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RESUMO.- O objetivo do estudo foi testar a prevalência so-
rológica e molecular de Babesia bovis e Babesia bigemina 
em búfalos da Ilha de Marajó, Pará. Foi utilizado ensaio de 
imunoadsorção enzimático indireto (iELISA) com antígeno 
total contendo proteínas de superfície externa e reação em 
cadeia da polimerase (qPCR), envolvendo o uso de SYBR 
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The aim of the study was to estimate the prevalence of Babesia bovis and Babesia bige-
mina in water buffaloes of the Marajó Island, State of Pará, Brazil. We used an indirect en-
zyme-linked immunosorbent assay (iELISA), with total antigen containing proteins outer 
surface, and polymerase chain reaction (qPCR), involving the use of SYBR Green based on 
amplification of a small fragment of the cytochrome b gene. The prevalence of positive ani-
mals in iELISA to B. bovis B. bigemina and mixed infection was 24.87% (199/800), 20.75% 
(166/800) and 18.75% (150/800), respectively. Using the PCR, the presence of B. bovis was 
detected in 15% (18/199) and B. bigemina in 16% (19/199) of animals, and of these, 58% 
(11/19) presented co-infected by the two agents. The results show a low prevalence of an-
tibodies anti-B. bovis and anti-B. bigemina in water buffaloes from Marajó Island. However, 
it was observed that the agents of bovine babesiosis circulate in buffaloes, and these may 
act as reservoirs. 
INDEX TERMS: Babesia bovis, Babesia bigemina, buffaloes, Bubalus bubalis, ELISA, qPCR, Marajó 
Island.
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Green com base na amplificação de um pequeno frag-
mento de gene do citocromo b. A prevalência de animais 
positivos no ELISA para B. bovis, B. bigemina e para infec-
ção mista foi de 24.87% (199/800), 20.75% (166/800) e 
18.75% (150/800), respectivamente. Na PCR foi detectado 
a presença de B. bovis em 15% (18/199) e de B. bigemi-
na em 16% (19/199) dos animais, sendo que destes, 58% 
(11/19) apresentavam-se co-infectados pelos dois agentes. 
Os resultados mostram uma baixa prevalência de anticor-
pos anti-B. bovis e anti-B. bigemina em búfalos da Ilha do 
Marajó. Porém, observou-se que os agentes da babesiose 
bovina circulam em búfalos, podendo estes atuar como re-
servatórios.
TERMOS DE INDEXAÇÃO: Babesia bovis, Babesia bigemina, búfa-
los, Bubalus bubalis, ELISA, qPCR, Ilha de Marajó.

INTRODUÇÃO
O Brasil possui o maior rebanho de búfalos do ocidente e 
aproximadamente um terço do rebanho nacional encontra-
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-se na Ilha de Marajó, estado do Pará (IBGE 2008). Nas 
últimas decadas a bubalinocultura tem ganhado destaque 
no cenário nacional, deixando de ser apenas uma alterna-
tiva para a ocupação de terras impróprias para a criação 
de bovinos e passando a ser uma opção economicamente 
rentável. Com isso, a preocupação com manejo sanitário 
tem aumentado consideravelmente, pois aspectos clínicos, 
patológicos e epidemiológicos ainda são pouco estudados 
no país.

As babesioses bovina, causadas por Babesia bovis e Ba-
besia bigemina, são doenças de grande impacto econômico 
em todo o mundo. A infecção concomitante destes dois mi-
crorganismos, juntamente com a rickettsia Anaplasma mar-
ginale, é responsável pela enfermidade conhecida como 
Tristeza Parasitária Bovina (Grise et al. 2002). Espécies 
do gênero Babesia podem infectar diferentes hospedeiros, 
como ruminantes selvagens, canídeos, felídeos, roedores, 
inclusive o búfalo d’água e o búfalo africano, por meio de 
vetores biológicos e mecânicos (De la Fuente et al. 2005). 
Esta enfermidade é responsável por perdas significativas 
com mortalidade e redução da produção, além de gastos na 
utilização de medicamentos.

O diagnóstico da babesiose tem sido feito por identifica-
ção dos parasitos em esfregaço sanguineo. Porém, embora 
rápido e barato, este teste não apresenta alta sensibidade, 
sendo indicado apenas para animais com doença clínica, 
por gerar resultados inconsistentes quando empregado em 
animais com infecção subclínica ou crônica (Terkawi et al. 
2011). A partir da década de 1990, a Reação em Cadeia da 
Polimerase (PCR) tem apresentado maior sensibilidade e 
especificidade do que o diagnóstico por microscópia óptica 
(Fahrimal et al. 1992, Figueroa et al. 1993). Além dos testes 
moleculares, os testes sorológicos, ensaio de imunoadsor-
ção enzimático (ELISA) e a reação de imunofluorescência 
indireta (RIFI), tem monstrado alta capacidade de detec-
tar anticorpos em animais cronicamente infectados, sendo 
frequentemente utilizados em estudos de levantamentos 
epidemiológicos (Araújo et al. 1998).

Assim, a associação entre estudos moleculares e soro-
lógicos tem mostrado ser uma poderosa ferramenta para 
levantamentos epidemiológicos, sobretudo em agentes 
que se apresentam em baixa prevalência (Goo et al. 2008, 
Terkawi et al. 2011). Neste contexto, o objetivo do estudo 
foi detectar por ELISA e PCR B. bovis e B. bigemina em búfa-
los na Ilha de Marajó, Estado do Pará, Brasil.

MATERIAL E MÉTODOS
O estudo foi realizado no município de Soure, microrregião do 
Arari, Ilha do Marajó, estado do Pará, Brasil. A Ilha localiza-se a 
uma latitude de 00º43’00” sul e a uma longitude de 48º31’24” 
oeste, a uma altitude de 10 metros (Fig.1).

O cálculo do tamanho mínimo da amostra foi determinado 
pela fórmula do Centro Panamericano de Zoonoses (1997), em 
que: N=p.(100-p)Z2/(d.p/100)2, sendo N=número de amostras; 
p=prevalência esperada; Z=grau de confiança e d=margem de 
erro. Para os valores de prevalência esperada (p) para Babesia 
bovis e Babesia bigemina em búfalos, foi utilizado o estudo de 
Guedes Jr et al. (2008). O intervalo de confiança foi de 95% e a 
margem de erro foi de 5%. Desta forma, selecionou-se 800 buba-
linos por amostragem aleatória. Os animais eram da raça Murrah, 

com idade entre um e três anos, do sexo feminino e mantidos em 
sistema de criação extensiva.

Os títulos de anticorpos anti-B. bovis e anti-B. bigemina foram 
determinados pelo Ensaio de Imunoadsorção Enzimático indireto 
(iELISA), segundo Machado et al. (1997). Como controles posi-
tivos, foram utilizados soros de bubalinos com alta parasitemia 
(qPCR) e título de anticorpos (ELISA e RIFI). Como controles ne-
gativos, utilizaram-se soros de bubalinos recém nascidos que não 
ingeriram colostro e negativos na PCR e ELISA/RIFI. A leitura foi 
realizada em leitor de ELISA, em um comprimento de onda de 
405nm.

A atividade enzimática de cada soro no ELISA foi calculada 
mediante determinação do valor da amostra em relação ao refe-
rencial positivo (A/P). Os valores A/P foram agrupados em níveis 
ELISA (NE), que variaram de zero a nove. A amplitude máxima do 
NE zero foi determinada pela média dos valores em absorbância 
de soros de animais soronegativos acrescida de dois desvios pa-
drões da média, conforme estabelecido por Machado et al. (1997). 
A partir deste limite, os intervalos entre os outros níveis no ELISA 
foram acrescidos de 35% cada, segundo Wilson et al. (1984) para 
o sistema Newcastle. O ponto de corte do teste foi determinado 
usando a média da densidade óptica (DO) de soros de animais ne-
gativos para B. bovis e B. bigemina multiplicado por 2,5.

Foram selecionados aleatoriamente 25% (200/800) das 
amostras para realização da PCR. A PCR e oELISA foram feitas de 
forma independentes. Para maior integridade e confiabilidade 
dos dados o ELISA foi realizado no Laboratório de Doenças Pa-
rasitárias da UFRRJ e a PCR no Laboratório de Biologia Molecular 
Animal da Embrapa Gado de Corte. Todas as amostras colhidas fo-
ram submetidas ao ELISA. Porém, apenas uma parte foi aleatoria-
mente selecionada para a PCR logo após a colheita. Essa seleção 
foi feita antes mesmo que as amostras tivessem sido submetidas 
ao ELISA. A PCR foi realizada segundo Buling et al. (2007). Para 
isso o DNA das amostras foi extraído, utilizando o QIAamp DNA 
Blood Mini Kit (Qiagen®), para determinar e quantificar os níveis 
parasitêmicos de B. bovis e B. bigemina.

As frequências de animais positivos no ELISA e na PCR para B. 
bovis e B. bigemina foram comparadas pelo teste de Qui-quadrado 
com 95% de confiabilidade. A concordância entre a frequência 
de animais positivos na PCR convencional e no ELISA foi avaliada 
utilizando o índice Kappa (Kramer & Feinstein 1981). Os procedi-
mentos operacionais foram feitos utilizando o software Rstudio, 
Foundation computação estatística, versão 2.12.2 (2011).

Fig.1. Ilha de Marajó com 12 municípios, limitada pela Baia de Ma-
rajó, rio Pará e Oceano Atlântico.
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RESULTADOS
Os valores médios e desvios padrões da densidade ópti-
ca dos controles negativos e positivos para Babesia bovis 
foi 0.127±0.01 e 1.026±0.04 e para Babesia bigemina foi 
0.121±0.01 e 1.008±0.06, respectivamente. A classificação 
dos soros em níveis de ELISA (NE) está representada no 
Quadro 1.

Entre as amostras avaliadas simultaneamente por ELI-
SA e PCR, observou-se que a positividade foi de 20% no 
ELISA e 15% na PCR e que apenas 5% das amostras foram 
positivas no ELISA e na PCR. Esses resultados demonstram 
que apenas 33% das amostras positivas na PCR foram 
diagnosticadas como positivas no ELISA. Porém, quando 
somado as amostras positivas dos dois testes, observou-se 
que 35% das amostras foram positivas, demonstrando um 
acréscimo na sensibilidade, o que aumentou as chances de 
diagnóstico positivo (Quadro 2).

A soroprevalência para B. bovis foi de 24.87% (199/800) 
e para B. bigemina 20.75% (166/800). Entre os animais so-
ropositivos, 22.79% (49/215) possuíam anticorpos apenas 
anti-B. bovis e, 7.44% (16/215) apenas para B. bigemina e 
69.76% (150/215) possuíam anticorpos circulantes contra 
os dois agentes (Quadro 3). Pela PCR foi detectado a pre-
sença de B. bovis em 15% (18/200) de B. bigemina em 16% 
(19/200) dos animais, sendo que destes, 58% (11/19) 
apresentavam-se co-infectados (Quadro 4). Os resultados 
apresentaram moderada correlação entre o ELISA e PCR 
(kappa = 0.62).

DISCUSSÃO
A prevalência sorológica e molecular de Babesia bovis e 
Babesia bigemina observadas neste estudo foi inferior aos 
resultados encontrados por Guedes et al. (2008) no Brasil 
e superiores aos encontrados por Terkawi et al. (2011) na 
Thailândia e por He et al. (2012) na China. A prevalência 
sorológica neste estudo foi 1.7 e 4.1 vezes maior do que 
Terkawi et al. (2011) observaram na Thailândia e 24 e 28 
vezes maior do que He et al. (2012) observaram na China, 
para B. bovis e B. bigemina, respectivamente. Neste estudo, 
o número de amostras co-infestadas (18.75%) foram supe-
riores aos 3.9% observados por He et al. (2012).

A baixa frequência de búfalos soropositivos para B. bo-
vis e B. bigemina sugere uma baixa taxa de transmissão des-
ses organismos por carrapatos na região estudada. Esses 
resultados classificam a área como endemicamente instá-
vel para estes hemoprotozoarios, segundo classificação de 
Mahoney & Ross (1972) e Terkawi et al. (2011). Assim, os 
búfalos podem atuar como reservatórios da babesiose bo-
vina, representando um risco para rebanhos onde búfalos e 
bovinos são mantidos juntos.

Na avaliação molecular, os resultados deste estudo são 
1.3 e 4.4 vezes superiores aos observados por Terkawi et 
al. (2011) para B. bovis e B. bigemina, respectivamente. No 
Brasil poucos estudos moleculares foram realizados para 
agentes da babesiose em búfalos. Corrêa (2011), embora 
tenha observado alta soroprevalência para Babesia sp., en-
controu apenas um animal positivo na PCR para B. bovis e 
nenhum para B. bigemina.

Os resultados dos testes moleculares e serológicos não 
apresentaram alta concordância (kappa = 0.62). Estes re-
sultados são similares aos observados por Corrêa (2011) 
e diferentes dos de Terkawi et al. (2011), que observaram 
alta concordância entre os testes. Porém, o número de ani-
mais positivos nestes dois estudos foi muito baixo, dificul-
tando uma análise mais detalhada dos dados. Nossos re-
sultados demonstram que a melhor alternativa em estudos 
sanitários e levantamentos epidemiológicos da babesiose 
bubalina seria a combinação entre as duas técnicas.

Na Argentina, Ferreri et al. (2008) observaram na pro-
víncia de Corrientes que, de 103 amostras de búfalos exa-
minadas para B. bovis, apenas 35 (34%) tiveram reação 
positiva, enquanto um significativo número de amostras po-
sitivas na PCR foram detectadas em amostras da província 
de Lavalle 22/36 (61%). O hábito dos bubalinos manterem-
-se submersos na água pode é a explicação mais aceitável 
para a baixa prevalência de carrapatos e, consequentimen-
te Babesia sp. em relação aos resultados observados para 
bovinos (Somparn et al. 2004, Terkawi et al. 2011).

Quadro 1. Valores de densidade óptica dos níveis de ELISA 
(NE) para Babesia bovis e Babesia bigemina e percentual de 

animais (%) em cada intervalo

	 NE	 A/P	 B. bovis	 A/P	 B. bigemina

	 0	 0 – 0.147	 20%	 0 – 0.129	 25%
	 1	 0.148 – 0.200	 35%	 0.130 – 0.175	 21%
	 2	 0.201 – 0.271	 15%	 0.176 – 0.238	 23%
	 3	 0.272 – 0.367	 10%	 0.239 – 0.323	 13%
	 4	 0.368 – 0.497	 10%	 0.324 – 0.437	 9%
	 5	 0.498 – 0.672	 4%	 0.438 – 0.591	 3%
	 6	 0.673 – 0.908	 2%	 0.592 – 0.799	 1%
	 7	 0.909 – 1.227	 3%	 0.800 – 1.080	 2%
	 8	 1.228 – 1.658	 2%	 1.081 – 1.459	 3%
	 9	 > 1.658	 0%	 > 1.459	 0%

Quadro 2. Detecção sorológica e molecular de 
Babesia sp. em búfalos, Ilha do Marajó, Pará

	 Babesia sp.	 PCR
		  Positivo	 Negativo

	 ELISA		
		  Positivo	 5	 20
		  Negativo	 10	 65

Quadro 3. Prevalência de búfalos soropositivos 
para Babesia bovis e Babesia bigemina por 

ensaio de imunoadsorção enzimático, Ilha do 
Marajó, Pará

	 ELISA	 Babesia bigemina
			   Positivo	 Negativo

	 Babesia bovis		
		  Positivo	 150	 49
		  Negativo	 16	 585

Quadro 4. Prevalência de búfalos positivos 
para Babesia bovis e Babesia bigemina por 

reação em cadeia da polimerase, Ilha do 
Marajó, Pará

	 PCR	 Babesia bigemina
		  Positivo	 Negativo

	 Babesia bovis		
		  Positivo	 11	 7
		  Negativo	 8	 174
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Na Índia, os búfalos, em condições naturais, são rara-
mente acometidos pela forma clínica da babesiose e acre-
dita-se que sejam refratários a essa infecção devido à re-
sistência imunológica natural (Roychoudhury & Gautam 
1979). Porém, outros trabalhos relatam a babesiose como 
preocupante no rebanho bubalino da Índia. Muraleedharan 
et al. (1984) mencionaram que B. bigemina era comum tan-
to em búfalos quanto em bovinos.

Banerjee et al. (1988) observaram que os búfalos quan-
do parasitados por B. bigemina não sofrem severamente, 
mas podem ser reservatórios em potencial para os bovi-
nos, quando estes coabitam as mesmas pastagens. Assim, 
o elevado número de animais positivos na PCR e o baixo 
percentual de animais soropositivos no ELISA demonstram 
que estes animais podem ser vulneráveis e funcionar como 
um reservatório do agente no estado do Pará, o qual tem 
um dos maiores rebanhos bovinos do país e encontra-se 
em franca expansão. 

CONCLUSÕES
Os resultados mostram uma baixa prevalência de anti-

corpos anti-Babesdia bovis e anti-Babesia bigemina em bú-
falos da Ilha do Marajó.

Porém, observou-se que os agentes da babesiose bovi-
na circulam em búfalos, podendo os mesmos atuar como 
reservatórios.
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