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Resumo
A reação em cadeia da polimerase quantitativa (qPCR) foi usada  para 
avaliar a prevalência e o nível de infecção por Babesia bovis e B. 
bigemina em bovinos de corte criados em áreas endêmicas para as 
babesioses no estado de São Paulo, onde os animais são expostos 
continuamente ao carrapato Rhipicephalus microplus. Amostras de 
sangue foram colhidas de 25 vacas e 25 bezerros das raças Angus 
e Nelore e da primeira geração do cruzamento entre Angus e Nelore 
(AxN), totalizando 150 animais. As amostras de sangue da veia 
jugular foram usadas para extração de DNA e determinação do volume 
globular (VG), enquanto o sangue colhido de veias periféricas foi usado 
para a detecção microscópica de parasitas. As amostras de DNA de 
cada animal foram submetidas à amplificação por meio da reação 
em cadeia da qPCR, utilizando “primers” específicos para B. bovis e 
B. bigemina. O exame microscópico dos esfregaços sanguíneos não 
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possibilitou a identificação de animais adultos com parasitemia patente 
por Babesia spp.; mas B. bigemina foi encontrada em esfregaços de 
oito bezerros, sendo seis Angus, um Nelore e um AxN. A comparação 
das médias de VG entre os grupos genéticos mostrou que Nelore e 
AxN não diferiram entre si, enquanto que Angus apresentou média 
significativamente menor que os outros dois grupos (p<0,05). Com 
relação à idade, as médias de VG foram significativamente maiores 
para os bezerros que para as vacas (p<0,05). O número de cópias 
de DNA de B. bovis foi maior (p<0,05) para os animais Angus, em 
comparação aos Nelore e AxN, tanto para vacas como para bezerros, 
mas não foram encontradas diferenças significativas entre os dois 
últimos grupos genéticos. As amostras de DNA dos bovinos Nelore 
não puderam ser quantificadas pela qPCR para B. bigemina, devido 
provavelmente às baixas concentrações do DNA alvo. O número de 
cópias de DNA de B. bigemina encontrado nas amostras de sangue dos 
animais Angus e AxN foi maior para os bezerros que para as vacas, 
e para os animais Angus, em comparação ao grupo AxN (p<0,05). 
No entanto, pôde-se verificar que a prevalência da infecção por esse 
parasita não diferiu daquela encontrada para B. bovis, nos dois grupos 
genéticos estudados. 

Palavras chave: bovinos, babesioses, resistência.



Prevalence and level of infection with 
Babesia bovis and Babesia bigemina 
in Angus, Nelore and cross cattle in 
endemic areas of São Paulo state

The quantitative polymerase chain reaction (qPCR) was used to 
estimate the prevalence and level of Babesia bovis and B. bigemina 
infection in beef cattle raised in endemic areas for babesiosis in 
São Paulo state, where the animals were continuously exposed to 
Rhipicephalus microplus ticks. Blood samples were collected from 150 
animals (75 cows and 75 calves) of Angus and Nellore breeds and the 
first generation of an Angus and Nellore cross (AxN). Blood samples 
from the jugular vein were used for DNA extraction and determination 
of packed cell volume (PCV), while samples from peripheral veins 
were used for microscopic parasite detection. The DNA samples from 
each animal were subjected to amplification by qPCR using specific 
primers for B. bovis and B. bigemina. Microscopic examination of blood 
smears did not allow the identification of adult animals with patent 
Babesia spp. parasitemia, but B. bigemina was found in smears from 
eight calves, six Angus, one Nellore and one AxN. The comparison of 
PCV between genetic groups showed that Nellore and AxN did not 
differ, while PCV in Angus was significantly lower than in the other 
two groups (p<0.05). Regarding age, the mean PCV was significantly 
higher in calves than in cows (p<0.05). The number of copies of 
B. bovis DNA was higher (p<0.05) for Angus, compared to Nellore 
and AxN for cows and calves, but no significant differences between 

Abstract



the last two groups were found. B. bigemina could not be quantified 
by qPCR in blood samples from Nellore, probably due to the low 
concentrations of the target DNA. The number of copies of B. bigemina 
DNA found in blood samples was higher for calves than for cows and 
for Angus compared to AxN (p<0.05). However, it could be seen that 
the prevalence of infection with this parasite did not differ from that 
found for B. bovis, in the two genetic groups.

Key words: cattle, babesiosis, resistance.
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Introdução 

Entre as principais causas sanitárias de perdas produtivas em bovinos 
criados nos trópicos está o carrapato Rhipicephalus microplus e 
os hemoparasitas que ele transmite. A babesiose bovina é uma 
hemoparasitose provocada por Babesia bovis e B. bigemina, 
protozoários transmitidos exclusivamente pelo carrapato Rhipicephalus 
microplus. Os bovinos que se recuperam da infecção primária por esses 
parasitas desenvolvem forte imunidade, mas se tornam portadores 
assintomáticos, atuando como transmissores da doença (KESSLER 
et al.,1983). Sabe-se que as babesias persistem no organismo 
dos bovinos, provavelmente devido à ocorrência de fenômenos de 
citoadesão ao endotélio vascular do hospedeiro e variação antigênica 
entre as diferentes cepas (ALLRED et al., 1994; Al-KHEDERY; ALLRED, 
2006). Nas infecções por B. bovis, a excessiva produção de citocinas 
e de outras substâncias relacionadas à resposta imune contribuem 
para o agravamento da doença, inclusive com a ocorrência de lesões 
no sistema nervoso central dos hospedeiros (BOCK et al., 2004; Al-
KHEDERY, ALLRED, 2006; CHAUVIN et al., 2009).

R. microplus encontra-se amplamente distribuído entre os paralelos 
32°N, passando pelo sul dos Estados Unidos, região mediana do 
México e norte da África, e 32ºS, cortando o sul do Brasil, centro do 
Uruguai e da Argentina e sul da Austrália (GONZÁLES, 2003). No Brasil 
o complexo carrapato/tristeza parasitária provoca grandes prejuízos 
aos pecuaristas (GRISI et al., 2002), e é considerado um fator limitante 
para o aumento da produtividade dos rebanhos de corte que poderia 
ser obtido por meio do uso de bovinos taurinos. Como é amplamente 
conhecida a resistência dos bovinos zebuínos aos carrapatos (OLIVEIRA 
et al., 1989; GOMES, 1998; JONSSON et al., 2000), a grande 
maioria dos criadores optam por criar esses animais, ainda que sejam 
considerados potencialmente menos produtivos que os taurinos. 
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Quanto à suscetibilidade às babesioses, há evidências de que a 
raça também interfira no grau de infecção por esses hemoparasitas, 
seguindo o mesmo padrão observado para carrapatos, com os animais 
taurinos apresentando maior suscetibilidade (MADRUGA et al., 1984; 
UILENBERG, 1995; BOCK et al., 1997, 1999; JONSSON et al., 2000). 

A ocorrência de diferenças na resistência/suscetibilidade às babesioses 
dentro de raças foi identificada por Benavides e Sacco (2007), que 
observaram a ocorrência de três fenótipos: resistentes, intermediários 
e suscetíveis, ao desafiarem animais “naïve” das raças Hereford e 
Aberdeen Angus com uma cepa patogênica de B. bovis. A definição 
dos três fenótipos foi feita tendo como base dados de volume globular 
sanguíneo (VG) e nível da parasitemia, detectado por exames diretos 
de esfregaços de sangue. Com a finalidade de verificar se existiam 
diferenças nas prevalências das infecções por B. bigemina em bovinos 
taurinos e zebuínos criados nas mesmas pastagens, em área endêmica 
do estado de São Paulo, Oliveira et al. (2008) usaram a técnica de 
“nested” PCR (nPCR) e não encontraram diferenças. Apesar de os 
genes envolvidos na expressão da resistência a essas doenças ainda 
não serem conhecidos, sabe-se que são características hereditárias e 
assim, existe a possibilidade de apresentarem resposta à seleção. 

O melhor controle das babesioses depende do desenvolvimento de 
métodos mais sensíveis e específicos, que possam detectar animais 
com infecção persistente em diferentes raças de bovinos. Atualmente 
o uso de técnicas baseadas em PCR tornou  possível estimar a 
prevalência e o nível da infecção por esses hemoparasitas em bovinos 
portadores sadios, assim como em fêmeas de carrapatos e seus ovos 
(OLIVEIRA et al., 2005; OLIVEIRA-SEQUEIRA et al., 2006; BULING et 
al., 2007; GUERRERO et al., 2007). 

Como existem evidências da ocorrência de animais e raças de bovinos 
mais resistentes às babesioses, o melhoramento genético poderia 
ser usado como uma estratégia alternativa para o controle dessas 
doenças. Assim, este experimento foi desenvolvido com a finalidade 
estimar as médias de volume globular, das prevalências e dos níveis 
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de infecção por B. bovis e B. bigemina em animais das raças Angus 
(Bos taurus taurus), Nelore (B. t. indicus) e cruzados (AxN), criados 
em áreas endêmicas para as babesioses no estado de São Paulo, a fim 
de verificar a influência da raça e da idade dos animais sobre esses 
parâmetros e suas inter-relações. 

Material e Métodos

Animais e colheita de amostras para análise

Foram usados bovinos oriundos de três propriedades rurais localizadas 
no estado de São Paulo, onde os animais são expostos a infestações 
pelo carrapato R. microplus durante todos os meses do ano. Os animais 
da raça Nelore (Bos taurus indicus) eram criados em Colina (20°43’05” 
S e 48°32’38” W), os da raça  Angus (Bos t. taurus) em São José do 
Rio Preto (20°49’ 11”S e 49°22’ 46” W) e os cruzados Angus/Nelore 
(AxN) em São Carlos (22°01’S e 47°53’W). Na impossibilidade de se 
obter as amostras dos animais dos três grupos genéticos criados na 
mesma propriedade, foram escolhidos rebanhos onde eram observados 
carrapatos durante todos os meses do ano e todos os animais 
permaneceram sem tratamento carrapaticida pelo período mínimo de 30 
dias antes das colheitas. De cada raça foram colhidas duas amostras de 
sangue de cada animal, sendo 25 vacas com idades entre três e cinco 
anos e 25 bezerros com idades entre um e quatro meses, totalizando 
150 animais. As colheitas foram feitas entre os meses de agosto/2010 
e maio/2011. As amostras de sangue foram colhidas em veia jugular 
usando tubos com o anticoagulante EDTA, em sistema a vácuo (Becton 
Dickinson). Essas amostras foram usadas para extração de DNA e 
para a determinação do volume globular (VG). As amostras de sangue 
colhidas dos vasos da orelha foram usados para preparar esfregaços 
de sangue, para pesquisa de hemoparasitas por meio de exame 
microscópico.
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Processamento das amostras
Para a determinação do nível de parasitemia pelo método direto, os 
esfregaços sanguíneos foram fixados com metanol e corados com 
solução de Giemsa. Os hematozoários foram pesquisados em toda a 
lâmina, foram contados todos os eritrócitos  parasitados em 1.000 
células observadas e os resultados foram expressos em porcentagem 
(%). As leituras foram feitas utilizando-se microscópio óptico com 
ocular reticulada e objetiva de imersão de 100x. O VG foi determinado 
pela técnica de microhematócrito (JAIN, 1993). As amostras de 
DNA foram extraídas de 300 μl de sangue usando o kit DNA Easy 
(Invitrogen, USA), de acordo com as recomendações do fabricante. A 
concentração e a qualidade do DNA extraído foram determinadas em 
espectrofotômetro (NanoDrop Technologies Inc.; Wilmington, Delaware, 
USA). Todas as amostras foram identificadas e mantidas em congelador 
a -80°C até o momento das análises. 

Reações de qPCR
A qPCR foi padronizada utilizando-se uma adaptação do protocolo 
descrito por Buling et al. (2007), empregando-se o termociclador 
ABI 7500 Real Time PCR System. Na padronização foram utilizadas 
amostras de DNA positivas para B. bovis e B. bigemina extraídas de 
sangue de animais clinicamente afetados. Os “primers” utilizados para 
as espécies de Babesia spp. amplificam sequências de 88 pares de 
bases do gene que codifica o citocromo B (Quadro 1).

Quadro 1. Descrição dos “primers” utilizados na amplificação do DNA 
de B. bigemina e B. bovis e tamanho dos produtos de amplificação.

(F)ª= “primer” forward; (R)ª= “primer” reverse, pb= pares de bases.

PCR e qPCR Nome Sequência  (5’ – 3’) Tamanho (pb)
B. bigemina (F)ª cbisg 1 TGT TCC AGG AGA TGT TGA TTC 88

(R)ª cbisg 2 AGC ATG GAA ATA ACG AAG TGC
B. bovis (F)ª cbosg 1 TGT TCC TGG AAG CGT TGA TTC 88

(R)ª cbosg 2 AGC GTG AAA ATA ACG CAT TGC
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O DNA extraído de isolados de B. bovis e B. bigemina cedidos pela 
Unesp de Jaboticabal (Prof. Rosângela Zacarias Machado) foi usado 
para padronização e também como controle positivo das reações. 
Produtos de PCR escolhidos ao acaso foram clonados usando o 
kit pGEM®-T Easy Vector Systems (Promega, Madison, USA) e 
sequenciados no equipamento ABI Prism® 3100 Avant Genetic 
Analyzer. As sequências obtidas foram analisadas com o programa  
BLAST (ALTSCHUL et al.; 1990).

As reações de amplificação foram preparadas para o volume final de 
15 μl, com 7,5 μl de Power SYBR® Green PCR Master Mix (Applied 
Biosystems), 0,12 μM de cada “primer” forward e reverse, 5,26 
μl de água ultra pura (Invitrogen, USA) e 2,0 μl da amostra diluída 
para 10 ng de DNA. As reações de qPCR foram feitas em duplicata 
e as condições de incubação no termociclador foram 10 minutos a 
95°C, seguidos de 35 ciclos a 95°C por 15 segundos e 54°C por um 
minuto. Para prevenir a contaminação, foram usadas ponteiras com 
barreiras para pipetação das amostras e, em cada bateria de testes, um 
controle negativo foi incluído pela adição de 2 μl de água ultra pura em 
substituição ao DNA.

Para estimar o número de cópias (NC) de DNA de B. bovis e B. 
bigemina nas amostras estudadas, foram construídas curvas de 
calibração. Os produtos de amplificação foram purificados usando 
Wizard® SV Gel e PCR Clean-Up Systems kit (Promega). Os produtos 
foram quantificados em espectrofotômetro NanoDrop ND-1000, 
diluídos para 100 pg de DNA purificado e novamente diluídos dez 
vezes, em base dez. Essas diluições foram submetidas à qPCR e, para 
cada diluição, o número de cópias foi estimado usando a equação 
proposta por Ke et al. (2006): número de cópias na amostra = 6 x 
1023 x concentração (g/μl) ÷ MW (g/mol). Finalmente uma análise 
de regressão linear foi feita, com a finalidade de obter o coeficiente 
de angulação da reta e o intercepto da curva padrão. A estimativa do 
NC do DNA de Babesia spp. em cada amostra foi feita usando-se a 
seguinte fórmula: número de cópias/μl = 10 (Ct-b)/m, onde Ct é o ciclo 
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“threshold”, b é o intercepto e m é o coeficiente de angulação da reta, 
esses últimos obtidos da curva padrão. Não foi possível quantificar B. 
bigemina nas amostras de DNA extraídas de sangue dos animais da 
raça Nelore e assim foram preparadas reações de “nested” PCR (nPCR) 
para avaliação da prevalência da infecção nesse grupo. 

n-PCR para diagnóstico das infecções por B. bigemina 
nos animais da raça Nelore 
As reações de n-PCR foram padronizadas utilizando-se uma adaptação 
do protocolo descrito por Guerrero et al. (2007). Os “primers” usados 
e os respectivos tamanhos dos amplicons obtidos são mostrados no 
Quadro 2.  Estes “primers” amplificam inicialmente um fragmento 
do gene 18s, comum tanto a B. bigemina como a B. bovis, e 
posteriormente outra reação é preparada a partir da primeira, usando 
“primers” específicos para B. bigemina.  

Quadro 2. Descrição dos “primers” utilizados na amplificação do DNA 
de Babesia spp.;  Babesia bigemina e do tamanho dos produtos de 
amplificação.

(F)ª = “primer” forward; (R)ª = “primer” reverse

Todas as reações foram preparadas para o volume final de 25 μl, 
sendo que a temperatura de anelamento dos “primers” foi de 55 ºC, 
nas reações de PCR e 57 ºC para as nPCR. As reações de PCR foram 
preparadas com 12,5 μl de Master Mix Red Neobio® (150 mM Tris-
HCl, 40 mM (NH4)2SO4, 40 mM MgCl2), 1,0 μl de “primer” KB 16 
(10μM), 1,0 μl de “primer” KB 17 (10 μM), 5,5 μl de água ultra-pura 
(Invitrogen) e 5,0 μl de DNA. As reações de n-PCR  foram preparadas 

“Primer” Sequência (5’ – 3’) Tamanho (pb)

PCR Babesia spp. (F)ª KB 16 CAT CAG CTT GAC GGT AGG G 600

(R)ª KB17 GTC CTT GGC AAA TGC TTT C

n-PCR B. bigemina (F)ª KB 18 GAT GTA CAA CCT CAC CAG AGT ACC 262

(R)ª KB19 CAA CAA AAT AGA ACC AAG GTC CTA C
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do mesmo modo, porém adicionando-se 1,0 μl de “primer” KB 18 
(10μM), 1,0 μl de “primer” KB 19 (10 μM), 8,5μl de água ultra-pura 
(Invitrogen) e 2,0 μl da reação de PCR. Para prevenir contaminações, 
foram usadas ponteiras com barreiras de 10 μL e 200 μL (Axygen) e 
em cada bateria de teste água ultrapura foi colocada em um microtubo 
com tampão contendo os demais componentes da reação, substituindo 
o DNA. Logo após a incubação das amostras no termociclador, 
as amostras foram submetidas à eletroforese em gel de agarose a 
2,0% para verificação dos tamanhos dos fragmentos amplificados. A 
visualização dos produtos de amplificação foi feita usando luz UV e 
fluoróforo a base de brometo de etídio, sendo que os fragmentos foram 
comparados a um padrão (Ladder 100 pb, Invitrogen) para verificação 
dos tamanhos aproximados. Foram consideradas positivas as amostras 
que apresentaram produtos de amplificação com cerca de 262 pb nas 
reações de nPCR.

Análise estatística
Os resultados obtidos para NC de DNA de B. bovis e B. bigemina por 
qPCR foram transformados em log10 (n+1) e os dados de VG foram 
analisados usando um modelo que incluiu os efeitos de raça (Angus, 
Nelore e AxN), idade (bezerros e vacas) e interações. O teste de Tukey-
Kramer foi aplicado para comparar as médias. Associações entre qPCR 
e volume globular (VG) foram investigadas por meio do coeficiente de 
correlação de Pearson, dentro de cada raça de acordo com a idade. 
Foi aplicado o teste exato de Fisher para comparar a prevalência da 
infecção por B. bovis entre grupos raciais e de idade, com base em 
esfregaços de sangue e detecção de DNA por qPCR, após os dados 
serem arranjados em tabelas de contingência 2x2 e 2x3. O V.9.1 
Statistical Analysis System (SAS, 2002/2003), foi utilizado em todas 
as análises.
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Resultados e discussão

As análises dos esfregaços de sangue permitiram detectar merozoítas 
de B. bigemina (0,1-0,2% de eritrócitos parasitados) em oito dos 75 
bezerros estudados, que representaram 10,6% desses animais. Entre 
esses oito bezerros seis eram da raça Angus, um Nelore e um AxN. 
O teste exato de Fisher permitiu verificar que as diferenças entre 
as raças Angus e as demais foram significativas, assim como entre 
vacas e bezerros (p<0,05). Nas regiões de ocorrência das babesioses 
bovinas, o comportamento dos animais jovens e adultos difere em 
vários aspectos. De modo geral, os bezerros são considerados mais 
resistentes às infecções, porém onde a endemia é estável, como nas 
áreas estudadas neste experimento, casos clínicos são observados 
primordialmente nestes animais. Os animais adultos desenvolvem, pela 
prolongada exposição, sólida resistência e dificilmente adoecem. A 
ocorrência de casos clínicos nos bezerros pode ser explicada em parte 
pela queda na imunidade passiva a partir do 28º dia após o nascimento, 
quando os anticorpos colostrais começam a ser substituídos por 
aqueles produzidos pelo próprio animal (MADRUGA et al., 1984). A 
ocorrência de parasitemia patente apenas em bezerros foi observada 
anteriormente por Oliveira et al., (2005, 2008) em área endêmica do 
estado de São Paulo, ao estudarem a infecção por  B. bigemina em 
vacas e bezerros leiteiros. 

Os baixos níveis de parasitemia observados nos bezerros já eram 
esperados, já que nenhum dos animais usados no experimento 
apresentavam sinais clínicos de babesioses no momento das 
colheitas das amostras. Sabe-se que em casos fatais desta doença a 
porcentagem de eritrócitos parasitados pode chegar a 0,2%, enquanto 
nos casos com curso clínico menos agudo, se mantém ao redor de 
0,001%  O fato de B. bovis não ter sido encontrada nos esfregaços, 
explica-se principalmente pelo fato de que essa espécie tem predileção 
por capilares viscerais e com isso, a sua detecção na circulação 
periférica é pouco freqüente (KAKOMA; MEHLHORN, 1994).
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Com relação ao VG, as análises estatísticas mostraram efeitos 
significativos (p<0,05) da raça, da idade e da interação entre esses 
fatores. Pode observar-se na Tabela 1 que os animais da raça Angus 
apresentaram médias de VG significativamente inferiores (p<0,05) 
aos demais, enquanto Nelore e AxN não diferiram significativamente 
(p>0,05). A média de VG encontrada para os bezerros, foi maior que 
a das vacas. No entanto, dentro de raça, apenas no grupo AxN as 
médias de VG das vacas foram significativamente menores que as dos 
bezerros (p<0,05). Os animais Angus, tanto vacas quanto bezerros, 
apresentaram médias de VG baixas, e nos Nelore, as duas categorias 
apresentaram médias mais altas. Como também pode ser verificado 
na Tabela 1, os valores de VG para os bezerros AxN foram similares 
aos dos bezerros Nelore. Já as vacas AxN mostraram médias de VG 
ligeiramente menores que as vacas Nelore e maiores que as Angus, 
sem entretanto diferir significativamente de nenhum dos dois (p>0,05). 

Tabela 1. Média dos quadrados mínimos e erros padrão do Volume 
globular (VG, %) de acordo com a raça e idade dos animais.

*Médias não seguidas pela mesma letra maiúscula nas linhas diferem significativamente (p<0,05).
**Médias não seguidas pela mesma letra minúscula nas colunas diferem significativamente (p<0,05).

	

Reduções  nos valores de VG são comuns em animais infectados 
por Babesia spp. (ARAGON, 1976; et al., 2003; BENAVIDES e 
SACCO, 2007). O grau de hemólise está relacionado principalmente à 
multiplicação dos protozoários dentro dos eritrócitos e da fagocitose 
dessas células (RADOSTITIS, 2000; ESMAEILNEJAD et al., 2012). 
Neste experimento foram medidos os níveis de VG em animais 
cronicamente infectados por Babesia spp. e foi observado que os Angus 

Idades Médias por

Grupo Bezerros** Vacas** grupo**

Angus* 30,18ª,A ± 1,09 33,56ª,A ± 1,03 31,87ª ± 0,75

AxN* 42,50b,A ± 1,00 37,76ªb,B ± 1,03 40,13b ± 0,72

Nelore* 42,92b,A ± 1,03 39,00b,A  ± 1,03 40,96b ± 0,72

Médias por idade* 38,53A   ± 0,60 36,77B ± 0,59



18
Estudo da prevalência e do nível de infecção por Babesia bovis e Babesia bigemina em bovinos 
da raça Angus, Nelore e cruzados, criados em áreas endêmicas do Estado de São Paulo

apresentaram as menores médias para este parâmetro e também níveis 
de infecção por B. bovis significativamente maiores (Tabela 2). Sabe-
se, no entanto, que a intensidade da anemia nem sempre é proporcional 
ao nível de infecção, porque eritrócitos não parasitados podem também 
ser fagocitados (MURASE et al., 1996). Para os animais Nelore e AxN 
o nível de infecção foi mais baixo em vacas que em bezerros, porém, 
esses últimos apresentaram VG mais altos. Observou-se que, dentro de 
cada raça, de acordo com as idades dos animais, não foram verificadas 
correlações significativas entre os valores de VG e o NC do DNA de 
B. bovis determinados por qPCR. Goff et al. (2003) observaram que 
a redução do VG após a infecção por esse protozoário é transitória 
e de curta duração. Isso pode explicar, pelo menos em parte, os 
resultados encontrados neste experimento, que indicam que em animais 
cronicamente infectados, o VG e nível de infecção determinado por 
qPCR são fenômenos independentes.

Os resultados das quantificações por qPCR para B. bovis possibilitaram 
a detecção de pequenas quantidades de cópias do DNA alvo, em torno 
de 0,1 fg. A curva padrão construída para estimar o número de cópias 
do DNA de B. bovis e B. bigemina, permitiu a estimativa da quantidade 
de cópias presentes em todas as amostras analisadas, exceto para B. 
bigemina nos animais Nelore. As análises  das curvas de amplificação 
em cada bateria de testes possibilitou a distinção entre os dois 
parasitas, que apresentaram  temperaturas de dissociação de 74,84 
e 71,57 para B. bovis e B. bigemina, respectivamente. Apesar disso, 
todas as reações foram preparadas separadamente para cada parasita.

As prevalências de infecção por B. bovis, determinadas por qPCR 
para os três grupos genéticos estudados, não diferiram entre si e 
foram de 100% (50/50), 98,0% (49/50) e 96% (48/50) para os 
grupos genéticos Angus, AxN e Nelore, respectivamente. Com relação 
às idades dos animais também não foram verificadas diferenças 
significativas entre as prevalências para bezerros (97,3%) e vacas 
(98,6%). As altas prevalências encontradas possibilitam confirmar que 
as três regiões estudadas apresentam características de estabilidade 
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endêmica para as babesioses, de acordo com os critérios de Mahoney 
e Ross (1972). De acordo com esses autores os sistemas de criação 
classificados como endêmicos estáveis caracterizam-se por apresentar 
a infecção da grande maioria dos bezerros antes da perda da imunidade 
passiva, de modo que a  constante inoculação dos hemoparasitas 
pelos carrapatos provoca forte imunidade nos bovinos. Estes achados 
também confirmam estudos anteriores conduzidos na região de São 
Carlos onde verificou-se que a região apresentava características de 
estabilidade endêmica para as babesioses (OLIVEIRA et al., 2005, 
2008, OLIVEIRA-SEQUEIRA et al., 2005).

Com relação ao NC do DNA de B. bovis, quantificada por qPCR, 
puderam ser verificadas variações tanto dentro, como entre grupos 
genéticos e idades (Tabela 2). As análises estatísticas mostraram 
efeitos significativos (p<0,05) da raça, das idades e da interação entre 
esses fatores. Os bezerros apresentaram níveis de infecção maiores 
que as vacas. Essa diferença ocorreu principalmente devido aos valores 
de quantificação observados para os animais Nelore e AxN, nos quais 
o nível de infecção estimado nas amostras dos bezerros foi maior que 
nas vacas (p<0,05), enquanto bezerros e vacas Angus mostraram 
números similares de cópias (Tabela 2). As vacas e os bezerros Angus 
apresentaram número de cópias de DNA de B. bovis significativamente 
maiores (p<0,05), enquanto os animais AxN não diferiram (p>0,05) 
dos Nelore, nas duas faixas etárias estudadas. Estes resultados 
possibilitam supor que os animais zebu são capazes de desenvolver 
uma resposta imune mais eficiente contra a B. bovis que os taurinos. 
Uma das explicações prováveis é que o gado zebu tem uma história 
de longo contato com carrapatos e babesias, ao contrário dos animais 
de origem europeia. A similaridade entre os animais do grupo Nelore 
e AxN com relação aos níveis de infecção por B. bovis pode ser ainda 
um indicativo da ocorrência de um padrão de transmissão genética 
que inclui efeitos heteróticos. De qualquer modo, é necessário lembrar 
que as contagens de carrapatos nos animais Angus são geralmente 
mais altas que nos animais Nelore e cruzados (UTECH e WHARTON, 
1982; WAMBURA et al., 1998; SILVA et al., 2007). Além disso, 
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como os animais eram criados em diferentes propriedades, e mesmo 
entre animais criados na mesma propriedade, o manejo aplicado 
aos diferentes grupos genéticos é sempre diferente, tornando 
praticamente impossível separar estatisticamente os efeitos de grupo 
genético de alguns efeitos de ambiente que possam estar envolvidos 
na determinação  do nível de infecção por Babesia spp. Assim as 
diferenças encontradas precisam ser melhor investigadas.

Os dados apresentados nas Tabelas 1 e 2 mostraram que para bezerros 
e vacas, os grupos genéticos com maiores médias de VG foram 
também os que mostraram os menores níveis de infecção por B. bovis, 
com exceção das vacas Nelore. Porém para esses animais a correlação 
estimada entre VG e nível de infecção foi -0,29, enquanto que para 
cada raça, de acordo com idade, ficaram muito próximas de zero, 
variando entre -0,05 a 0,05 e em todos os casos não significativa.

Tabela 2. Média dos quadrados mínimos e erros-padrão do número de 
cópias (log 10) do DNA de Babesia bovis obtida por meio da técnica de 
qPCR, de acordo com a raça e idade dos animais. 

*Médias não seguidas pelas mesmas letras maiúsculas nas linhas diferem significativamente             
(P < 0,05).

** Médias não seguidas pelas mesmas letras minúsculas nas colunas diferem significativamente        
P < 0,05). 

Não foi possível estimar o nível de infecção por B. bigemina nos 
animais da raça Nelore pelo método da qPCR, porque os valores de 
Ct encontrados não estavam dentro dos limites incluídos na curva de 
calibração construída para quantificação. Estes achados nos levaram a 
supor que esses animais poderiam apresentar níveis de infecção por B. 
bigemina menores que os demais grupos genéticos estudados. Apesar  

Idade Médias por

Raça Bezerros** Vacas** grupo**

Angus* 5,81 ª,A ± 0,12 5,69 ª,A ± 0,11 5,75ª ± 0,08

AxN* 4,72b,A ± 0,11 3,85b,B ± 0,11 4,29b ± 0,08

Nelore* 4,47b,A ± 0,11 3,70b,B ± 0,11 4,08b ± 0,08

Médias por idade * 5,00A ± 0,07 4,41B ± 0,07



21
Estudo da prevalência e do nível de infecção por Babesia bovis e Babesia bigemina em bovinos 

da raça Angus, Nelore e cruzados, criados em áreas endêmicas do Estado de São Paulo

disso, a análise das amostras de DNA dos animais Nelore por n-PCR 
(Figura 1) possibilitou detectar 92% (46/50) de animais positivos, 
sendo 84% das vacas (21/25) e 100% dos bezerros (25/25).

Figura 1. Eletroforese dos produtos de amplificação do DNA de Babesia bigemina pelas 

técnicas de PCR e n-PCR. Poço1: padrão de tamanho molecular, poços 2, 3 e 4: produtos 

de amplificação do DNA de Babesia spp. com 600 pb, poços 5, 6 e 7: produtos de 

amplificação de B. bigemina por nPCR com 262 pb; poço 8: controle negativo da reação.

As análises de qPCR para os animais Angus e cruzados mostraram 
100% de prevalência da infecção por B. bigemina e foi possível a 
quantificação em todos os animais. A análise do número de cópias 
de DNA de B. bigemina, mostrou variações tanto dentro, como entre 
grupos genéticos e idades (Tabela 3). Os bezerros Angus apresentaram 
número de cópias de DNA de B. bigemina significativamente maiores, 
que os AxN. 
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Tabela 3. Média dos quadrados mínimos e erros-padrão do número de 
cópias (log 10) do DNA de Babesia bigemina obtida por meio da técnica 
de qPCR, de acordo com a raça e idade dos animais. 

Médias seguidas por letras minúsculas iguais, na coluna, e letras maiúsculas iguais, na linha, não 
diferem estatisticamente entre si pelo teste de tukey (p>0,05)

De modo geral as técnicas de PCR usadas neste experimento tornaram 
possível estimar a prevalência e o nível de infecção por Babesia spp. 
em bovinos de diferentes grupos genéticos. As qPCR para B. bovis 
permitiram verificar diferenças nos níveis de infecção entre os grupos, 
mostrando uma grande similaridade entre os animais Nelore e AxN. 
Embora não seja possível concluir se a quantidade de carrapatos ou 
a resistência imunológica desenvolvida pelo animal são a causa das 
diferenças, estes achados estão de acordo com a ideia que animais 
cruzados Bos taurus X B. indicus, que frequentemente são criados 
nas regiões estudadas aqui, podem ser a melhor maneira de criar 
animais mais produtivos, prevenindo as perdas severas resultantes das 
babesioses.
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