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Resumo — As desordens reprodutivas causadas por agentes patogênicos promovem grandes prejuízos 
econômicos aos sistemas de produção animal. O estudo da transmissibilidade de agentes patogênicos, como 
o protozoário Neospora caninum, visa o controle das anormalidades, e a minimização das perdas. O objetivo 
do estudo foi avaliar a presença do N. caninum no líquido folicular e tecido endometrial em fêmeas bovinas 
naturalmente infectadas pelo agente. As análises moleculares via rtPCR demonstraram a presença do DNA 
do agente no líquido folicular 90 e 120 dias após o parto e/ou aborto. Esse resultado preliminar indica a ne-
cessidade de estudos complementares para elucidar uma possível transmissão via gametas e no uso das 
tecnologias de reprodução assistida (TRA) em doadoras com sorologia positiva ao agente. 

Termos para indexação: neosporose; bovinos; falhas reprodutivas.
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6 BOLETIM DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO 371

DNA detection of the protozoan Neospora caninum in the folicular 
fluid of bovine female donors

Abstract — Reproductive disorders caused by pathogenic agents cause great economic losses to animal 
production systems. The study of the transmissibility of pathogenic agents, such as the protozoan Neospora 
caninum, aims to control abnormalities and minimize losses. The objective of the study was to evaluate the 
presence of N. caninum in the follicular fluid and endometrial tissue in bovine females naturally infected by 
the agent. Molecular analyzes via rtPCR demonstrated the presence of the agent’s DNA in the follicular fluid 
90 and 120 days after giving birth and/or having an abortion. This preliminary result indicates the need for 
additional studies to elucidate a possible transmission via gametes and the use of ART in donors with positive 
serology to the agent.

Index terms: neosporose; bovine; reproductive failures.  
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Introdução
As desordens reprodutivas em bovinos são responsáveis por grandes prejuízos econômicos, acarretando 

aumento do número de descartes, despesas com tratamentos veterinários, queda na produção e diminuição 
da rentabilidade dos diferentes sistemas de produção. A neosporose tem sido apontada como a maior causa 
da ocorrência de falhas reprodutivas em diferentes rebanhos bovinos em todo mundo. 

Essa doença possui como agente etiológico o protozoário intracelular obrigatório Neospora caninum, sen-
do os canídeos os hospedeiros definitivos, e os bovinos, equinos e caprinos os hospedeiros intermediários. 
A neosporose acarreta perdas econômicas aos sistemas de produção. Nos rebanhos bovinos atingidos, são 
observados abortos, repetição de cio, e, por consequência, diminuição na produção de leite e aumento de 
despesas veterinárias. 

A principal forma de transmissão da enfermidade é pela via vertical (via transplacentária). Estudos ante-
riores relataram que no Brasil são atribuídas perdas econômicas anuais nos rebanhos leiteiros de US$ 50 mi-
lhões, devido a falhas reprodutivas causadas pela neosporose (Reichel et al., 2013). Em um estudo efetuado 
por Souza et al. (2017) e Gindri et al. (2018), foram analisados os fatores de risco e prevalência da neospo-
rose em rebanhos leiteiros do Rio Grande do Sul. Nesses estudos foi evidenciada uma elevada prevalência 
de rebanho (89%) e cerca de 32% de prevalência individual, demonstrando assim a circulação do agente nos 
rebanhos, sendo a aquisição de animais sem controle sanitário um fator de risco.

Uma possível transmissão via venérea tem sido investigada e sua implicação no uso das tecnologias de 
reprodução assistida tem sido avaliada em alguns estudos. A inseminação artificial com sêmen contaminado 
foi capaz de promover a infecção em novilhas (Serrano et al., 2006); a identificação do DNA do N. caninum 
no fluido folicular indicou um tropismo do protozoário pelo ovário bovino (Silva et al., 2012); e a eliminação via 
sêmen de touros e carneiros infectados naturalmente tem sido demonstrada (Caetano-da-Silva et al., 2004; 
Ferre et al., 2005, 2008; Koch et al., 2019). Esses dados indicam a necessidade da realização de estudos 
complementares para elucidar a possível transmissão do agente via gametas e sua implicação no desenvolvi-
mento embrionário inicial em bovinos. Isso porque o animal portador do N. caninum pode eliminar o agente de 
forma intermitente nas células germinativas, se submetido a processos estressantes e imunossupressores.

O objetivo deste estudo foi avaliar a presença de DNA do protozoário Neospora caninum no líquido folicular 
e tecido endometrial de doadoras bovinas naturalmente infectadas com N. caninum, em diferentes períodos 
de tempo (30, 60, 90 e 120 dias), após parto a termo ou perda reprodutiva (aborto). O conteúdo desta publi-
cação está relacionado aos Objetivos do Desenvolvimento Sustentável ODS), instituídos pela Organização 
das Nações Unidas (ONU), que visa superar desafios da população mundial, estando de acordo com o ODS 
2, referente a “Fome zero e agricultura sustentável”.

Material e métodos
O estudo foi realizado no período de março a setembro de 2023 na Estação Experimental Terras Baixas 

(ETB) da Embrapa Clima Temperado, Pelotas, RS. As análises moleculares via reação em cadeia da polime-
rase em tempo real (rtPCR) foram efetuadas no Laboratório Axys Diagnóstico Veterinário, Porto Alegre, RS. 
Os animais utilizados foram fêmeas bovinas da raça Jersey, com histórico de sorologia positiva ao N. caninum 
pelo teste de Elisa (kit comercial IDEXX® Neospora X2, IDEXX Laboratories, Inc., EUA). 

As coletas das amostras foram realizadas em três fêmeas, sendo uma fêmea com relato de aborto ao re-
dor do quinto mês de gestação, e as outras duas sem a ocorrência de perdas reprodutivas e com a gestação 
a termo. O líquido folicular (LF) e raspado do tecido endometrial (TEN) foram coletados em diferentes momen-
tos, 30, 60 e 90 dias após o parto normal ou ocorrência da falha reprodutiva (aborto).

Para a realização da coleta das amostras, as fêmeas foram submetidas a anestesia epidural baixa, e a 
aspiração folicular foi efetuada com o auxílio de um aparelho de ultrassonografia equipado com sonda de 
7,5 MHz e sistema de agulha acoplada a uma seringa. As amostras de tecido endometrial foram coletadas 
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transcervicalmente utilizando-se escovas citológicas (cytobrush). Após a coleta, as amostras (LF e TEN) fo-
ram mantidas em criotubos a -20 °C até o envio ao laboratório Axys para realização do PCR em tempo real 
(rtPCR). A metodologia utilizada para o rtPCR seguiu protocolo utilizado pelo referido laboratório para a de-
tecção do N. caninum em outros tecidos. O equipamento de PCR em tempo real utilizado foi o quantStudio da 
ThermoFisher Scientific. O rtPCR para DNA do N. caninum em Sybr Green utilizou a seguinte metodologia: 
95 °C por 5 minutos, seguidos de 40 ciclos de 95 °C por 15 segundos; 60 °C por 30 segundos, e 73 °C por 
30 segundos. 

Resultados e discussão
As análises via rtPCR detectaram a presença do DNA do N. caninum no LF em duas fêmeas nas amostras 

coletadas 90 e 120 dias após o parto ou aborto, conforme descrito na Tabela 1. 

Tabela 1. Amplificação do DNA do protozoário N. caninum no líquido folicular 
(LF) e tecido endometrial (TEN) em diferentes períodos de tempo após parto ou 
aborto em vacas Jersey com histórico de sorologia positiva.

Identificação 
do animal 

Tipo de 
amostra

Período de coleta das amostras 
(dias após aborto ou parto a termo)

30 60 90 120

1 
LF(1) - - - -

TEN(2) - - - -

2
LF - - + +

TEN - - - -

3
LF - - + -

TEN - - - -
(1) Líquido folicular
(2) Tecido endometrial

Esses resultados preliminares indicam uma circulação do agente de forma intermitente no trato reprodu-
tivo de fêmeas bovinas com sorologia positiva ao N. caninum. O DNA foi detectado em diferentes períodos 
em uma das fêmeas (90 e 120 dias). Por outro lado, em outra fêmea somente foi detectado em um único 
período (90 dias). Da mesma forma, os resultados obtidos por Silva et al. (2012) mostraram a detecção do 
DNA do parasita em fêmeas bovinas com perdas gestacionais aos 90 dias. Os estudos de Ferre et al. (2008) 
demonstraram a presença intermitente do parasita no sêmen de touros experimentalmente reinfectados e 
cronicamente infectados.

Esses primeiros resultados indicam a presença do DNA do protozoário no LF 90 e 120 dias após a ocor-
rência da falha reprodutiva ou parto a termo. 

Este estudo ainda está em andamento, para obtenção de resultados complementares, com o acompanha-
mento e análise molecular em amostras de outros animais naturalmente infectados em diferentes períodos 
de tempo.

Conclusões
Em doadoras bovinas naturalmente infectadas pelo protozoário N. caninum detecta-se DNA do protozoário 

no líquido folicular 90 e 120 dias após o parto ou aborto. No entanto, não foi detectada a presença do proto-
zoário em amostras de tecido endometrial em nenhum dos períodos coletados durante o experimento.

Os resultados indicam a necessidade da revisão dos padrões sanitários atuais quanto ao controle do pa-
tógeno N. caninum no uso das tecnologias de reprodução assistida (TRA) em bovinos.
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