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RESUMO

Com o objetivo de estudar por PCR a dindmica da
infecc¢do natural da Babesia bigemina em bezerros criados
em sistema extensivo, foram colhidas 266 amostras de san-
gue de um grupo de 37 bezerros, a partir do nascimento até
aproximadamente 165 dias de vida, com intervalo médio
de 19 dias entre as colheitas. Distribuiram-se as amostras
de acordo com os grupos de diferentes faixas etarias (entre
0 e 15 dias, entre 16 e 30 dias e assim sucessivamente até
165 dias). Do total de 266 amostras, 116 (43,60%) mostra-

ram-se positivas para a PCR. A reacéo foi capaz de detectar
a presenga do parasito em todos os intervalos das colheitas
e registrou-se o maior ntimero de primo-infec¢des — 12 em
37 (32,43%) — no periodo de 31 a 45 dias. Dos 37 bezerros
estudados, apenas um apresentou resultado da PCR positi-
vo nos dois grupos de faixa etaria inferior a 31 dias. Este
animal apresentava dois dias de vida no momento da co-
lheita, sugerindo um caso de transmissdo transplacentaria
de B. bigemina.

PALAVRAS-CHAVES: Babesia bigemina, bovino, infec¢do, PCR.

ABSTRACT

DINAMIC OF NATURAL INFECTION IN NEWBORN CALVES EXPOSED TO BY Babesia bigemina AS DETEC-
TED BY POLIMERASE REACTION CHAIN

With the objetive of using PCR to study the dynamic of
natural infection caused by Babesia bigemina in calves li-
vestock in extensive system, 266 samples of blood were
collected from a group of 37 calves from birth to approxi-
mately 165 days old. The samples were collected with an
average intervale of 19 days and distributed according to
age 0 to 15 days old, 16 to 30 days and successively until
165 days. Out of the total of the 266 samples, 116 (43.60%)

KEY WORD: Babesia bigemina, bovine, infection, PCR.

were PCR positive. The reaction detected the presence of
the parasite in all the intervals of collection and most of
the prime infection, 12 in 37 (32.43%) were detected in the
period between 31 and 45 days. Out of the 37 calves analy-
sed, only one presented a positive PCR result within the
two groups aged under 31 days. This animal was two days
old at the moment of the collection. This result suggest a
case of transplacentary transmission of Babesia bigemina.

Ciéncia Animal Brasileira, v. 9, n. 3, p. 721-730, jul./set. 2008



722

SANTANA, A. P. etal.

INTRODUCAO

O emprego de tecnologia para o melhora-
mento genético e nutri¢do do rebanho bovino, as-
sim como o uso de técnicas avangadas de manejo
e o desenvolvimento de pastagens melhoradas
tém contribuido para o crescimento da bovino-
cultura da regido Centro-Oeste. No entanto, pro-
blemas sanitarios, como doencas parasitdrias — as
hemoparasitoses —, permanecem como entraves
que impedem a maxima produtividade. O desen-
volvimento e a viabilizagcdo de métodos de diag-
ndsticos precisos, confidveis e de baixo custo sdo
necessarios visando a avangos nos programas de
profilaxia e controle de doengas.

O clima da regido Centro-Oeste ¢ predomi-
nantemente tropical, com verdo chuvoso e inver-
no seco, favoravel ao ciclo bioldgico do carrapato
— Boophilus microplus —, vetor da babesiose bovi-
na nas Américas (LINHARES, 1992). As condi-
¢oes climaticas permitem o desenvolvimento de
quatro geragdes anuais, permitindo a infestacao
dos bovinos durante todo o ano, principalmente
nos meses de agosto, setembro e outubro. Con-
comitantemente, nesse mesmo periodo ocorre o
nascimento de grande quantidade de bezerros,
cujo risco a enfermidade aguda ¢ elevado (KES-
SLER et al., 1987).

A babesiose bovina ¢ uma doenca parasita-
ria, € no Brasil tem como agentes etioldgicos os
hematozoarios Babesia bovis € B. bigemina, trans-
mitidos pelo carrapato vetor B. microplus. Na for-
ma clinica se observam febre, anemia, hemoglo-
binuria e a presenca de hemoparasitos no sangue
(LINHARES et al., 1992). Na América Latina, os
prejuizos anuais em decorréncia da babesiose bo-
vina sdo de aproximadamente US$ 513 milhoes
(MONTENEGRO-JAMES et al., 1992). Segundo
LINHARES et al. (1992), no Brasil, a associagao
de B. microplus e as doencas transmitidas por esse
ixodideo chegam a prejuizos estimados acima de
um bilhdo de ddlares anualmente. Assinale-se que
trabalhos realizados em diferentes regioes do Bra-
sil t¢m demonstrado que a babesiose bovina ocorre
de forma endémica (ALVES, 1987; PATARROYO
etal., 1987; ARAUJO et al., 1997; MADRUGA et
al., 2000).
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Da mesma forma, o Estado de Goids pode
ser caracterizado como uma area endémica de
elevada estabilidade, tanto para B. bigemina
quanto para B. bovis (LINHARES et al., 1992).
Portanto, apesar de serem minimas as possibi-
lidades de ocorréncia de surtos epidémicos nas
populagdes de bovinos adultos nativos, as con-
dicdes epidemioldgicas sdo de alto risco para
animais procedentes de areas livres, tornando-
se uma barreira aos programas de melhoramen-
to genético. Somam-se a isso as conseqiiéncias
econdmicas verificadas em funcao do elevado
nimero de casos clinicos em bezerros na ocasido
da primo-infec¢do, com perdas em decorréncia
da diminui¢ao do ganho de peso ou mortalidade.
Conforme MADRUGA et al. (1984), em traba-
Iho realizado no Centro-Oeste, 0 momento cri-
tico da doenga ocorre entre 30 e 120 dias apos o
nascimento, correspondendo ao periodo no qual
os animais perdem a imunidade passiva e estdo
sendo expostos ao carrapato em condi¢des natu-
rais.

Apesar dos avancos nos métodos de diag-
noéstico nos ultimos anos, KESLLER et al. (1987)
relataram a falta de tecnologia mais eficiente.
Segundo os autores, o método de diagnostico
por meio da pesquisa do parasito em esfregacgos
sangiiineos corados, procedimento convencional
adotado pelos médicos veterinarios em regides
de ocorréncia, limita-se ao acompanhamento de
casos clinicos. Entretanto, ha varios estudos de-
senvolvidos e aperfeicoados na area de imuno-
diagnostico, com técnicas soroldgicas tais como
fixacdo de complemento, teste da conglutinagao
rapida, imunofluorescéncia indireta (IFI), hemo-
aglutinacdo indireta e imunoadsor¢do enzimatica
(ELISA). Essas técnicas sio amplamente utili-
zadas, principalmente para levantamento epide-
miologico de rebanhos, como pode ser observa-
do nos trabalhos realizados por RODRIGUEZ et
al. (1988), ARAUIJO et al. (1997), REDDY et al.
(1997), VIDOTTO et al. (1997), MADRUGA et
al. (2000).

Atualmente, com a aplicagdo da biologia
molecular na deteccdo e caracterizacdo de agen-
tes patogénicos e, principalmente, com a introdu-
¢do da técnica da reacdo em cadeia da polimerase
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(PCR), alguns trabalhos vém sendo desenvolvi-
dos desde 1986 no sentido de adapta-las ao diag-
nostico de B. bovis e B. bigemina (FIGUEROA et
al., 1992, BOSE et al., 1995).

Assim, o presente trabalho teve como ob-
jetivo monitorar o desenvolvimento da infec¢ao
natural por B. bigemina em bezerros a partir do
nascimento, utilizando como método de diagnos-
ticoa PCR. Para tanto, empregaram-se seqliéncias
de oligonucleotideos originalmente descritos por
LINHARES et al. (2000), obtidos da seqiiéncia
de RNA ribossomal (SSTRNA) de B. bigemina.
O estudo da dinamica da infec¢ao natural visou
a detec¢do do momento critico de suscetibilidade
para bezerros criados em sistema extensivo, em
condig¢des naturais, em um area endémica para B.
bigemina.

MATERIAL E METODOS
Estudo da infecgao natural em bezerros

Grupo experimental

Neste estudo foram utilizados 37 bezerros
mesticos (Bos taurus indicus X Bos taurus tau-
rus), recém-nascidos e mantidos em uma area sa-
bidamente endémica para B. Bigemina, segundo
LINHARES et al. (1992), sob sistema de criagdo
tradicional extensivo para corte no municipio de
Turvania, GO, no periodo de julho a dezembro
de 2000. Os animais estavam sobre pastagem de
Brachiaria brizantha e, segundo o CPTEC/INPE
(Centro de Previsdo de tempo e Estudos Clima-
ticos do Instituto Nacional para Pesquisas Espa-
ciais), em 2000, o volume médio de precipitacao
de chuvas foi de 120mm, com baixos volumes
de precipitacdo nos meses de julho a setembro (~
10mm) e maiores volumes nos meses de outubro
a dezembro (~ 250mm). Em relagdo a tempera-
tura, a média da regido foi de 23°C, com tem-
peratura mais baixa no més de julho (~ 20°C) e
mais altas nos meses de novembro a dezembro
(~ 25°C).

Colheita e processamento do material
Realizou-se colheita de material regular-
mente no periodo de julho a dezembro de 2000,

com intervalo médio de aproximadamente deze-
nove dias, perfazendo-se um total de sete colhei-
tas. As 266 amostras totais de sangue, obtidas
dos 37 bezerros, colhidas em intervalos médios
de dezenove dias, a partir do nascimento, foram
separadas de acordo com a idade ficando, portan-
to, os grupos subdivididos em diferentes faixas
etarias e os respectivos numeros de amostras da
seguinte maneira: entre 0 e 15 dias (35 amostras),
16 e 30 dias (21 amostras), 31 e 45 dias (37 amos-
tras), 46 ¢ 60 dias (24 amostras), 61 e 75 dias (45
amostras), 76 e 90 dias (34 amostras), 91 ¢ 105
dias (36 amostras), 106 ¢ 120 dias (8 amostras),
121 e 135 dias (2 amostras), 136 e 150 dias (6
amostras) e finalmente entre 151 e 165 dias (18
amostras).

De cada animal coletaram-se, asseptica-
mente, 10 mL de sangue, através de pungao ve-
nojugular, empregando-se o sistema vacutainer' e
acondicionaram-se as amostras em caixa de mate-
rial isotérmico com gelo. No final do experimento,
obteve-se um total de 266 amostras de sangue.

Identificacao da B. bigemina pela reacao em ca-
deia da polimerase (PCR)

Origem do controle positivo para o PCR

As amostras de sangue positivas para B.
bigemina utilizadas neste trabalho foram cedi-
das pela EMBRAPA — CNPGC — MS (Empre-
sa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria — Centro
Nacional de Pesquisa de Gado de Corte — Mato
Grosso do Sul). Elas foram preparadas a partir
de amostra de sangue de bovino infectado com
amostra pura de B. bigemina, em condigdes de
isolamento, no momento de apresentacao de ni-
veis de parasitemia em torno 0,25%, conforme
KESSLER et al. (1987).

Extragdo do DNA genomico de B. bigemina
Uma aliquota de cada amostra de sangue,
colhida com anticoagulante durante o experi-
mento, foi submetida ao processo de extragdo
do DNA gendmico, utilizando-se kit comercial,’

1. Venoject II — Terumo Medical Corporation Elkton®, MD — 21921 — m
2 AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH® - GFX™ Genomic Blood
DNA Purification Kit — xy-072-00-03
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seguindo-se o protocolo sugerido pelo fabrican-
te, com padroniza¢do do volume da amostra para
extragcdo de 300uL de sangue total.

Oligonucleotideos utilizados
Para a execu¢ao da reacdo em cadeia da

polimerase, empregaram-se os oligonucleotideos
GAUG (reverse) e GAUT (forward), previamente
descritos por LINHARES et al. (2000) (Quadro
1), para a amplificacdo espécie-especifica de um
fragmento de 687 pb do gene que codifica para
SSrRNA (small subunit TRNA) de B. bigemina.

QUADRUO 1. Seqiiéncias de oligonucleotideos para a amplificag@o especifica de fragmento do gene SS rRNA de B. bige-

mina pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

Primer Seqiiéncia Posigdo no seqiiencia- Especificidade
mento do gene

GAUG6 (R?) 5’- CCACGCTTGAAGCACAGGA-3’ 1532-1515 B.bigemina

GAU7 (F*) 5’- GTTGGGTCTTTTCGCTGGC-3’ 848-866 B.bigemina

°R = reverse primer; *F = forward primer.
Fonte: LINHARES et al. (2000).

Sintetizaram-se previamente as seqiién-
cias dos oligonucleotideos por uma companhia
especializada,” numa escala de sintese de 50
mMol, sob a forma liofilizada.

Os nucleotideos liofilizados foram ressus-
pensos em agua ultrapura (Milli-Q), ajustando-
se a concentragdo da solucdo stock em 1pg/ 1pul.
Ajustou-se a concentracao da solucao de trabalho
para 20pMol, aliquotada em tubos do tipo Eppen-
dorfde 1,5ml e armazenadas a -20° C.

Pré-experimento para avaliacao da especificida-
de dos oligonucleotideos primers

Inicialmente, para a verificagdo da especi-
ficidade dos iniciadores (primers) para B. bige-
mina utilizaram-se sete amostras de sangue de
isolados do parasito (duas amostras oriundas do
Estado de Goias, uma amostra de cada um dos
seguintes Estados: Mato Grosso do Sul, Rondo6-
nia, Sao Paulo, Rio Grande do Sul e Bahia), seis
amostras de sangue contendo isolados de B. bo-
vis (duas amostras oriundas de Goiés, duas amos-
tras do Mato Grosso do Sul, uma amostra de Sao
Paulo ¢ uma da Bahia) e uma amostra de san-
gue contendo isolados de Anaplasma margina-
le oriunda do Mato Grosso do Sul. As amostras

3. Life Technologies, GibcoBRL®
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foram testadas também contra o0 DNA de bovino
livre de infec¢do. As amostras de sangue usadas
neste pré-experimento apresentavam niveis de
parasitemia variando entre 0,1% a 0,5%, o que se
determinou por meio de esfregacos sangiiineos
corados com Giemsa.

Reagdo do PCR

Como medida de segurancga, para prevenir
qualquer tipo de contaminagdo, as diferentes fa-
ses de desenvolvimento da técnica do PCR foram
executadas em quatro laboratorios, fisicamente
separados, conforme LAUERMAN (1998), sen-
do um laboratdrio para a extragdo do DNA ge-
ndmico das amostras, outro para a preparagao
da mistura de reacdo, outro para a inocula¢do do
DNA e o quarto para a amplificagdo, eletroforese
e documentagao fotografica.

Para o desenvolvimento da técnica, ado-
tou-se protocolo de reagdao previamente descrito
por LINHARES et al. (2000), conforme os se-
guintes parametros: para cada amostra foi prepa-
rada uma mistura (master mix) contendo 24,75ul
de agua altamente purificada (Mill-Q) em um
tubo do tipo Eppendorf de 1,5 ml, adicionando-
se Sul de solug¢ao tampao (buffer 10X*, 1ul de

4. AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH®-10X PCR Buffer
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cada desoxirribonucleotideo trifosfato® (dANTP)
na concentragdo de 10mM, 0,5uL de cada primer
(foward primer: GAU7 5°-GTT GGG TCT TTT
CGC TGG C-3’ e reverse primer: GAU6 5°-CCA
CGC TTG AAG CAC AGG A-3°), 0,25uL de
Taqg DNA polimerase® (5 U/uL). O volume obtido
(35uL) para cada amostra a ser testada foi entdo
transferido para um tubo de PCR de 0,2mL’, no
qual se inocularam 15uL. de DNA gendémico da
amostra, perfazendo um volume total de 50uL.
Para cada bateria de testes, incluiram-se uma
amostra inoculada com DNA gendmico de B. bi-
gemina, como controle positivo, € uma amostra
inoculada com agua altamente purificada (sem
DNA) como controle negativo para a reacao. Os
tubos de PCR foram entdo tampados e transferi-
dos para um aparelho termociclador automatico,?
previamente programado para os seguintes ciclos
de temperatura: 94° C por dois minutos (etapa de
desnaturagdo inicial), 39 ciclos sucessivos nas
temperaturas de 94°C por trinta segundos (des-
naturagao das fitas de DNA), 55° C por trinta se-
gundos (anelamento dos ) e 72° C por um minuto
(extensao das fitas de DNA) e, por ultimo, apenas
um ciclo a 72° C por cinco minutos, para otimizar
a extensao final das fitas.

Em seguida, 12uL do produto do PCR
(amplicon) foram submetidos a eletroforese em
gel de agarose’ a 2,0% em solu¢do de TAE 1x
pH 8,3 (LAUERMAN et al.,, 1995), em cuba
de eletroforese,'' com capacidade para 28 amos-
tras. A distribuicao das amostras no gel seguiu
o modelo LAUERMAN et al. (1995), sendo
que no primeiro poco foi colocado o marcador
de DNA", no segundo o controle positivo, no
ultimo poco o controle negativo e, nos demais
pocos, os produtos de PCR das amostras em estu-
do. Realizou-se a eletroforese a 94 volts por cin-

5. LIFE TECNOLOGIES®-100mM dNTP Solution

6. AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH®- Taq DNA polymerase re-
combinat

7. MBP PCR tubes — cat. 3412

8 Marca MJ. RESARCH INCORPORATION®- modelo PTC-100

9. LIFE TECNOLOGIES®- Gel de Agarose

10. TAE 1X: 2ml de TAE 50X pH 8,3(121g de Tris Base, 28,6 ml de acido
glacial acético e 50 ml de EDTA a concentrag@o de 0,5 molar) e 98 ml de
agua destilada. PH final de 8,3.

11. Marca LIFE TECNOLOGIES®- modelo HORIZON 11-14

12. LIFE TECNOLOGIES®- 100bp (pares de bases) DNA Ladder 1pug/
wl

qilienta minutos. Posteriormente, corou-se o gel
em solucdo de brometo de etidio a 0,25ug/mL
durante vinte minutos € em seguida visualizou-se
o produto amplificado em um transiluminador de
ultravioleta,"® comparando-se o peso das bandas
amplificadas (687bp) com as bandas do marca-
dor de DNA.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Ensaio da PCR para B. bigemina

Avaliag¢do dos primers

A avaliagdo da reacdo do PCR empregan-
do-se os GAU7 e GAU6'" para a amplificagdo
especifica de um fragmento de 687bp do gene que
codifica a SSTRNA de B. bigemina apresentou
resultados que demonstraram sua especificidade,
discriminando este parasito de outros hemopara-
sitos endémicos na regido estudada (B. bovis e
Anaplasma marginale), assim como o DNA do
hospedeiro. De um total de 40 reacdes executa-
das (14 com DNA genomico de isolados de B.
bigemina, 12 de B. bovis ¢ 14 de A. marginale),
o par utilizado demonstrou ser 100% especificos
na amplificagdo do DNA de B. bigemina ¢ nao
apresentou nenhuma reagdo cruzada com DNA
de B. bovis, A. marginale ou DNA gendmico da
espécie bovina (Tabela 2 e Figura 1).

Esses resultados sao semelhantes e confir-
mam aqueles reportados originalmente por LI-
NHARES et al. (2000) para o mesmo par € pro-
tocolo.

O ensaio de PCR para B. bigemina e B. bo-
vis tem sido utilizado com sucesso em diferentes
protocolos, em que se empregam construidos a
partir de diferentes genes, que se encontram re-
ferenciados na literatura, como segue: Spel-Aval
fragmento de 0,3 kb, oriundo do gene pBbil6
(um derivado do gene pBR322 de B. bigemi-
na, de 6,3-kb, subclonado no vetor pBluescript)
(FIGUEROA et al., 1992); gene que codifica a
small-subunit do TRNA (SSrRNA) de B. bovis
(CALDER et al., 1993); gene que codifica uma
proteina de superficie do merozoito de B. bo-

13. marca HOEFER-AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH®- modelo
UV-25
14. LINHARES et al. (2000).
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vis, de 60-kDa (SUAREZ et al., 1991; FIGUE-
ROA et al., 1993); gene BabR gene de B. bovis
(MCLAUGHLIN et al., 1992); gene Bv80 de B.

bovis (BROWN et al., 1993), gene BvVA1 de B.
bovis (DALRYMPLE et al., 1992; LEW et al.,
1997)

TABELA 2. Resultados do ensaio de PCR usando a combinagdo dos GAU7 e GAUG6 para a amplifica¢do de fragmento
de DNA (gene SSTRNA) de Babesia bigemina, com o respectivo amplicon

DNA testado Ne de amostras PCR — positivo Amplicon
GAU7/ GAU6 B. bigemina 14 14 687bp
GAU7/ GAU6 B.bovis 12 00 -
GAU7/ GAU6 A. marginale 14 00 -
Total 40 14

FIGURA 1. Eletroforese em gel de agarose 2% de 10ul de
produto pela PCR na amplificagdo de fragmento do gene
SSrRNA de B. bigemina com os GAU7/ GAUG6. 1) marca-
dor DNA 100bp; 2) amplicon de 687 bp de B. bigemina; 3)
DNA de B. bovis; 4) DNA de 4. marginale; 5) DNA geno-
mico de bovino livre de infec¢do; 6) controle negativo.

Resultado da PCR para Babesia bigemina

O resultado da identificacao de B. bigemi-
na, nas 266 amostras de sangue, pela reagdo em
cadeia da polimerase (PCR), pode ser observado
na Tabela 3. Ressalta-se que nenhum dos animais
apresentou sinais clinicos de babesiose.
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TABELA 3. Freqiiéncia das reagdes de PCR positivas para
B. bigemina em amostras de sangue de bezerros de diferen-
tes faixas etarias, do nascimento aos 165 dias de vida.

Ne de amos- Reagdes  Freqiiéncias

Idade (dias) tras positivas (%)
0als 35 | 2,80
16 a 30 21 | 4,76
3l1ads 37 14 37,80
46 a 60 24 15 62,50
61 a75 45 24 53,33
76 a 90 34 20 58,24

91 al105 36 19 52,77
106 a 120 8 5 62,50
121 a 135 2 1 50,0
136a 150 6 4 66,60
151a165 18 12 66,60

Total 266 116 43,60

Os resultados do ensaio da PCR tabulados
com o objetivo de registrar apenas o primeiro
exame positivo para cada bezerro durante o ex-
perimento, como apresentado na Tabela 4, re-
gistraram a ocorréncia de primo-infec¢des em
porcentagens variadas em 32 dos 37 bezerros
estudados, entre os grupos de faixas etarias de 0
a 15 dias até 136 a 150 dias, com excec¢do para
animais de idade entre 16 e 30 dias e de 76 a
90 dias. Apesar de as primo-infecgdes terem sido
verificadas durante quase todo o periodo, a maior
freqiiéncia foi registrada em bezerros com idade
entre 31 e 45 dias (Figura 2), correspondendo a
uma freqiiéncia de 32,43% do total de animais
estudados. Ao final do experimento, observou-



Dinamica da infec¢do natural por Babesia bigemina em bezerros a partir do nascimento ... 727

se que a PCR foi capaz de detectar DNA de B.
bigemina em 32 animais que apresentaram, no
minimo, um teste positivo durante o periodo de
colheita, correspondendo a 86,45 % do grupo de
37 bezerros.

Os resultados obtidos neste trabalho refe-
rentes a ocorréncia de maior nimero de primo-
infecgdes em bezerros com idade entre 31 e 45
dias de vida corroboram os relatados por MA-
DRUGA et al. (1984) que, em estudo sobre in-
feccao natural em bezerros criados em sistema
extensivo na regido de cerrado, verificaram de-
créscimo dos niveis de anticorpos maternos an-
ti-B. bigemina entre 28 e 56 dias pos-nascimento.
Portanto, a maior ocorréncia de primo-infec¢oes
nessa faixa etaria pode estar relacionada ao inicio
da fase suscetivel, que corresponde ao periodo de
transi¢do entre a perda da imunidade passiva e a
aquisi¢dao da imunidade ativa. Entretanto, alguns
autores, como JAMES (1988), consideraram que
bezerros de areas endémicas perdem a imunidade
materna por volta do terceiro més de vida.

Dos 37 bezerros estudados, apenas um
apresentou resultado pela PCR positivo nos dois
grupos de faixa etaria inferior a 31 dias (Tabela
4). Esse animal (Figura 3) apresentava dois dias
de vida no momento da colheita, sugerindo um

i 2 3 4 S

caso de transmissdo transplacentaria de B. bige-
mina. Trata-se de tipo de transmissdao que, ape-
sar de ser considerada de baixa ocorréncia, tem
sido reportada para algumas espécies do género
(CORREA, 1974; LOSOS, 1986; FRIEDHOFF,
1988).

TABELA 4. Freqiiéncia absoluta e relativa das primo-in-
fecgdes detectadas pela PCR em 37 bezerros acompanha-
dos do nascimento aos 165 dias de vida, criados em siste-
ma extensivo no municipio de Turvania, GO

Freqiiéncias dos resultados positivos

1dade (dias) Absoluta Relativa (%)
O0als 1 2,70
16 a 30 0 0,00
31a45 12 32,43
46 a 60 6 16,21
61a75 5 13,51
76 a 90 0 0,00
91 al05 3 8,10
106 a 120 2 5,40
121a135 1 2,70
136 a 150 2 5,40
151a165 0 0,00
Total 32 86,45
6 7 8 9 10

FIGURA 2. Produto da PCR obtido pela amplificagdo de fragmento do gene SSTRNA de B. bigemina do bezerro n° 5, em
sete amostras de sangue colhidas a partir do nascimento: 1) marcador DNA 100 bp; 2) controle positivo de B. bigemina:
amplicon de 687 bp; 3) primeira colheita — cinco dias de vida; 4) segunda colheita — 23 dias de vida; 5) amplicon de 687
bp de B. bigemina aos 32 dias de vida = primo-infecc¢do; 6) amplicon de 687 bp de B. bigemina aos 60 dias de vida; 7)
amplicon de 687 bp de B. bigemina aos 71 dias de vida; 8) amplicon de 687 bp de B. bigemina aos 81 dias de vida; 9)
amplicon de 687bp de B. bigemina aos 96 dias de vida; 10) controle negativo.
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FIGURA 3. Produto da PCR obtido pela amplificagdo de fragmento do gene SSTRNA de B. bigemina em amostras de
sangue do bezerro n°® 39 colhidas a partir do nascimento: 1) marcador DNA 100 bp; 2) controle positivo de B. bigemina
—amplicon de 687 bp; 3) amplicon de 687 bp de B. bigemina no segundo dia de vida; 4) amplicon de B. bigemina aos 31
dias de vida; 5) amplicon de B. bigemina aos 37 dias de vida; 6) amplicon de B. bigemina aos 51 dias de vida; 7) amplicon

de B. bigemina aos 58 dias de vida; 9) controle negativo.

CONCLUSOES

O protocolo e os avaliados neste estudo
foram efetivos para a amplificacdo especifica de
um fragmento do gene que codifica a SSTRNA
de Babesia bigemina, discriminando-a de for-
ma precisa de Babesia bovis, Anaplasma mar-
ginale ¢ do DNA do hospedeiro. O ensaio pela
PCR mostrou-se eficaz no estudo da dinamica
da infec¢ao natural por B. bigemina em bezerros
criados em sistema extensivo em area endémica,
detectando animais positivos em todas as faixas
etarias. As primo-infecgdes verificadas pela PCR
predominaram em bezerros com idade entre 31 e
45 dias, sendo este considerado o periodo critico
de maior suscetibilidade.
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