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SUMMARY. Antibodies against Babesia bovis were screened in seven beef cattle herds in the Umuaramaregion,
northwest of the Parana State, Brazil. A total of 232 cow serawere analyzed and 149 (64,2%) were positivein a
ELISA test. A herd with high antibodies incidence against B. bovis was selected for the study of natural infection.
Blood samples were token, at the birth day, from fourteen cows and their respective newborn calves and, next
every thirty days, only from the calves, until they were six months old. The blood and sera samples were analyzed
by Nested Polymerase Chain Reaction (nPCR) and Enzime-Linked Immunosorbent Assay (ELISA), respectively.
The specificity of the nPCR product was confirmed using the restriction enzyme Tag |. The nPCR sensibility was
analyzed using tenfold dilutions of ablood sample with 3% of infected erythrocytes, and the system detected until
0.00003% of infected cells. At the parturition day, 57.1% the cows were nPCR positives and 100% were
seropositives. From the newborn calves, two were nPCR positives suggesting the B. bovis intrauterine infection.
The ELISA test showed thirteen positives calves evidencing the transference of maternal antibodies. In the next
months the number of positives calves decreased, reaching the smallest level of antibodies against B. bovisaround
150 days of age. The nPCR showed that, most of the calves were infected with B. bovis in the subsequent months
after birth and the highest number of positive animalswasfound at six monthsold. At thistime all the calveswere
infested by the tick Boophilus microplus.

KEY-WORDS: Babesia bovis, epidemiology, Boophilus microplus, Bos indicus, ELISA, PCR, Brazil.

INTRODUCAO

Babesioses sdo enfermidades causadas por protozoérios
do género Babesia, 0 qual possui 73 espécies parasitando di-
ferentes hospedeiros, tais como bovinos, caprinos, ovinos,
caninos e roedores (FRIEDHOFF, 1981). No Brasil e nos
demais paises da América L atina, a babesiose bovina é cau-
sada por duas espécies, a Babesia bovis e B. bigemina, e a
anaplasmose pela Anaplasma marginale. Popularmente estas
doencas sdo conhecidas como Tristeza Parasitaria Bovina

(TPB), responsavel por grandes prejuizos econémicos
(KESLLER et al., 1988; MASSARD, 1990; MONTENE-
GRO-JAMES, 1992; ARAUJO et al., 1998; TEBELE et al .,
2000).

A transmissdo intra-uterina da B. bovis ndo é muito fre-
guente, no entanto algunsrelatos tém sido descritos nalitera-
tura, bem como a ocorréncia de abortos (TRUEMAN & Mc
LENNAN, 1987; BARBOSA et al.,1994; BRACARENSE
et al., 2001).

L ogo ap0s 0 nascimento os bezerros recebem anticorpos
colostrais que os protegem durante os primeiros meses de
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vida. A exposic¢éo dos bezerros a Babesia durante os primei-
ros seis meses de vida raramente provoca manifestacdo de
sinais clinicos com os animais desenvol vendo imunidade por
um longo periodo (BOCK et al., 1999; CARRIQUE MAS et
al., 2000). Bovinos das ragas zebuinas sd0 mais resistentes a
infeccdo por Babesia spp e também a infestacdo pelo B.
microplus quando comparados com bovinos das ragas euro-
péias (PAYNE & OSORIO, 1990; BOCK et al., 1999).

A babesiose acomete 0s bovinos em praticamente todo o
territdério brasileiro, com taxas de ocorréncia variando de 80
a 100% (MADRUGA et al., 1993). O diagndstico das
babesi oses usualmente é feito com base nos sinais clinicos e
na visualizagdo dos parasitas no interior das hemacias em
esfregagos delgados de sangue corados pelo Giemsa. Porém,
a B. bovis, mesmo na fase aguda tende a apresentar baixa
parasitemia, o que dificulta o seu diagnostico por exame de
esfregago sanguineo. Na Ultimadécada, técnicas de deteccao
do DNA gendmico do agente, tais como sondas moleculares
e a Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR), tém sido de-
senvolvidas para confirmar a presenca de B. bovis em infec-
¢Bes agudas e croni cas com baixas parasitemias (FIGUEROA
etal., 1993; AZAMBUJA et al., 1994; GUBBEL Setal., 1999;
RUEF et al., 2000). A técnicada PCR apresenta alta sensibi-
lidade e especificidade naidentificacdo de segmentos especi-
ficos de DNA da B. bovis (FAHRIMAL et al., 1992;
McLAUGHLIN et al., 1992; FIGUEROA et al., 1993).

Além dastécnicas diretas de diagnéstico, também sio usa-
dos os testes sorol6gicos que sdo importantes nos estudos
epidemiol 6gicos e naavaliacdo de medidas profil &ticas como
premunic¢do, vacinacdo e controle de carrapatos. Diversostes-
tes foram desenvolvidos, tais como a técnica de
Imunofluorescéncia Indireta (IFI), amais utilizada mundial-
mente, e as técnicas imunoenzimaéticas, como, por exemplo,
0 ELISA indireto, as quais apresentam alta sensibilidade e
especificidade, podendo ser usadas para estudos
epidemiolégicosdaB. bovis (BLANDINO et al., 1994; ARA-
UJO et al., 1998; MOLLOY et al., 1998).

Considerando a escassez de dados sobre a epidemiologia
da babesiose no Paran, principalmente em Bos indicus, este
trabalho teve como objetivos realizar um levantamento
sorolégico em rebanhos e avaliar ainfecgéo pela B. bovisem
vacasebezerrosdaracaNelore naregido de Umuarama, Parana.

MATERIAL E METODOS

Selecdo dos animais e amostr as de sangue

No periodo de agosto a outubro de 1999 foram examina-
dos 232 soros de vacas de sete rebanhos de corte, constitui-
dos exclusivamente por animais da raga Nelore, no munici-
pio de Umuaramaque selocalizanaregido Noroeste do Esta-
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do do Paran&(23°44"Se53°17"'W), a480 metros de atitude.
Durante o0 experimento, a temperatura média minima na re-
gido foi de 18,7 °C, temperatura média maxima de 29,5 °C,
pluviosidade médiade 92,17 mm eumidaderelativade 60,8%
(IAPAR, 1999).

Apés a obtencdo dos resultados sorol 6gicos dos sete
rebanhos, selecionou-se um com ata ocorréncia dainfeccdo
para o estudo dainfeccdo natural em 14 bezerros, numerados
de 1 a 14, dos quais foram colhidas amostras de sangue, nas
primeiras 18 horas apds 0 nascimento, porém sem o conheci-
mento do momento exato do parto, e a cada 30 dias até os
seis meses de idade. No dia do parto foram colhidas também
amostras de sangue das 14 vacas parturientes. Este estudo foi
desenvolvido no periodo de novembro de 1999 a maio de
2000. Os bezerros permaneceram com as maes até o desma-
me, 0 que ocorreu aos sete meses de idade. A cada 30 dias,
nos dias das colheitas de sangue, 0s bezerros eram examina
dos paraverificar se estavam parasitados pelos diferentes es-
tégios evolutivos do Boophilus microplus.

As amostras de sangue foram colhidas pela puncéo da
veia jugular, utilizando-se tubos tipo vacuntainerO, com
anticoagulante (EDTA) para realizagdo da nPCR e, sem
anticoagulante, para a obtencdo de soro, utilizado no teste de
ELISA. As amostras de sangue com anticoagulante foram
processadas para obtencéo de papa de hemécias e congeladas
a—20 °C até aredlizago da extragdo DNA paraanPCR. O
soro obtido pelaretraco do codgulo nas amostras de sangue
total sem anticoagulantefoi separado e armazenado a —20°C
até a sua utilizag&o.

Ensaio Imunoenzimético (ELISA)

Asamostras de soro foram testadas pelatécnicade ELISA
descrita por SOARES et al. (2000). O antigeno, gentilmente
cedido pelo Dr. Claudio R. Madruga (CNPGC/EMBRAPA,
MS), foi produzido através da inoculagdo de B. bovis em be-
zerros esplenectomizados. Como controles positivos foram
utilizados soros de animais de campo com alto titulo de
anticorpos anti-B. bovis pela técnica de IFl e como controles
negativos, amostras de soro de animais importados do Canada
também negativos pelatécnicade IFI. A leiturados resultados
foi redlizada por espectrofotometria, com filtro de 405nm, no
leitor de ELISA. O ponto de corte do teste foi determinado
usando amédiadas DOs de 40 soros de animais hegativos para
B. bovis pelalFl, acrescidos de trés desvios padrées. Animais
com DOs acimade 0,215 foram considerados positivos.

Extracdo do DNA das amostras de sangue

A extracdo do DNA de sangue total foi realizada confor-
me BOOM et al. (1990) modificado por ALFIERI (1999).
Como controle positivo foi usada a amostra de sangue com
3% de parasitemia de B. bovis, isolada em Jaboticabal, SP,
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gentilmente cedidapelaDr2 RosangelaZ. Machado (UNESP).
Como controle da reacéo foi utilizada agua ultrapura
autoclavada e como controle negativo da extrac8o, foi usada
agua ultrapura autoclavada submetida ao mesmo processo de
extragcdo de DNA das amostras de sangue.

Reacdo em Cadeia pela Polimer ase — Nested (nPCR)

Para a realizacdo da nPCR foram utilizados dois pares
primers, oriundos da segiiéncia de genes da B. bovis respon-
savel pelacodificacdo daproteinaderoptriade 60 kDa (RAP-
1) (FIGUEROA et al., 1993).

A PCRfai realizadano volumefina de25 mL: 20 pmol de
cadaprimer externo BOF (5’ cacgaggaaggaactaccgatgttgal’) e
BOR (5 ccaaggagcttcaacgtacgaggtca3’), 1,25U de Taq
polimerase (Gibco BRL) e 200 mM de dNTPs (Gibco BRL),
1,5mM de MgCI, (Gibco BRL). Os ciclos utilizados foram:
desnaturagdo inicial a 95 °C durante 2 minutos, anelamento
inicial a 55 °C durante 1 minuto, extensdo inicial a 73 °C
durante 1,5 minuto, seguidos de 34 ciclos de 95 °C por 1 mi-
nuto, 55 °C por 1 minuto, 73 °C por 1,5 minuto e extensio
final a73°C por 15 minutos. A reagcéo danPCR foi realizada
utilizando 2 mL do produto da primeiraamplificacdo mais 20
pmol de cada primer interno BOFN (5'tcaacaaggtactctatatg-
gctacc3’) e BORN (5 ctaccgageagaaccttcttcaccat3’), 1,25 U
de Taq polimerase, 200 MM de dNTPs e 1,5mM de MgCI..
Os ciclos utilizados foram os mesmos descritos acima.

O fragmento de DNA amplificado pelanPCR foi identifi-
cado pelacomparagdo com marcadores de peso molecular de
123 pares de bases (123 bp Ladder - Gibco BRL). O produto
da amplificac8o pela nPCR (5ml) foi visualizado em gel de
agarose a 1,5% corado com brometo de etidio (0,5mg/mL)
em um transiluminador de luz ultravioleta, apds eletroforese
aplicando uma corrente de 100v/50mA durante 30 minutos,
fotografado com camera digital Kodak e analisado pelo Pro-
grama Adobe Photoshop versgo 5,0.

Enzima derestricdo e Sensibilidade da técnica de nPCR
A identificago do fragmento de DNA amplificado foi com-
provada pelacomparacéo com os sitios de restri¢do da seqiién-
ciaobtidano Gene Runner, peladigestdo de produtos amplifi-
cados com enzima de restrigdo Taq |, que fornece dois frag-
mentos com 117 e 181 pares de base. A sensibilidade danPCR
foi estabelecida utilizando umaamostra de sangue com 3% de
parasitemia, fazendo-se seis diluicdes seriadas na base 10.

RESULTADOSE DISCUSSAO

Dos soros dos 232 animais examinados, 149 (64,2%)
mostraram-se positivos ao teste de ELISA para B. bovis (Ta-
belal). Entre as propriedades estudadas ocorreu variagcédo de

36,7% a92,0% de animai s soropositivos, mostrando que den-
tro de uma mesma regido, existem diferencas relevantes en-
tre os rebanhos. Esta situacdo coloca algumas das proprieda-
des em estado de instabilidade (propriedades 2 e 6) e as de-
mais, de estabilidade enzodtica, conforme observado por ou-
tros autores (MAHONEY; ROSS, 1972; VIDOTTO et al.,
1997; SOARES et al ., 2000).

Resultados semelhantes foram obtidos por VIDOTTO et
al. (1997) que examinaram 417 amostras de soro de animais
pertencentes a rebanhos leiteiros de Londrina, Parana e en-
contraram 60,2% de animais positivos pela IFl para B. bovis
e também por BARCI et al. (1995) que analisaram soros de
199 bovinos de corte no Vale do Ribeira, Estado de S&o Pau-
lo e encontraram 55,0% de soropositivos para B. bovis pela
técnica de | Fl. Resultados diferentes foram obtidos por SO-
ARES et al. (2000) ao analisarem 532 amostras de soros de
bezerros zebuinos e mesticos pela IFl no Norte Fluminense,
Rio de Janeiro, obtendo 91,0% de animai s soropositivos para
a B. bovis. Essas diferencas, entre as taxas de animais
soropositivos que se verificam nos diferentes estudos reali-
zados no Brasil sdo devidos as diferentes condi¢des climati-
cas e de manejo que repercutem diretamente na popul agdo do
carrapato vetor Boophilus microplus.

Na Tabela 2 estéo relacionados os resultados obtidos
pelo teste de ELISA e danPCR de 14 vacas e seus respecti-
vos bezerros, da propriedade selecionada (n° 7), para o
monitoramento da infecg@o natural por B. bovis. No dia do
parto, oito vacas (57,1%) foram positivas pelanPCR e 100,0%
apresentaram anticorpos (1gG) anti-Babesia bovis. Anticorpos
especificos contra B. bovistambém foram detectados no soro
dos bezerros, do nascimento aos seis meses de idade. Dos 14
bezerros estudados, 13 foram soropositivos no dia do nasci-
mento, demonstrando atransferénciade anticorpos col ostrais
contra a B. bovis. A maioria das mées (71,4%) apresentou
niveis de anticorpos séricos menores que dos bezerros (Figu-
ra1B), evidenciando uma grande transferéncia de anticorpos

Tabela 1. Frequéncia de anticorpos contra B. bovis em soros
de vacas da raca Nelore da regido de Umuarama, Estado do
Parana, Brasil, pelo teste de ELISA.

Rebanhos Amostras Positivos (%) Negativos (%)
de soros
1 25 18 (72,0) 7 (28,0)
2 51 19 (37,2) 32 (62,8)
3 30 21 (70,0) 9 (30,0)
4 39 27 (69,2) 12 (30,8)
5 32 30 (93,7) 2(6,3)
6 30 11 (36,7) 19 (63,4)
7 25 23 (92,0) 2(8,0)
TOTAL 232 149 (64,2) 83 (35,8)
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Tabela 2. Resultados obtidos através da técnica de ELISA para detec¢ao de anticorpos contra B. bovis e a técnica da nPCR para
deteccdo de DNA de B. bovis em vacas e bezerros da raga Nelore, do nascimento aos seis meses de idade, na regido de

Umuarama, Estado do Parana, Brasil.

Vacas Bezerros
dia N° Idade (meses)
parto Nascimento 1 2 3 4 5 6
PCR ELISA PCR ELISA PCR ELISA PCR ELISA PCR ELISA PCR ELISA PCR ELISA PCR ELISA
- 0,492 1 - 0,714 - 0,342 - 0,179 - 0,165 + 0,238 NR NR + 0,314
+ 0,440 2 - 0,521 - 0,216 - 0,134 - 0,540 - 0,574 + 0,391 + 0,473
+ 0,520 3 - 0,599 + 0,179 + 0,519 + 0,586 + 0,530 + 0,314 + 0,370
+ 0,526 4 - 0,736 - 0,240 - 0,177 - 0,136 - 0,154 - 0,165 - 0,179
- 0,336 5 - 0,742 + 0,188 - 0,376 - 0,612 - 0,503 + 0,325 + 0,377
+ 0,383 6 + 0,498 - 0,447 - 0,349 - 0,464 - 0,360 + 0,199 + 0,320
- 0,570 7 - 0,456 - 0,431 - 0,250 - 0,242 - 0,201 - 0,140 - 0,252
+ 0,451 8 - 0,446 - 0,422 - 0,246 - 0,179 - 0,175 - 0,124 - 0,198
- 0,369 9 - 0,150 - 0,263 - 0,163 - 0,177 - 0,191 - 0,143 - 0,202
+ 0,453 10 + 0,575 + 0,383 - 0,219 - 0,186 - 0,189 + 0,203 + 0,399
- 0,570 11 - 0,790 - 0,456 - 0,179 - 0,181 - 0,165 - 0,109 - 0,123
+ 0,633 12 - 0,562 - 0,776 - 0,237 + 0,181 - 0,165 - 0,308 - 0,462
- 0,539 13 - 0,547 - 0,402 - 0,271 - 0,202 - 0,170 - 0,174 + 0,206
+ 0,278 14 - 0,432 - 0,467 - 0,289 - 0,176 - 0,193 - 0,179 - 0,171

NR = N&o realizado

para o colostro, que foram ingeridos e absorvidos no trato
digestivo dos bezerros. Em apenas um caso (vaca e bezerro
n° 9) pode ter havido falha na transferéncia passiva através
do colostro, ou se ocorreu a passagem de anticorpos, ndo ha-
via transcorrido tempo suficiente para a absor¢éo dos mes-
mos em nivels que pudessem ser detectados no soro deste
bezerro.

As médias dos niveis de anticorpos de 13 bezerros que
eram elevadas logo apds o nascimento, cairam nos meses se-
guintesaté atingir o nivel maisbaixo, com menor nimeros de
animais positivos no quinto més, quando apenas quatro be-
zerros foram soropositivos. No sexto més houve um pegueno
aumento nos niveis de anticorpos séricos com reflexos no
ndmero de animais soropositivos (Figura 1C), provavelmen-
te devido ainfecg@o a campo pelo Boophilus microplus, pre-
sente nos bezerros desde os 30 dias de idade. Nota-se tam-
bém que os niveis de anticorpos séricos, transferidos via
colostro, cairam rapidamente naqueles bezerros que ndo se
infectaram com a B. bovis ao longo do estudo, entretanto
mantiveram-se elevados ou houve aumento nagueles bezer-
ros que se infectaram ou mantiveram a infeccdo nos meses
seguintes ao hascimento (Tabela 2), mostrando assim a im-
portancia da co-infeccdo na manutencdo daimunidade. Estes
resultados assemelham-se aos de MADRUGA et al. (1984)
gue encontraram uma diminui¢cdo nos niveis de
imunoglobulinas especificas contra Babesia spp em bezerros
com idade entre 30 e 120 dias, tornando estes animais mais
susceptiveis ainfeccdo natural neste periodo.

DNA de B. bovisfoi detectado no sangue de bezerros, do
nascimento até os seis meses de idade, pela nPCR (Figuras
2A). A especificidade do fragmento de DNA amplificado foi
confirmada utilizando-se aenzimade restricdo Taqg | (Figura
2B). No teste de sensibilidade, a nPCR foi capaz de detectar
um segmento especifico de DNA do parasitaem amostras de
sangue com parasitemias de até 0,00003%, aumentando em
cercade mil vezes a capacidade de detectar ainfeccdo quan-
do comparada a tradiciona coloracdo de esfregago sangui-
neo pelo Giemsa (KAKOMA; MEHLHORN, 1994) (Figura
20).

Dos 14 bezerros estudados, dois foram positivos no dia
do nascimento pela nPCR, sugerindo ainfeccdo vertical (Ta
bela2C e Figura 1C). A transmissao congénita da B. bovis é
considerada incomum. TRUEMAN & McLENNAN (1987)
fizeram o primeiro relato de aborto por B. bovis ocorreu no
oitavo més de gestagdo apds um periodo de seca e auséncia
de carrapatos que, segundo os autores, levou a umadiminui-
¢d0 nos niveis de anticorpos, possibilitando a multiplicacéo
do parasitadurante agestacdo. BARBOSA et al. (1994) rela-
taram um caso de morte de um bezerro com trésdiasdeidade
decorrente de infecc8o por B. bovis. Segundo estes autores,
durante a gestacdo, o estresse e 0 aumento dos niveis de
esterdides podem provocar imunossupressao, favorecendo a
ativacdo de infeccdes |latentes e na presenca de qualquer le-
sd0 das membranas placentérias poderia ocorrer a transmis-
sd0 congénita de Babesia. Um caso de transmissao congénita
também foi relatado no Parand por BRACARENSE et al.
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Figura 1. A. Freqliéncia da distribuicéio das Densidades Opticas (DO)
do teste de ELISA, para anticorpos contra B. bovis em soros de va-
cas da raga Nelore da regido de Londrina, Parand, Brasil; B. Distri-
buicdo das DO obtidas pelo teste de ELISA em soros de vacas e
bezerros da raca Nelore no dia do parto e C. Nimero de bezerros,
positivos para B. bovis no dia do nascimento, pelas técnicas de ELISA
e PCR, na regido de Umuarama, Parand, Brasil.

(2001) em uma vaca mestica da raga Holandesa com Pardo
Suigo de 17 anos que pariu um bezerro vivo o qua veio a
Obito minutos apds o nascimento. O diagnostico dainfecgdo
no bezerro foi confirmado pela visualizacdo de merozoitos
caracteristicos em eritrocitos de capilares cerebrais em im-
pressdes de fragmentos de cérebro e cerebel o fixados em 1&
minas e coradas pelo Giemsa.

Dos 12 bezerros nascidos livres dainfecgdo por B. bovis,
dois se infectaram no primeiro més de vida e outros trés
infectaram-se no terceiro, quarto e sexto més, perfazendo um
total de sete bezerros positivos e sete negativos ao final do

MM 1 2 3 45 67 8 9 1011121314
S

e
=]
369 pb
246 pb il b = SR 2% b
123 pb
A
L ' i -
369 pb -_— s
246 pb — e E—
123pb | —— o
117pb
B
MM 12 3 4 5 6 7 8 9 10
369 pb ! l = l!
246pb | ‘ 298 pb
123pb
C

Figura 2. Andlise da nPCR em gel de agarose a 2% para deteccédo
do gene de B. bovis em sangue de vacas e bezerros da raca Nelore,
na regido de Umuarama, Parana, Brasil. M M = Massa molecular
padrdo. A. Canaleta 1 - padrao de tamanho molecular de 123pb.
Canaleta 2 - controle positivo. Canaletas 3 a 6 e 10 a 12 - amostras
de campo positivas. Canaletas 7 a 9 - amostras de campo negativas.
Canaleta 13 - controle negativo. Canaleta 14, controle da reagéo; B.
Resultado da clivagem de produto amplificado pela nPCR com 298
pb de B. bovis de sangue de vacas e bezerros pela enzima de restri-
¢ao Taq |. Canaleta 1 - 123 pb. Canaleta 2 - banda de 298 pb sem
clivar. Canaletas 3 a 5 - bandas clivadas formando fragmentos de
117pb e 181pb. C. Andlise da sensibilidade da técnica de nPCR para
deteccéo do gene de B. bovis. Canaleta 1 - 123bp. Canaleta 2 - san-
gue com 3% parasitemia por B. bovis sem diluicdo. Canaletas 3a 8
- diluicdes de 10 a 10%. Canaleta 9 - controle negativo. Canaleta 10
- controle da reagao.

estudo. E importante ressaltar que embora néo tenha sido re-
alizada a contagem de carrapatos, o B. microplus j& estava
presente nos bezerros aos 30 dias de idade, mantendo um
parasitismo baixo até o fina do estudo. Tanto pelo critério
sorol égico como pelo parasitol gico, a metade dos bezerros
aindando haviaseinfectado com aB. bovis aos seismeses de
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idade, mesmo estando infestados pelo Boophilus microplus,
em baixos niveis de parasitismo, ja aos 30 dias de idade. Es-
tes dados, aliados as baixas taxas de animais sororeagentes
encontradas em alguns dos rebanhos estudados, sugerem,
nestas circunstancias, um estado de instabilidade enzottica
para B. bovis naregido de Umuarama, noroeste do Parana.
Esses estudos epidemiol 6gicos realizados com B. bovise
outros, com B. bigemina e A. marginale (VIDOTTO et d.,
1997, VIDOTTO et d., 1998; ANDRADE et d., 2001), dia-
dos as observagdes de ocorréncia de casos clinicos de
babesi ose e anaplasmose (informag&o pessoal), sdo indicativos
de que a TPB ocorre de forma endémica na regido norte e
noroeste do estado do Parang, com situacdes de instabilidade
ou estabilidade enzodti ca, dependendo da situagdo. Casosiso-
lados da doenca ou surtos geralmente estéo ligados a aumen-
tos sazonais dapopulacdo de B. microplus, falhas em seu con-
troleou aintroducdo de animai s susceptiveis oriundos de éreas
livres de carrapato, independente da raga bovina envolvida.

SUMARIO

Anticorpos contra a Babesia bovis foram pesguisados em
soros de vacas de sete rebanhos de corte, constituidos exclu-
sivamente de animais daragca Nelore, provenientes daregido
de Umuarama, Noroeste do Estado do Paranéd. Do total de
232 animaisexaminados, 149 (64,2%) mostraram-se reagentes
ao teste de ELISA. Dentre os rebanhos investigados selecio-
nou-se um, com altaincidénciade anticorpos contraaB. bovis
para o estudo dainfeccdo natural. No dia do parto foram co-
Ihidas amostras de sangue de 14 vacas e dos seus recém-nas-
cidos. Destes Ultimos procedeu-se também a col heita de san-
gue a cada 30 dias até os seis meses de idade. O material
colhido foi analisado pelas técnicas de Reagdo em Cadeia
pela Polimerase-nested (NPCR) para deteccéo da B. bovis e
pelo Ensaio imunoenzimatico (ELISA) indireto para a
detecco de anticorposanti-B. bovis. A especificidade do frag-
mento de DNA amplificado foi confirmada utilizando-se a
enzimaderestricdo Taq . A sensibilidade danPCR foi testa-
dausando-se oito dilui¢des do controle positivo e parasitemia
de até 0.00003% pode ser detectada. No dia do parto, 57,1%
dasvacasforam positivas pelanPCR e 100,0% positivas pela
técnicade ELISA. Dos recém-nascidos, dois foram positivos
pela nPCR, sugerindo uma infec¢do vertical pela B. bovis.
Pela técnica de ELISA, 13 deles foram positivos, evidenci-
ando a transferéncia de anticorpos maternos. Nas colheitas
subseqientes, houve uma reducdo no nimero de bezerros
positivos atingindo a menor média de titulos de anticorpos
contra B. bovis aos 150 dias de idade. A técnica de nPCR
identificou que a maioria dos bezerros infectaram-se com a
B. bovis apbs o0 nascimento, sendo que 0 maior nimero de

Osaki ete alii

animais positivos foi encontrado aos seis meses de idade,
ocasido em que todos os bezerros mostraram-se infestados
pelo Boophilus microplus.

PALAVRAS-CHAVE: Babesia bovis, epidemiologia,
Boophilus microplus, Bos indicus, ELISA, PCR, Brasil.
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