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Par4, Brazil.] Prevaléncia sorolégica e molecular de Babesia bovis e Babesia bigemina em
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850. Departamento de Epidemiologia e Satide Publica, Universidade Federal Rural do Rio de
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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 Marajé Island, State of Para, 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 Marajo 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, Marajo

Island.

RESUMO.- O objetivo do estudo foi testar a prevaléncia so-
rolégica e molecular de Babesia bovis e Babesia bigemina
em bufalos da Ilha de Maraj6, Para. Foi utilizado ensaio de
imunoadsorg¢io enzimatico indireto (iELISA) com antigeno
total contendo proteinas de superficie externa e reagdo em
cadeia da polimerase (qPCR), envolvendo o uso de SYBR
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Green com base na amplificacdo de um pequeno frag-
mento de gene do citocromo b. A prevaléncia de animais
positivos no ELISA para B. bovis, B. bigemina e para infec-
¢do mista foi de 24.87% (199/800), 20.75% (166/800) e
18.75% (150/800), respectivamente. Na PCR foi detectado
a presenca 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 prevaléncia de anticor-
pos anti-B. bovis e anti-B. bigemina em bufalos da Ilha do
Marajé. Porém, observou-se que os agentes da babesiose
bovina circulam em bufalos, podendo estes atuar como re-
servatorios.

TERMOS DE INDEXAGAO: Babesia bovis, Babesia bigemina, bufa-
los, Bubalus bubalis, ELISA, qPCR, Ilha de Marajo.

INTRODUCAO

O Brasil possui o maior rebanho de bufalos do ocidente e
aproximadamente um terco do rebanho nacional encontra-
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-se na Ilha de Marajo, estado do Para (IBGE 2008). Nas
ultimas decadas a bubalinocultura tem ganhado destaque
no cenario nacional, deixando de ser apenas uma alterna-
tiva para a ocupacgio de terras improéprias para a criagao
de bovinos e passando a ser uma op¢do economicamente
rentavel. Com isso, a preocupagdo com manejo sanitario
tem aumentado consideravelmente, pois aspectos clinicos,
patolégicos e epidemioldgicos ainda sdo pouco estudados
no pais.

As babesioses bovina, causadas por Babesia bovis e Ba-
besia bigemina, sdo doencas de grande impacto econdmico
em todo o mundo. A infecgdo concomitante destes dois mi-
crorganismos, juntamente com a rickettsia Anaplasma mar-
ginale, é responsavel pela enfermidade conhecida como
Tristeza Parasitaria Bovina (Grise et al. 2002). Espécies
do género Babesia podem infectar diferentes hospedeiros,
como ruminantes selvagens, canideos, felideos, roedores,
inclusive o bufalo d’agua e o bufalo africano, por meio de
vetores biolégicos e mecanicos (De la Fuente et al. 2005).
Esta enfermidade é responsavel por perdas significativas
com mortalidade e reducdo da producdo, além de gastos na
utilizacdo de medicamentos.

0 diagnoéstico da babesiose tem sido feito por identifica-
¢do dos parasitos em esfregaco sanguineo. Porém, embora
rapido e barato, este teste ndo apresenta alta sensibidade,
sendo indicado apenas para animais com doenga clinica,
por gerar resultados inconsistentes quando empregado em
animais com infec¢do subclinica ou cronica (Terkawi et al.
2011). A partir da década de 1990, a Reagdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) tem apresentado maior sensibilidade e
especificidade do que o diagndstico por microscépia éptica
(Fahrimal et al. 1992, Figueroa et al. 1993). Além dos testes
moleculares, os testes sorolégicos, ensaio de imunoadsor-
¢do enzimatico (ELISA) e a reacdo de imunofluorescéncia
indireta (RIFI), tem monstrado alta capacidade de detec-
tar anticorpos em animais cronicamente infectados, sendo
frequentemente utilizados em estudos de levantamentos
epidemiolégicos (Araujo et al. 1998).

Assim, a associac¢do entre estudos moleculares e soro-
l6gicos tem mostrado ser uma poderosa ferramenta para
levantamentos epidemiolégicos, sobretudo em agentes
que se apresentam em baixa prevaléncia (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 bufa-
los na Ilha de Marajé, Estado do Par4, Brasil.

MATERIAL E METODOS

0 estudo foi realizado no municipio de Soure, microrregido do
Arari, Ilha do Marajé, estado do Parg, Brasil. A Ilha localiza-se a
uma latitude de 00243’00” sul e a uma longitude de 48231°'24”
oeste, a uma altitude de 10 metros (Fig.1).

O célculo do tamanho minimo da amostra foi determinado
pela férmula do Centro Panamericano de Zoonoses (1997), em
que: N=p.(100-p)Z?/(d.p/100)? sendo N=nimero de amostras;
p=prevaléncia esperada; Z=grau de confianca e d=margem de
erro. Para os valores de prevaléncia esperada (p) para Babesia
bovis e Babesia bigemina em bufalos, foi utilizado o estudo de
Guedes Jr et al. (2008). O intervalo de confianca foi de 95% e a
margem de erro foi de 5%. Desta forma, selecionou-se 800 buba-
linos por amostragem aleatdria. Os animais eram da raga Murrah,
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Fig.1.Ilha de Maraj6 com 12 municipios, limitada pela Baia de Ma-
rajo, rio Para e Oceano Atlantico.

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

Os titulos de anticorpos anti-B. bovis e anti-B. bigemina foram
determinados pelo Ensaio de Imunoadsor¢do Enzimatico indireto
(iELISA), segundo Machado et al. (1997). Como controles posi-
tivos, foram utilizados soros de bubalinos com alta parasitemia
(qPCR) e titulo de anticorpos (ELISA e RIFI). Como controles ne-
gativos, utilizaram-se soros de bubalinos recém nascidos que nao
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 enzimatica de cada soro no ELISA foi calculada
mediante determinagdo do valor da amostra em relagdo ao refe-
rencial positivo (A/P). Os valores A/P foram agrupados em niveis
ELISA (NE), que variaram de zero a nove. A amplitude maxima do
NE zero foi determinada pela média dos valores em absorbancia
de soros de animais soronegativos acrescida de dois desvios pa-
droes da média, conforme estabelecido por Machado etal. (1997).
A partir deste limite, os intervalos entre os outros niveis 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 6ptica (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 realizacdo da PCR. A PCR e oELISA foram feitas de
forma independentes. Para maior integridade e confiabilidade
dos dados o ELISA foi realizado no Laboratdrio de Doencgas Pa-
rasitarias da UFRR] e a PCR no Laboratério 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 apés a colheita. Essa selecdo
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 extraido, utilizando o QlAamp DNA
Blood Mini Kit (Qiagen®), para determinar e quantificar os niveis
parasitémicos de B. bovis e B. bigemina.

As frequéncias 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 concordancia entre a frequéncia
de animais positivos na PCR convencional e no ELISA foi avaliada
utilizando o indice Kappa (Kramer & Feinstein 1981). Os procedi-
mentos operacionais foram feitos utilizando o software Rstudio,
Foundation computagdo estatistica, versado 2.12.2 (2011).
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RESULTADOS

Os valores médios e desvios padroes da densidade 6pti-
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 classificagdo
dos soros em niveis de ELISA (NE) esta 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
diagnéstico positivo (Quadro 2).

A soroprevaléncia 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) possuiam anticorpos apenas
anti-B. bovis e, 7.44% (16/215) apenas para B. bigemina e
69.76% (150/215) possuiam anticorpos circulantes contra
os dois agentes (Quadro 3). Pela PCR foi detectado a pre-
senca 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 correlagdo entre o ELISA e PCR
(kappa = 0.62).

Quadro 1. Valores de densidade éptica dos niveis 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. Deteccdo sorologica e molecular de
Babesia sp. em bufalos, Ilha do Marajé, Para

Babesia sp. PCR
Positivo Negativo
ELISA
Positivo 5 20
Negativo 10 65

Quadro 3. Prevaléncia de bifalos soropositivos
para Babesia bovis e Babesia bigemina por
ensaio de imunoadsor¢io enzimatico, Ilha do
Marajé, Para

ELISA Babesia bigemina
Positivo Negativo
Babesia bovis
Positivo 150 49
Negativo 16 585

Quadro 4. Prevaléncia de bufalos positivos
para Babesia bovis e Babesia bigemina por
reacdo em cadeia da polimerase, I1ha do
Marajo, Para

PCR Babesia bigemina
Positivo Negativo
Babesia bovis
Positivo 11 7
Negativo 8 174
DISCUSSAO

A prevaléncia soroldgica 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
Thaildndia e por He et al. (2012) na China. A prevaléncia
soroldgica neste estudo foi 1.7 e 4.1 vezes maior do que
Terkawi et al. (2011) observaram na Thailandia 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 nimero de amostras co-infestadas (18.75%) foram supe-
riores aos 3.9% observados por He et al. (2012).

A baixa frequéncia de bufalos soropositivos para B. bo-
vis e B. bigemina sugere uma baixa taxa de transmissao des-
ses organismos por carrapatos na regido estudada. Esses
resultados classificam a area como endemicamente insta-
vel para estes hemoprotozoarios, segundo classificacdo de
Mahoney & Ross (1972) e Terkawi et al. (2011). Assim, os
bufalos podem atuar como reservatoérios da babesiose bo-
vina, representando um risco para rebanhos onde bufalos e
bovinos sdo mantidos juntos.

Na avaliacdo molecular, os resultados deste estudo sao
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 bufalos. Corréa (2011), embora
tenha observado alta soroprevaléncia 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 serolégicos nao
apresentaram alta concordancia (kappa = 0.62). Estes re-
sultados sdo similares aos observados por Corréa (2011)
e diferentes dos de Terkawi et al. (2011), que observaram
alta concordancia entre os testes. Porém, o namero de ani-
mais positivos nestes dois estudos foi muito baixo, dificul-
tando uma analise mais detalhada dos dados. Nossos re-
sultados demonstram que a melhor alternativa em estudos
sanitarios e levantamentos epidemioldgicos da babesiose
bubalina seria a combinagio entre as duas técnicas.

Na Argentina, Ferreri et al. (2008) observaram na pro-
vincia de Corrientes que, de 103 amostras de bufalos exa-
minadas para B. bovis, apenas 35 (34%) tiveram reacdo
positiva, enquanto um significativo nimero de amostras po-
sitivas na PCR foram detectadas em amostras da provincia
de Lavalle 22 /36 (61%). O habito dos bubalinos manterem-
-se submersos na dgua pode é a explicacdo mais aceitavel
para a baixa prevaléncia de carrapatos e, consequentimen-
te Babesia sp. em relacao aos resultados observados para
bovinos (Somparn et al. 2004, Terkawi et al. 2011).
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Na India, os bufalos, em condi¢bes naturais, sdo rara-
mente acometidos pela forma clinica da babesiose e acre-
dita-se que sejam refratarios a essa infeccdo devido a re-
sisténcia imunolégica natural (Roychoudhury & Gautam
1979). Porém, outros trabalhos relatam a babesiose como
preocupante no rebanho bubalino da india. Muraleedharan
etal. (1984) mencionaram que B. bigemina era comum tan-
to em bufalos quanto em bovinos.

Banerjee et al. (1988) observaram que os bufalos quan-
do parasitados por B. bigemina nao sofrem severamente,
mas podem ser reservatdrios em potencial para os bovi-
nos, quando estes coabitam as mesmas pastagens. Assim,
o elevado nimero de animais positivos na PCR e o baixo
percentual de animais soropositivos no ELISA demonstram
que estes animais podem ser vulneraveis e funcionar como
um reservatério do agente no estado do Parg, o qual tem
um dos maiores rebanhos bovinos do pais e encontra-se
em franca expansao.

CONCLUSOES

Os resultados mostram uma baixa prevaléncia de anti-
corpos anti-Babesdia bovis e anti-Babesia bigemina em bu-
falos da Ilha do Maraj6.

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