e, na primeira localidade, o carrapato R. (B.).
microplus representava 75,3% da populacdo de ixodideos identificados nestes

animais. Contudo, estudos realizados com 250 bufalos no Paquistdo por RAJPUT
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et al. (2005) evidenciaram que 30% deles estavam infectados com Anaplasma sp,
mesmo encontrando-se pouco infestados com carrapatos. Em areas endémicas
para o carrapato R. (B.) microplus, como na Australia, A. marginale e B. bigemina
foram imunodiagnoticados em 7,5% das amostras de soros de 121 bufalos
(CALLOW et al., 1976).

Embora a anaplasmose clinica nao seja muito freqlente em bufalos,
Srivastava & Ahluwalia (1974), citado por LAU (1999), descreveram um caso
clinico: o bufalo apresentava anemia hemolitica primaria que se acentuava
conforme aumentava a proporcao de eritrécitos infectados. No entanto, na maioria
das vezes, ocorria baixa parasitemia com a doenca evoluindo para inapeténcia,
depressdo, parada da ruminacdo, emagrecimento, fezes escuras, taquicardia,
taquipnéia, constipacao intestinal e mucosas ictéricas e palidas. Como nao ha
destruicdo dos globulos vermelhos na anaplasmose, os eritrocitos infectados sao
posteriormente, fagocitados por macrofagos, especialmente no bacgo, resultando
em um quadro de intensa anemia, mas sem ocorrer hemoglobinuria e
hemoglobinemia. A necropsia, observam-se esplenomegalia, hepatomegalia, rins
congestos e 0 sangue mostrando-se aquoso (SRIVASTAVA & AHLUWALIA, 1974).
Em ensaios experimentais com bezerros bufalos, SHARMA (1987) detectou
anticorpos anti-A. marginale, entre 27 a 32 dias apés a infeccao, e observou que o
parasito ndo era tdo agressivo ao hospedeiro, mas o bufalo podia ser um
reservatorio da infecgao.

Mundialmente, sdo apresentadas inUmeras técnicas e suas respectivas
padronizagdes para diagnosticar babesiose e anaplasmose e, destas, as mais
utilizadas sado a reagdao de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) e ensaio
imunoenzimaticas (ELISA-teste) por serem menos onerosas, quando comparadas
com as moleculares, e por apresentarem maior sensibilidade, quando comparadas
ao exame parasitolégico direto em laminas sob microscopia 6ptica (MACHADO et
al., 1997; KESSLER et al., 2001; VIDOTTO & MARANA, 2001; ARAUJO et al.,
2003). Essas técnicas sdo mais seguras, eficazes e valiosas para os estudos
epidemiolégicos e sao mais apropriadas para se ftrabalhar com grandes
amostragens (VIDOTTO et al., 1997b; ARAUJO et al., 1998, SOUZA et al., 2000b;
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MADRUGA et al., 2001). No Brasil, a padronizagcdo do ELISA-teste indireto para
deteccdo de anticorpos anti-B. bovis em soro bovinos oriundos de &reas
endémicas para R. (B ). microplus, foi iniciada no Estado de S&o Paulo por
MACHADO et al. (1997), demonstrando a eficacia do ensaio no diagnéstico de
babesiose em bovinos, em que as novilhas foram mais soropositivas do que os
bezerros.

Com relagao aos bufalos, ha poucos relatos na literatura, abordando a idade
do hospedeiro como fator de risco para tristeza parasitaria. Apenas o de COSTA et
al. (1997), que determinaram os niveis de anticorpos anti-Babesia sp em bezerros
bufalos desde o nascimento até um ano de idade, provenientes do municipio de
Sarapui, SP, totalizando 267 amostras. Neste estudo, os autores verificaram que
apenas trés (1,1%) animais apresentaram sorologia positiva para Babesia sp.
Quando analisados individualmente, uma fémea e um macho foram
imunoreagentes a B. bovis, do nascimento aos 15 e 30 dias de idade,
respectivamente; duas fémeas soropositivaram aos 2 e 15 dias, mas para B.
bigemina. A partir dessas idades, houve queda dos titulos de anticorpos colostrais,
mas uma destas fémeas voltou a apresentar anticorpos contra a infeccdo por B.
bigemina somente aos 12 meses de idade. (COSTA et al.,, 1997). Os autores
atribuiram ao grande numero de animais nao imunoreagentes, provavelmente a
maior resisténcia dos bubalinos aos carrapatos na regiao estudada.

Ainda, GOMES et al. (2006), em Selviria/MS, verificaram que tanto as
bufalas adultas como os seus bezerros analisados do parto/nascimento aos trés
meses subseqlientes, apresentavam titulos de anticorpos anti-B. bovis e anti-B.
bigemina pelo ELISA indireto, demonstrando o desenvolvimento de uma resposta
imune humoral nestes animais.

O sistema imune do bovideo recém-nascido € funcionalmente imaturo.
Assim, a ingestao de colostro apds o nascimento é muito importante. Os bezerros,
ao nascerem, podem apresentar imunidade passiva desde que anticorpos
maternos presentes no colostro sejam absorvidos por eles. A placenta dos
ruminantes é do tipo sindesmocorial, ou seja, o epitélio coribnico fica em contato

direto com os tecidos uterinos. Assim, esse tipo de placenta ndo permite a
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passagem de imunoglobulinas ao feto e o recém-nascido fica totalmente
dependente dos anticorpos recebidos do colostro. A IgG é a imunoglobulina
predominante no colostro destes animais, correspondendo de 65% a 90% das
imunoglobulinas colostrais. Essa imunidade é gradualmente substituida pela
imunidade ativa através da infec¢ao natural (TIZARD, 2002). Nas bufalas, 80% das
proteinas do colostro sao representadas pelas imunoglobulinas, o que revela sua
importancia durante as semanas iniciais de vida do bezerro (SILVA et al., 1993).
Porém, para a absorcao ser maxima, a primeira mamada deve ocorrer no maximo
até as primeiras seis horas de vida, porque com o passar do tempo, a absorcao
das imunoglobulinas pelas vilosidades intestinais diminui gradualmente. Apés 24
horas de vida, o intestino ndo absorve mais as imunoglobulinas devido a
diminuicdo da permeabilidade das células epiteliais intestinais. Em geral, a
permeabilidade € mais alta imediatamente ap6s o nascimento e declina apds seis
horas, caindo para niveis de absorgao relativamente baixos apés 24 horas (SILVA
et al., 1993; TIZARD, 2002; ESCRIVAOQ et al., 2005). Segundo GHIONNA et al.
(1987), as concentracdes de IgG colostrais da mée bubalina sofrem significante
decréscimo entre 4 e 60 horas pds-nascimento.

Em bovinos, a formagcédo do colostro acontece principalmente durante as
quatro ultimas semanas que antecedem o parto, periodo no qual ocorre a migracao
das imunoglobulinas presentes na corrente sanglinea da mae para a glandula
mamaria. O processo de transporte € seletivo, predominando a transferéncia de
lgG e, mais especificamente, IgG1. A passagem ocorre através das células
alveolares e, aparentemente, estd envolvida com a presenga de receptores na
membrana das mesmas (MACHADO NETO et al.,, 1995). Nos bovinos de leite,
provavelmente em razao da especializacao, ja foi demonstrado que a migracao de
imunoglobulinas séricas para a glandula mamaria, durante a formagao do colostro,
determina como conseqiiéncia uma queda de concentragdo desta proteina na
corrente sanglinea, nas ultimas semanas pré-parto (MACHADO NETO et al.,
1995).

Ainda em bovinos, nas regides onde o carrapato € endémico, os animais

jovens estdo protegidos da infeccdo de Babesia sp por meio da imunidade
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colostral. A manutencdo da taxa de inoculagdo minima de 0,005 de B. bovis e B.
bigemina é indicativo de que pelo menos 85% do rebanho, tenham-se infectado
antes dos nove meses de idade, pelos diversos vetores, sendo importante em
areas de estabilidade enzodtica. Tal condicdo propicia o desenvolvimento de
imunidade ativa que ir4d protegé-los de novos desafios na fase adulta
(GUGLIELMONE, 1995; LABRUNA & MACHADO, 2006). Assim, a imunidade
passiva recebida via colostro é de extrema importancia para protecao dos bezerros
contra tristeza parasitaria (KROLOW et al.,, 2002 ab). SILVA et al. (2003)
verificaram que as matrizes bovinas eram soropositivas para A. marginale, assim
como 100% dos bezerros analisados aos cinco dias de idade. Este trabalho foi
conduzido durante a primavera no Rio Grande do Sul, em uma area marginal para
R.(B.) microplus e sugere uma protecdo dos bezerros por via passiva colostral.

Também, ANDRADE et al. (2001), estudando a dinamica da infeccao
natural de A. marginale em bezerros holandeses, em Londrina/PR, verificaram que
dos 10 bezerros investigados ap6s o nascimento, nove apresentaram-se positivos
com anticorpos colostrais detectados até o terceiro més de idade, que declinaram
a seguir e voltaram a ascender nos meses seguintes, apds 0s animais se
infestarem com R.(B.) microplus. E em outras amostras de soro, também oriundos
de animais de Londrina/PR, verificou-se que a infeccdo dos bezerros por A.
marginale dependia do nivel de anticorpos ingeridos no colostro e o grau de
infestacao pelo carrapato R.(B.) microplus (PACHECO et al., 2004).

Em bovinos da raga Nelore, na regido de Umuarama, PR, OSAKI et al.
(2002) e YOSHIHARA et al. (2003), acompanhando soros de 14 bezerros desde o
nascimento até os seis meses de idade, verificaram que 13 (92,9%) e 12 (85,7%)
deles eram soropositivos, respectivamente para B. bovis € A. marginale ao
nascimento, constatando a transferéncia de anticorpos colostrais. Posteriormente,
utilizando a técnica nPCR, ANDRADE et al. (2004) detectaram a presenca de DNA
de A. marginale em 50% das méaes e 30% dos bezerros no dia do parto, antes da
ingestao de colostro e 10 dias apds, comprovando a transmissao transplacentéria
do agente. Além disso, detectaram também, a presengca de anticorpos anti-A.
marginale pelo técnica de ELISA indireto, em 60% das maes e em 40% dos
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bezerros no dia do parto e apds a ingestdo do colostro, respectivamente,
comprovando, assim, a aquisicdo da imunidade adquirida pelo colostro contra A.
marginale. Bovinos que se recuperam da anaplasmose aguda podem permanecer
persistentemente infectados (portadores) e servem como reservatorios para
transmiss@o a bovinos nao infectados, porém alguns portadores podem se curar
espontaneamente da infeccao (MAAS et al., 1986).

Segundo COCKRILL (1981), os bufalos sdo considerados resistentes a
diversas doencas, mas quando submetidos a manejos nutricionais precarios e
confinados em regimes intensivos com alta taxa de lotacdo, podem apresentar
sinais clinicos de inumeras doencas. Dessa forma, embora os bufalos sejam
considerados mais refratarios aos agentes da tristeza parasitaria, Mottelib (1987),
citado por COSTA et al. (1997), verificou que os bezerros bubalinos com baixa
resisténcia organica, quando infectados experimentalmente por B. bigemina,
podiam desenvolver a doenga de uma forma bastante severa. Entretanto, alguns
autores relatam o aspecto incomum dos bufalos apresentarem sinais clinicos
evidentes de tristeza parasitaria, principalmente em bezerros de trés a seis meses
de idade (MURALEEDHARAN et al., 1984; FRANZOLIN NETO et al., 1989; LAU,
1999).

Tendo em vista que, a tristeza parasitaria bovina no Brasil,que é a causa de
grandes perdas econbémicas, e devido a existéncia de caréncias de informacoes
nesta area, mormente em bubalinos, atualmente em grande expansao nas regiées

como Sudeste e Sul, € que motivaram o presente trabalho.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Estudar o perfil da resposta imune-humoral através da deteccdo de
anticorpos IgG anti-B. bovis, anti-B. bigemina e anti-A. marginale pelo ELISA-teste
indireto em bufalos (Bubalus bubalis), criados em condigdes naturais, no municipio

de Selviria, Mato Grosso do Sul.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1 Analisar a resposta imune-humoral de um grupo de bdfalos, em
diferentes faixas etarias, através do:

- Monitoramento dos anticorpos séricos de bufalas, antes e apds o
parto, e de seus respectivos bezerros apds 0 nascimento, durante um

periodo de um ano.

- Monitoramento dos anticorpos colostrais das bufalas desde o parto

até dois meses apos.

3.2.2 Analisar a resposta imune-humoral individual de duas bufalas, antes e
apdés o parto, e de seus respectivos bezerros apdés o nascimento, durante um

periodo de cinco meses.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Local, clima, animais e manejo geral da fazenda.

O experimento a campo foi executado na Fazenda Experimental de Ensino
e Pesquisa da UNESP, campus de llha Solteira, situada as margens do Rio
Parana, no municipio de Selviria, no Estado de Mato Grosso do Sul.

O clima da regiao é tropical, caracteristico do Cerrado, com temperatura
mensal variando de 17 a 32°C, média anual em torno de 24°C e precipitagao
pluvial anual de 1.300 mm. Os dados climaticos dos anos de 1999/2000 e 2005
indicaram duas estacdes bem definidas; um periodo seco (maio a setembro) e um
0 outro chuvoso (outubro a abril). Nos periodos secos, a precipitacdo pluvial
mensal foi inferior a 50 mm, na maioria dos meses, e a temperatura mensal foi em
torno de 20°C. O periodo chuvoso apresentou temperaturas médias mais altas,
superiores a 26°C e com precipitacdo mensal sempre acima de 100 mm (anexos 7
e 8).

O rebanho bubalino foi constituido por bufalos d’agua (Bubalus bubalis)
mesticos (Murrah x Mediterraneo), com fémeas em idade média de 10 anos e seus
respectivos bezerros, machos e fémeos em diferentes idades e, um touro da raga
Murrah. No periodo de execucdo do experimento, as bufalas e seus respectivos
bezerros foram assistidos antes e apods o parto.

O regime de criagdo destes animais foi extensivo com os bezerros bufalos
permanecendo junto com as maes até o desmame, pois as bufalas ndo eram
ordenhadas. O rebanho foi mantido em um piquete de 12 ha com pastagem
formada por capim braquiaria (Brachiaria decumbens) e mantinha contato
esporadico com o rebanho bovino da Fazenda Experimental, animais da raca
Guzera. A reprodugdo dos animais deste rebanho era feita através de monta
natural, com nascimentos concentrados entre janeiro a abril de cada ano.

Como o material utilizado para a presente pesquisa foram os soros, tanto
sanguineos quanto colostrais, provenientes de uma soroteca, ndo se realizou
durante o periodo da obtengcdo destes soros, as contagens de ectoparasitas,
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incluindo os ixodideos e os muscideos, visto a ndo inclusdo desta pesquisa no

delineamento experimental.

4.2 Soroteca (Banco de Soro).

O material da presente pesquisa constituiu-se pelas amostras soroldgicas
provenientes de uma Soroteca armazenada em freezer a -70°C do Laboratério de
Imunoparasitologia do Departamento de Biologia e Zootecnia da UNESP, Campus
de llha Solteira.

As amostras provenientes de soro sanguineo e colostral de bufalas adultas
e do soro sanguineo de seus respectivos bezerros foram colhidas entre os meses
de fevereiro de 1999 a marco de 2000, como descrito a seguir:

- As amostras de sangue para a obtencdo do soro foram colhidas das
bufalas (n = 4 a 12) 14 dias antes, no dia do parto e até 11 meses apo6s o parto.
Seguiu-se entdo, colhendo as amostras semanalmente nos primeiros dois meses,
quinzenalmente até seis meses e mensalmente até aproximadamente 11 meses
pbs-parto.

- As amostras de colostro/leite das bufalas (n = 10) foram colhidas, através
de ordenha manual no dia do parto e semanalmente por um periodo de dois
meses.

- As amostras de sangue dos bezerros (n = 7 a 10) foram colhidas no dia do
nascimento, antes de receber o colostro e no decorrer das primeiras 24 horas de
amamentacao. As colheitas foram realizadas simultaneamente com suas maes,
conforme descrito acima, por um periodo de um ano. No dia do parto, os bezerros
recém nascidos eram retirados de suas maes para a colheita das amostras de
sangue antes de mamarem o colostro.

Para analise dos dados os animais foram agrupados dentro de faixas etarias
similares, e o resultado foi expresso como média do grupo dentro do intervalo de
tempo estudado. O nimero de animais em cada grupo variou de 4 a 12 bufalas

(média de 9,4) e de 7 a 10 bezerros (média de 9,3). Este niumero de animais
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dentro de cada faixa etaria foi variavel devido a dificuldade de colheita de sangue
de alguns deles.

Com intuito de enriquecer as innvestigacées decidiu-se, no ano de 2005,
colher amostras de colostro/leite e de sangue de duas bufalas e de seus
respectivos bezerros em intervalos variando de 7 a 29 dias, antes e a partir do
parto e/ou do nascimento, por um periodo de aproximadamente cinco meses. Os
dados destes animais foram analisados individualmente.

Para melhor compreenséo e interpretacao, os resultados foram analisados e
citados no texto como dados obtidos do grupo (dados médios) e/ou individuais (4
animais analisados individualmente).

4.3 Ensaio imuno enzimatico - ELISA indireto

Os testes ELISA indireto foram realizados no Laboratério de
Imunodiagnéstico do Departamento de Patologia Veterinaria da Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinarias da Universidade Estadual Paulista, Campus de
Jaboticabal (FCAV/UNESP).

Para deteccdo da resposta imune humoral dos animais naturalmente
infectados por A. marginale, B. Bovis e B. bigemina e do grupo controle (ndo
infectado). As amostras de soros sanguineos e de colostro/leite foram submetidas
ao teste ELISA indireto, segundo a técnica de MACHADO et al. (1997) modificada
para B. bovis, e conforme descricdo de BALDANI et al. (2004). A concentragdo do
antigeno de B. bovis e B. bigemina foi de 5 ug/ml e de A. marginale 10 ug/mL.
Resumidamente, o teste ELISA foi realizado da seguinte forma: 100 pl da solugéao
antigénica diluida em tampao carbonato/bicarbonato (0,05M, pH 9,6) adicionada
em cada orificio da microplaca de ELISA de 96 orificios, (Nunclon™ Surface; Nunc,
Denmark). A cada intervalo das reacdes, a microplaca foi lavada 3 vezes em uma
solucdo de PBS-Tween 20 (0,05% Tween-20: Polyoxyethylene-Sorbitan
Monolaurate, Sigma® P-7949), pH 7,4). Apds incubagdo por 12 horas a 4°C,
adicionou-se a solucéo de bloqueio, constituida de 5% de leite em pd desnatado

(Molico®), diluido em solugédo de tampé&o carbonato/bicarbonato de sodio. Apés as
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lavagens apropriadas em PBS-Tween, 100ul dos soros a serem testados, foram
adicionados. Os soros controles de referéncias positivas e negativas e os soros
testes foram diluidos a 1:400, e o colostro/leite na diluicdo de 1:100, em PBS —
Tween de pH 7,4 com 0,05% de soro normal de coelho. Os soros foram
incubados em camara umida, em estufa, a 37°C por 60 minutos. Em seguida,
100ul do conjugado (anti-lgG de bovino produzido em coelho conjugada a
fosfatase alcalina, Sigma A-7914) a 1:30.000 em PBS-Tween e leite em po
desnatado a 5% foi adicionado em cada orificio da placa e incubado por 60
minutos a 37°C. O substrato utilizado na reacao (BCIP/NBT, Sigma- N-9339) foi
diluido a 1 mg/ml em tampao dietanolamina pH 9,8 - 5mg/tablete. A proporcao
utilizada foi de 1 tablete de 5 mg de substrato para 5 ml de tampao. A leitura foi
realizada logo apds a incubacao a temperatura ambiente, dentro do limite maximo
de 40 minutos.

A leitura da reacao (densidade Optica) foi realizada em um leitor de
microplacas de ELISA (Microplate Reader MRXTC Plus, Dynex Technology) a
comprimento de onda de 405 nm.

Adotou-se como branco da reacéo, a depressao da microplaca que continha
todos os elementos da reagédo a excecao dos antigenos e soros dos bubalinos.

Como controles positivos, foram utilizados soros e colostros de bovinos e
bufalos a campo (anexos 2 e 5), com alto titulo de anticorpos anti-A. marginale,
anti-B. bovis e anti-B. bigemina e como controles negativos (anexos 1 e 4),
amostras de soros de bezerros bufalos sorologicamente negativos em jejum
colostral.

O ponto de corte do teste foi determinado usando a média das densidades
Opticas (DOs) de soros e colostros/leite de animais negativos para B. bovis, B.
bigemina e A. marginale, multiplicado por 2,5. Animais com DOs dos soros
acima de 0,316; 0,450 e 0,265 foram considerados positivos para B. bovis, B.
bigemina e A. marginale, respectivamente (anexo 3). Para os colostros os
valores das DOs foram de 0,596 para B. bovis; 0,505 para B. bigemina e 0,435
para A. marginale (anexo 6).
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4.3.1 Modelo de analise dos dados

A atividade enzimatica de cada amostra de soro/colostro no teste ELISA indireto
foi calculado mediante determinacao de seu valor A/P. Para tanto foi utilizado o
valor referencial positivo de cada amostra para calculo, levando-se em
consideracao os soros de referéncia positiva e negativa de acordo com a
seguinte formula:

Absorbancia média Absorbancia média do soro de
AJP = da amostra - referéncia negativo
B Absorbancia média do soro Absorbancia média do soro de
de referéncia positivo - referéncia negativo

Os valores A/P foram agrupados em niveis ELISA (NE), os quais podem
variar de zero até nove (0 - 9). A amplitude maxima dos NE zero foi determinada
pela média dos valores em absorbancia de soro de animais ndo imunes contra B.
bovis, B. bigemina e A. marginale (soro de referéncia negativa), acrescido de dois
desvios padrdes das médias correspondentes. A partir deste limite, os intervalos
entre os outros niveis ELISA foram acrescidos de 35% cada; conforme
preconizado por MACHADO et al. (1997), para o sistema Babesia spp.
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5 RESULTADOS

5.1 Resposta imune humoral contra B. bovis, B. bigemina e A. marginale dos
animais analisados em grupo.

5.1.1 Deteccao de anticorpos séricos das bufalas adultas.

Os dados médios dos niveis de anticorpos obtidos pelo ELISA indireto nos
soros das bufalas do rebanho estdo apresentados nas Tabelas 1, 2, 3 para B.
bovis, B. bigemina e A. marginale, respectivamente. Nestas tabelas, constam os
dias das colheitas das amostras durante o periodo que antecedeu o parto (dias -14
a -1) e ap6s o parto; o numero de animais agrupados em determinado periodo; a
média dos valores (M) da concentragdo de anticorpos obtidos pela absorbancia ou
densidade o6ptica (DO) e o valor da amostra em relacdo ao referencial positivo
(A/P), com seus respectivos desvio padrées das médias (DP) e Niveis Elisa (NE).
O ponto de corte ficou estabelecido como NE = 3 (Anexo 5).

Na Figura 1, pode-se verificar o perfil dos niveis médios de anticorpos
sorologicos das bufalas contra os trés agentes pesquisados, por todo o periodo
analisado (no periparto e por até 335 dias pos parto). Verifica-se que o padréo da
resposta imune humoral destas bufalas foi semelhante para os trés agentes; ou
seja: 0s anticorpos soroldgicos estiveram em uma concentragdo baixa antes do
parto, mas, acima do ponto de corte para B. bovis e A. marginale, abaixando
levemente nos primeiros sete dias pds-parto e mantendo-se assim por até 90 dias.
Dos 91 aos 335 dias pés-parto houve uma elevacdo na concentracdo dos
anticorpos para Niveis ELISA, variando de 5 a 6 pra B. bovis e B. bigemina e de 3
a 5 para A. marginale (Figura 2). Ressalta-se que as bufalas apresentaram uma
resposta imunoldgica baixa ou nula para A. marginale, durante os primeiros 90 dias
pbs-parto, que embora acima do ponto de corte apbs esta data, a resposta foi
sempre inferior aquela contra B. bovis e B. bigemina (Tabelas 1, 2 e 3 e Figuras 1
e 2).
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Tabela 1: Resultados de detecc¢do dos anticorpos anti-Babesia bovis pelo ELISA-

teste realizado em soros de bufalas adultas (n = 4 a 12) antes do parto
(dias -1 e -14) e apds o parto (1 a 335 dias) para deteccao dos
anticorpos anti-Babesia bovis. Dados em DO, A/P e NE. Selviria, MS,
1999/2000.

Dias pés- Numero Anticorpos anti-Babesia bovis NE
parto de D.O. A/P
Animais Média + DP Média £ DP
1-14* 7 0,523 £ 0,232 0,345 £ 0,210 N4
1 10 0,475 + 0,218 0,313 £ 0,197 N3
1-7 12 0,426 £ 0,147 0,207 £0,270 N2
8-15 10 0,543 £ 0,186 0,375+ 0,168 N4
16 — 30 10 0,527 + 0,288 0,361 + 0,261 N4
31-45 11 0,503 + 0,157 0,339 £ 0,142 N4
46 — 60 10 0,496 + 0,211 0,333 + 0,191 N3
61—-75 10 0,479 +0,173 0,317 £ 0,156 N3
75-90 8 0,541 +£0,218 0,373 £ 0,198 N4
91 -105 10 0,900 + 0,560 0,690 + 0,500 N6
106 — 120 7 0,993 + 0,266 0,783 + 0,208 N6
121 -135 9 0,852 + 0,387 0,656 + 0,349 N6
136 — 150 4 0,715 £ 0,226 0,532 + 0,204 N5
151 - 165 10 0,766 + 0,283 0,578 + 0,256 N5
166 — 180 6 0,729 + 0,198 0,544 + 0,279 N5
181 -210 11 0,672 £ 0,248 0,493 £ 0,224 N5
211 — 241 11 0,929 + 0,453 0,726 £ 0,410 N6
242 - 272 10 0,826 + 0,238 0,632 £ 0,215 N6
273 — 303 10 0,752 + 0,208 0,565 + 0,188 N5
304 - 335 11 0,712+ 0,411 0,529 + 0,372 N5

* = Dias antes do parto. Ponto de Corte: B. bovis = 0,316 e NE = 3.

DO = Densidade Otica; A/P = Amostra/Positivo; NE = Niveis ELISA; DP = Desvio Padrao.
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Tabela 2: Resultados de detecgdo dos anticorpos anti-Babesia bigemina pelo
ELISA-teste realizado em soros de bufalas adultas (n = 4 a 12) antes
do parto (dias -1 e -14) e ap6s o parto (1 a 335 dias) para deteccao dos
anticorpos anti-Babesia bovis. Dados em DO, A/P e NE. Selviria, MS,
1999/2000.

Dias p6s- Numero Anticorpos anti-Babesia bigemina NE

parto de D.O. A/P

Animais Média + DP Média £ DP

1-14* 7 0,438 £ 0,039 0,291 £ 0,044 N2
1 10 0,395 £ 0,060 0,243 £ 0,074 N1
1-7 12 0,377 £ 0,069 0,252 £ 0,222 N3
8-15 10 0,391 + 0,056 0,238 + 0,063 N2
16 — 30 10 0,412 £ 0,107 0,261 £ 0,121 N3
31-45 11 0,431 + 0,081 0,283 *+ 0,091 N3
46 - 60 10 0,389 + 0,049 0,236 + 0,055 N2
61—-75 10 0,408 = 0,055 0,257 £ 0,062 N3
75-90 8 0,526 £ 0,118 0,390 £ 0,133 N4
91 -105 10 0,830 + 0,250 0,730 +£ 0,290 N6
106 — 120 7 0,835 £0,193 0,738 £ 0,218 N6
121 -135 9 0,716 £ 0,232 0,604 £ 0,262 N5
136 — 150 4 0,724 £ 0,152 0,613 +£0,172 N5
151 - 165 10 0,787 +£ 0,209 0,684 + 0,236 N6
166 — 180 6 0,704 £ 0,207 0,590 £ 0,233 N5
181 -210 11 0,630 £ 0,120 0,507 £ 0,730 N5

211 — 241 11 0,713 £0,168 0,601 £0,187 N5

242 — 272 10 0,777 £ 0,171 0,673 £0,193 N6

273 - 303 10 0,695 £ 0,163 0,581 +£0,184 N5

304 - 335 11 0,535 £ 0,254 0,400 £ 0,286 N4

* = Dias antes do parto. Ponto de Corte: B. bigemina = 0,450 e NE = 3.
DO = Densidade Otica; A/P = Amostra/Positivo; NE = Niveis ELISA; DP = Desvio Padrao.
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Tabela 3: Resultados de deteccdo dos anticorpos anti-Anaplasma marginale
Babesia bovis pelo ELISA-teste realizado em soros de bufalas adultas
(n =4 a 12) antes do parto (dias -1 e -14) e apos o parto (1 a 335 dias)
para detecgdo dos anticorpos anti-Babesia bovis. Dados em DO, A/P e
NE. Selviria, MS, 1999/2000.
Dias pés- Numero Anticorpos anti-Anaplasma marginale NE
parto de D.O. A/P
Animais Média + DP Média + DP
1-14* 7 0,316 £ 0,049 0,279 + 0,065 N3
1 10 0,239 £ 0,049 0,177 £ 0,066 N1
1-7 12 0,242 £ 0,042 0,182 £ 0,055 N1
8-15 10 0,224 + 0,025 0,158 + 0,033 NO
16 — 30 10 0,242 £ 0,047 0,182 £ 0,063 N1
31 -45 11 0,231 £ 0,040 0,167 +£ 0,053 NO
46 - 60 10 0,208 + 0,025 0,136 + 0,033 NO
61-75 10 0,205 + 0,042 0,133 + 0,058 NO
75-90 8 0,227 £ 0,027 0,162 £ 0,036 N1
91 -105 10 0,520 + 0,200 0,550 + 0,260 N5
106 — 120 7 0,494 £ 0,136 0,516 + 0,180 N5
121 - 135 9 0,464 £ 0,112 0,475 10,148 N2
136 — 150 4 0,362 + 0,054 0,340 £ 0,072 N4
151 =165 10 0,424 +0,148 0,423 £ 0,195 N4
166 — 180 6 0,352 + 0,083 0,327 £ 0,110 N3
181 - 210 11 0,419+0,134 0,416 £ 0,177 N4
211 - 241 11 0,483 + 0,163 0,501 £ 0,216 N5
242 - 272 10 0,465 £ 0,111 0,476 £ 0,147 N5
273 - 303 10 0,408 + 0,138 0,402 £ 0,183 N4
| 304-335 11 0,332 + 0,131 0,300 £ 0,174 N3

* = Dias antes do parto. Ponto de Corte: A. marginale = 0,265 e NE = 3.
DO = Densidade Otica; A/P = Amostra/Positivo; NE = Niveis ELISA; DP = Desvio Padrao.
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Figura 1: Resultados da deteccédo de anticorpos anti-B. bovis, anti-B. bigemina e anti-A.
marginale detectados nos soros das bufalas adultas (n = 4 a 12) pelo teste ELISA
indireto realizado em amostras colhidas sequencialmente com intervalos
semanais, quinzenais e/ou mensais durante o periodo de 335 dias apds o parto. *
= Dias antes do parto. Selviria, MS, 1999/2000.
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Figura 2: Niveis ELISA anti-B. bovis, anti-B. bigemina e anti-A. marginale detectados nos
soros das bufalas adultas (n = 4 a 12) pelo teste ELISA indireto realizado em
amostras colhidas sequencialmente com intervalos semanais, quinzenais e/ou
mensais durante o periodo de 335 dias ap6s o parto. Linha continua
representa o ponto de corte no nivel ELISA, NE= 3. * = Dias antes do parto.
Selviria, MS, 1999/2000.
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5.1.2 Deteccao de anticorpos séricos do colostro/leite das bufalas adultas

Os dados sobre os resultados dos exames soroldgicos pelo ELISA indireto na
deteccao dos anticorpos do colostro/leite das bufalas também foram agrupados e
estdo apresentados nas Tabelas 4, 5 e 6, respectivamente, para B. bovis, B.
bigemina e A. marginale. A andlise comparativa dos perfis dos niveis médios dos
anticorpos contra estes trés agentes, do parto aos 60 dias posteriores, esta
representada nas Figuras 3 e 4, mostrando resultados similares para B. bovis e B.
bigemina. Os valores de A/P para os anticorpos detectados foram mais
expressivos e com niveis ELISA de 4 e 5, respectivamente para B. bovis e B.
bigemina, somente no dia do parto. A seguir, durante os primeiros 15 dias, estes
anticorpos cairam para niveis abaixo do ponto de corte e continuaram assim até o
final do periodo analisado, ou seja, até 60 dias pds-parto (Figura 4). Neste periodo,
principalmente nos primeiros sete dias, houve uma coincidéncia com a queda de
anticorpos séricos destas bufalas (Figura 1), indicando a transferéncia dos
mesmos para o colostro. Ja os anticorpos anti-A. marginale nao foram detectados
no colostro destes animais, e da mesma forma verificou-se auséncia destes no

soro das bufalas, durante os primeiros 90 dias pds-parto.
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Tabela 4: Resultados de detecc¢do dos anticorpos anti-Babesia bovis pelo ELISA-
teste realizado em colostros/leite de bufalas adultas (n = 10) apds parto

(1 a 60 dias). Dados em DO, A/P e NE. Selviria, MS, 1999/2000.

Dias Pés- Nlamero de Anticorpos anti-Babesia bovis
Parto Animais D.O. A/P

Média + DP Média + DP NE
1 10 1,025 + 0,390 0,805 + 0,399 N4
2-7 10 0,545 + 0,350 0,314 + 0,359 N1
8-15 10 0,312+ 0,114 0,075+ 0,117 NO
16-23 10 0,242 + 0,021 0,003 + 0,022 NO
24-30 10 0,236 + 0,017 0,000 + 0,000 NO
31-38 10 0,243 + 0,021 0,004 + 0,000 NO
39-45 10 0,239 + 0,019 0,000 + 0,000 NO
46-60 10 0,239 £ 0,014 0,000 + 0,000 NO

Ponto de Corte: B. bovis = 0,596 e NE = 3. DO = Densidade Otica; A/P =
Amostra/Positivo; NE = Niveis ELISA; DP = Desvio Padrao.

Tabela 5: Resultados de detecgdo dos anticorpos anti-Babesia bigemina pelo

ELISA-teste realizado em colostros/leite de bufalas adultas (n = 10) apo6s
parto (1 a 60 dias). Dados em DO, A/P e NE. Selviria, MS, 1999/2000.

Dias Pés- Numero de Anticorpos anti-Babesia bigemina
Parto Animais D.O. A/P

Média + DP Média + DP NE
1 10 0,634 £0,145 0,803 £ 0,270 N5
2-7 10 0,335+0,089 0,248 £0,165 NO
8-15 10 0,232 £0,022 0,058 £ 0,040 NO
16-23 10 0,212 +0,008 0,018 £0,015 NO
24-30 10 0,210 £0,009 0,016 £ 0,017 NO
31-38 10 0,210 £ 0,09 0,015+£0,018 NO
39-45 10 0,210 £0,017 0,014 £ 0,031 NO
46-60 10 0,209 £ 0,006 0,013 £0,011 NO

Ponto de Corte: B. bigemina = 0,505 e NE = 3. DO = Densidade Otica; A/P =

Amostra/Positivo; NE = Niveis ELISA; DP = Desvio Padrio.
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Tabela 6: Resultados de detecgdo dos anticorpos anti-Anaplasma marginale pelo
ELISA-teste realizado em colostros/leite de bufalas adultas (n = 10)
apés parto (1 a 60 dias). Dados em DO, A/P e NE. Selviria, MS,

1999/2000.
Dias Pés- Numero de Anticorpos anti-Anaplasma marginale
Parto Animais D.O. A/P

Média + DP Média + DP NE
1 10 0,244 + 0,111 0,107 £0,170 NO
2-7 10 0,212 £0,053 0,058 + 0,082 NO
8-15 10 0,217 £0,114 0,066 £ 0,175 NO
16-23 10 0,193 £0,030 0,028 + 0,046 NO
24-30 10 0,220 £0,073 0,071 £0,111 NO
31-38 10 0,211 £ 0,053 0,056 £ 0,810 NO
39-45 10 0,174 £ 0,028 0,001 £ 0,043 NO
46-60 10 0,294 +0,178 0,184 £ 0,273 NO

Ponto de Corte: A. marginale = 0,435 e NE = 3; DO = Densidade Otica; A/P =

Amostra/Positivo; NE = Niveis ELISA; DP = Desvio Padrao.
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Figura 3: Resultados da detecgao de anticorpos anti-B. bovis, anti-B. bigemina e anti-A.
marginale detectados nos colostros/leite de 10 bufalas pelo teste ELISA
indireto, realizado em amostras colhidas do parto aos 60 dias pés-parto.
Selviria, MS, 1999/2000.
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Figura 4: Niveis ELISA de anticorpos anti-B. bovis, anti-B. bigemina e anti-A. marginale
detectados nos colostros/leite de 10 bufalas pelo teste ELISA indireto, realizado
em amostras colhidas do parto aos 60 dias pds-parto.

Linha continua significa o ponto de corte no nivel ELISA, NE = 3. Selviria, MS,
1999/2000.



xlix

5.1.3 Deteccao de anticorpos séricos dos bezerros bufalos

Os resultados dos exames sorologicos realizados pelo ELISA indireto de
amostras colhidas dos bezerros, estdo demonstrados nas Tabelas 7, 8, 9 para B.
bovis, B. bigemina e A. marginale, respectivamente. Nestas Tabelas constam os
dias de colheita das amostras antes e depois dos animais mamarem o colostro; os
nameros de animais examinados e agrupados em determinado periodo, as médias
(M) em densidade optica (DO) em amostra/positivo (A/P); os respectivos desvios
padroes (DP) e os niveis ELISA (NE).

Nas Figuras 5 e 6 é possivel visualizar os perfis dos niveis médios de
anticorpos sorologicos comparativos para B. bovis, B. bigemina e A. marginale,
desde 0 nascimento e até os animais atingirem 365 dias de idade. Observou-se
auséncia de anticorpos nos soros destes bezerros colhidos antes de mamar o
colostro. Mas quando o exame foi realizado dentro de 24 horas, ap6s mamarem o
colostro, detectou-se a presenga dos anticorpos anti-Babesia em concentracao
superior aos anticorpos anti-A. marginale. Este aumento, ap6s o0s animais
mamarem o colostro ndo foi alto, pois a concentracdo dos mesmos passou de
Niveis ELISA zero para NE = 2 e mantiveram neste nivel por um periodo de 105
dias apds o nascimento. Embora, leve esta ascensdo significou uma passagem
dos anticorpos colostrais maternos para o sangue dos bezerros.

O perfil da resposta imune humoral contra A. marginale (Tabela 9 e Figura
5) foi semelhante a observada para Babesia até aos 105 dias de idade, ou seja,
resposta insignificante e abaixo do ponto de corte. No entanto, a partir desta idade,
0S animais comecaram a apresentar anticorpos anti-A. marginale com niveis
ELISA variando de 3 a 4, que assim se mantiveram até aos 12 meses de idade
(Figura 6). Este aumento dos anticorpos séricos contra A. marginale nos bezerros
pode significar a aquisicdo de uma imunidade ativa.

Os niveis de anticorpos sorolégicos revelaram que as duas espécies de
Babesia sp sobressairam-se em relacdo a espécie de A. marginale, nos soros e
nos colostros das bufalas (Figuras 1 e 3), ao contrario do que aconteceu nos



bezerros, os anticorpos anti-A. marginale estiveram presentes em maior

concentracao do que os anticorpos anti-Babesia spp (Figuras 5 e 6).

Tabela 7: Resultados de deteccdo dos anticorpos anti-Babesia bovis pelo ELISA-
teste realizado em soros de bezerros bufalos (n = 7 a 10) do nascimento
até 365 dias. Dados apresentados em DO, A/P e NE. Selviria, MS,

1999/2000.

Numero Anticorpos anti-Babesia bovis NE

Dias de de D.O. A/P

idade Animais Média £ DP Média £ DP

1* 10 0,208 £ 0,008 0,000 + 0,000 NO
1 9 0,347 £0,102 0,198 £ 0,059 N2
1-7 9 0,373 £ 0,074 0,221 £ 0,067 N2
8-15 9 0,359 £ 0,099 0,207 £ 0,089 N2
16 — 30 9 0,292 £ 0,042 0,147 £ 0,038 N1
31-45 10 0,306 £ 0,076 0,160 £ 0,069 N1
46 — 60 10 0,246 £ 0,014 0,106 £ 0,039 NO
61-75 10 0,262 £ 0,121 0,121 £0,195 NO
75-90 10 0,257 £0,010 0,093 £ 0,067 NO
91 -105 10 0,207 £ 0,042 0,071 £ 0,044 NO
106 — 120 10 0,195 £ 0,041 0,062 + 0,037 NO
121 -135 10 0,195 £ 0,037 0,062 + 0,033 NO
136 — 150 10 0,202 £ 0,025 0,068 £ 0,023 NO
151 - 165 8 0,212 £ 0,043 0,077 £ 0,039 NO
166 — 180 8 0,184 £ 0,020 0,052 £ 0,018 NO
181 -210 10 0,186 £ 0,037 0,054 + 0,033 NO
211 - 241 10 0,240 £ 0,093 0,103 £ 0,084 NO
242 — 272 10 0,203 £ 0,041 0,069 + 0,037 NO
273 - 303 8 0,250 £ 0,038 0,111 £0,034 NO
304 - 335 7 0,309 + 0,070 0,165 £ 0,063 N1
336 - 365 8 0,427 £0,132 0,271 £0,119 N3

* = Dia do nascimento, antes de mamar o colostro. Ponto de Corte: B. bovis = 0,316 e NE
= 3. DO = Densidade Otica; A/P = Amostra/Positivo; NE= Niveis ELISA; DP= Desvio
Padrao.
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Tabela 8: Resultados de detecgdo dos anticorpos anti-Babesia bigemina pelo
ELISA-teste realizado em soros de bezerros bufalos (n = 7 a 10) do
nascimento até 365 dias. Dados apresentados em DO, A/P e NE. Selviria,

MS, 1999/2000.

Diasde  Numero Anticorpos anti-Babesia bigemina NE
idade de D.O. A/P
Animais Média + DP Média + DP
1* 10 0,228 + 0,015 0,000 + 0,000 NO
1 9 0,462 £ 0,123 0,318 £0,139 N2
1-7 9 0,481 £ 0,083 0,339 + 0,094 N2
8-15 9 0,433 £ 0,077 0,285 + 0,086 N2
16— 30 9 0,372 + 0,071 0,217 + 0,080 N1
31-45 10 0,353 + 0,086 0,194 + 0,097 NO
46 — 60 10 0,308 + 0,037 0,144 + 0,041 NO
61-75 10 0,325 + 0,049 0,163 £ 0,055 NO
75-90 10 0,300 + 0,038 0,135 £ 0,043 NO
91 -105 10 0,258 + 0,019 0,088 + 0,022 NO
106 — 120 10 0,275 + 0,039 0,106 + 0,044 NO
121 - 135 10 0,287 + 0,039 0,120 £ 0,044 NO
136 — 150 10 0,281 £ 0,025 0,113 £ 0,028 NO
151 - 165 8 0,295 + 0,050 0,129 + 0,056 NO
166 — 180 8 0,296 + 0,028 0,131 £ 0,032 NO
181 -210 10 0,281 + 0,049 0,114 + 0,055 NO
211 — 241 10 0,335 + 0,086 0,411 £ 0,142 N3
242 - 272 10 0,312 + 0,067 0,148 £ 0,076 NO
273 - 303 8 0,333 +£0,078 0,172 £ 0,088 NO
304 - 335 7 0,347 + 0,051 0,188 + 0,057 NO
336 - 365 8 0,459 £ 0,116 0,315+ 0,130 N2

* = Dia do nascimento, antes de mamar o colostro. Ponto de Corte: B. bigemina = 0,450 e
NE = 3; DO = Densidade Otica; A/P = Amostra/Positivo; NE = Niveis ELISA; DP = Desvio

Padrao.
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Tabela 9: Resultados de detecgé@o dos anticorpos anti-Anaplasma marginale pelo
ELISA-teste realizado em soros de bezerros bufalos (n = 7 a 10) do
nascimento até 365 dias. Dados apresentados em DO, A/P e NE. Selviria,

MS, 1999/2000.

Dias de Nlamero Anticorpos anti-Anaplasma marginale NE
idade de D.O A/P
Animais Média + DP Média + DP
1* 10 0,200 £ 0,058 0,000 + 0,000 NO
1 9 0,238 £ 0,059 0,177 + 0,079 N2
1-7 9 0,213 £ 0,050 0,143 £ 0,067 N1
8-15 9 0,220 £ 0,045 0,152 + 0,060 N2
16 — 30 9 0,192 £ 0,038 0,116 £ 0,050 N1
31-45 10 0,228 + 0,064 0,163 + 0,084 N2
46 — 60 10 0,208 £ 0,039 0,137 + 0,052 N1
61-75 10 0,195 £ 0,046 0,119 + 0,060 N1
75-90 10 0,241 £ 0,067 0,180 + 0,089 N2
91 -105 10 0,224 + 0,044 0,157 + 0,058 N2
106 — 120 10 0,299 £ 0,108 0,257 £ 0,143 N3
121 - 135 10 0,288 + 0,079 0,244 £0,1-5 N3
136 — 150 10 0,317 £ 0,066 0,281 + 0,088 N4
151 - 165 8 0,306 + 0,094 0,266 + 0,124 N3
166 — 180 8 0,344 + 0,065 0,303 + 0,086 N4
181 -210 10 0,322 + 0,104 0,287 + 0,136 N4
211 - 241 10 0,411 £ 0,142 0,406 + 0,188 N5
242 - 272 10 0,442 + 0,210 0,446 + 0,278 N5
273 - 303 8 0,437 £0,143 0,439 £ 0,189 N5
304 - 335 7 0,250 £ 0,026 0,193 £ 0,034 N2
336 - 365 8 0,341 £ 0,087 0,313 +0,115 N4

* = Dia do nascimento, antes de mamar o colostro. Ponto de Corte: A. marginale = 0,265 e
NE = 3; DO = Densidade Otica; A/P = Amostra/Positivo; NE = Niveis ELISA; DP = Desvio

Padréo.
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Figura 5 Resultados da detecgdo de anticorpos anti-B. bovis, anti-B. bigemina e anti-A.
marginale detectados nos soros de bezerros bufalos (n = 7 a 10) pelo teste
ELISA indireto, realizado com amostras colhidas sequencialmente com
intervalos semanais, quinzenais e/ou mensais por um ano apos o0 nascimento. *
= Dia do nascimento, sem mamar o colostro.
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Figura 6: Niveis ELISA de anticorpos anti-B. bovis, anti-B. bigemina e anti-A.
marginale detectados nos soros de bezerros bufalos (n = 7 a 10) pelo
teste ELISA indireto, realizado com amostras colhidas sequencialmente
com intervalos semanais, quinzenais e/ou mensais por um ano pés
nascimento. * = Dia do nascimento, sem mamar o colostro. Linha
continua representa o ponto de corte no nivel ELISA, NE = 3.
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5.2 Analise da resposta imune humoral individual.

Para a analise da resposta imune humoral individual quantificou-se a
concentracao de anticorpos IgG, tanto no soro como no colostro de duas bufalas
adultas (bufala n® 130 e 134) e de seus respectivos bezerros (bezerros n® 365 e
366), durante um periodo maximo de 161 dias. Estes dados estdo nas Tabelas 10,
11 e 12 e nas Figuras 8 a 16. Observou-se inicialmente, o perfil de anticorpos
sorologicos do bezerro n® 365 (Tabela 10 e Figura 7 e 8) notando-se que antes de
mamar o colostro, o nivel de anticorpos ndo era detectavel, e apés, houve uma
nitida elevacao destes em relacdo aos trés agentes estudados. Embora, com
algumas pequenas oscilagdes, estes anticorpos permaneceram ainda elevados por
até aproximadamente 27 dias apds o nascimento, com os niveis ELISA variando
de 4 a 5, principalmente para a espécie B. bovis, representando o periodo de
protecao imune passiva colostral. Neste periodo, a ascensao de anticorpos para A.
marginale foi mais lenta, onde alcangou o nivel 3 somente trés semanas apos o
nascimento. Em seguida (a partir de 27 dias do nascimento) ocorreu queda dos
niveis de anticorpos para todos os parasitas, incluindo também A. marginale. A
diminuicao destes niveis para B. bigemina, no entanto, foi um pouco mais abrupta
e antecipada a dos outros dois agentes. Embora dois picos nos niveis de
anticorpos ocorressem para B. bovis e um para B. bigemina, a resposta imune
humoral foi fraca durante o restante do periodo examinado, ficando abaixo do
ponto de corte na maioria das colheitas de soro realizadas (Figura 8).

Na Tabela 11 e Figuras 9 e 10 estédo os resultados dos exames sorolégicos
pelo ELISA teste realizados com os soros da bufala n® 130 (mae do bezerro 365),
como seus respectivos niveis ELISA (NE) representados na Tabela 12 e nas
Figuras 11 e 12, a deteccédo de anticorpos do colostro e do bezerro 365 e seus
respectivos NE. Esta bufala, nota-se perfeitamente que 14 dias antes do parto, a
concentracao dos anticorpos estava alta (NE - 7 e 6, respectivamente para B. bovis
e A. marginale), e sete dias apds o parto estes niveis para os trés agentes,
diminuiram e continuaram em queda gradativa até 34 dias apo6s (Figura 9). Este
resultado foi inversamente proporcional ao 0 que ocorreu para o bezerro 365 no
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mesmo periodo analisado. A curva obtida para a concentragdo de anticorpos
colostrais mostrada na Tabela 12 e na Figura 11 €12, € possivel visualizar os mais
elevados niveis de anticorpos, principalmente anti-Babesia, nos primeiros sete dias
apds o parto, com niveis ELISA variando de 8 para B, bovis e 7 para A. marginale
(Figura 12).

Tabela 10: Resultados da detec¢ao de anticorpos anti- anti-Babesia bovis, anti-B.
bigemina e anti-A. marginale pelo ELISA - teste em amostras de soros
do bezerro bufalo 365, colhidas desde o nascimento até 161 dias de
idade. Dados em DO, A/P e NE. Selviria, MS, 2005.

Bezerro Resultados da deteccao de anticorpos em D.O. e A/P
bufalo 365 B. bovis B. bigemina A. marginale
IDADE
Dias D.O. A/P NE D.O. A/P NE D.O. A/P NE
1* 0,171 0,040 NO 0,247 0,075 NO 0,157 0,069 NO
7 0,646 0,469 N5 0,544 0,410 N3 0,247 0,188 N2
21 0,547 0,380 N4 0,430 0,282 N2 0,305 0,265 N3
27 0,613 0,440 N4 0,275 0,106 NO 0,396 0,385 N5
34 0,274 0,133 NO 0,305 0,141 NO 0,285 0,238 N3
39 0,742 0,556 N5 0426 0,277 N2 0,285 0,238 N3
49 0,245 0,107 NO 0,305 0,141 NO 0,283 0,236 N3
70 0,281 0,140 N1 0,342 0,182 NO 0,198 0,123 N1
76 0,481 0,320 N3 0,578 0,448 N3 0,355 0,331 N4
105 0,387 0,235 N2 0,501 0,362 N2 0,268 0,216 N3
112 0,330 0,184 N1 0,418 0,268 N1 0,259 0,204 N3
134 0,716 0,533 N5 0459 0,314 N2 0,239 0,177 N2
148 0,282 0,140 N1 0,331 0,170 NO 0,219 0,151 N2
161 0,283 0,141 N1 0,353 0,195 NO 0,231 0,167 N2

* = Antes de mamar o colostro. Ponto de Corte: B. bovis = 0,316; B. bigemina = 0,450 e
A. marginale = 0,265 e NE = 3; DO =Densidade Otica; A/P= Amostra/Positivo; NE= Niveis
ELISA; DP= Desvio Padréao
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Tabela 11: Resultados da detec¢ao de anticorpos anti- anti-Babesia bovis, anti-B.
bigemina e anti-A. marginale pelo ELISA - teste em amostras de soros
da bufala 130, mae do bezerro 365 colhidas antes e apds o parto até 161
dias. Dados em DO, A/P e NE. Selviria, MS, 2005.

Bufala 130 Resultados da deteccao de anticorpos em D.O. e A/P

Dias pos- B.bovis B.bigemina A. marginale
parto D.O. A/P NE D.O. A/P NE D.O. A/P NE
14* 1,111 0,889 N7 0,569 0,438 N3 0,508 0,534 N6
7 0,779 0,589 N5 0,581 0,451 N3 0,294 0,250 N3
21 0,783 0,596 N5 0,694 0,579 N4 0,440 0,444 N5
27 0,310 0,165 N1 0,513 0,375 N3 0,430 0,430 N5
34 0,495 0,333 N3 0,350 0,191 NO 0,191 0,114 N1
42 0,370 0,219 N2 0,522 0,385 N3 0,301 0,260 N3
49 1,015 0,802 N6 0,971 0,891 N5 0,365 0,344 N4
63 1,098 0,878 N7 0,663 0,544 N4 0,366 0,346 N4
70 0,825 0,631 N6 0,657 0,537 N4 0,242 0,181 N2
76 0,540 0,374 N4 0,368 0,211 N1 0,197 0,122 N1
105 1,282 0,999 N7 0,591 0,463 N3 0,475 0,490 N6
112 0,822 0,629 N6 0,469 0,325 N2 0,310 0,272 N4
119 0,934 0,729 N6 0,529 0,393 N3 0,512 0,539 N6
148 0,967 0,759 N6 0,501 0,361 N2 0,438 0,441 N5
161 0,433 0,277 N3 0,459 0,325 N2 0,302 0,261 N3

* = Dias antes do parto. Ponto de Corte: B. bovis = 0,316; B. bigemina = 0,450 e A.
marginale = 0,265 e NE = 3;DO = Densidade Otica; A/P = Amostra/Positivo; NE = Niveis
ELISA; DP= Desvio Padrao.

Tabela 12: Resultados da detec¢ao de anticorpos anti- anti-Babesia bovis, anti-B.
bigemina e anti-A. marginale pelo ELISA - teste em amostras de
colostro/leite da bufala n. 130 no parto até 63 dias pds-parto. Dados em
DO, A/P e NE. Selviria, MS, 2005.

Bufala 130 Resultados da deteccao de anticorpos em D.O. e A/P
Dias pos- B.bovis B.bigemina A. marginale
parto D.O. AP NE D.O. A/P NE D.O. AP NE
1 2,472 2,287 N8 0,356 0,287 N2 1,200 1,571 N7
7 0,766 0,540 N3 0,312 0,205 NO 0,169 0,008 NO
12 0,892 0,669 N4 0,598 0,737 N5 0,389 0,329 N2
27 0,478 0,245 NO 0,309 0,199 NO 0,240 0,101 NO
34 0,440 0,206 NO 0,301 0,184 NO 0,232 0,089 NO
42 0,489 0,256 NO 0,423 0,411 N3 0,253 0,121 NO
56 0,447 0,213 NO 0,361 0,296 N2 0,196 0,034 NO
63 0,548 0,316 N1 0,358 0,290 N2 0,267 0,142 NO

Ponto de Corte: B. bovis = 0,596; B. bigemina = 0,505 e A. marginale = 0,435 e NE = 3.
DO = Densidade Otica; A/P = Amostra/Positivo; NE = Niveis ELISA; DP= Desvio Padrao.
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Figura 7: Resultados da deteccdo de anticorpos anti-B. bovis, anti-B. bigemina e

Niveis ELISA (NE)

anti-A. marginale nos soros do bezerro bufalo 365. * Primeiro dia pos-
nascimento antes de mamar o colostro. Selviria, MS, 2005.
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Figura 8: Niveis ELISA de anticorpos anti-B. bovis, anti-B. bigemina e anti-A.
marginale nos soros do bezerro bufalo 365. * Primeiro dia pds-
nascimento antes de mamar o colostro. llha Solteira, 2007. Linha
continua representa o ponto de corte no nivel ELISA, NE = 3. Selviria,
MS, 2005.
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Figura 9: Resultados de deteccao de anticorpos anti-B. bovis, anti-B. bigemina e

Niveis ELISA

anti-A. marginale nos soros da bufala n® 130. Selviria, MS, 2005.
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Figura 10: Niveis ELISA dos anticorpos anti-B. bovis, anti-B. bigemina e anti-A.

marginale nos soros da bufala n® 130. Linha continua representa o
ponto de corte no nivel ELISA, NE = 3. Selviria, MS, 2005.
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Figura 11: resultados de detecg¢ao de anticorpos anti-B. bovis, anti-B. bigemina e
anti-A. marginale no colostro da bufala n® 130. llha Solteira, 2005.
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Figura 12: Niveis ELISA de anticorpos anti-B. bovis, anti-B. bigemina e anti-A.
marginale no colostro da bufala n® 130. Linha continua representa o
ponto de corte no nivel ELISA, NE = 3. Selviria, MS, 2005.
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Na Tabela 13 e Figuras 13 e 14, visualizam-se o resultado do perfil
sorolégico do bezerro bufalo n® 366, do nascimento aos 119 dias de idade. Da
mesma forma que o bezerro n® 365 (Figura 7), percebeu-se uma ascensao
repentina dos niveis de anticorpos dentro das 24 horas e apdés mamar o colostro.
Este resultado também se confirmou quando analisado o perfil sorolégico médio de
um grupo de bezerros (Figura 5), nas mesmas condicdes quando analisados
individualmente os bezerros 365 e 366 (Figuras 7 e 13, respectivamente).
Coincidentemente quando se observa a Tabela 14 e a Figura 15, com os dados da
mae (bufala 134) do respectivo bezerro (bezerro 366), nota-se que a B. bovis
também se sobressaiu, como sendo a espécie que mais estimulou o sistema
imune humoral da bufala n® 134, com os Niveis ELISA variando de 6 a 9, por todo
o0 periodo analisado (Figura 16).

No entanto, sete dias apds o nascimento, observou-se um declinio
acentuado nos niveis de anticorpos anti-B. bovis, que a partir dos 21 dias de vida,
0s niveis de anticorpos contra esse parasita igualaram-se com valores bem baixos
(NE variando de 0 a 3) e assim, mantiveram-se até o final da experimentagéo, ao
redor de 119 dias (Figura 16). Nao se notou, portanto, o desenvolvimento de uma
resposta imune adaptativa evidente neste bezerro, no periodo estudado. A bufala
n® 134, no entanto, apresentou na grande maioria das amostras de soro, uma boa
resposta imunologica contra os trés agentes pesquisados, com Niveis ELISA
variando de 5 a 9 para B. bovis; 3 a 7 para B. bigemina, e 3 a 8 para A. marginale
(Tabela 14 e Figura 16). Com relagcao aos anticorpos colostrais (Tabela 15 e Figura
17), a cinética foi muito semelhante a da bufala 130 (Figura 11) e dos colostros
analisados em grupo (Figura 5).

Neste estudo, quando se analisou os animais individualmente, observou-se
uma variabilidade individual na resposta imune-humoral contra tristeza parasitaria,
pois esta resposta foi diferente entre as duas bufalas e entre os dois bezerros
bufalos analisados. No entanto, a resposta imune humoral contra A. marginale foi
mais fraca, e contra B. bovis mais forte, tanto nos soros dos dois bezerros como

em conjunto com o colostro das duas bufalas. B. bigemina ficou sempre em uma
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categoria intermediaria, quando os animais foram analisados individualmente ou

quando em grupo.

Tabela 13: Resultados da deteccao de anticorpos anti- anti-Babesia bovis, anti-B.

bigemina e anti-A. marginale pelo ELISA - teste em amostras de soros
do bezerro bufalo n. 366, colhidas desde o nascimento até 119 dias de

idade. Dados em DO, A/P e NE. Selviria, MS, 2005.

Bezerro Resultados da deteccao de anticorpos em D.O. e A/P
bufalo 366 B.bovis B.bigemina A. marginale
Idade
Dias D.O. A/P NE D.O. AP NE D.O. A/P NE
1* 0,189 0,056 NO 0,244 0,072 NO 0,164 0,078 NO
1 1,162 0,936 N7 0,531 0,396 N3 0,39 0,377 N5
7 0,826 0,632 N6 0,509 0,371 N2 0,272 0,221 N3
21 0,376 0,225 N2 0,287 0,121 NO 0,201 0,127 N1
28 0,554 0,386 N4 0,436 0,289 N2 0,263 0,209 N3
34 0,253 0,114 NO 0,26 0,090 NO 0,160 0,073 NO
49 0,357 0,208 N2 0,399 0,247 N1 0,267 0,215 N3
56 0,314 0,169 N1 0,362 0,205 N1 0,195 0,119 N1
70 0,443 0,286 N3 0,507 0,369 N2 0,28 0,232 N3
77 0,309 0,165 N1 0,356 0,198 NO 0,209 0,138 N1
92 0,464 0,305 N3 0,505 0,366 N2 0,318 0,282 N4
106 0,348 0,200 N2 0,419 0,269 N1 0,305 0,265 N3
119 0,251 0,112 NO 0,375 0,219 N1 0,213 0,143 Nfi

* = Antes de mamar o colostro. Ponto de Corte: B. bovis =

} 0,316; B. bigemina = 0,450 e
A. marginale = 0,265 e NE = 3; DO = Densidade Otica; A/P= Amostra/Positivo; NE= Niveis
ELISA; DP= Desvio Padréao.
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Tabela 14: Resultados da detec¢ao de anticorpos anti- anti-Babesia bovis, anti-B.
bigemina e anti-A. marginale pelo ELISA - teste em amostras de soros
da budfala 134, mae do bezerro 366, colhidas antes e apds o parto até
119 dias. Dados em DO, A/P e NE. Selviria, MS, 2005.

Bufala 134 Resultados da deteccao de anticorpos em D.O. e A/P
Dias pés- B.bovis B.bigemina A. marginale
parto D.O. AP NE D.O. A/P NE D.O. AP NE
52* 0,772 0,583 N5 0,593 0,466 N3 0,634 0,880 N7
15* 0,648 0,471 N5 0,411 0,260 N1 0,274 0,262 N3
1* 1,397 1,142 N8 0,879 0,788 N5 0,5 0,650 N6
1 1,316 1,075 N7 0,897 0,808 N5 0,263 0,243 N3
7 1.404 1,154 N8 0,79 0,687 N5 0,329 0,357 N3
21 1,759 1,475 N8 1,09 1,026 N6 0,489 0,631 N6
28 1,515 1,255 N8 0,764 0,658 N4 0,456 0,575 N6
34 0,745 0,559 N5 0,558 0,426 N3 0,311 0,326 N4
49 1,252 1,017 N7 0,659 0,539 N4 0,469 0,597 N6
63 2,051 1,739 N9 0,687 0,571 N4 0,616 0,849 N7
70 1,458 1,203 N8 0,518 0,381 N3 0,466 0,592 N6
77 1,693 1,416 N8 0,54 0,406 N3 0,499 0,649 N6
92 0,912 0,709 N6 0,623 0,499 N3 0,466 0,849 N7
26 0,824 0,630 N6 0,403 0,251 N1 0,437 0,542 N6
119 1,908 1,610 N9 1372 1343 N7 0,786 1,145 N8

* = Dias antes do parto. Ponto de Corte: B. bovis = 0,316; B. bigemina = 0,450 e A.
marginale = 0,265 e NE = 3.DO Densidade Otica; A/P= Amostra/Positivo; NE =Niveis
ELISA; DP = Desvio Padrao.



Tabela 15: Resultados da detecgédo de anticorpos colostrais anti-Babesia bovis,
anti-B. bigemina e anti-Anaplasma marginale pelo ELISA-teste realizado em
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colostros/leite da bufala adulta 134, mae do bezerro 366 colhidas no dia do parto e
até aos 42 dias pés-parto. Dados em DO, A/P e NE. Selviria, MS, 2005.

Bufala 134 Resultados da deteccao de anticorpos em D.O. e A/P
Dias pés- B.bovis B.bigemina A. marginale
parto D.O AP NE D.O AP NE D.O A/P NE
1 2,309 2,120 N7 0,698 0,923 N5 1,220 1,602 N7
7 0,719 0,492 N3 0,393 0,355 N2 0,312 0,211 NO
12 0,667 0,438 N2 0,356 0,287 N2 0,262 0,135 NO
21 0,904 0,681 N4 0451 0,463 N3 0,302 0,196 NO
28 0,311 0,074 NO 0,260 0,108 NO 0,196 0,034 NO
34 0,460 0,226 NO 0,315 0,210 NO 0,178 0,006 NO
42 0,310 0,073 NO 0,284 0,153 NO 0,142 0,049 NO

Ponto de Corte: B. bovis = 0,596; B. bigemina = 0,505 e A. marginale = 0,435 e NE = 3;
DO= Densidade Otica; A/P= Amostra/Positivo; NE =Niveis ELISA; DP Desvio Padréo.
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Figura 13: Resultados de deteccao de anticorpos anti-B. bovis, anti-B. bigemina e

Niveis ELISA

1*

anti-A. marginale nos soros do bezerro n® 366. * Dia do nascimento
antes de mamar o colostro. Selviria, MS, 2005.

Soro do Bezerro N2 366
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Figura 14: Niveis ELISA de anticorpos anti-B. bovis, anti-B. bigemina e anti-A.

marginale nos soros do bezerro n® 366. * Dia do nascimento antes de
mamar o colostro. Linha continua representa o ponto de corte no nivel
ELISA, NE = 3, Selviria, MS, 2005.
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Soro da Bufala 134
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Figura 15: Resultado de deteccdo de anticorpos anti-B. bovis, anti-B. bigemina e
anti-A. marginale nos soros da bufala n® 134. Selviria, MS, 2005.
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Figura 16: Niveis ELISA de anticorpos anti-B. bovis, anti-B. bigemina e anti-A.
marginale nos soros da bufala n® 134. Linha continua representa o ponto
de corte no nivel ELISA, NE = 3. Selviria, MS, 2005.
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Figura 17: Resultados de detecgado de anticorpos anti-B. bovis, anti-B. bigemina e
anti-A. marginale no colostro da bufala n® 134. Selviria, MS, 2005.

Colostro/Leite-Bulafa N2 134

B B.bovis B B.bigemina O A. marginale

7 12

Figura 18: Niveis ELISA de anticorpos anti-B. bovis, anti-B. bigemina e anti-A.
marginale no colostro da bufala n® 134. Linha continua representa o
ponto de corte no nivel ELISA, NE = 3. Selviria, MS, 2005.
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6 DISCUSSAO

Analisando—se os anticorpos anti-B. bovis, anti-B. bigemina e anti-A.
marginale detectados no soro de bufalas adultas, verificou-se que o perfil da
resposta imune humoral a estes trés agentes foi semelhante no periodo do peri-
parto; ou seja: houve, uma leve queda na concentragao destes anticorpos aos 14
dias antes do parto e esta queda continuou até o sétimo dia pés-parto. Embora,
com uma leve elevagao no nivel dos anticorpos séricos, a partir do sétimo dia,
estes continuaram ainda em concentragdo baixa até os 90 dias poés-parto.
Comparando-se estes resultados, referentes aos dados médios do grupo, com
aqueles das duas bufalas analisadas individualmente, verificou-se uma resposta
imune humoral bastante semelhante. Os niveis baixos de anticorpos verificados
nestas bufalas, durante o periodo pés-parto, podem indicar uma transferéncia
passiva destes anticorpos sanguineos para a glandula mamaria. Com relagdo a
esta possibilidade, NEWBY & BOURNE (1977) constataram que as
imunoglobulinas presentes no colostro de bovideos derivam quase que
exclusivamente do soro, embora haja alguma sintese na glandula mamaria, mas
somente apds estimulo antigénico local. Posteriormente, MACHADO NETO et al.
(1995) observaram em bovinos, que a formagdo do colostro ocorria,
principalmente, durante as quatro Ultimas semanas da gestacao, periodo no qual
ocorria também a migracao das imunoglobulinas presentes na corrente sanglinea
da méae para a glandula mamaria. O processo de transporte era seletivo,
predominando a transferéncia de IgG e, mais especificamente, IgG1. Neste caso,
em funcdo desta transferéncia de imunoglobulinas para a glandula mamaria,
haveria uma queda na concentracdo de anticorpos do soro das budfalas. Uma
segunda possibilidade seria a imunodepresséo, pois segundo LLOYD (1983) tal
fato se observa durante a prenhez e a lactagdo. Desta forma, poderia ser em
funcdo das alteragbes endocrinolégicas que ocorrem no animal durante este
periodo. Nesta situacdo o0s niveis de prolactina, corticosterbides adrenais e
hormdnios adrenocorticotréficos seriam supressivos in vivo, levando a supressao

da reatividade do linfécito e o aumento da susceptibilidade aos parasitas (LLOYD,
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1983). Esta imunodepressao pés-parto foi verificada por AMERASINGHE et al.
(1994) em bufalos, mas com relagdo ao ascaridideo Toxocara vitulorum, entretanto
nao foi verificada por SOUZA et al. (2004) estudando a resposta imune humoral
contra este mesmo parasita, em bufalas, no peri-parto.

A transferéncia de anticorpos para o colostro, ao nosso ver, é a explicagao
plausivel, sendo constatada quando se realizou o teste ELISA em amostras dos
colostros das bufalas, quando analisadas em grupo ou individualmente. Houve pico
maximo de concentracdo de anticorpos anti-B. bovis, anti-B. bigemina e anti-A.
marginale no dia do parto, em seguida os niveis declinaram durante os primeiros
15 dias, coincidindo com a queda de anticorpos do soro destas bufalas. Com
relagdo aos protozoarios, B. bovis e B. bigemina, estes estimularam mais a sintese
de anticorpos pelas bufalas analisadas em grupo, e isto pode ser verificado nos
seus soros e colostros. A bufala 130 apresentou, por outro lado, predominancia de
anticorpos contra B. bovis e A. marginale no colostro, mas no soro a concentragao
das trés espécies foram semelhantes até o 42° dia pds-parto. Ja a bufala 134
apresentou anticorpos em maior concentragao para as trés espécies, mas no soro
predominou anticorpos anti-B. bovis. Embora houvesse uma variabilidade
individual com relagdo as espécies, verificou-se claramente uma similaridade ou
uma concordancia entre a resposta colostral e a sorologica entre as bufalas. Um
exemplo, € com relacdo aos anticorpos anti-A. marginale os quais, foram
detectados em concentracdo muito baixa no colostro e no soro das bufalas e seus
bezerros durante os primeiros 90 dias apds o parto (animais analisados em
grupo).

MADRUGA et al. (1985) demonstraram proxima a regiao estudada, que a
auséncia de protecao colostral pode refletir em um problema sério nestas areas de
estabilidade enzodtica, como visto, nas regides Sudeste e Centro-Oeste do pais,
onde ocorrem casos clinicos muitas vezes fatais para bovinos, evidenciando a
importancia da imunidade humoral como um dos fatores de resisténcia a
anaplasmose em animais jovens, pois 0s bezerros infectam-se nos primeiros dias

de vida, quando ainda nao tém protecao colostral contra o agente.
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A participacdo dos anticorpos na protecdo dos animais contra A. marginale
tem grande importancia, mormente os colostrais, em fungcdo do constante desafio
dos bezerros quando ainda bem novos em areas endémicas. Os mecanismos
imunes envolvidos na resposta protetora contra A. marginale ocorrem com a
opsonizagdo do microorganismo, bloqueio dos sitios de ligagdo e penetragdo nos
eritrocitos, lise direta dos corpusculos iniciais por anticorpos e complemento e
também citotoxidade anticorpo-dependente (MADRUGA et al., 2001) contribuindo
para que 0s animais nao adoecam de anaplasmose. Mas, pode levar a morte do
animal da espécie bovina na auséncia da resposta imunoldgica humoral e celular
contra este agente. Contudo, os buifalos da presente pesquisa, embora
apresentando baixos niveis de anticorpos nos primeiros 90 dias de vida contra A.
marginale nado apresentaram sinais clinicos evidentes de infecgdo por este agente,
indicando que, possivelmente, os animais ou nao estavam infectados ou se
estavam, esta infecgdo era ainda recente para os anticorpos séricos serem
detectados.

No entanto, dos 91 aos 335 dias poés-parto, houve uma elevagdo na
concentracao dos anticorpos em Niveis ELISA, variando de 5 a 6 para B. bovis e
B. bigemina e de 3 a 5 para A. marginale, sugerindo que as bufalas respondiam ao
estimulo imunolégico, possivelmente em funcdo de novos desafios antigénicos
oriundos de infestacdes por larvas de carrapatos infectados, presentes nas
pastagens além das poucas ninfas que apresentam também a capacidade de
transmitir B. bigemina (KUTTLER, 1998). Os resultados de pesquisas realizadas
por STARKE et al. (1985 e 1994), na mesma fazenda do presente trabalho,
revelaram que os bufalos eram infectados, particularmente por larvas de
carrapatos R. (B.) microplus, pois, 75% das contagens desta espécie era
representada por metalarvas, e poucas conseguiam alcancar o estadio adulto,
mostrando pouca adaptabilidade dos carrapatos aos bufalos. Por outro lado, sabe-
se que as metalarvas apresentam também potencial de transmissao de B. bovis e
possivelmente A. marginale (SHIMADA et al., 2002). Carrapatos séo considerados
vetores da A. marginale para bovinos (KESSLER, 2001; KOCAN et al., 2004). O

R. (B.) microplus é um carrapato monoxénico, mas os adultos, principalmente os
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machos, podem migrar entre 0s animais por contatos fisicos, principalmente entre
maes e filhos e animais em atividades sexuais facilitando a transmissao
transestadial e intraestadial de A. marginale de um animal a outro (KESSLER,
2001; CONNELL, 1974; MASON; NORVAL, 1981). Além disso, a presenca de DNA
de A. marginale em larvas originarias de teleéginas de R. (B). microplus sugere
uma transmissao transovariana (SHIMADA et al., 2004), aumentando em muito o
risco da manutengdo da infeccdo entre os animais, principalmente por meio de
metalarvas. A transmissao transplacentaria pode ser também uma outra forma de
transmissao de A. marginale para os animais (ANDRADE et al., 2004).

Cabe ressaltar aqui, que as bufalas da presente pesquisa tinham
aproximadamente a idade média de 10 anos, vieram para a fazenda experimental
quando ainda bezerras e sempre se apresentaram clinicamente saudaveis. Como
a regiao em estudo é considerada enzooticamente estavel para a ocorréncia de
carrapatos e doencgas transmissiveis (MADRUGA et al., 1984;1985, ARTILES et
al., 1995; MADRUGA et al., 1997), a resisténcia imunolégica natural conferida a
estes animais existe, como também pode ser observada em outra espécie de
bufalo (Syncerus caffer), ap6s desafiar os animais com cepas patogénicas de B.
bigemina (KARBE et al., 1979). Além disso, mesmo apresentando titulos altos de
anticorpos, particularmente para Babesia, ou até mesmo para Anaplasma nos
bezerros, estes animais ndo indicavam sinais clinicos da doenca. Com relacédo a
espécie bovina, VIEIRA et al. (2002), notaram a presenca de 100% de animais
soropositivos para A. marginale, mas com baixa infestacao por R.(B.) microplus e
concluiram que a manuteng¢do da resposta imune humoral ndo estava relacionada
com o indice parasitario pelo carrapato. Por outro lado, ANDRADE et al. (2001)
relataram uma correlag&o positiva entre 0 aumento nos niveis de anticorpos anti-A.
marginale com a carga de carrapatos encontrados em bezerros bovinos. Em
bufalos, MIRAMPURI (1988) assinalou que era possivel a transmissdo de A.
marginale por vetores bioldgicos, mecéanicos e fomites, sendo os mesmos
mecanismos de transmissao aos bovinos (VIDOTTO & MARANA, 2001). Assim

sendo, varias formas de transmissdo podem estar incriminadas na infeccao dos
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bufalos na regido estudada, merecendo mais estudos a este respeito,
corroborando com algumas informacgées de KESSLER (2001).

O presente trabalho demonstrou que os soros dos bezerros bufalos recém
nascidos, colhidos antes dos mesmos terem acesso ao colostro, encontravam-se
desprovidos de anticorpos contra os antigenos de todos os agentes testados.
Porém, pelas analises soroldgicas desses bezerros dentro das primeiras 24 horas
pds-nascimento e com acesso ao colostro, foi constatada a presencga de anticorpos
em niveis aumentados para os agentes da TPB. Também SOUZA et al. (2004),
demonstraram que anticorpos anti- T. vitulorum estiveram aumentados em
bezerros bufalos apdés mamarem o colostro. Os dados do presente trabalho
validam o que ja foi constatado por outros autores de que nao ha transferéncia de
imunoglobulinas da classe IgG, por via transplacentaria nos bovideos, pois sendo a
placenta do tipo sindesmocoreal, esta ndo permite a passagem de macromoléculas
para o feto (RAM & CHANDRA, 1984). Assim, o bezerro bufalo ao nascer
apresenta um sistema imunolégico imaturo e a ingestdo do colostro é de
fundamental importancia para sua sobrevivéncia. A IgG é a imunoglobulina
predominante no colostro destes animais, correspondendo de 65% a 90% das
imunoglobulinas colostrais (TIZARD, 2002). Nas bufalas, 80% das proteinas do
colostro sédo representadas pelas imunoglobulinas, o que revela sua importancia
durante as semanas iniciais de vida do bezerro (SILVA et al., 1993). Porém, para a
absor¢cdo ser maxima, a primeira mamada deve ocorrer no maximo até as
primeiras seis (06) horas de vida, porque com o passar do tempo a absor¢do das
imunoglobulinas pelas vilosidades intestinais diminui gradualmente (ESCRIVAO et
al., 2005). Em geral, a permeabilidade é mais alta imediatamente ap6s o
nascimento e declina ap6s seis horas, diminuindo para niveis de absorcao
relativamente baixos ap6s 24 horas (TIZARD, 2002). Segundo GHIONNA et al.
(1987), as concentracdes de IgG colostrais da mae bubalina sofrem significante
decréscimo 24 horas apés o nascimento (SILVA et al., 1993).

No presente trabalho, verificou-se nos bezerros bufalos, uma transferéncia
de anticorpos colostrais para a corrente sanguinea, pois se detectou,
principalmente anticorpos anti-B. bovis e anti-B. bgemina nos soros dos recém-
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nascidos, dentro das primeiras 24 horas apds os animais mamarem o colostro.
Estes anticorpos passivamente recebidos pelos bezerros declinaram rapidamente
do nascimento aos 30 dias e mantiveram-se em niveis baixos até os primeiros 105
dias (animais analisados em grupo). Para a espécie bovina, MADRUGA et al.
(1984; 1997) demonstraram que 0s anticorpos séricos contra B. bigemina,
adquiridos com o colostro, permaneceram em niveis adequados nos primeiros 30
dias de vida dos animais.

Estes dados estdo em perfeita concordancia com os resultados obtidos das
bufalas, tanto nos anticorpos dos colostros como nos soros, mais uma vez
indicando a transferéncia passiva de imunidade humoral das maes para os
bezerros bufalos. Estes anticorpos tiveram seu pico dentro das primeiras 24 horas
de nascidos, e em seguida comecaram a declinar suavemente durante os
primeiros 30 dias. Como ja discutido, 0 sucesso na protecao e na transferéncia das
imunoglobulinas no soro de bezerros bufalos esta proximo aos titulos dos adultos
nas primeiras 24 horas (SILVA et al, 1993).

Verificou-se que apds os 30 primeiros dias, os anticorpos anti-Babesia dos
bezerros continuaram em queda até aproximadamente 105 dias de idade,
significando uma auséncia da resposta imune humoral ativa, principalmente contra
Babesia neste periodo. Anticorpos anti-Babesia sempre estiveram inferior ao ponto
de corte. Anticorpos anti-Anaplasma, ao contrario, continuaram elevando-se a
partir dos 30 dias de idade e atingindo niveis superiores ao ponto de corte até os
365 dias de vida.

Quando os anticorpos entram em declinio e deixam de ser considerados
protetores, os animais necessitam do contato com os agentes da TPB para
desenvolver a imunidade ativa. Os vetores, principalmente os carrapatos, sao
influenciados pelo clima e também pelo tipo de pastagens para sua manutengao no
ambiente (FURLONG & EVANS 1991; FURLONG, 1993; GAUSS & FURLONG,
2002). Entretanto, STARKE et al. (1985 e 1994) verificaram que apesar dos
bufalos permanecerem sob as mesmas condigdes climaticas, pastagem, manejo e

alimentacdo com os bovinos, estes Ultimos apresentaram seis vezes mais
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carrapatos adultos do que os bufalos, demonstrando maior adaptabilidade destes
ixodideos aos bovinos.

A regido em estudo apresenta temperaturas com pouca variagao durante o
ano, onde a média anual oscilou em torno de 24° C e a precipitacao pluvial
delimita duas estagdes distintas; uma seca, que compreende os meses de maio a
setembro e uma chuvosa aos meses de outubro a abril. Os bufalos apresentam
uma estacdo de nascimento, que se inicia em fins de janeiro e prolonga-se até
aproximadamente o0 més de maio, com concentracao maior durante fevereiro a
marco. O periodo em que 0s animais encontravam-se nesta faixa etaria e com
baixo nivel de imunidade humoral (30 a 105 dias), correspondia exatamente com
periodo de margo a junho, entre o fim das dguas e o inicio da seca. Observando-se
o trabalho de STARKE et al. (1985) realizado no mesmo local, este foi o periodo
em que os bezerros apresentaram também baixos indices de infestacao por
carrapatos, com uma tendéncia a elevacdo, para atingir a maxima infestacao
durante o periodo seco do ano (maio a setembro). No geral, raramente os bufalos
adultos encontram-se infestados por carrapatos, mesmo coabitando as mesmas
pastagens dos bovinos (STARKE-BUZETTI em comunicacao pessoal). Embora, o
carrapato R. (B). microplus seja ainda considerado o vetor biolégico mais
importante (RIBEIRO, 1991; NARI, 1995; VIDOTTO & MARANA, 2001), a
anaplasmose pode ser transmitida mecanicamente por dipteros hematéfagos,
como Haematobia irritans exigua (ALLINGHAM et al., 1994), Stomoxys calcitrans
(POTGIETER et al., 1981), ou tabanideos, que sao proliferos na regido estudada.
LA FUENTE et al. (2004) detectaram DNA de A. marginale na probdscide de
tabanideo, sugerindo ser este muscideo um potencial vetor mecéanico deste
agente. No entanto, a comprovacao da transmissdo de anaplasmose por vetores
mecanicos necessita ainda ser realizada, principalmente para os bubalinos.

Por outro lado, a elevagéo nos niveis de anticorpos anti-A.marginale ap6s
os 105 dias, sugere uma resposta imune adaptativa destes bufalos em contato
com este agente infeccioso, respondendo imunologicamente pela producédo de
anticorpos e iniciando uma imunidade ativa. Para bovinos, alguns autores também

sugeriram que esta elevagao posterior dos anticorpos, com o avancgar da idade,
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pode ser uma aquisicdo de imunidade ativa pelo contato subseqiiente com os
carrapatos ou outros agentes, indicando uma infeccdo apds 0 nascimento
(VIDOTTO et al.,, 1999; ANDRADE et al.,, 2001; YOSHIHARA et al.,, 2003;
ANDRADE et al.,, 2004; PACHECO et al., 2004), podendo perdurar por longo
periodo dependendo da taxa de infestacdo diaria de carrapatos infectados
(VIDOTTO, 1999; LABRUNA & MACHADO, 2006). Segundo FARIAS & LEMOS
(2001), mesmo quando ocorre a eliminacdo do agente, encontra-se ainda
anticorpos anti-A. marginale por um grande periodo, ou seja, por até 5 anos.

Quando se tenta comparar os dados obtidos neste trabalho com os de
bovinos, deve-se levar em consideracdo que os bufalos sdao considerados
resistentes a infestacdo por carrapatos (STARKE et al., 1985;1994) e
consequentemente a tristeza parasitaria (COSTA et al. 1997). Como relatado por
STARKE et al. (1985 e 1994), os bufalos adquirem uma infestacdo de R. (B.)
microplus muito inferior aos bovinos, mesmo convivendo na mesma pastagem. Os
bezerros bufalos infestam-se com metalarvas dos carrapatos, mas apenas um
percentual de 1 a 2% delas evoluem para o estadio adulto. Entretanto, estas
poucas larvas podem ser suficientes para infecta-los com Babesia ou Anaplasma.
Este baixo nivel de infeccao destes animais € suficiente para sensibilizar o sistema
imunolégico dos bezerros e os tornarem resistentes as infec¢des subseqlentes. As
bufalas ja adultas, pelo contato diario com novas metalarvas provenientes das
pastagens, mantém ativamente a resposta imune e, desta forma, transferem
anticorpos anti-Babesia e anti-Anaplasma para o colostro e consequentemente
para os bezerros.

No presente trabalho, houve uma variabilidade individual entre os animais
na resposta imune a tristeza parasitaria, principalmente quando se analisou
individualmente dois bezerros e suas respectivas maes. Mas, percebeu-se
claramente que as bufalas apresentaram niveis de anticorpos bem mais altos do
que os bezerros, e que estes ultimos demoraram varios meses (3 a 4 meses) para
iniciar a aquisicdo da imunidade ativa. Este periodo pode ser variavel e
dependente da condicdo de infestacdo de carrapatos e outros agentes
transmissores. Ainda nos bezerros, 0 aparecimento da imunidade ativa contra A.
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marginale foi mais precoce do que para as espécies de Babesia, no entanto, a
imunidade foi mais duradoura e mais sélida contra Babesia, particularmente, B.
bovis, como se verifica nas bufalas adultas.

Mottlelib (1987) citado por COSTA et al. (1997) verificou que bezerros
bubalinos com baixa resisténcia organica podem desenvolver a doenca de forma
bastante severa, isto tudo se deve quando submetidos a manejo e higiene
precarios e em regimes intensivos com altas lotagdes de animais. No entanto, os
resultados aqui discutidos representam os de um rebanho bubalino com bom
manejo nutricional, que sempre se apresentaram saudaveis e sem qualquer
manifestagao clinica da TPB ou de outras enfermidades infecciosas, parasitarias

ou metabdlicas.
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7 CONCLUSOES

1. As bufalas e os seus bezerros apresentaram resposta imune humoral contra
Babesia e contra Anaplasma.

2. Foi verificada a transferéncia passiva de anticorpos colostrais anti-B.bovis, anti-
B.bigemina e anti-A. marginale para os bezerros bufalos.

3. Nos bezerros, houve producao ativa de anticorpos, mas acima dos 105 dias de
idade e somente para A. marginale. A imunidade contra Babesia, particularmente,
B. bovis, foi mais duradoura e mais solida nas bufalas adultas, pelo menos durante
o periodo do monitoramento (até 12 meses pds-parto/nascimento).

4. Observou-se variabilidade individual quanto a ocorréncia de anticorpos anti-
Babesia e anti-Anaplasma nos animais adultos e nos bezerros.

5. Os anticorpos, embora detectados em baixos niveis, demonstram que estes
animais sao considerados portadores resistentes dos agentes da babesiose e

anaplasmose.
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Anexo 1: Titulagdo de anticorpos em soros de referéncia negativa obtidos de
bezerros bufalos antes de mamar o colostro. Soros analisados pelo teste
ELISA indireto para antigenos de B. bovis, B. bigemina e A. marginale.

Titulacao de anticorpos (DO)

Soros Anti- B. bovis Anti- B. Anti- A.
bigemina marginale

N1 0,120 0,162 0,106
N2 0,122 0,186 0,108
N3 0,122 0,186 0,103
N4 0,129 0,182 0,106
N5 0,131 0,196 0,105
N6 0,129 0,188 0,108
N7 0,134 0,173 0,107
Média 0,1265 0,1801 0,1058
Desvio Padrao 0,006 0,011 0,0015

DO= Densidade Otica

Anexo 2: Titulacdo de anticorpos em soros de referéncia positiva obtidos de
bufalas adultas. Soros analisados pelo teste ELISA indireto para antigenos
de B. bovis, B. bigemina e A. marginale.

Titulacao de anticorpos (DO)

Soros Anti- B. bovis Anti- B. Anti- A.
bigemina marginale
P1 0,982 1,318 0,868
P2 0,944 0,924 0,690
P3 1,053 1,070 1,449
P4 1,092 0,936 0,715
P5 1,214 1,005 0,698
P6 1,397 0,906 0,842
P7 0,923 1,056 1,763
P8 1,697 1,096 0,650
P9 1,191 0,934 0,651
P10 0,902 1,025 0,665
P11 1,415 1,276 0,655
P12 1,856 1,276 0,655
P13 1,363 1,006 0,881
P14 - 1,207 -
P15 - 0,972 -
Média 1,233 1,0671 0,8601
Desvio Padrao 0,301 0,1390 0,3475

DO= Densidade Otica
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Anexo 3: Resultados dos niveis ELISA (NE) para anticorpos anti- B. bovis, B.
bigemina e A. marginale calculado nos soros das bufalas adultas e
bezerros bufalos.

Niveis ELISA (NE)

B. bovis B. bigemina A. marginale
NO 0,000 - 0,138 0,000 - 0,204 0,000 - 0,108
N1 0,139-0,186 0,205 - 0,276 0,109 — 0,146
N2 0,187 — 0,251 0,277 — 0,372 0,147 - 0,197
N3 0,252 — 0,338 0,373 — 0,502 0,198 — 0,266
N4 0,339 — 0,457 0,503 - 0,678 0,267 — 0,359
N5 0,458 - 0,617 0,679 — 0,915 0,360 — 0,484
N6 0,618 - 0,833 0,916 — 1,235 0,485 — 0,654
N7 0,834 — 1,124 1,236 — 1,667 0,655 - 0,883
N8 1,124 - 1,517 1,668 — 2,251 0,884 — 1,192
N9 =>1,518 > 2,252 >1,193

Ponto de Corte 0,316 0,450 0,265

Anexo 4: Titulacao de anticorpos em colostros/leites de referéncia negativa
analisados por meio do teste ELISA indireto para antigenos de B. bovis, B.
bigemina e A. marginale.

Titulacao de anticorpos (DO)

Colostro/Leite Anti- B. bovis Anti- B. Anti- A.
bigemina marginale
N1 0,244 0,208 0,180
N2 0,263 0,197 0,175
N3 0,258 0,197 0,179
N4 0,228 0,201 0,164
N5 0,220 0,205 0,154
N6 0,230 0,202 0,154
N7 0,235 0,201 0,156
N8 0,245 0,205 0,149
N9 0,228 0,208 0,248
N10 0,238 0,200 0,179
Média 0,239 0,202 0,174
Desvio Padrao 0,014 0,004 0,028

DO= Densidade Otica
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Anexo 5: Titulagdo de anticorpos em colostros/leites de referéncia positiva
analisados por meio do teste ELISA indireto para antigenos de B. bovis, B.
bigemina e A. marginale.

Titulacao de anticorpos (DO)

Colostro/Leite Anti- B. bovis Anti- B. Anti- A.
bigemina marginale
P1 1,479 0,792 1,200
P2 1,650 0,662 1,220
P3 1,610 0,886 0,429
P4 1,210 0,776 0,462
P5 1,211 0,624 -
P6 0,768 0,698 -
P7 0,892 - -
P8 0,904 - -
Média 1,4504 0,739 0,827
Desvio Padrao 0,3414 0,096 0,014

DO= Densidade Otica

Anexo 6: Resultados dos Niveis ELISA (NE) para anticorpos anti- B. bovis, B.

bigemina e A. marginale calculado no colostro/leite de bufalas adultas.

Niveis ELISA (NE)

B. bovis B. bigemina A. marginale
NO 0,000 - 0,267 0,000 - 0,210 0,000 - 0,230
N1 0,268 — 0,360 0,211 - 0,284 0,231 - 0,311
N2 0,361 — 0,486 0,285 - 0,383 0,312 -0,419
N3 0,487 — 0,656 0,384 - 0,517 0,420 — 0,566
N4 0,657 — 0,886 0,518 — 0,698 0,567 — 0,764
N5 0,887 — 1,196 0,699 — 0,942 0,765 — 1,031
N6 1,197 - 1,614 0,943 - 1,272 1,032 — 1,392
N7 1,615-2,179 1,273 -1,717 1,393 - 1,879
N8 2,180 — 2,942 1,718 -2,318 1,880 — 2,537
N9 22,943 22,319 > 2,538

Ponto de Corte 0,596 0,505 0,435
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Analise dos Dados Climaticos
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Meses do Ano

Anexo 7. Grafico bioclimatico com as precipitacdes pluviais e temperaturas
médias de marco de 1999 a fevereiro de 2000. Selviria, MS, 1999/2000.
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Anexo 8. Grafico bioclimatico com as precipitacdes pluviais e temperaturas médias
de janeiro a dezembro de 2005. Selviria, MS., 2005.



