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RESUMO.- O objetivo deste trabalho foi verificar a presen-
ça de Brucella abortus e as lesões causadas por esse agente 
nos anexos fetais e nos fetos de búfalas. Para isso, 20 búfa-
las em diversos meses de gestação, sorologicamente positi-
vas para brucelose, foram submetidas ao abate sanitário. A 
idade fetal foi determinada através de exames ultrassono-
gráficos associados à mensuração dos fetos durante a ne-
cropsia. Do útero fechado desses animais foram coletadas 
amostras para histopatologia e qPCR. A partir do segundo 
mês de gestação foi possível detectar a presença de DNA de 
B. abortus em líquido amniótico, líquido alantoide e em úte-
ro e, a partir do quinto mês, na placenta, coração, baço, rim, 

pulmão, intestino, fígado e linfonodos dos fetos. Os princi-
pais achados anatomopatológicos foram placentite fibrino-
purulenta necrótica e endometrite supurativa crônica.
TERMOS DE INDEXAÇÃO: Brucelose, búfalos, Bubalus bubalis, 
Brucella abortus, infecção transplacentária.

INTRODUÇÃO
A bubalinocultura tem importância no mundo inteiro, 
como fonte de proteína; é utilizada na tração, além de ser 
capaz de sobreviver em terras pobres e subsistir com baixa 
qualidade de forragens. No entanto, pesquisas específicas 
com bubalinos são limitadas, por não se tratar de um ani-
mal importante em muitos países que possuem os recursos 
necessários para realizar grandes projetos e assegurar a 
publicação dos resultados na literatura internacional (Fos-
gate et al. 2011).

O Brasil possui 1.277.199 bubalinos; a região Norte, 
com 820 mil animais, é a maior produtora do País, com 
destaque para o estado do Pará, que responde por 37,9% 
do rebanho nacional (IBGE 2011).

A brucelose, doença infecto-contagiosa de evolução ge-
ralmente crônica e de caráter granulomatoso, infecta as cé-
lulas do sistema mononuclear fagocitário. O principal agen-
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te para bubalinos, assim como para bovinos, é uma bactéria 
intracelular facultativa, a Brucella abortus biotipo1 (Chevil-
le et al. 1993, Fosgate et al. 2002, Megid et al. 2005, Xavier 
et al. 2009), que tem como principal fonte de contaminação 
a via digestiva (Payne 1959). A brucelose provoca grandes 
prejuízos econômicos devido a problemas reprodutivos 
(Corbel 1997) e é uma das zoonoses que também afeta o 
búfalo doméstico. Apesar de semelhanças com a brucelose 
bovina, as diferenças na epidemiologia da doença entre es-
sas espécies são importantes no estabelecimento de medi-
das de controle (Fosgate et al. 2011).

No Brasil, o primeiro relato de brucelose em búfalos 
foi efetuado por Santa Rosa et al. (1969), que encontraram 
40,9% (27/66) dos búfalos reativos ao teste de soroaglu-
tinação rápida em placa. No entanto, o primeiro isolamen-
to em búfalas adultas no Brasil foi estabelecido por Ogas-
sawara et al. (1969) a partir do conteúdo de um higroma 
articular, do qual isolou B. abortus. Posteriormente, outros 
trabalhos evidenciaram a presença de brucelose nessa 
espécie, por meio de testes sorológicos (Bastianetto et al. 
2005). No estado do Pará, a prevalência encontrada foi de 
3,67% (176/4796) bubalinos positivos ao teste 2-mercap-
toetanol (2-ME) (Silva et al. 2014).

Esta enfermidade foi diagnosticada em ruminantes do-
mésticos no Egito, onde se demonstrou a presença de estir-
pes de B. suis e B. abortus, identificadas por meio de PCR, em 
ruminantes domésticos incluindo-se os bubalinos (Mensha-
wy et al. 2014), e em Trinidad e Tobago, por meio de tes-
tes sorológicos e bacteriológicos (Fosgate et al. 2002), bem 
como no Paquistão onde também foi identificada B. abortus 
em explorações pecuárias privadas (Nasir et al. 2004).

Além de provocar aborto a brucelose causa placentite 
necrosante fibrinosa (Payne 1959, Palmer et al. 1996, Pé-
rez et al. 1998, Xavier et al. 2009), com produção de exsu-
dato amarelo acastanhado e odor fétido, contendo fibrina, 
restos necróticos e infiltrados perivasculares no útero (Xa-
vier et al. 2009).

O diagnóstico desta enfermidade em bubalinos vem 
sendo realizado da mesma forma que para os bovinos, 
através de diferentes testes sorológicos e do isolamento do 
agente. As provas sorológicas empregadas no diagnóstico 
são teste de triagem do Antígeno Acidificado Tamponado 
(AAT), Fixação do Complemento (FC) e teste de Polariza-
ção Fluorescente (PF) (Nielsen 2001). Porém, podem ser 
empregados outros testes como o imunoenzimático com-
petitivo (ELISA-C) (Paulin et al. 2012) e ensaio imunoenzi-
mático com proteínas-G (ELISA-G) (Kumar & Chand 2011).

Um teste que vem se destacando no diagnóstico da bru-
celose é o teste de Reação em Cadeia da Polimerase em tem-
po real (qPCR) por apresentar altos níveis de sensibilidade 
e especificidade (Hinić et al. 2009, Caitano et al. 2014).

Não foram encontrados dados que demonstrassem a 
presença de B. abortus na espécie bubalina, assim como 
as lesões causadas por esse agente nos anexos fetais e no 
feto de bubalinos. Portanto, o objetivo do presente trabalho 
foi verificar a presença de B. abortus em búfalas sorologi-
camente positivas para brucelose, assim como caracterizar 
as lesões histológicas causadas por esse agente, nos anexos 
fetais e nos fetos de búfalas.

MATERIAL E MÉTODOS
Animais. Foram utilizadas 20 búfalas mestiças da raça Mur-

rah, primíparas, provenientes da Ilha de Marajó, estado do Pará, 
com 24 a 30 meses de idade, sorologicamente positivas para 
brucelose. As búfalas passaram por um período de adaptação de 
seis meses em uma propriedade no município de Castanhal, PA, 
e foram submetidas à inseminação artificial; nas que não empre-
nharam foram realizados repasse com o touro através de monta 
natural.

Coleta das amostras. Para confirmação da enfermidade fo-
ram coletadas amostras de sangue por venopunção da jugular, em 
tubos de 10mL à vácuo; o soro foi separado por meio de centrifu-
gação a 3000rpm por cinco minutos e foram armazenados a -20°C 
até a realização do teste sorológico. Os soros foram analisados 
por meio do teste de triagem do Antígeno Acidificado Tamponado 
(AAT) e os testes confirmatórios de Fixação do Complemento (FC) 
e Polarização Fluorescente (PF) conforme recomenda o Manual 
Técnico do Programa Nacional de Controle e Erradicação da Bru-
celose e Tuberculose Animal (Brasil 2006). Todos os testes foram 
realizados no Instituto Biológico em São Paulo.

Os animais do presente estudo, sorologicamente positivos 
para brucelose, foram submetidos ao abate sanitário em mata-
douros frigoríficos localizados nos municípios de Castanhal e 
Belém, estado do Pará, sob inspeção estadual e federal, respec-
tivamente, conforme a legislação vigente. Foi realizada a coleta 
do útero fechado das 20 búfalas. Nas gestações até o quarto mês 
foram coletados líquido alantoide, líquido amniótico e útero. Nas 
gestações a partir do quinto mês, foram colhidas amostras de lí-
quido amniótico, líquido alantoide, cotilédone, placenta, e dos fe-
tos, fragmentos de fígado, rim, baço, pulmão, coração, intestino, 
linfonodo pré-escapular e líquido abomasal. A idade fetal foi de-
terminada através de exames ultrassonográficos, realizados men-
salmente, associados à mensuração do feto durante a necropsia, 
conforme recomendado por Barr et al. (1990).

As amostras foram coletadas em duplicata, com a utilização 
de equipamentos de proteção individual (EPI), tubos e frascos 
esterilizados para coleta individuais. Uma das amostras foi con-
gelada e enviada ao Laboratório de Biologia Molecular do Labora-
tório Nacional Agropecuário em Minas Gerais (LBM Lanagro/MG) 
para realização da reação em cadeia da polimerase em tempo real 
(qPCR). A outra amostra foi fixada em formol a 10% e enviada ao 
Setor de Anatomia Patológica, do Instituto de Veterinária da Uni-
versidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ). As amostras 
foram submetidas ao processamento de rotina para histopatolo-
gia, cortadas a 5μm e coradas pela hematoxilina e eosina (HE).

Extração de DNA. Todas as amostras de tecidos foram homo-
geneizadas e submetidas à extração de DNA genômico com o kit 
comercial QIAamp Cador Pathogen mini kit (Qiagen®), utilizando-
-se o protocolo recomendado pelo fabricante. O DNA extraído foi 
analisado e quantificado em gel de agarose a 0,8%, com marcador 
de peso molecular 1Kb, corado com Blue green (LGCbio), visuali-
zado em luz ultravioleta e fotodocumentado para verificação de 
sua qualidade.

PCR em Tempo Real (qPCR). O ensaio foi realizado utili-
zando-se os oligonucleotídeos Bru.is711.128.F (TGGTGCTGTCA-
ATGAGGAC), Bru.is711.128.F (GACCTTCGGCAAATGGACAG), Bru.
is711.128.S (5´.FAM-CGGCGTATCAGCCAGGGCAT-IowaBlack.3’) 
para amplificação da sequência de inserção 711 do gênero Bru-
cella. Após as extrações dos DNAs, as reações de amplificação 
foram realizadas em um volume final de 25µL contendo: 2,5µL 
de DNA genômico; 2,0µL de cada primer à 10µM; 4,4µL de Água 
Mili-Q ultrapura, 0,6µL de MgCl2, 1,0µL de sonda e 12,5µL de Mix 
Quantitect (Qiagen, Alemanha) de acordo com o protocolo do for-
necedor. As condições de termociclagem foram as seguintes: 50°C 
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por 2 minutos, desnaturação a 95°C por 15 minutos, seguidos de 
45 ciclos a 95°C por 15 segundos e 60°C por um minuto. Todas 
as amostras foram avaliadas em duplicata em termociclador Lig-
thCycler® 480 II (Roche), com Software Release 1.5.0 SP4.

RESULTADOS
No Quadro 1 mostram-se os anexos fetais (líquido amni-
ótico, líquido alantoide e útero) dos quais foi detectada a 
presença de Brucella abortus do primeiro ao quarto mês 
de gestação. Verificou-se que a partir do segundo mês foi 
possível detectar DNA de B. abortus no líquido amniótico, 
líquido alantoide e útero.

No Quadro 2 observa-se a detecção de DNA de B. abor-
tus em búfalas a partir do quinto mês de gestação, nas quais 
verificou-se a presença da bactéria nos líquidos amniótico 
e alantoide, placenta e cotilédone. Portanto, B. abortus foi 
detectada em 60% (12/20) dos animais no líquido amnió-
tico, 65% (13/20) no líquido alantoide, 66,66% (8/12) na 
placenta, 33,33% (4/12) nos cotilédones e 25% (2/8) no 
útero.

O Quadro 3 mostra os tecidos fetais nos quais foram 
detectados DNA de B. abortus através da qPCR e o período 
gestacional das búfalas em meses no qual foi realizada a 
coleta.

 Verificou-se que no quinto mês de gestação foi possível 
detectar DNA de B. abortus nos tecidos fetais, sendo que os 
órgãos nos quais foram detectados com maior frequência 
foram coração 58,33% (7/12), baço 58,33% (7/12), rim 

58,33% (7/12), pulmão 50% (6/12), intestino 50% (6/12), 
fígado 41,66% (5/12) e linfonodo pré-escapular 33,33% 
(4/12).

Achados anatomopatológicos
As lesões macroscópicas observadas nos bubalinos fo-

ram placentite com exsudato de coloração acastanhada e 
odor fétido, com áreas de necrose e fibrina, além de con-
gestão e hemorragias multifocais (Búfalas 18 e 20) (Fig.1), 
e exsudato purulento nos placentomas (Búfalas 18 e 20) 
(Fig.2-3), útero com focos de necrose nos placentomas, ex-
sudato fibrinopurulento com odor fétido e restos placen-
tários (Búfala 20) (Fig.4), edema e hemorragia do corioa-
lantoide intercotiledonário (Búfala 20) (Fig.5), carúnculas 
com exsudato fibrinoso multifocal na superfície de corte 
e outras carúnculas com congestão e áreas hemorrágicas 
(Búfalas 18 e 20) (Fig.6). Não foram encontradas outras al-
terações macroscópicas.

Achados histopatológicos
Observou-se placentite caracterizada pela presença de 

focos de necrose e denso infiltrado inflamatório por cé-
lulas polimorfonucleares, congestão, hemorragia e áreas 
com exsudação por fibrina. Em outras áreas também foi 

Quadro 1. Detecção de DNA de Brucella abortus no líquido 
amniótico, líquido alantoide e útero de fêmeas bubalinas 

brucélicas do 1º ao 4º mês de gestação

 Identifi- Período  Anexos fetais
 cação gestacional Líquido amniótico Líquido alantoide Útero

 Búfala 1 1 mês - - -
 Búfala 2 1 mês - - -
 Búfala 3 2 meses + - -
 Búfala 4 2 meses + + +
 Búfala 5 3 meses - + -
 Búfala 6 3 meses + + -
 Búfala 7 4 meses + + +
 Búfala 8 4 meses + + -

 + Positivo, - negativo.

Quadro 3. Detecção de DNA de Brucella abortus através da qPCR nos tecidos fetais 
e período gestacional das búfalas em meses

 Identifi- Período Tecidos fetais
 cação gestacional Coração Baço Rim Pulmão Intestino Fígado Líquido Linfonodo
         abomasal pré-escapular

 Búfala 9 5 meses + + - - - - - -
 Búfala 10 5 meses + - + + + - - -
 Búfala 11 6 meses + + + + + + - -
 Búfala 12 6 meses + - - + - - - +
 Búfala 13 7 meses - - - - - - - -
 Búfala 14 7 meses - + - - - + - -
 Búfala 15 8 meses - - + - + - - +
 Búfala 16 8 meses + + + + + + + +
 Búfala 17 9 meses - + + - - + - -
 Búfala 18 9 meses + + + + + + + +
 Búfala 19 10 meses - - - - - - - -
 Búfala 20 10 meses + + + + + - - -

+ Positivo, - negativo. 

Quadro 2. Detecção de DNA de Brucella abortus no líquido 
amniótico, líquido alantoide, placenta e cotilédone de fêmeas 

bubalinas brucélicas do 5º ao 10º mês de gestação

 Identifi- Período  Anexos fetais
 cação gestacional Líquido Líquido Útero Cotilédone
    amniótico alantoide

 Búfala 9 5 meses -  -  +  +
 Búfala 10 5 meses + +  -  -
 Búfala 11 6 meses + +  -  -
 Búfala 12 6 meses -  -  +  +
 Búfala 13 7 meses + -  +  -
 Búfala 14 7 meses -  +  +  -
 Búfala 15 8 meses -  -  +  -
 Búfala 16 8 meses + +  +  -
 Búfala 17 9 meses -  +  -  +
 Búfala 18 9 meses + +  +  -
 Búfala 19 10 meses + +  -  -
 Búfala 20 10 meses + +  +  +

+ Positivo, - negativo.
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Fig.1. Placentite com exsudato de coloração amarelo acastanhado 
com fibrina e áreas de necrose (Búfala 18).

Fig.3. Congestão, hemorragia e exsudato purulento no placento-
ma (Búfala 18).

Fig.5. Edema e hemorragia do corioalantoide intercotiledonário 
(Búfala 20).

Fig.2. Congestão, hemorragia e exsudato purulento nos placento-
mas (Búfala 18).

Fig.4. Útero com necrose nos placentomas, exsudato fibrinopuru-
lento e restos placentários (Búfala 20).

Fig.6. Exsudato fibrinoso multifocal na superfície de corte da ca-
rúncula, acima, e áreas de hemorragia na carúncula, abaixo 
(Búfala 18).

possível observar infiltrado inflamatório por linfócitos, 
plasmócitos e microgranulomas com alguns neutrófilos, 
e invasão e multiplicação de numerosas colônias bacte-
rianas cocoides basofílicas nas células trofoblásticas da 
placenta, muitas das quais necróticas (Búfala 20) (Fig.7-
11), ou ainda endometrite supurativa crônica com áreas 

de fibrose e presença de numerosas colônias bacterianas 
cocoides basofílicas na superfície endometrial ulcerada 
(Búfala 20).

Dentre os achados histopatológicos nos fetos bubalinos 
verificou-se fígado com infiltrados linfocitários em focos 
pequenos, distribuídos por todo parênquima, com lesão 
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leve (Feto da Búfala 14) a moderada (Fetos das Búfalas 9, 
10 e 12) (Fig.12), moderada vacuolização difusa dos hepa-
tócitos (Feto da Búfala 14) e leve congestão no rim e baço 
(Feto da Búfala 16). Nos linfonodos foram observadas con-
gestão, edema e fibrina moderados (Feto da Búfala 13).

DISCUSSÃO
Considerando-se que os bubalinos, diferentemente dos 
bovinos, apresentam um período médio de 10,5 meses de 
gestação (Cockrill 1967), as coletas foram feitas em dois 
animais em cada mês gestacional. Por meio da utilização da 

Fig.7. Colônias bacterianas basofílicas, congestão e hemorragia 
em placentoma (Búfala 20). HE, obj.16x.

Fig.9. Necrose e infiltrado inflamatório fibrinopurulento com co-
lônias bacterianas basofílicas em placentoma (Búfala 20). HE, 
obj.25x.

Fig.11. Infiltrado inflamatório por linfócitos, plasmócitos, micro-
granuloma e alguns neutrófilos em placentoma (Búfala 20). 
HE, obj.25x.

Fig.8. Placenta com colônias bacterianas basofílicas nas células 
trofoblásticas, muitas das quais necróticas (Búfala 20). HE, 
obj.40x.

Fig.10. Placentoma com numerosas colônias bacterianas basofíli-
cas (Búfala 20). HE, obj.16x.

Fig.12. Fígado com infiltrado linfoplasmocitário multifocal (Feto 
da Búfala 10). HE, obj.25x. 
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técnica de PCR em tempo real, foi possível detectar a pre-
sença de DNA de Brucella abortus a partir do segundo mês 
de gestação nos líquidos amniótico, alantoide e no útero. 
Contudo, até o quarto mês de prenhez essa detecção foi fei-
ta somente nos líquidos fetais e no útero, pois somente a 
partir do quinto mês foram coletados tecidos fetais devido 
ao pequeno tamanho do feto; além disso, não foi possível 
observar placentomas ou qualquer tipo de conexão entre 
o endométrio e o córion em fetos bubalinos no terço ini-
cial de gestação, à semelhança dos achados de Morini et al. 
(2008).

A partir do quinto mês de prenhez foi possível detectar 
a presença de B. abortus nos cotilédones e nos tecidos fe-
tais, como coração, baço, pulmão, rim e fígado. Segundo Ko 
& Splitter (2003), após a bacteremia, as brucelas alojam-se 
em tecidos do sistema mononuclear fagocitário, depois in-
vadem o lúmen uterino e as vilosidades coriônicas, pois há 
maior disponibilidade de elementos para sua multiplicação 
(produtos da degradação do eritritol, prostaglandina-F2-α 
e o estradiol-17β), para finalmente se disseminarem para 
as vísceras fetais por via hematógena. Silva et al. (2009), 
em um estudo realizado em bovinos, utilizaram a PCR para 
detectar a presença de 12 diferentes agentes infecciosos 
associados a abortos em bovinos, o que resultou no diag-
nóstico etiológico em 19% dos casos, os quais avaliaram 
tecidos incluídos em parafina, e homogeneizados de vários 
tecidos fetais agrupados juntos e congelados.  No estudo 
verificaram que B. abortus foi o agente etiológico detectado 
com maior frequência. Matrone et al. (2009), ao avaliarem 
a detecção de B. abortus por meio da PCR em amostras de 
órgãos homogeneizadas de fetos abortados e de bezerros 
nascidos de vacas infectadas experimentalmente com a 
cepa de B. abortus 2308, concluíram que o pulmão e o baço 
apresentaram maior probabilidade de sucesso na detecção 
da bactéria do que o fígado e linfonodo; no nosso estudo o 
coração, baço, rim, pulmão e intestino foram os órgãos que 
apresentaram uma maior detecção de B. abortus. Cortez et 
al. (2006) utilizaram macerados de pulmão e cérebro para 
detecção de DNA de Brucella spp. por meio da PCR de 114 
fetos bovinos abortados e 10 bezerros com mortalidade 
perinatal dos quais 13% foram positivos. Nesse estudo de 
12 pulmões analisados pela PCR em seis foram detectados 
DNA de B. abortus.

Das Búfalas 13 e 19 não foram detectados DNA de B. 
abortus nas vísceras fetais; a detecção foi feita somente nos 
líquidos amniótico, alantoide e placenta; provavelmente 
as concentrações de DNA genômico nas amostras estavam 
abaixo do limite de detecção.

As lesões macroscópicas observadas no presente estu-
do em búfalas foram placentite necrótica fibrinopurulenta; 
essas lesões também descritas por Payne (1959), Palmer et 
al. (1996), Pérez et al. (1998) e Xavier et al. (2009) em bovi-
nos, além de hemorragias multifocais na placenta também 
descrita por Xavier et al. (2009) em bovinos. Os estudos na 
espécie bubalina em relação aos achados anatomopatoló-
gicos são escassos, contudo os achados do presente estudo 
foram semelhantes aos encontrados em bovinos. Estudos 
realizados por Fosgate et al. (2002), Fosgate et al. (2003), 
Diptee et al. (2007), Adesiyun et al. (2010) em bubalinos, 

com relação às respostas sorológicas a vacinas e infecções 
experimentais, têm demonstrado que os bubalinos são 
mais resistentes à infecção por B. abortus que os bovinos, 
e segundo Adesiyun et al. (2011) os búfalos tendem a ser 
infectados com estirpes de menor virulência. Isso provavel-
mente também influencia na capacidade de B. abortus cau-
sar lesões em bubalinos, como observadas nos animais do 
presente estudo, pois poucos animais apresentaram lesões 
macroscópicas significativas.

Os achados histopatológicos encontrados nos fetos bu-
balinos, tais como infiltrados linfoplasmocitários no fíga-
do, com leve congestão em rins e baço, foram semelhan-
tes aos descritos por Hong et al. (1991), em fetos bovinos, 
os quais descreveram lesões microscópicas que incluem 
processos inflamatórios vistos no fígado, baço e rim. A 
placentite fibrinossupurativa observada nos bubalinos do 
presente estudo caracterizada pela presença de necrose, 
congestão, hemorragia, infiltrado inflamatório purulento 
com fibrina e numerosas colônias bacterianas cocoides, 
são semelhantes aos achados de Xavier et al. (2009), em 
bovinos infectados experimentalmente, que observaram 
placentite necrótica neutrofílica com infiltrado perivas-
cular, associada com um grande número de B. abortus in-
tracelularmente em macrófagos e trofoblastos e também 
extracelularmente em tecidos necróticos. De acordo com 
Anderson et al. (1986), os trofoblastos são as células alvo 
principal para a invasão e multiplicação de B. abortus na 
placenta. Samartino & Enright (1996) afirmam que o forte 
tropismo de B. abortus pelo útero se dá principalmente du-
rante o último trimestre de gestação, devido às altas con-
centrações de eritritol e hormônios esteroides. Contudo, 
no presente trabalho foi possível verificar que no primeiro 
trimestre já existe a presença de B. abortus no útero dos 
bubalinos.

CONCLUSÕES
Os resultados demonstram que é possível detectar DNA 

de Brucella abortus desde o segundo até o último mês de 
prenhez em bubalinos, tanto nos líquidos fetais quanto nos 
tecidos e mostra a transmissão intrauterina como rota de 
infecção na cadeia epidemiológica da brucelose em buba-
linos.

Os achados anatomopatológicos significativos foram 
placentite fibrinopurulenta a necrótica e endometrite su-
purativa crônica.
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