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RESUMO

Com o objetivo de realizar um levantamento
soroepidemioldgico para B. bovis e B. bigemina
em bezerros de racas zebuinas e seus
cruzamentos no municipio de Campos dos
Goytacazes, RJ, foram coletadas 305 amostras
de soros de bezerros de diferentes faixas etérias
de propriedades dedicadas a producdo leiteira.
Os dados foram analisados pelas técnicas de
imunofluorescéncia indireta (IFI) e prova de
imunoadsorcao enzimética (ELISA). As médias
dos percentuais obtidos de bovinos com
sorologia positiva para B. bovis e B. bigemina
foram de 90,20 e 90,50% e de 88,20 e 78,70%
para IFI e ELISA, respectivamente. O grau de
concordancia dos testes para B. bovis foi de
98,00% e o de B. bigemina, de 61,00%. A
soroprevaléncia encontrada caracteriza esta
regido como uma area de estabilidade enzoética
para B. bovis, com indice elevado na
prevaléncia de portadores de Babesia sp. O
presente trabalho é inédito na regido de Campos
dos Goytacazes, que tem a pecuaria como
segunda fonte de renda.

Palavras-chave: Babesiose, carrapato,
hemoparasita, imunoadsorc¢éo enzimatica
(ELISA), imunofluorescéncia indireta (IFI)

SUMMARY

305 dairy calves sera samples at different ages
for a serological survey in order to determine
antibodies serum prevalence against Babesisa
bovis and Babesia bigemina in zebu cattle as
well as the crossbreds in Campos dos
Goytacazes, RJ, Brazil were collected. By
Indirect Fluorescent Antibody Test (IFAT) and
Indirect Enzyme-Linked Immunoadsorbent
Assay (ELISA) data were analyzed. Positive
serum dairy cattle average percentages indicated
90.20 and 90.50% for B. bovis and 88.20 and
78.70% for B. bigemina by IFAT and ELISA,
respectively. Both B. bovis and B. bigemina
tests agreement ratio were 98.00 and 61.00%.
Serum prevalence showed that the region is
enzootically considered stable for bovine
babesiosis infection with  high disease
prevalence. In Campos dos Goytacazes region
whose livestock activity has been noted as a
second income supporting, the present study
may be regarding as unpublished, at all.

Keywords: Babesiosis, enzyme-linked
immunoadsorbent assay (ELISA), hemoparasite,
indirect fluorescent antibody test (IFAT), tick
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INTRODUCAO

Babesia bovis (BABES, 1888) e Babesia
bigemina (SMITH & KILBORNE, 1893)
sd0 hemoprotozoarios que parasitam
animais selvagens e domésticos na
maioria das regibes do mundo (HOMER
etal.,, 2000; GRAY et al., 2002).

A distribuicdo de hemoprotozoarios
causadores de babesiose bovina no
Brasil esta relacionada a presenca do
carrapato Boophilus microplus
(CANESTRINI, 1887), que é o Unico
hospedeiro invertebrado identificado
neste Pais, presente em todo territorio
nacional, em razdo da boa adaptagédo a
todas as  condicbes  climaticas
(D’ANDREA et al., 2006; JULIANO et
al., 2007). Esta enfermidade, em
conjunto com Anaplasma marginale
(THEILER, 1910), provoca uma doenca
conhecida vulgarmente como “tristeza
parasitaria bovina” (MADRUGA et al.,
2000a; TEBELE et al., 2000).

A babesiose é um problema em regides
cujas  condicBes  climaticas  sdo
desfavoraveis a  manutencdo de
populagbes de carrapatos por longos
periodos, no caso, em regides de
instabilidade enzodtica (LIMA et al.,
1999; SMITH et al. 2000). As éareas de
instabilidade enzodtica sdo aquelas onde
ocorre uma estacdo fria bem definida,
que impede o desenvolvimento da fase
de vida livre do carrapato. Com isso, 0s
bovinos passam um periodo do ano sem
contato com o carrapato (e agentes
inoculados), havendo oscilagdo nos
niveis de seus anticorpos contra o
parasito, propiciando o aparecimento de
surtos na regido (SANTOS et al., 2001).
Em regides de estabilidade enzootica,
como o carrapato surge durante o ano
todo, o rebanho recebe constantemente
pequenas doses de patdgenos e, entéo,
adquire altos titulos de anticorpos
contra a babesiose (LIMA et al. 2000;
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SOARES et al., 2000). No Brasil, com
base na distribuicdo do vetor, constata-
se que a maioria do territorio nacional
possui caracteristicas de estabilidade
enzodtica em areas situadas em torno do
paralelo 32°N e 32°S (LEITE et al.,
1989).

A infeccdo por B. bigemina ¢
caracterizada por altas parasitemias,
febre, anemia hemolitica e
hemoglobindria, enquanto a infecgédo
por B. bovis resulta em um baixo
numero de eritrécitos parasitados na
circulacdo e o sequestro destas celulas
nos capilares dos oOrgdos—cérebro,
pulmdes, rins e figado (ALMEIDA et
al., 2006).

Os testes para detectar anticorpos
especificos sdo usados principalmente
nos estudos soroepidemioldgicos que
envolvem o diagndstico retrospectivo de
populacbes para, assim, determinar a
incidéncia e a prevaléncia de diferentes
enfermidades.

Neste estudo utilizaram-se o0s testes
soroldgicos da reacao de
imunofluorescéncia indireta (IFI) e da
prova de ensaio de imunoadsorcdo
enzimética (ELISA) indireto, com o
objetivo de determinar a prevaléncia de
soros reagentes positivos para B. bovis e
a B. bigemina em 305 bezerros de
rebanhos destinados a producéo de leite
do municipio de Campos dos
Goytacazes, RJ, no periodo de 1998 a
1999.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no periodo
de julho de 1998 a mar¢o de 1999, em
14 distritos do municipio de Campos
dos  Goytacazes, RJ, em 14
propriedades/rebanho  de exploracédo
leiteira ou mista — a maioria dos animais
criados extensivamente ou  semi-
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intensivamente, de ragas européias e
seus cruzamentos com zebuinos.

Dos animais utilizados neste
experimento, 87,5% eram mesticos,
oriundos de cruzamentos da raga Gir
com Holandés, ou da raca Nelore com
Holandés, e pequena parte (12,5%)
constituida de animais puros, sendo 2%
Indubrasil, 4,3% Holandés e 6,2%
Pardo Suico.

A coleta foi realizada em 305 bezerros
na faixa etaria de 1 a 12 meses,
escolhidos aleatoriamente no rebanho.
Aproximadamente 15 mL de sangue
foram coletados por puncdo de veia
jugular, apés assepsia local com alcool
iodado, para obtengdo do soro. O
sangue permaneceu a temperatura
ambiente até a formacdo do coagulo,
quando entdo foi refrigerado a 4°C para
completar a retracdo. O soro obtido foi
centrifugado (Centrifuga  Hermle
Z230A) a 1.500 rpm por 10 minutos,
transferido para tubos de “eppendorfs”
estéreis, na quantidade de 2 mL,
identificados e congelados a -20°C até o
momento da realizacdo das provas
soroldgicas.

O processamento dos soros foi feito no
Laboratorio de Sanidade Animal da
Universidade Estadual do Norte
Fluminense (UENF), Campos dos
Goytacazes, RJ. As analises soroldgicas
foram realizadas no Laboratério de
Hemoparasitoses do Centro Nacional de
Pesquisa de Gado de Corte, Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecudaria
(EMBRAPA), Campo Grande, MS.

Das 305 amostras, o valor k, que indica
0 grau de concordancia entre testes pelo
modelo proposto por Kramer &
Feinstein (1981), foi calculado com
base nos valores descritos na Tabela 1,
por intermédio da férmula:

k=Po+Pc
1-Pc
Sendo: Po=a+d+Pc=N;. N2 +C; . Cy

N (N)2
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em que Po é média dos valores positivos
(@) e negativos (d) dos testes; Pc, média
total dos valores positivos e negativos de
ambos os testes; N, numero total de
amostras do experimento; N;, nimero de
positivos para ELISA; N, numero de
positivos para IFI; Cj;, ndmero de
negativos para ELISA; C, ndmero de
negativos para IFI.
As placas de microtitulacdo de 96 pocos
(Costar, E.E.U.AS)) foram
sensibilizadas com o antigeno para B.
bovis diluido a 1:500 em tampéao
carbonato/bicarbonato, pH 9,2
(100 pl/pocgo) por uma noite. O antigeno
para B. bigemina foi diluido a 1:1000
em tampdo carbonato/bicarbonato, pH
9,0 (100 ul/pogo). Ambas as placas
foram sensibilizadas por uma noite e
permaneceram a -70°C até o seu uso.
O valor discriminante entre negativo e
positivo foi estabelecido analisando-se
50 soros negativos oriundos de bezerros
nelorados da é&rea de isolamento do
Centro Nacional de Pesquisa de Gado
de Corte, EMBRAPA. Para evitar
variagdes entre placas, foi produzida
uma placa padrdo com 25 soros
negativos tanto para B. bovis quanto
para B. bigemina, além de um mesmo
nimero de soros positivos que gerou
valores de densidade optica (DO)
utilizados para o estabelecimento do
fator de ajuste das diversas placas com
soros-teste.
A formula utilizada para obtencdo do
valor ajustado (VA) da densidade optica
dos soros-teste foi a seguinte:
VA = F (St- Nt) + No
A média entre a placa teste e a placa
padrdo é dada pela férmula:
F=Po-No (placa padréo)

Pt- Nt (placa teste)
em que St é densidade Optica média das
amostras testadas; Nt, densidade dptica
média de controles negativos na placa
teste; No, densidade Optica média dos
soros negativos da placa padrédo; Po,
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densidade Optica média dos controles
positivos da placa padrao; Pt, densidade
Optica média dos controles positivos na
placa teste; VA, valor ajustado da
densidade Optica dos soros.

Para B. bigemina, a média dos soros
negativos da placa padrdo foi de 31,7%
e 0 desvio-padrdo, de 25,3%. O valor
discriminante determinado foi a média
dos dois desvios, portanto 82, ou seja,
resultados encontrados com valor igual
ou acima deste sdo considerados
positivos para B. bigemina. Para B.
bovis, a média dos soros negativos da
placa padrao foi de 0,41%, com desvio-
padrdo de 0,24%. Valores iguais ou
acima de 89 sdo considerados positivos
para B. bovis.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 305 amostras oriundas do
municipio de Campos dos Goytacazes,
RJ, constatou-se a prevaléncia de
90,20% (275 amostras) e 90,50% (276
amostras) de soropositivos pelos testes
IFI e ELISA, respectivamente, para B.
bovis. Para as taxas de soropositivos
para B. bigemina, foram encontradas
88,20% (269 amostras) pelo IFI e
78,70% (240 amostras) pelo ELISA
(Tabela 1).

Tabela 1. Animais soropositivos para Babesia bovis e Babesia bigemina, observados
pelas técnicas de IFI e ELISA, no municipio de Campos dos Goytacazes, RJ,
no periodo de julho de 1998 a marco de 1999

Babesia bovis

Itens ELISA + ELISA- Total
IFI + 275 (99,60%) 0 (0,00%) 275 (90,20%)
IFI - 1 (0,40%) 29 (100,00%) 30 (9,80%)
Total 276 (90,50%) 29 (9,50%) 305 (100,00%)
Babesia bigemina Total
ELISA + ELISA -
IFI + 238 (99,20%) 31 (47,70%) 269 (88,20%)
IFI - 2 (0,80%) 34 (52,30%) 36 (11,80%)
Total 240 (78,70%) 65 (21,30%) 305 (100,00%)

A prevaléncia de  soropositivos
observada para B. bovis e B. bigemina
neste estudo, nas 305 amostras oriundas
de bovinos do municipio de Campos
dos Goytacazes, RJ, por meio dos testes
de ELISA e IFI, aproximam-se dos
valores registrados no Brasil por Barros
et al. (2005) nos municipios de Senhor
do Bonfim e Euclides da Cunha, BA,
que detectaram para B. bovis, 86,0% e
95,5%, respectivamente, e para B.

bigemina, 90,8% e 91,3%, pelo teste
ELISA; Santos et al. (2001), em estudos
realizados com rebanho bovino de leite
da regido de Goiania, GO, com registro
de 94,4% e 93,3% para B. bigemina e
100,0% e 98,9% para B. bovis, na
utilizacdo dos testes IFI e ELISA,
respectivamente; e Madruga et al.
(2000b, 2001), em municipios do
Pantanal, MS, que observaram uma
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prevaléncia de 83,9% para B. bovis e
94,3% para B. bigemina, com 0 ELISA.
O resultado obtido neste trabalho é
superior as prevaléncias encontradas por
Souza et al. (2000) no estado do Rio de
Janeiro (69,74%), em levantamentos
sorolégicos com B. bigemina, e por
Osaki et al. (2002) no municipio de
Umuarama, regido noroeste do estado
do Parana (64,20%), quando
trabalharam com B. bovis, por
intermédio de ELISA, e inferior a
obtida por Dalagnol et al. (1995), no
estado de Santa Catarina, que através do
IFI, detectaram 98,00% de bovinos
soropositivos para B. bovis.

Altas porcentagens de animais com
anticorpos  contra  Babesia  sp.,
verificadas nesta pesquisa, decorrem da
alta infestacdo dos rebanhos por B.
microplus (o Unico vetor conhecido da
babesiose bovina no Brasil)
(D’ANDREA et al., 2006), apesar da
utilizacdo de produtos carrapaticidas nas
propriedades visitadas, seja em banhos
carrapaticidas ou através de aplicacOes
subcutaneas de  ivermectina  ou
avermectina nos rebanhos.

Infere-se que, na regido estudada, o B.
microplus e as especies por este
veiculadas estejam integradas de
forma tal que permita ao vetor
transmitir 0S protozoarios
continuamente (YOUNG, 1988). As
porcentagens de sorologia positiva, em
ambos o0s testes, consignadas neste
trabalho indicam que, provavelmente,
este fato ocorra no municipio de
Campos dos Goytacazes, RJ.

Nesta pesquisa, ndo foi possivel avaliar
se ha diferencas significativas entre as
racas, pois a maioria do rebanho do
municipio de Campos dos Goytacazes é
mestica, resultante do cruzamento de
gado holandés com nelore, ou de gado
holandés com gir leiteiro. Os bovinos
zebuinos (Bos indicus) foram mais
resistentes a infeccéo destes
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hemoparasitos do que bovinos de ragas
européias, de acordo com Young &
Morzaria (1986).

O grau de concordancia dos testes
ELISA e IFI, segundo modelo proposto
por Kramer & Feinstein (1981), de 98%
para B. bovis e 61% para B. bigemina,
foi considerado bom para o primeiro
hemoparasito, caracterizando a regido
estudada como area de estabilidade
enzodtica  (MAHONEY,  1977).
Observou-se que o grau de
concordéancia entre os testes para B.
bigemina foi menor que aquele entre os
testes de B. bovis. Estes problemas
encontram-se na concentragdo dos
eritrocitos infectados no sangue, no
isolamento intacto dos estagios do
parasita nos eritrcitos e na extracdo do
antigeno e contaminacdo do material
(GOODNER, 1971).

Segundo o estudo epidemioldgico de
Mahoney (1977) referente a babesiose
bovina, considera-se uma area de
instabilidade enzooltica a que apresenta
de 12 a 75% de bezerros infectados
antes dos nove meses de vida.
Considerando-se que neste trabalho os
valores obtidos estdo acima de 75%,
constata-se que existe alto grau de
imunidade especifica nesta populacéo,
caracterizando o municipio de Campos
dos Goytacazes, com relagdo a B.
bigemina e B. bovis, como éarea de
estabilidade enzodtica.

Assumindo-se que a B. bovis € mais
patogénica que a B. bigemina nas
condicdes de campo e que a infeccdo
por Babesia sp. em animais com menos
de um ano é mais branda que em
animais adultos (SALCEDO et al.,
1987), surtos em animais adultos
naturais desta regido, ou de areas
indenes, poderdo ocorrer no municipio
de Campos dos Goytacazes, RJ.

Foi relatado pelos proprietarios das
fazendas visitadas durante as coletas que
ocorre babesiose em bezerros na faixa
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etaria do nascimento ao desmame, porém
a maioria dos sobreviventes adquire
resisténcia a enfermidade. Todavia, essas
ocorréncias apontadas como doenca ndo
foram  comprovadas por  exame
laboratorial e, portanto, ndo existe certeza
guanto a espécie envolvida ou se estes
quadros  clinicos foram  realmente
causados pelos hemoparasitos em
questao.

O diagnostico da enfermidade baseia-se
somente na anamnese e no exame clinico
do animal, que, na maioria das vezes, ndo
sdo feitos pelo médico veterinario, e sim
pelos proprietérios ou pedes das fazendas
visitadas. Este diagndstico pode, as vezes,
ser confundido com enfermidades como
anaplasmose, leptospirose e intoxicacdes
por plantas toxicas.

Os animais com faixa etéria
compreendida entre um a quatro meses de
idade podem apresentar anticorpos
maternos mensurados também pelo teste
de imunodiagnostico utilizado, mas
também ndo se deve excluir a hipotese de
que estes animais possam ter tido contato
com os agentes etioldgicos e, por isso, seu
sistema imunologico produziu anticorpos
e muitas vezes sequer estiveram doentes,
mas podem ser considerados portadores.
Nao foi possivel realizar a estimativa dos
prejuizos da babesiose, porque nao ha
registros de dados epidemioldgicos sobre
esta enfermidade no municipio de
Campos dos Goytacazes que permitam 0
calculo. Desta forma, este fato evidencia a
deficiéncia na estrutura do sistema de
diagnostico e da vigilancia
epidemioldgica e a necessidade de se
realizarem trabalhos para mostrar a
importdncia da babesiose na regido,
associada ou ndo a anaplasmose bovina.
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	SUMMARY
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