
  
 

 

FUNDAÇÃO UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO DO SUL 
PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM CIÊNCIAS VETERINÁRIAS 

CURSO DE MESTRADO 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

AVALIAÇÃO DE TÉCNICA DE ESPECTROSCOPIA 

ÓPTICA E APRENDIZADO DE MÁQUINA PARA 

DIAGNÓSTICO SOROLÓGICO DE Brucella abortus E 

Mycobacterium bovis EM BOVINOS 

 

 

 

BRUNO SILVA DE REZENDE 

 

 

Campo Grande – MS 
2023 

 

 

 



I 
 

 
BRUNO SILVA DE REZENDE 

 
 

 

 

AVALIAÇÃO DE TÉCNICA DE ESPECTROSCOPIA 

ÓPTICA E APRENDIZADO DE MÁQUINA PARA 

DIAGNÓSTICO SOROLÓGICO DE Brucella abortus E 

Mycobacterium bovis EM BOVINOS 

 

Evaluation of optical spectroscopy technique and machine learning for 

serological diagnosis of Brucella abortus and Mycobacterium bovis in 

cattle 

 

 

BRUNO SILVA DE REZENDE 

Orientador: Carlos Alberto do Nascimento Ramos 

Dissertação apresentada ao programa de 
Pós-Graduação em Ciências Veterinárias da 
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, 
como requisito parcial para a obtenção do 
título de Mestre em Ciências Veterinárias. 
 

 

 

 

Campo Grande – MS 
2023 

 
 
 



II 
 

FOLHA DE APROVAÇÃO 

 



III 
 

DEDICATÓRIA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dedico esta vitória a minha madrinha Elizabeth da Silva Benites, ao meu 

padrinho Porfirio da Silva Benites, a minha avó Margarete Almeida de Rezende 

e ao meu avô Antonio Carlos Ferreira de Rezende. Estas pessoas foram 

fundamentais ao longo deste caminho. A minha gratidão é eterna. 

 



IV 
 

AGRADECIMENTOS 

Quero agradecer primeiramente a Deus por todo o amparo para que eu 

tivesse determinação em prol dos meus objetivos. 

Agradeço ao CNPq pelo apoio financeiro. Além disso, fica aqui o meu 

agradecimento, pela parceria de pesquisa, ao Prof. Dr. Cícero Cena e Thiago 

França. Indubitavelmente, minha gratidão aos alunos de iniciação científica 

Maykko e Arthur, por toda ajuda com os experimentos. 

Aos meus familiares, em especial a minha mãe Patricia, que sempre 

esteve comigo: obrigado! 

Agradeço também aos meus amigos e a todos que torceram por mim! 

E o meu principal agradecimento será para o meu orientador Prof. Dr. 

Carlos Alberto do Nascimento Ramos. Foi um verdadeiro orientador e um grande 

amigo! Nada disso seria possível se eu não tivesse todo o suporte deste grande 

ser humano. Agradeço de coração por toda ajuda, ensinamentos e conselhos!  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“Não existe um caminho para a felicidade. A felicidade é o caminho” 

Mahatma Gandhi 

 



V 
 

RESUMO 1 

A tuberculose e a brucelose bovina são doenças importantes no cenário da 2 
bovinocultura do país, haja vista os impactos econômicos devido ao sacrifício de 3 
animais positivos, condenação de produtos de origem animal e o risco à saúde 4 

pública. Ademais, B. abortus e M. bovis são microrganismos muito resistentes 5 
no ambiente o que facilita a sua disseminação. O Programa Nacional de Controle 6 
e Erradicação de Brucelose e Tuberculose (PNCEBT) promove além de 7 
vacinação para brucelose, testes de diagnóstico para B. abortus e M. bovis, 8 
sacrifício ou abate sanitário de animais positivos e ações de adesão voluntária 9 

com a finalidade de fomentar a prevenção e controle destas doenças. Entretanto, 10 
os testes atualmente empregados podem apresentar alguns problemas seja de 11 
especificidade e ou sensibilidade, ou demanda de estrutura laboratorial 12 

complexa, alto custo e demora no tempo de execução. Dessa forma, justifica-se 13 
as pesquisas por métodos baseados em espectroscopia como FTIR, UV-Vis e 14 
outras, que associadas a métodos de análise multivariada e algoritmos de 15 
aprendizado de máquina (machine learning) têm demonstrado serem 16 

promissoras no diagnóstico de doenças, apresentando índices de sensibilidade-17 
especificidade aceitáveis, custos mais baixos e rapidez na obtenção de 18 
resultados. Dessa forma, foi avaliado nessa pesquisa o método UV (Ultra 19 
violeta), associado ao aprendizado de máquina, para diagnóstico de brucelose e 20 
tuberculose em bovinos. Avaliou-se a metodologia de UV para ambas as 21 

enfermidades, com diferentes antígenos (antígeno de B. abortus para 22 
soroaglutinação lenta Tecpar®; antígenos recombinantes P27, MPB83 e MPB70 23 

de M. bovis). Foram utilizados um total de 106 amostras de soro bovino (53 24 
positivas e 53 negativas) para brucelose, e 88 amostras (44 positivas e 44 25 

negativas) para tuberculose. As proporções de antígeno-soro foram avaliadas 26 
para cada antígeno e identificou-se, por meio da análise de componentes 27 

principais (PCA), que a proporção 1:1 para brucelose e, 1:16 (MPB83), 1:2 28 
(MPB70) e 1:2 (P27), para tuberculose, apresentaram melhor separação de 29 

positivos e negativos. Ademais, com a proporção definida, foi realizado a coleta 30 
dos espectros UV do total de amostras. Em seguida os espectros foram 31 
submetidos a análise de componentes principais com o objetivo de observar a 32 

tendência da formação de agrupamentos, sendo que para brucelose, não 33 
apresentou nenhuma tendência de agrupamento, enquanto para tuberculose, 34 

somente o antígeno P27 apresentou bons resultados de agrupamento. 35 
Finalmente, usando algoritmos de aprendizado de máquina, foi alcançada uma 36 
acurácia geral de 92,5% para brucelose e 96,3% para tuberculose (usando 37 
antígeno P27).  38 
 

Palavras-chave: Aprendizado de máquina, Bovino, Diagnóstico, Sorologia. 39 
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Abstract 40 

Tuberculosis and bovine brucellosis are important diseases for cattle farming in 41 
Brazil, given the economic impacts due to the sacrifice of positive animals, 42 
condemnation of products of animal origin and the risk to public health. In 43 

addition, B. abortus and M. bovis are very resistant microorganisms in the 44 
environment, which facilitates their dissemination. The National Program for the 45 
Control and Eradication of Brucellosis and Tuberculosis (PNCEBT) promotes 46 
vaccination against brucellosis, diagnostic tests for B. abortus and M. bovis, 47 
sacrifice or sanitary slaughter of positive animals and voluntary adherence 48 

actions with the purpose of promoting the prevention and control of these 49 
diseases. However, the tests currently employed may have some specificity 50 
and/or sensitivity problems, or demand for a complex laboratory structure, high 51 

cost and excessive execution time. Thus, research on methods based on 52 
spectroscopy such as FTIR, UV-Vis and others is justified, which associated with 53 
multivariate analysis methods and machine learning algorithms have shown to 54 
be promising in the diagnosis of diseases, presenting indices acceptable 55 

sensitivity-specificity, lower costs and faster results. Thus, the UV (Ultraviolet) 56 
method associated with machine learning was evaluated in this research for the 57 
diagnosis of brucellosis and tuberculosis in cattle. The UV methodology was 58 
evaluated for both diseases, with different antigens (B. abortus antigen for serum 59 
agglutination test; recombinant antigens P27, MPB83 and MPB70 of M. bovis). A 60 

total of 106 bovine serum samples (53 positive and 53 negative) for brucellosis 61 
and 88 samples (44 positive and 44 negative) for tuberculosis were used. The 62 

antigen-serum ratios were evaluated for each antigen, and it was identified, 63 
through principal component analysis (PCA), that the ratio 1:1 for brucellosis and, 64 

1:16 (MPB83), 1:2 (MPB70) and 1:2 (P27), for tuberculosis, showed better 65 
separation of positives and negatives. Furthermore, with the proportion defined, 66 

the collection of the UV spectra of the total samples was carried out. Then the 67 
spectra were submitted to principal component analysis in order to observe the 68 

tendency of cluster formation. For brucellosis, no clustering tendency was 69 
observed, while for tuberculosis, only the P27 antigen showed good clustering 70 
results. Finally, using machine learning algorithms, an overall accuracy of 92.5% 71 

for brucellosis and 96.3% for tuberculosis (using P27 antigen) was achieved. 72 
 

Keywords: Bovine, Diagnosis, Machine learning, Serology. 73 

 

 

 

 

 



VII 
 

LISTA DE FIGURAS 

Figura 1. 

Figura 2. 

Figura 3. 

Figura 4. 

Figura 5. 

 

 

Figura 6. 

 

Figura 7. 

Figura 8. 

 

 

 

 

 

Figura 9. 

 

 

 

Figura 10 

 

 

 

 

 

 

Figura 11 

 

 

 

Prevalência de casos de brucelose bovina por UF. 
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(a) Overall accuracy obtained in the LOOCV tests (light blue bars 

with right inclined line pattern) for Discriminant analysis (DA), K-

nearest neighbor (KNN), and Support vector machine (SVM) 

algorithms by using PC3, PC4, and PC14 data in the 200 to 300 nm 

range. Confusion matrix for the performance of (b) SVM algorithm 

with a linear function, and (c) KNN algorithm with weighted function. 

The highest overall accuracy was 92.5%. 

Scatter plot based on Principal component analysis for UV-SNV 

spectra of bovine blood serum. Bovine tuberculosis positive 

samples (red) and negative (blue). The (a) correspond to the P27 

antigen, (b) correspond to the MPB70 antigen, and (c) to the MPB83 

antigen. 

(a) Overall accuracy obtained in LOOCV tests (light blue bars) for 

the machine learning algorithms. (b) Confusion matrix for the 

performance of the KNNM algorithm with an accuracy of 96.3%. 
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1.  INTRODUÇÃO 74 

A brucelose e a tuberculose são enfermidades infectocontagiosas, 75 

causadas por microorganismos do gênero Brucella e Mycobacterium, 76 

respectivamente. Às duas doenças têm grande impacto econômico por gerar 77 

inúmeros prejuízos à bovinocultura além de serem zoonoses importantes 78 

(BRASIL, 2006). A prevalência de focos de brucelose em bovinos pelo país 79 

depende de cada região, variando entre 0,32% e 41,5% (CHATE et al., 2009). 80 

Ademais, a tuberculose bovina, em um estudo entre 1989 e 1998, apresentou 81 

prevalência média em todo o território nacional de 1,3% (FILHO et al., 2017). No 82 

estado de Mato Grosso do Sul (MS), a partir de um levantamento epidemiológico 83 

no ano de 1998, observou-se prevalência para brucelose de 6,3% (BRASIL, 84 

2006). Além disso, em um estudo realizado entre 2012 e 2019, o estado de MS 85 

apresentou prevalência para tuberculose bovina de 0,15% (GARCIA et al., 86 

2021). 87 

A ocorrência de brucelose no rebanho bovino brasileiro pode ocasionar 88 

um impacto significativo haja vista a condenação de produtos alimentícios como: 89 

carne e leite. Além disso, há grandes gastos para a implementação dos 90 

programas de controle e erradicação da doença somado aos prejuízos na 91 

bovinocultura devido aos abortos, bezerros subdesenvolvidos, menor índice 92 

reprodutivo, menor produção de leite e derivados (POESTER et al., 2009). 93 

Indubitavelmente, tais fatores mencionados somam-se com as mortalidades e 94 

intervenções veterinária. A brucelose bovina no Brasil gera perdas estimadas em 95 

R$ 420,12 ou R$ 226,47, para cada fêmea infectada acima de 24 meses em 96 

rebanhos de leite ou corte, respectivamente. O prejuízo total anual estimado para 97 

tal doença no rebanho bovino brasileiro, foi de R$ 892 milhões, correspondendo 98 

a 0,32% do PIB do Brasil em 2011 (SANTOS et al., 2013). 99 

 O homem pode ser infectado por meio dos produtos de origem animal 100 

contaminados ou por contato direto ou indireto com animais infectados (PAULIN 101 

et al., 2008). Dores articulares, febre, tosse, náusea, cefaleia, linfonodos 102 

reativos, mialgia, depressão e perda de peso são os principais sinais clínicos 103 

observados em humanos. Além disso, pode ocorrer supurações em órgão como 104 

fígado e baço (LAWINSKY et al., 2010). 105 



11 
 

A tuberculose bovina é uma doença que pode acometer diferentes 106 

espécies de animais e humanos, caracterizando assim sua importância para a 107 

bovinocultura e saúde pública (SALAZAR, 2005). O agente da tuberculose se 108 

caracteriza por gerar uma doença principalmente respiratória, pois quando há a 109 

inalação dos bacilos pelo hospedeiro, macrófagos alveolares fagocitam o 110 

microorganismo, causando lesões denominadas tubérculos (MARCONDES, 111 

2002; PRITCHARD, 1988). Além disso, a transmissão ocorre principalmente por 112 

via aerógena, mas também há a inclusão de via oral, congênita e venérea (NEIL 113 

et al., 1994). Em seres humanos, comumente, a transmissão pode ocorrer pelo 114 

consumo de leite e derivados contaminados (ACHA et al., 2001). Ademais, 115 

segundo o estudo de Ruggiero et al. (2022), a disseminação do bacilo pode 116 

ocorrer por meio de corrimento nasal, leite, fezes, urina, secreção vaginal e 117 

uterina e pelo sêmen.  118 

Mycobacterium bovis pode causar uma grande variedade de sinais 119 

clínicos tanto em humanos como em animais, associando-se a variação da 120 

localização das lesões (COSIV et al., 1998). Comumente a tuberculose em 121 

bovinos é inaparente, apresentando poucos ou ausência de sintomas, mas em 122 

casos avançados os hospedeiros podem apresentar dispneia (MATTHIAS, 123 

1988). 124 

Em 2001, o Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA) 125 

instituiu no Brasil o Programa Nacional de Controle e Erradicação da Brucelose 126 

e Tuberculose Animal (PNCEBT), buscando diminuir a prevalência das 127 

enfermidades a partir de medidas sanitárias. Este programa visa o controle dos 128 

animais em risco, certificação das propriedades livres ou monitoradas, 129 

aprimoramento para médicos veterinários que atuem nessa área, educação 130 

sanitária e diagnósticos laboratoriais (BRASIL, 2006). 131 

 O PNCEBT se baseia no controle através do diagnóstico, sacrífico ou 132 

abate sanitário dos animais infectados e vacinação para brucelose. Ademais, 133 

este programa sugere a desinfecção de currais, estábulos, manejo de 134 

pastagens, desinfecção de solos e veículos de transporte de animais, como 135 

medidas preventivas.  136 

O diagnóstico de B. abortus é baseado nos aspectos clínicos, 137 

epidemiológicos e principalmente nos laboratoriais, sendo estes últimos divididos 138 
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em diretos e indiretos. Os métodos diretos incluem o isolamento do agente, 139 

identificação por imuno-histoquímica ou PCR (BRASIL, 2006). 140 

Os métodos indiretos para brucelose bovina são bastante amplos. O 141 

PNCEBT define como oficiais os seguintes testes: Antígeno acidificado 142 

tamponado (AAT), Teste do Anel em Leite (TAL), 2-Mercaptoetanol (2-ME), 143 

Soroaglutinação Lenta (SAL), Fixação de Complemento (FC) e Teste de 144 

Polarização Fluorescente (FPA), sendo que os dois primeiros testes são 145 

realizados como triagem; e os quatro últimos são considerados confirmatórios 146 

(BRASIL, 2006). Embora os testes acima descritos apresentem em geral bons 147 

parâmetros de sensibilidade e especificidade, o diagnóstico definitivo de um 148 

animal suspeito pode levar alguns dias, devido a necessidade de realização de 149 

testes de triagem e confirmatório. 150 

O diagnóstico clínico da tuberculose bovina torna-se difícil haja vista, 151 

muitas vezes, sinais inaparentes e condição crônica do portador. Portanto, o uso 152 

de métodos laboratoriais é de extrema importância. Após a morte do animal, a 153 

necrópsia pode ser realizada e associada a coleta de material, para assim ser 154 

realizada a histopatologia, PCR e isolamento bacteriano. Entretanto, o teste 155 

tuberculínico é a principal metodologia recomendada pelo MAPA para o 156 

diagnóstico de tuberculose bovina in vivo. Tal teste in vivo, se caracteriza pela 157 

aplicação de tuberculina e verificação da reação de hipersensibilidade (para os 158 

animais positivos). Com isso, esta última ferramenta pode ser dividida em três 159 

tipos: Teste da Prega Caudal (TPC), Teste Cervical Simples (TCS) e Teste 160 

Cervical Comparativo (TCC) (BRASIL, 2006). Embora de grande importância 161 

para identificação de animais infectados, os testes baseados em 162 

tuberculinização apresentam inconvenientes, sejam relacionados a sensibilidade 163 

e especificidade, seja relacionado a praticidade de execução. 164 

Diante do exposto, a busca por novas metodologias de diagnóstico, é 165 

justificada, para o aprimoramento do controle das enfermidades. Neste cenário, 166 

técnicas de espectroscopia óptica associadas a metodologias de análise 167 

baseadas em aprendizado de máquina surgem como promissoras. Estas se 168 

baseiam na interação da radiação com a matéria gerando informações que 169 

podem ser analisadas para classificar e determinar as propriedades do 170 

respectivo material. O estímulo da luz é capaz de fazer com que o material em 171 
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análise mude de um estado fundamental para excitado. Com isso, a partir da 172 

medição da radiação emitida ou a quantidade de radiação absorvida, é possível 173 

obter resultados e informações importantes sobre a substância em questão 174 

(SKOOG et al., 2005). 175 

A espectroscopia óptica são um conjunto de técnicas que podem ser 176 

executadas a partir da radiação por luz infravermelha, ultravioleta ou visível, 177 

entre outras (MARTINHO, 1994). A partir disso, a espectroscopia pode ter 178 

inúmeras aplicações, com a análise de variados materiais assim como sistemas 179 

mais complexos que podem envolver células e tecidos. Esta técnica pode ser 180 

muito útil, pois é capaz de analisar amostras nos três estados físicos (líquido, 181 

sólido e gasoso) e estando a matéria pouco ou sem prévia preparação. Ademais, 182 

há um baixo custo tanto para suporte quanto para a manutenção dos 183 

equipamentos por esta técnica (SILVA, 2007). 184 

Assim a técnica de espectroscopia pode ser útil no diagnóstico de 185 

inúmeras doenças, assim como doenças causadas por bactérias. Com isso há a 186 

hipótese de que tal tecnologia poderia contribuir no diagnóstico de brucelose e 187 

tuberculose bovina resultando em ótima performance na confiabilidade dos 188 

resultados bem como na rapidez e baixo custo para a sua funcionalidade. 189 

Após a obtenção dos espectros de uma determinada amostra, pode ser 190 

utilizado uma ferramenta de grande valia: análise de componentes principais 191 

(PCA). Esta análise é um método fatorial no qual os fatores são relacionados a 192 

variância total. O objetivo da PCA é utilizar muitas variáveis e encontrar 193 

combinações destas para produzir índices que descrevam a variação dos dados 194 

(ARAUJO et al., 2009). Este sistema, em outras palavras, permite reter as 195 

informações relevantes e mostrar, de modo mais simples, cada variável 196 

individualmente. Ou seja, um espaço multidimensional é transformado em um 197 

subespaço menor, criando assim, em termos geométricos das componentes 198 

principais, a covariância das variâncias usando baixo número de autovetores 199 

(GODINHO et al., 2008). E quando a PCA é associada a métodos de 200 

aprendizado de máquina, temos uma metodologia poderosa para identificação 201 

de padrões que podem auxiliar na distinção entre amostras positivas e negativas. 202 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 203 

2.1 Brucelose bovina no brasil 204 

2.1.1 Etiologia e patogenia 205 

Brucella é o gênero da bactéria que pode causar a doença brucelose, 206 

comumente associada a diversos hospedeiros (suínos, bovinos, caninos etc.) 207 

incluindo humanos (MORENO et al., 2006). Brucella abortus é o principal agente 208 

causador de brucelose em bovinos, podendo gerar inúmeros prejuízos a 209 

bovinocultura, comumente relacionado a sua capacidade de causar infertilidade 210 

no hospedeiro, aborto, diminuição na produção de leite e outros prejuízos de 211 

ordem reprodutiva (HARMON et al., 1988; XAVIER, 2009; NETA et al., 2010).  212 

 B. abortus é uma bactéria gram-negativa, não formadora de esporos, não 213 

móvel, intracelular facultativa, aeróbia e flagelada (LAGE et al., 2008; BRASIL, 214 

2006). Tal bactéria apresenta morfologia de colônia lisa, ou seja, há a presença 215 

de lipídeo A, núcleo oligossacarídeo e cadeia O na composição do LPS 216 

(lipopolissacarídeo) que constitui a parede celular. Ademais, tal característica 217 

morfológica tem relação direta com a virulência do microrganismo, sendo que o 218 

grupo das bactérias lisas são mais patogênicas (PAULIN et al., 2003; LAGE et 219 

al., 2008). Embora os gêneros sejam aeróbios, uma atmosfera com 220 

concentração de 5 a 10 % de CO2 propicia o crescimento de algumas espécies. 221 

A multiplicação deste patógeno acontece na faixa de 20 a 40°C, sendo a 222 

temperatura ideal de 37°C, e um ph entre 6.6 e 7.4 (PAJUABA, 2006; OIE, 2009). 223 

Este microrganismo resiste bem a inativação no ambiente, levando a um alto 224 

potencial de transmissibilidade, podendo permanecer por vários meses na água, 225 

em vestimentas, feno, locais secos, temperaturas baixas e determinados 226 

materiais biológicos (OIE, 2016). 227 

As espécies do gênero são sensíveis à acidez e ao calor, podendo ser 228 

eliminadas em até 15 minutos quando em contato com compostos fenólicos a 229 

2,5%, permanganato de potássio (1:5000) e soluções de formaldeído a 2%. Além 230 

disso, o carbonato de cálcio (1:10) consegue eliminar os microrganismos em 30 231 

minutos e o álcool a 70% elimina de imediato (PAULIN et al., 2003; OIE, 2009).  232 

Em alimentos como carne, Brucella spp. pode manter-se viável durante 233 

meses, sendo resistentes ao congelamento e refrigeração, bem como a 234 



15 
 

acidificação do meio. Portanto, a eliminação, neste caso, só ocorre com o uso 235 

do calor e em condições de ph inferior a 4,0 (PESSEGUEIRO et al., 2005). 236 

Em produtos lácteos e no leite, tal bactéria, pode sobreviver de 15 a 90 237 

dias, dependendo do ph, presença de outros microrganismos e temperatura. A 238 

fervura do leite bem como os métodos de esterilização e processos de 239 

pasteurização contribuem para a erradicação de Brucella spp. (CARVALHO et 240 

al., 1995; PAULIN et al., 2003; BRASIL, 2006). 241 

A mais comum porta de entrada de B. abortus é a mucosa orofaringeana, 242 

entretanto há de se considerar as mucosas nasofaringeas, conjuntiva ocular, oral 243 

e em soluções de continuidade de pele (BRASIL, 2006). Geralmente a 244 

transmissão ocorre quando o bovino está em contato com fetos abortados, 245 

líquidos vaginais, envoltórios fetais, fômites e ingestão de água e alimentos 246 

contaminados (OIE, 2009). 247 

Após a entrada da bactéria no hospedeiro, os macrófagos fagocitam estes 248 

microrganismos levando-os aos linfócitos regionais, e estes, por sua vez, sofrem 249 

multiplicação do agente podendo originar um quadro de hiperplasia e linfadenite 250 

(BISHOP et al., 1994; LAGE et al., 2008; NETA et al., 2010). Ademais, após a 251 

circulação nos primeiros linfonodos, B. abortus pode, através do sangue ou linfa, 252 

acometer outros linfonodos, como os supramamários, e órgãos como o fígado e 253 

baço, albergando-se por longos períodos e sobrevivendo a resposta imune do 254 

hospedeiro (HARMON et al., 1988; GORVEL et al., 2002; CAMPAÑA et al., 2003; 255 

LAGE et al., 2008; LIRA, 2008; MATRONE et al., 2009; XAVIER, 2009). 256 

Indubitavelmente, um grande fator responsável pela patogenicidade do 257 

microrganismo, é sua capacidade de escape da resposta imune do hospedeiro. 258 

B. abortus é capaz de permanecer no interior dos macrófagos sintetizando 259 

enzimas antioxidantes, as quais somada à produção de guanosina 5’ 260 

monofosfato-GMP e adenina, impedem a degranulação dos macrófagos, e 261 

consequentemente a destruição do agente (ARÉSTEGUI et al., 2001; BALDWIN 262 

et al., 2002; NETA et al., 2010).  263 

Além disso, este patógeno pode causar reações inflamatórias diversas 264 

que podem resultar em esplenomegalia, hepatomegalia e até hiperplasia linfóide, 265 

podendo ocorrer sinais clínicos no aparelho locomotor associado a 266 

acometimento de músculos, bursas, tendões e articulações (MASCARENHAS, 267 
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2017). Os tecidos acometidos, devido a inflamação, além da modulação por 268 

macrófagos, há a infiltração de plasmócitos e linfócitos, podendo resultar em 269 

focos de necrose somado ao desenvolvimento de capsulas devido a proliferação 270 

de tecido conjuntivo. Contudo, a preferência do microrganismo é por órgãos que 271 

oferecem elementos para o desenvolvimento do seu metabolismo, como o 272 

eritritol. Este elemento, por sua vez, é encontrado principalmente no útero 273 

gravídico, tecidos osteoarticulares, tecido mamário e órgãos reprodutivos do 274 

macho (RIBEIRO et al., 2008; XAVIER, 2009). 275 

De acordo com Silva et al. (2005), as Brucellas possuem afinidade pelos 276 

trofoblastos devido à grande quantidade de eritritol e progesterona produzida 277 

pela placenta. Ademais, a infecção no útero através da via hematogênica, pode 278 

causar diferentes intensidades de alterações associado ao fator do tempo de 279 

gestação. A concentração de eritritol no bovino varia de acordo com o período 280 

gestacional, sendo que há maior quantidade de tal componente próximo ao 281 

parto, e com isso aumentando a chance de infecção e multiplicação do 282 

microrganismo (CARTER et al., 1991; LAGE et al., 2008).  Com isso, as lesões 283 

necróticas e inflamatórias na placenta, causam descolamento de cotilédones 284 

somado a lise de vilosidades, comprometendo a circulação entre mãe e filhote, 285 

e consequentemente impossibilidade de troca de nutrientes e oxigênio, 286 

resultando em variados danos incluindo o subdesenvolvimento do feto e até o 287 

aborto. Além disso, outras manifestações materno-fetal podem ocorrer, tais 288 

como: retenção de placenta, nascimento de bezerros fracos e endometrite 289 

crônica, que pode acarretar problemas de fertilidade (BISHOP et al., 1994; 290 

PAULIN et al., 2003; LAGE et al., 2008; XAVIER, 2009). 291 

Os machos infectados por B. abortus, podem apresentar aumento de 292 

volume testicular, além de comprometimento de vesículas seminais, ampolas e 293 

epidídimo. As lesões inflamatórias podem evoluir para necrose causando atrofia 294 

dos testículos e consequentemente levando o animal a quadro de infertilidade 295 

ou subfertilidade (GORVEL et al., 2002; PAULIN et al., 2003; LAGE et al., 2008; 296 

NOZAKI, 2008). 297 

As lesões de aparelho locomotor causadas por B. abortus, estão 298 

principalmente relacionadas aos tendões, bursa, músculos e articulações. 299 

Ademais, as artrites carpianas e tarsianas são comuns, assim como espondilites 300 
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e bursite, podendo atingir bainha dos tendões e medula óssea (PAULIN et al., 301 

2003).  302 

 

2.1.2 Técnicas de diagnóstico 303 

Os métodos indiretos ou sorológicos constituem importantes ferramentas 304 

para o diagnóstico da brucelose bovina (POESTER et al., 2005). 305 

O PNCEBT definiu como oficiais os seguintes testes: Teste do Antígeno 306 

Acidificado Tamponado (AAT), Teste do Anel do Leite (TAL), Teste do 2-307 

Mercaptoetanol (2-ME), Soroaglutinação Lenta (SAL), Fixação do Complemento 308 

(FC) e Fluorescência de Polarização (FPA), sendo os dois primeiros definidos 309 

como testes de triagem e os quatro últimos como confirmatórios (BRASIL, 2006). 310 

Sem dúvidas, tais testes não apresentam total sensibilidade, e por isso há a 311 

necessidade, muitas vezes, da associação entre eles em busca de melhor 312 

eficiência na detecção de animais positivos (COSTA et al., 2011; OLIVEIRA, 313 

2003). 314 

O AAT é um teste indireto de triagem na qual se caracteriza pela 315 

simplicidade da sua realização, além de que é sensível e rápido. Entretanto, a 316 

aplicação da vacina B19, pode resultar em animais falso positivos quando 317 

submetidos a tal teste (HUBER et al., 1986; TANYA et al., 1993; ABIMERHI et 318 

al., 1998; MEGID et al., 2000; FOSGATE et al., 2002). 319 

Já o TAL consiste em um teste bastante sensível no qual quando há a 320 

combinação de antígeno-anticorpo, forma-se um anel azulado indicando assim 321 

resultado positivo. Este teste é realizado para diagnóstico e monitoramento de 322 

rebanho de gado de leite, sendo que os positivos, devem ser testados 323 

individualmente por AAT, 2-ME e SAL, para se descobrir qual ou quais estão 324 

infectados. Contudo, o teste de anel em leite pode apresentar falsos positivos 325 

em animais portadores de mamites, presença de leites ácidos ou em colostros 326 

(BRASIL, 2006). 327 

O 2-Mercaptoenol (2-ME) é um teste confirmatório altamente específico, 328 

pois devido a degradação de anticorpos IgM, há a detecção somente de IgG o 329 

que indica, quando presente, uma infecção crônica. Além disso, deve ser 330 

executada em paralelo com a prova lenta em tubos. Ademais, a prova lenta, 331 
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também chamada de Soroaglutinação em Tubos (SAT), embora possa identificar 332 

uma alta proporção de animais positivos, pode apresentar resultados falso-333 

negativos em infecções crônicas somado a demora (aproximadamente 48 horas) 334 

para leitura (BRASIL, 2006).  335 

A Organização Mundial de Saúde Animal (OIE) recomenda a FC como 336 

teste referência para o trânsito internacional de animais (DAJER et al., 1999). 337 

Este teste tem sido utilizado em muitos países como ferramenta de controle e 338 

erradicação (NIELSEN, 2002), pois além da alta especificidade, há menor 339 

interferência de anticorpos vacinais quando comparado aos testes do AAT e 2-340 

ME (ALTON et al., 1988). 341 

A FPA fundamenta-se na diferença de rotação entre a molécula de 342 

antígeno (marcado com fluorocromo) e a conjugação antígeno-anticorpo. 343 

Moléculas individualizadas (somente o antígeno) giram a uma velocidade maior, 344 

resultando em maior despolarização da luz, e moléculas maiores (antígeno 345 

ligado ao anticorpo) giram a uma menor velocidade, produzindo-se menor 346 

despolarização luminosa. A detecção de diferenças de polarização 347 

consequentemente consegue diferenciar amostras positivas e negativas 348 

(NIELSEN, 2002). Ademais, tal método indireto tem boa sensibilidade e 349 

especificidade, pode ser realizado a campo e com pouco tempo de execução (2 350 

minutos) (NIELSEN, 2002; POESTER et al., 2005; OIE, 2008). Segundo Mathias 351 

et al., (2010) a FPA apresentou sensibilidade de até 97,3% e especificidade de 352 

até 98,3 %. Contudo, tal técnica apresenta a desvantagem do alto custo de 353 

equipamentos e reagentes somado ao fato de que é necessária a importação 354 

dos itens. 355 

De acordo com Meirelles-Bartoli et al. (2010) foi realizado um estudo 356 

comparativo entre os testes sorológicos preconizados pelo PNCEBT para o 357 

diagnóstico de brucelose bovina. Então, foram analisadas 1061 amostras de 358 

soros bovinos e comparou-se as provas de AAT, a combinação de SAL e 2-ME 359 

e FC. Constatou-se sensibilidade relativa de 99,6%, 98,8% e 91,1%, 360 

respectivamente, para o AAT, 2-ME e a FC, e especificidade relativa de 83,9%, 361 

96,2% e 100%. Portanto, observou-se boa concordância entre os testes de 362 

triagem e os testes confirmatórios, e ótima concordância quando os 363 

confirmatórios foram comparados entre si. Contudo, houve soros com titulação 364 
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elevada em um dos testes confirmatórios e resultado negativo em outro, 365 

ratificando a suposição de que o diagnóstico de brucelose bovina é mais 366 

confiável quando são realizados vários testes. 367 

Os diferentes métodos diretos (isolamento bacteriano, imuno-368 

histoquímica e PCR) para diagnóstico de B. abortus, podem apresentar 369 

vantagens e desvantagens (BRASIL, 2006). A realização de isolamento 370 

bacteriano através de material de aborto, sêmen e líquido sinovial de articulações 371 

comprometidas apresentam resultados muito bons. Porém, é necessário 372 

colheita, transporte e processamento adequado (LAGE et al., 2006). Ademais, 373 

tal técnica possuí como vantagem a alta especificidade, sendo capaz de 374 

identificar diferentes espécies, contribuindo assim para avanços na 375 

epidemiologia da doença (LAGE et al., 2008). Entretanto, além da baixa 376 

sensibilidade, o isolamento requer tempo de execução de 3 a 5 dias de 377 

incubação, em alguns casos 21 dias antes que um resultado esteja disponível 378 

(WALKER, 2003). Além disso, há como desvantagens a necessidade de 379 

instalações e equipamentos de bioproteção de nível 3, pois, tal técnica possuí 380 

riscos de infecção aos profissionais que manuseiam material altamente 381 

contaminado e infeccioso (POESTER et al., 2005). 382 

A imuno-histoquímica, por sua vez, é considerada versátil e prática, pois 383 

apenas requer a adição de um anticorpo específico com um determinado 384 

marcador, na amostra preparada para histopatologia. Com isso, é possível além 385 

da identificação do agente, a visualização das lesões ocasionadas pelo 386 

microrganismo (XAVIER, 2009). Todavia, este método direto é de execução 387 

complexa e laboriosa, gerando falhas significativas e sendo necessário extrema 388 

cautela para interpretação dos resultados (BRANDTZAEG, 1998).  389 

A PCR tem se popularizado nos últimos anos como útil na identificação 390 

de Brucella spp., a partir de material de aborto, sangue e sêmen (QUIEPO-391 

ORTUNO et al., 1997). Possuí como vantagens a alta sensibilidade e 392 

especificidade, permite trabalhar com a bactéria inativada além de demandar 393 

baixo tempo de execução quando comparado aos métodos citados 394 

anteriormente (FEKETE et al., 1990; BRICKER, 2002). As principais 395 

desvantagens são a presença de fatores inibidores de amplificação nas 396 

amostras (proteínas, lipídeos e carboidratos), o alto custo de equipamentos e 397 
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reagentes, e demanda por profissionais qualificados (LAGE et al, 2006).  Leyla 398 

et al., (2003) utilizaram a PCR baseado no gene IS711 para detectar Brucella 399 

spp. em material de conteúdo estomacal de fetos ovinos, com sensibilidade de 400 

97,4%, e especificidade de 100% quando comparada ao isolamento 401 

microbiológico. Ademais, Seónadh et al. (2006) avaliaram o método 402 

convencional e a PCR em tempo real (qPCR) para detecção de B. abortus em 403 

sangue, linfonodos e leite de vacas infectadas, concluindo que é possível 404 

detectar B. abortus a partir de amostras de linfonodo e leite com eficiência. No 405 

entanto, a partir de sangue, não se observou grande eficiência. 406 

 

2.1.3 Distribuição geográfica 407 

Indubitavelmente, o conhecimento epidemiológico acerca da distribuição 408 

da doença sobre estados e regiões, torna-se muito importante para a 409 

implementação de um programa que objetiva o controle e a erradicação. 410 

Ademais, a razão para tal afirmativa é a de que, com o conhecimento da 411 

distribuição da morbidade, permite-se escolher as melhores estratégias, 412 

relacionadas especificamente com as diferentes frequências de prevalência das 413 

subpopulações estudadas. Além disso, o acompanhamento das diferentes 414 

localidades, fomenta para um melhor estudo, queixando-se de forma racional a 415 

necessidade de correções bem como evitando o desperdício de tempo e 416 

recursos (CHATE et al., 2009). 417 

Em 2001 começou o inquérito epidemiológico para conhecer a 418 

prevalência de brucelose bovina nos estados da BA, DF, ES, GO, MA, MT, MS, 419 

MG, PB, PR, PE, RJ, RS, RO, SC, SP, SE e TO, entretanto AC, AL e PA tinham 420 

previsão de finalizar os estudos até o ano de 2020 e ficando sem inquéritos 421 

apenas AP, AM, CE, PI, EM e RR (BRASIL, 2020). A seguir, a partir das figuras 422 

1 e 2, observa-se os resultados dos inquéritos realizados pelas unidades 423 

federativas (UF). 424 
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Figura 1. Prevalência de casos de brucelose bovina por UF. 425 

Fonte: (BRASIL, 2020). 426 

      

Figura 2. Prevalência de focos de brucelose bovina por UF. 427 

Fonte: (BRASIL, 2020). 428 

 

 

 



22 
 

2.2 Tuberculose bovina no Brasil 429 

2.2.1 Etiologia e patogenia 430 

A tuberculose bovina é uma importante doença infecciosa de bovinos, 431 

causada pela bactéria Mycobacterium bovis e que tem prevalência relevante 432 

principalmente em países em desenvolvimento. Geralmente a doença se 433 

caracteriza por quadro crônico, raramente apresentando evolução aguda. Este 434 

bacilo acomete principalmente bovinos, mas também pode infectar outras 435 

espécies de animais silvestres e domésticos, assim como o ser humano 436 

(CENTRO PANAMERICANO DE ZOONOSIS, 1988). 437 

Mycobacterium bovis é um microrganismo que se caracteriza por ser 438 

imóvel, não capsulado, intracelular facultativo, bacilos curtos e não flagelados 439 

(SILVA et al., 2011). Além disso, este agente é muito resistente, sendo capaz de 440 

sobreviver em pasto, esterco e estábulo por até 2 anos, e por até 10 meses em 441 

materiais biológicos contaminados. Ademais, é sensível a pasteurização do leite 442 

e podem ser eliminados por alguns agentes desinfetantes, como álcool, 443 

hipoclorito de sódio e formol (JORGE, 2010).  444 

A tuberculose bovina pode causar lesões do tipo granulomatosas 445 

nodulares, denominadas tubérculos, e isso se caracteriza como principal sinal 446 

clínico (SILVA et al., 2011). Mas também, vale ressaltar que a localização das 447 

lesões corresponde, de modo geral, as rotas de infecção do animal pelos bacilos. 448 

A infecção por via aerógena (inalação de aerossóis contaminados) é a mais 449 

comum (BRASIL, 2006), correspondendo assim a lesões que se restringem a 450 

cavidade torácica. Entretanto, quando a infecção ocorre por via digestiva 451 

(ingestão de pastagem, água e fômites contaminados), lesões podem aparecer 452 

em linfonodos mesentéricos e faríngeos e posteriormente a disseminação para 453 

todo o organismo. Ademais, bezerros podem ser infectados ao ingerir o leite 454 

materno contaminado (JORGE, 2010). 455 

De acordo com (THOMAZ, 2006), as lesões iniciadas nas junção 456 

bronquíolo-alveolar disseminam-se para os alvéolos e linfonodos brônquicos, 457 

podendo persistir no local, progredir ou regredir. A queda da imunidade do animal 458 

pode estar diretamente relacionada a disseminação da infecção para outros 459 

órgãos. Além disso, a dispersão da infecção pode ocorrer de forma miliar 460 
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(quando ocorre de maneira intensa, com grande quantidade de bacilos na 461 

circulação) e protraída (através de vasos linfáticos e sanguíneos atingindo 462 

linfonodos, sistema nervoso, fígado, rim, baço, ossos, entre outros tecidos) 463 

(BEER, 1998). 464 

Geralmente os animais que estão infectados por M. bovis apresentam 465 

uma evolução crônica da doença, permanecendo assintomáticos até o estágio 466 

terminal. Entretanto, em algum momento, o animal infectado pode apresentar 467 

sintomatologia tais como linfonodos aumentados, emagrecimento e dificuldade 468 

respiratória. Além disso, pode ocorrer diarreia, mastite, lesões na genitália e 469 

infertilidade (CARVALHO, 2013; JORGE, 2010; SALAZAR, 2005). 470 

 

2.2.2 Técnicas de diagnóstico 471 

Para o diagnóstico de M. bovis, os testes são extremamente importantes 472 

haja vista que o diagnóstico clínico, muitas vezes, torna-se difícil pois com a 473 

evolução crônica da doença há uma ausência de sinais clínicos identificáveis. 474 

Dessa forma, os testes de tuberculização (TCC, TCS e TPC), são os principais 475 

métodos para triagem e confirmação de casos in vivo de tuberculose em bovinos. 476 

Para diagnóstico post-mortem, tecidos como linfonodos de cabeça e tórax, 477 

pulmão e fígado, podem ser utilizados para histopatologia, testes moleculares e 478 

isolamento bacteriano (SALES, 2012; BRASIL, 2006). 479 

O MAPA recomenda os testes tuberculínicos, e estes por sua vez, são os 480 

métodos de diagnóstico mais comuns no Brasil (BRASIL, 2006). Os testes 481 

consistem na inoculação intradérmica de tuberculina, e posterior aferição da 482 

resposta de hipersensibilidade do tipo IV, por meio do aumento da espessura da 483 

dobra de pele no local da inoculação. Quando os animais estão infectados, há 484 

uma intensa reação que aumenta significativamente a espessura da pele alguns 485 

dias após a inoculação (MONAGHAN et al., 1994). O procedimento de 486 

tuberculinização pode ser dividido em três testes, sendo que o teste da prega 487 

caudal (TPC) é empregado em gado de corte; o teste cervical simples (TCS), é 488 

também utilizado como teste de triagem, mas para gado de leite; e há o teste 489 

confirmatório, para animais com resultados positivos no TCS e TPC, 490 

compreendido pelo teste cervical comparativo (TCC) (BRASIL, 2006). 491 
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 Entretanto, os testes intradérmicos podem apresentar algumas 492 

desvantagens, pois, por se tratar de testes in vivo, há dificuldade na aplicação 493 

em rebanhos com alto contingente, e com isso há dificuldades na realização de 494 

estudos epidemiológicos (MENZIES, 1999; LIU et al., 2007). Ademais, tais 495 

métodos não são 100% específicos, podendo ocorrer reações falso-positivas, 496 

devido a sensibilização dos animais com micobacterias ambientais, podendo 497 

acarretar sacrifício desnecessário do animal (WOOD et al., 1991; MONAGHAN 498 

et al., 1994). Somado a isso, em caso de reações indeterminadas, os animais 499 

devem ser testados novamente apenas após 60 dias a partir da primeira 500 

inoculação, sendo necessário novamente a contenção dos animais. (BRASIL, 501 

2004; AAGAARD et al., 2006). Reações falso-negativas, para tal método indireto, 502 

podem acontecer em animais anérgicos cronicamente infectados, tornando 503 

estes animais possíveis fontes de infecção para o rebanho. 504 

A técnica de ELISA (Enzyme-Lynked Immunosorbent Assay), para 505 

diagnóstico de tuberculose bovina, se mostra útil para identificação de animais 506 

positivos anérgicos, e como ferramenta complementar aos testes que avaliam a 507 

imunidade celular (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1994). De acordo com 508 

Waters et al., (2011) um teste ELISA utilizando antígenos recombinantes MPB70 509 

e MPB83 forneceu sensibilidade de 63,0% e especificidade de 98,0% em 510 

bovinos. Ademais, Meneses et al., (2015) avaliaram proteínas recombinantes 511 

para detecção de anticorpos contra M. bovis por ELISA, e concluíram que a 512 

quimera com fragmentos hidrofílicos de MPB70, MPB83 e ESAT-6 de M. bovis, 513 

apresentou melhor resultado (sensibilidade de 83,2% e especificidade de 86,5%) 514 

quando avaliaram os soros bovinos previamente testados pelo TCC. Um outro 515 

estudo, foi realizado por Farias et al., (2012), no qual avaliou-se o teste ELISA 516 

baseado em proteínas recombinantes P27 e MPB70 contra anticorpos de M. 517 

bovis. Neste último estudo citado, a sensibilidade e especificidade do teste foram 518 

respectivamente 88,7% e 94,6% para MPB70 e 98,1% e 91,9% para P27. 519 

Entretanto, tal teste pode apresentar algumas desvantagens como necessidade 520 

de muito tempo para a sua execução, alto custo e necessidade de laboratório 521 

especializado (FRÁGUAS et al., 2008).  522 

O teste de interferon gama bovino objetiva detectar a reação imune celular 523 

a infecção por M. bovis (CENTRO PANAMERICANO ZOONOSIS, 1988). Tal 524 
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método é definido pela dosagem de uma citocina (interferon gama) presente em 525 

amostras de sangue de animais infectados, quando há a estimulação prévia dos 526 

linfócitos com PPD bovino e aviário, sendo que, animais não infectados não 527 

produzem a citocina (JONES et al., 1992; WOOD et al., 1991). As vantagens de 528 

tal técnica baseiam-se em ser um procedimento não invasivo, permitir a 529 

realização várias vezes e sem intervalo de tempo, e necessidade de contenção 530 

do animal apenas uma vez. Porém, é um diagnóstico de alto custo, restrito tempo 531 

para o processamento das amostras (8 horas), e possibilidade de reações 532 

cruzadas com outras microbactérias (ABRAHÃO, 1998; KANTOR et al., 1994). 533 

Outras ferramentas como a cromatografia liquida de alta resolução 534 

(HPLC) para análise do ácido micólico, foi sugerida como técnica de identificação 535 

de microbactérias em culturas (BUTLER et al., 1991). Mas, esse ensaio não é 536 

capaz de diferenciar por exemplo M. bovis de M. tuberculosis, possuindo então 537 

pouca especificidade (FLOYD et al., 1992). 538 

Os exames bacteriológicos e histológicos são importantes na 539 

comprovação do diagnóstico realizado a campo, assim como a tuberculinização, 540 

e com isso requerem que as amostras de animais suspeitos sejam coletadas de 541 

forma rápida e adequada (CENTRO PANAMERICANO DE ZOONOSIS, 1988; 542 

ORGANIZACIÓN PANAMERICANA DE LA SALUD, 1995). O isolamento 543 

bacteriano apresenta baixa sensibilidade, exigindo grande quantidade de bacilos 544 

viáveis e demora no tempo de execução (tempo de crescimento da cultura varia 545 

entre 1 e 12 semanas) (CORNER, 1994). A histologia, por sua vez, embora seja 546 

um método rápido e barato, requer grande quantidade de microrganismos e 547 

algumas lesões causadas por outras bactérias podem ser semelhantes as 548 

causadas por M. bovis (HAAGSMA, 1995; WARDS et al., 1995; ZANINI et al., 549 

2001).  550 

A PCR como técnica de diagnostico para tuberculose pode ser realizada 551 

usando isolados de cultivos e materiais clínicos (WIT et al., 1990; SAKAMOTO 552 

et al., 1999). Embora tal técnica apresente ótimos resultados de sensibilidade e 553 

especificidade, há um alto custo somado a complexidade de execução. Esses 554 

fatores têm sido relatados como restrição para o uso no diagnóstico de 555 

tuberculose bovina (KLASTER et al., 1998; VITALE et al., 1998; ZANDEN, 2002). 556 

Os primeiros estudos utilizando PCR para diagnóstico de M. bovis oriundos de 557 
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amostras de bovinos, denotam de 1995 e com isso tal ferramenta mostrou-se 558 

eficaz na identificação de bacilos inviáveis bem como na rapidez de execução, 559 

mas as desvantagens se restringiam aos métodos de extração (COLLINS et al., 560 

1994; RORING et al., 2000).  561 

 

2.2.3 Distribuição geográfica 562 

Em 2003 iniciou-se os inquéritos epidemiológicos com o objetivo de 563 

identificar a prevalência de tuberculose bovina nos estados do Brasil. Até o ano 564 

de 2018 foram realizadas as avaliações nas seguintes Unidades Federativas 565 

(UF): BA, DF, ES, GO, MT, MS, MG, PR, PE, RS, RO, SC, SP e TO, entretanto 566 

no presente estudo as UF de AC, PA e SE estavam com inquéritos em 567 

andamento (Figuras 3 e 4) (BRASIL, 2020). 568 

 

Figura 3. Prevalência de casos de tuberculose bovina por UF. 569 

             Fonte: (BRASIL, 2020). 570 
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Figura 4. Prevalência de focos de tuberculose bovina por UF. 571 

Fonte: (BRASIL, 2020). 572 

 

2.3 Espectroscopia UV-Vis 573 

A espectroscopia UV-Vis é uma técnica capaz de medir a absorção de 574 

radiação UV e/ou luz visível a partir das moléculas que compõe a substância 575 

analisada. Tal técnica funciona sob um intervalo de longitude de onda de 200 a 576 

800nm, resultando em informações sobre os estados de energia da amostra em 577 

questão (PERKAMPUS, 1992). 578 

Espectrofotômetro é o instrumento usado para obter espectros de uma 579 

determinada amostra (OWEN, 2000). Além disso, dentre as espectroscopias, a 580 

UV-Vis é a mais utilizada no mundo, tendo aplicações diversas, contribuindo por 581 

exemplo em áreas biológicas na quantificação de proteínas determinação de 582 

atividades enzimáticas (BACON et al., 2004), avaliação de viabilidade celular 583 

(STOCKERT et al., 2012) e entre outras atividades. 584 

Dentre as variadas aplicações, o uso de UV-Vis associado ao 585 

infravermelho, podem ser utilizadas na medicina resultando em efeitos gerais de 586 

fotônica no corpo, cabelos, ossos e pele (ANDERSON et al., 1981; LIEBOLD et 587 

al., 2000). Ademais, a utilização dessa tecnologia pode ser útil no tratamento de 588 

eritema que é causado por determinadas doenças (KOLLIAS et al., 1994). Mas 589 
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também vale destacar que diagnósticos prévios tem sido consequência do uso 590 

desta tecnologia, por exemplo na detecção de pré-câncer e câncer de colo de 591 

útero (BURGHARDT, 1984).  592 

Neste cenário, o uso da técnica de espectroscopia ultravioleta-visível a 593 

partir de biofluidos para diagnóstico de doenças infecciosas tais como a 594 

brucelose e tuberculose bovina, pode resultar em um método de análise 595 

sensível, específico e rápido, que poderá ser explorado em uma nova etapa do 596 

programa nacional sanitário do Brasil (PNCEBT), contribuindo para identificação 597 

de infectados em cenários de baixas prevalências, e erradicação da doença.  598 

 

2.4 PCA e Machine Learning 599 

Análise de componentes principais (PCA) é uma ferramenta que 600 

possibilita a partir de um conjunto de dados, a redução da sua dimensionalidade 601 

em uma forma interpretável possibilitando a manutenção da maioria das 602 

informações e com isso preservar o máximo de variabilidade possível (JOLLIFFE 603 

et al., 2016). Em outras palavras, a PCA é uma técnica estatística de análise 604 

multivariada que é capaz de utilizar e transformar um montante de dados 605 

originais (variáveis) em um conjunto menor de variáveis (HONGYU et al., 2016). 606 

A PCA tem como vantagens a exclusão da multicolinearidade das 607 

informações, objetivando a mudança de dados originais intercorrelacionados em 608 

um novo conjunto de dados não correlacionados (componentes principais). 609 

Ademais, reduz as variáveis a eixos perpendiculares que explicam a variação 610 

dos dados de forma independente e decrescente. As desvantagens de tal técnica 611 

se restringem a sensibilidade a outliers não recomendada quando se tem muitos 612 

zeros na matriz e dados ausentes. A seguir, na figura 5, é possível observar uma 613 

representação gráfica de análise de componentes principais de amostras 614 

positivas e negativas para tuberculose bovina obtidas através de espectros UV-615 

Vis. 616 
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Figura 5. PCA realizada com os dados de espectroscopia 617 

UV-Vis de amostras positivas (preto) e negativas (azul) 618 

para Mycobacterium bovis. 619 

Fonte: Arquivo pessoal. 620 

 

O aprendizado de máquina (machine learning, ML), é uma ferramenta 621 

estatística que auxilia na busca de conhecimento científico através da 622 

identificação automatizada em diferentes conjuntos de dados e assim, em outras 623 

palavras, busca detectar padrões dos dados (HEY et al., 2009). Portanto, com o 624 

reconhecimento de diferentes padrões dos dados, é possível prever informações 625 

desconhecidas ou ajudar no processo de tomada de decisões em situações de 626 

incertezas (MURPHY, 2012). Além disso, segundo outras definições, ML 627 

melhora com a experiência em tarefas determinadas, mas sem ser totalmente 628 

colocada para efetuar tal função (SAMUEL, 1959; HASTIE et al., 2001). Tal 629 

técnica evoluiu a partir da inteligência artificial (IA), e basicamente, esta última, 630 

por sua vez, é qualquer auxílio que permite os computadores imitar a inteligência 631 

humana. A figura 6 exemplifica melhor a relação entre IA e ML (SCHLEDER et 632 

al., 2021). 633 
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Figura 6. Descrição hierárquica e exemplos de técnicas de IA e 634 

suas subáreas ML e Deep Learning (DL). 635 

Fonte: (SCHLEDER et al., 2021). 636 

 

Assim, ML pode ser usada para duas finalidades: a primeira é com 637 

objetivo de solucionar problemas os quais outros métodos, como os tradicionais 638 

não conseguem resolver; a segunda seria para melhorar a resolução de 639 

questões que já foram resolvidas, seja de uma forma melhor e mais robusta, 640 

mais econômica, mais rápida, ou tudo simultaneamente. A seguir, na figura 7, há 641 

a demonstração, de uma forma básica, de como funciona um ML (SCHLEDER 642 

et al., 2021). 643 

 

Figura 7. Os quatro componentes básicos do processo 644 

de machine learning. 645 

Fonte: (SCHLEDER et al., 2021). 646 

 

Portanto, o aprendizado de máquina pode ser utilizado seguindo os quatro 647 

passos fundamentais: definição do problema; dados; representação; e 648 

algoritmos, validação e aplicação (SCHLEDER et al., 2021). Assim, ML pode ser 649 

usada como complemento, otimização e validação dos dados obtido através da 650 
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PCA, sendo que os dados desta última são rotineiramente empregados em 651 

algoritmos de ML (HEEL et al., 2016).  652 
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4. CAPÍTULO I  1019 

Turning chaotic sample group clusterization into organized ones by 1020 

feature selection: Application on photodiagnosis of Brucella abortus 1021 

serological test 1022 

 1023 

Bruno Silva de Rezendea, Thiago Françab, Herbert Patric Kellermann 1024 

Clevelanda, Cícero Cena*b and Carlos Alberto do Nascimento Ramosa 1025 

 

Bovine brucellosis diagnosis is a major problem to be solved, the disease has a 1026 

great economic impact with significant losses in meat and dairy products, besides 1027 

the fact that it can be transmitted to humans. The sanitary measures instituted in 1028 

Brazil are based on disease control through diagnosis, animal sacrifice, and 1029 

vaccination. Although the currently available diagnostic tests show good quality 1030 

parameters, they are time-consuming, and the incidence of false-positive and/or 1031 

false-negative results is still observed, which difficult the effectively control the 1032 

disease. The development of a low-cost, fast, and accurate brucellosis diagnosis 1033 

test remains a need for proper sanitary measures at a large-scale analysis. In this 1034 

context, spectroscopy techniques associated with machine learning tools have 1035 

shown great potential for use in diagnostic tests. In this study, bovine blood serum 1036 

was investigated by UV-vis spectroscopy and machine learning algorithms to 1037 

build a prediction model for Brucella abortus diagnosis. Here we first apply 1038 

principal component analysis to observe the group formation tendency, the first 1039 

results showed no clustering tendency with a messy sample score distribution, 1040 

then we properly select the main principal components to improve clusterization. 1041 

Finally, by using machine learning algorithms (SVM and KNN), the predicting 1042 

models achieved a 92.5% overall accuracy. The present methodology provides 1043 

a test result in an average time of 5 minutes, while the standard diagnosis, with 1044 

the screening and confirmatory tests, can take up to 48 hours. The present result 1045 

demonstrates the viability of the method for diagnosing bovine brucellosis, which 1046 

can significantly contribute to disease control programs in Brazil and other 1047 

countries. 1048 



43 
 

Keywords: photodiagnosis; diagnostic test; UV-vis spectroscopy; machine 1049 

learning; bovine brucellosis 1050 

 

Introduction 1051 

Bovine brucellosis is a chronic disease that has a great economic 1052 

impact with significant losses in meat and dairy products, besides the fact 1053 

that it can be transmitted to humans1. The prevalence of bovine brucellosis 1054 

outbreaks in Brazil is variable according to the region ranging from 0.32% 1055 

to 41.5%2. The economic impact of brucellosis in cattle herds occurs mainly 1056 

due to abortions, underdeveloped calves, lower reproductive index, and 1057 

lower production of milk and dairy products3. Bovine brucellosis in Brazil 1058 

generated important economic losses. In some regions, the annual 1059 

economic losses per herd can reach US$ 5.890,16 4. 1060 

Brucella abortus, the causative agent of brucellosis in cattle, is a 1061 

gram-negative, non-spore-forming, non-motile, facultative intracellular, 1062 

aerobic, and flagellated bacterium5. This microorganism is resistant to 1063 

inactivation in the environment being able to remain active for several 1064 

months with a high transmission potential6. The infection can cause various 1065 

inflammatory reactions that can result in splenomegaly, hepatomegaly, and 1066 

even lymphoid hyperplasia, in addition, clinical signs in the locomotor 1067 

system can affect associated muscles, bursae, tendons, and joints 7.  1068 

The bacterial infection settles preferentially in the pregnant uterus, 1069 

breast tissue, bones, organs, and male reproductive system. In general, 1070 

infected pregnant females may present placental deficiency, endometritis, 1071 

abortions, or even give birth to underdeveloped calves 8,9. Humans can also 1072 

be infected by contact with contaminated animal products or animals, 1073 

showing clinical symptoms of joint pain, fever, cough, nausea, headache, 1074 

reactive lymph nodes, myalgia, depression, and weight loss. In addition, 1075 

suppurations may occur in organs such as the liver and spleen 10,11. 1076 

In 2001, sanitary measures were instituted in Brazil by the National 1077 

Program for the Control and Eradication of Animal Brucellosis and 1078 
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Tuberculosis (PNCEBT), seeking to reduce the prevalence and incidence 1079 

of brucellosis and tuberculosis. The PNCEBT is based on disease control 1080 

through diagnosis, animal sacrifice, and vaccination for brucellosis. The 1081 

diagnosis of B. abortus consists of clinical, epidemiological, and mainly 1082 

laboratory tests, the latter being divided into direct and indirect. The 1083 

PNCEBT defines as official laboratory tests (i) screening tests: Buffered 1084 

Acidified Antigen (BAAT), Milk Ring Test (MRT); and (ii) confirmatory tests: 1085 

2-Mercaptoethanol (2-ME), Seroagglutination in Tubes (SAT), 1086 

Complement Fixation Test (CFT) and Fluorescent Polarization Test (FPA) 1087 

12.  1088 

The BAAT test is based on the agglutination of the antigen with 1089 

specific IgG antibodies, although it is considered a low-specificity test once 1090 

the same reaction can also occur due to the vaccine (B19) antibodies, and 1091 

infected animals by other bacteria genera. While the MRT test consists of 1092 

a high-sensitivity test, in which a positive result is obtained when a bluish 1093 

ring is formed if an antigen-antibody combination occurs. However, the 1094 

MRT can present false positive results due to mastitis, the presence of 1095 

acidic milk, and colostrum 12. Although BAAT and 2-ME associated with 1096 

SAT tests are routinely used in Brazil as screening and confirmatory tests, 1097 

a small number of false-negative and false-positive results are still 1098 

observed 13. If an animal was considered negative in the screening or 1099 

confirmatory test, it will remain in the herds as a source of infection for other 1100 

animals, making it difficult to effectively control the disease. 1101 

Then, the development of fast and accurate methods for practical 1102 

diagnoses arises to improve disease control at a low-cost and easy 1103 

implementation. In recent years, optical spectroscopy has been evaluated 1104 

in the diagnosis of different diseases 14,15,16. Although smaller values for 1105 

sensitivity and specificity have been observed compared to standard tests, 1106 

the easy implementation, low cost, fast response, lack of multiple 1107 

processing steps, or the use of specific reagents call attention. In recent 1108 

studies, by using canine blood serum Leishmania infantum infected dogs 1109 

were identified with 85% accuracy by using Fourier-transformed infrared 1110 

spectroscopy (FTIR), and 75% accuracy by using UV-vis spectroscopy 17. 1111 
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Besides the different data analyses, the main difference in the final 1112 

accuracy result may be related to each technique, FTIR provides 1113 

information related to molecular vibrational modes, while UV-vis provides 1114 

information related to the electronic transition in molecular orbitals. 1115 

FTIR can be able to access more important information from a 1116 

molecular point of view, but UV-Vis spectroscopy is much more common in 1117 

laboratories, easy to handle, economic, and technically more viable. In this 1118 

study, bovine blood serum was investigated by UV-Vis spectroscopy and 1119 

machine learning algorithms to build a prediction model for Brucella abortus 1120 

diagnosis. Here the inclusion of an antigen source in the serum may 1121 

promote an antigen-antibody interaction, in positive samples, causing 1122 

changes in the sample molecular electronic orbitals. Whereas in negative 1123 

samples, antigen and antibody molecules would remain separate and no 1124 

significative changes may occur. These differences may allow more 1125 

efficient identification of the spectra with the aid of machine learning 1126 

algorithms.  1127 

 

Materials and Methods 1128 

Sample description, preparation, and UV-Vis spectroscopy 1129 

A total of 106 bovine blood serum samples were kindly provided by 1130 

the National Agricultural Laboratory of Pedro Leopoldo, Minas Gerais 1131 

(LANAGRO – MG), Brazil. The samples were divided into negative (53 1132 

samples) and positive (53 samples) for antibodies against B. abortus 1133 

groups according to reference tests recommended by Brazilian legislation 1134 

(BAAT, 2-ME, and SAT). Also, commercial antigens composed of an 1135 

inactivated suspension of B. abortus 1119/3 diluted to 4.5% in 0.85% saline 1136 

containing 0.5% of phenol and manufactured by Instituto Biológico (São 1137 

Paulo, Brazil) were used. The antigen was kept under refrigeration (4°C) 1138 

before use, according to the manufacturer's instructions. 1139 

First, an exploratory test was performed by using 6 positives and 6 1140 

negative serum samples to determine the better antigen/serum proportion 1141 
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rate for group discrimination in our analysis. Different antigen-serum 1142 

dilutions (1:1 to 1:16) were evaluated, and the best ratio (1:1) was found 1143 

and used to investigate the other samples. Then, the UV sample spectrum 1144 

was obtained from 2 µL of serum antigen mixture, in a NanoDrop One C 1145 

(Thermo Fisher Scientific) spectrophotometer, in the 200 to 300 nm range, 1146 

after 3 minutes of incubation at room temperature. 1147 

 

Data analysis and sample classification 1148 

The data analysis was implemented and performed in the Python 1149 

programming language (version 3.9.12), using the Scikit-learn package 1150 

(version 1.1.2) 18. First, each UV-Vis spectra were subjected to pre-1151 

processing using the Standard Normal Variate (SNV). This method allows 1152 

the removal of the variation from the baseline and rescales the 1153 

absorbances, preventing random experimental variations from interfering 1154 

with the result 19. Then, UV-SNV spectra, in the 200 nm to 300 nm range, 1155 

was submitted to principal component analysis (PCA) 20, an unsupervised 1156 

method that converts multiple variables into a few principal components 1157 

through dimension reduction, retaining most of the information from the 1158 

original variables and express the data variation in a score plot. It also, 1159 

allows us to analyze the main data variance in the analyzed spectral range 1160 

through the loading plot. PCA is an important step to visualize the group 1161 

classification tendency, and the output data have shown better 1162 

performance to build a prediction model based on machine learning 1163 

algorithms than raw spectral data 17,21. 1164 

Finally, a sample classification test was performed by using PCA 1165 

data submitted to machine learning (ML) algorithms. We use ML algorithms 1166 

based on three different methods: (i) Discriminant Analysis (DA), which 1167 

classifies the sample based on the distance between the sample data and 1168 

the contour built by using a linear or quadratic function to separate the 1169 

classes (group) 22;  (ii) k-Nearest Neighbor (KNN) uses the Euclidean 1170 

distance between k (k= 1, 5, 10, 100) closest neighbors to classify the 1171 

sample 23; and (iii) Support Vector Machine (SVM), which organizes each 1172 
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sample class through the optimization of a hyperplane – the hyperplane 1173 

can be linear or nonlinear, being optimized to reach high performance – 1174 

between the classes 24. 1175 

Each ML algorithm can use a determined number of PCs (input data) 1176 

to build the predicting model, but to avoid overfitting and underfitting is 1177 

mandatory to determine the ideal number of Principal Components (PCs). 1178 

Here we used the Feature Selection Recursive Feature Elimination (RFE), 1179 

which may select the main PCs that most contribute to achieve high 1180 

accuracy and remove other PCs with the weakest contribution. The use or 1181 

removal of a determined PC was made based on the accuracy achieved by 1182 

using Linear Discriminant Analysis (LDA) to classify the samples in a Leave 1183 

One Out Cross-validation (LOOCV) test.  1184 

In LOOCV, one sample is taken from the data set, and the others are 1185 

used to build the prediction model (training). Then, the sample data draw is 1186 

used to assess the quality of the model (test). The procedure is repeated 1187 

until all sample data have been tested. Model quality is measured by 1188 

accuracy, and the average percentage of correct answers remains in each 1189 

test 25. 1190 

Then, a ranking of PCs is established and the PCs with the weakest 1191 

contribution for accuracy are gradually removed from the data set until the 1192 

highest accuracy is obtained with the lowest number of PCs 26. Finally, once 1193 

the main PCs were determined and selected by RFE, a new LOOCV test 1194 

was performed by using DA, KNN, and SVM algorithms.   1195 

 

Results and Discussion 1196 

The average antigen/serum UV-SNV spectra for bovine brucellosis 1197 

positive and negative groups, Figure 8, exhibit two wide electronic bands 1198 

centered around 206 and 220 nm, followed by a small shoulder around 230 1199 

nm, and a wide and weak band centered around 273 nm, probably 1200 

assigned to n→π* and π→π* transitions in carbonyl groups from proteins 1201 

and amino acids [ref]. The data standard deviation is shown as a shadow 1202 

around the main average spectra, the first three absorption bands carry the 1203 
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largest contribution to the standard deviation, despite this, the data 1204 

obtained showed a small and usual deviation between them. No difference 1205 

between both UV-SNV spectra could be identified by the naked eye, then 1206 

we use a multivariate analysis approach to differentiate both groups. 1207 

 

Figure 8: Average antigen/serum UV-SNV spectra for bovine 1208 

brucellosis positive (POS - red color) and negative (NEG – blue color) 1209 

groups. The standard deviation is evidenced by the colored shadow 1210 

around the mainline. Main electronic bands centered around 206, 1211 

220, and 273 nm, assigned to n→π* and π→π* transitions in 1212 

carbonyl groups from proteins and amino acids. 1213 

Figure 9 shows the principal component analysis results for the UV-1214 

SNV spectral data from bovine brucellosis positive and negative groups. 1215 

Figure 9a exhibits the PC1 versus PC2 score plot, which was responsible 1216 

for 92.1% of data variance with no cluster formation or group separation 1217 

evidenced – exhibiting a messy sample score distribution. The loading plot, 1218 

Figure 9b, suggests that the main contribution for data variance in PC1 and 1219 

PC2 is assigned to the 220-230 nm range followed by the 235-280 nm 1220 

range. To improve group separation and clustering formation with success, 1221 

usually we divide the data set into different ranges 27,28, searching for 1222 

spectral information that most contributes to group separation. But here the 1223 

antigen/serum UV bands are too wide, and the data variance is present in 1224 

the entire range for PC1 and PC2, so as an alternative, we have to find the 1225 
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best PCs – it means, the best data projection – that most contribute to data 1226 

separation. 1227 

 

Figure 9: Principal Component Analysis for UV-SNV 1228 

spectra: (a) score plot for PC1 versus PC2 from bovine 1229 

blood serum UV-SNV spectra, [red square] bovine 1230 

brucellosis positive group, and [blue circle] negative 1231 

group. (b) Loadings for PC1 and PC2 in the 200 to 300 nm 1232 

range. 1233 

First, the Feature Selection Recursive Feature Elimination (RFE) was used 1234 

to find the main PCs that most contribute to achieving high accuracy. To perform 1235 

such selection the overall accuracy for sample classification achieved by one 1236 

specific PC was determined by using Linear Discriminant Analysis (LDA) in a 1237 

Leave One Out Cross-validation (LOOCV) test. The main PCs found for our data 1238 

were PC3, PC4, and PC14. Figure 10 shows the violin plot and loading plot for 1239 

PC3, PC4, and PC14, respectively. The violin plot exhibits the score data 1240 

distribution project over the respective PC for the bovine brucellosis positive and 1241 

negative groups. A monomodal distribution was found for both PCs, and the 1242 

median value (around the peak center) assumes a better distinct position 1243 

projection over the axis for these PCs compared to the others. 1244 

 



50 
 

 

Figure 10: Violin plot for three main PCs normalized scores 1245 

selected by RFE in 200 to 300 nm from bovine brucellosis positive 1246 

group (red color), and negative group (blue color). A monomodal 1247 

distribution is shown with the main peak center dislocated for both 1248 

groups when projected over the y-axis direction. The data variance 1249 

percentage of each PC is described below each plot. Respective 1250 

loading plots for PC3 (b), PC4 (d), and PC14 (f) are also shown. 1251 

The PC3, PC4, and PC14 were responsible for only 5.18% of data 1252 

variance. The PC14 was responsible for only 0.01%, but the median for 1253 

score distribution over the vertical axis for both groups drive us to a different 1254 

position, which contributes to sample classification in the LDA algorithm. 1255 

Besides that, the loading plot for each PC, Figure 10 (right column), shows 1256 

a high contribution for data variance in the 220 to 230 nm range in 1257 

accordance with the main bands identified in the UV-SNV spectra (Figure 1258 

8). Then, low data variance PCs can be also useful for sample 1259 

classification, not only PC with high accuracy must influence the algorithm 1260 

performance. These aspects were confirmed by the score plot for PC3 x 1261 

PC4 x PC14, Figure 11, which exhibited a clear tendency for clustering and 1262 

group separation. 1263 
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Figure 11: Principal Component Analysis for UV-SNV spectra after 1264 

RFE analysis. 3D Score plot for PC3 versus PC4, and PC14 from 1265 

bovine blood serum UV-SNV spectra in the 200 to 300 nm range, 1266 

[red circle] bovine brucellosis positive group, and [blue square] 1267 

negative group. 1268 

 

Finally, the PC3, PC4, and PC14 were submitted to machine learning 1269 

algorithms (DA, SVM, and KNN) to build a prediction model for sample 1270 

classification. Figure 12a shows the maximum overall accuracy achieved 1271 

by the algorithms in a LOOCV test by using different functions for 1272 

classification. The maximum overall accuracy achieved by the predicting 1273 

models was 92.5% for Linear SVM and Weighted KNN. 1274 
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Figure 12: (a) Overall accuracy obtained in the LOOCV tests (light 1275 

blue bars with right inclined line pattern) for Discriminant analysis 1276 

(DA), K-nearest neighbor (KNN), and Support vector machine 1277 

(SVM) algorithms by using PC3, PC4, and PC14 data in the 200 1278 

to 300 nm range. Confusion matrix for the performance of (b) SVM 1279 

algorithm with a linear function, and (c) KNN algorithm with 1280 

weighted function. The highest overall accuracy was 92.5%. 1281 

The confusion matrix, Figure 12b,c shows the sample classification 1282 

for Linear SVM and Weighted KNN. From the sample classification values 1283 

was possible to determine for Linear SVM a 94.3% sensitivity, and 90.6% 1284 

specificity, Figure 12b, against 94,2% sensitivity, and specificity for 1285 

Weighted KNN, Figure 12c. To compare, the relative sensitivity and 1286 

specificity parameters for the main tests recommended in the PNCBET 1287 

were respectively 99.6% and 83.9% (BAAT), 98.8% and 96.2% (2-ME / 1288 

SAT), 91.1 % and 100% (CFT) 13. Other confirmatory diagnostic tests for 1289 

brucellosis, recently introduced in the PNCBET, such as the FPA 12, have 1290 

shown sensitivity and specificity around 94% and 95%, respectively 29. 1291 

The present study (UV-Vis + ML) was able to identify positive and negative 1292 

samples for antibodies against B. abortus in cattle with sensitivity and specificity 1293 

similar to that observed in tests currently used. Our best prediction model build 1294 

with the KNN algorithm and weighted function was able to correctly classify 49 1295 

samples from positive and negative groups, only 4 samples from each group were 1296 

misclassified according to the standard serological procedures recommended by 1297 
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PNCBET/Brazil 12. These results are very promising for laboratory 1298 

implementation as standard screening tests, take around only 5 minutes to 1299 

provide the result, while the current standard diagnosis, with the screening and 1300 

confirmatory tests, can take up to 48 hours. In addition, the need for sample 1301 

processing, in the present methodology was greatly reduced, which enables a 1302 

reduction in laboratory costs and an increase in sample processing capacity, in 1303 

addition to the possibility of automation. 1304 

 

Conclusions 1305 

The methodology proposed in the present study (UV-Vis + ML) was 1306 

able to identify positive and negative samples for antibodies against B. 1307 

abortus in cattle with 92.5% overall accuracy, with sensitivity and specificity 1308 

above 90%. The initial data analysis usually applied in photodiagnosis 1309 

studies was not able to provide a promising clustering formation for future 1310 

sample classification. The use of the Feature Selection Recursive Feature 1311 

Elimination (RFE) algorithm, suggested only 3 main PCs as greatly 1312 

responsible for group formation, eliminating the usual PCs with high data 1313 

variance (PC1 and PC2). The score plot of RFE-PCs (PC3xPC4xPC14) 1314 

demonstrated a clear tendency for clustering and group 1315 

separation/classification, greatly improving the final sample classification. 1316 

Finally, our method can provide a test result in an average time of 5 1317 

minutes, while the standard diagnosis, with screening and confirmatory 1318 

tests, can take up to 48 hours. In addition, the sample processing was 1319 

greatly reduced, which enables a reduction in laboratory costs and an 1320 

increase in sample processing capacity with great quality control. 1321 
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Abstract 1455 

Bovine tuberculosis is a disease of great importance for cattle, causing 1456 

significant economic losses and risks to human health. The sanitary measures 1457 

currently used in Brazil are limited to the diagnosis and sacrifice of infected 1458 

animals. Furthermore, it is known that the diagnostic methodologies that are used 1459 

may present some problems, either due to the high cost, delay in execution time 1460 

or the presentation of false positives and false negatives. Thus, further studies 1461 

are needed to develop more efficient diagnostic methodologies. In this context, 1462 

as an alternative and promising measure for the diagnosis of diseases, optical 1463 

spectroscopy associated with machine learning has shown great potential. In the 1464 

present study, bovine blood serum was used for evaluation, through UV 1465 

spectroscopy and machine learning algorithms, with the objective of making 1466 

possible a standard for the diagnosis of Mycobacteriym bovis in cattle. As sources 1467 

of antigens, recombinant proteins P27, MPB70 and MPB83 were used. Only with 1468 

the P27 protein was it possible to observe the formation of well-defined clusters 1469 

of positive and negative samples. Applying the KNNM machine learning 1470 

methodology, it was possible to obtain an accuracy of 96.3%, with a sensitivity of 1471 

100% and specificity of 92.6%. With the P27 protein as an antigen, the 1472 

methodology evaluated in the present study proved to be promising as a 1473 
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diagnostic tool for bovine tuberculosis. But studies will be necessary to elucidate 1474 

the poor performance of the MPB70 and MPB83 antigens. 1475 

Keywords: photodiagnosis, diagnostic test, UV-vis spectroscopy, machine 1476 

learning. 1477 

 

Introduction 1478 

Bovine tuberculosis, caused by Mycobacterium bovis, is responsible for 1479 

great economic impact on livestock. In addition, M. bovis is an important zoonotic 1480 

agent (DABORN et al., 1995).  M. bovis is an alcohol-acid resistant bacilli, gram-1481 

positive, aerobic, non-capsulated, non-spore forming, non-flagellated, immobile 1482 

and slow-growing (CORSI, 2021). Furthermore, this pathogen has a high 1483 

concentration of lipids in its cell wall, thus contributing to resistance to most 1484 

disinfectants, antimicrobials and the host's immune system (PALOMINO et al., 1485 

2007). 1486 

The disease in cattle is characterized by lower milk production, drop in 1487 

weight gain, cachexia, eventually death and condemnation of carcasses in 1488 

slaughterhouses. In Brazil, the last major prevalence study carried out between 1489 

1989 and 1998, found a prevalence of 1.3%, and reduction of the productive 1490 

efficiency of the herds between 10% and 25% (BRASIL, 2006). 1491 

Transmission occurs mainly through aerobic route, but hosts can also 1492 

become infected by ingesting contaminated water and food such as grass and 1493 

milk (DSAIP, 2021). According to Neill et al. (1994), even though it is of little 1494 

importance, transplacental transmission can occur, in addition to infection 1495 

through intercourse by contaminated semen. 1496 

After infection, the microorganisms are captured by macrophages. The 1497 

cellular immune response that is triggered, associated with neutrophils and 1498 

macrophages, results in lesions with the appearance of a granuloma 1499 

characterized by caseous necrosis and calcification in the center of the tubercle 1500 

(JONES et al., 2000). When the infection occurs via the aerobic route, the lungs 1501 

and regional lymph nodes are the main organs affected. However, when the 1502 

animal ingests the bacillus, the mesenteric and pharyngeal lymph nodes can be 1503 
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affected, as well as in generalized infection all organs can be affected (SALAZAR, 1504 

2005). 1505 

The clinical signs of the disease will depend on the affected organs, but in 1506 

general it can be said that bovine tuberculosis is a pathology of a chronic nature 1507 

and that eventually it can progress to an acute condition. Thus, the clinical signs 1508 

that may be present are hyperplasia of superficial and/or deep lymph nodes, 1509 

endometritis, infertility, mastitis, dyspnea, cough, cachexia, fever, pneumonia, 1510 

lymphadenopathy, diarrhea, among others. In addition, there are cases of 1511 

congenital tuberculosis, which in turn can progress and cause death in newborn 1512 

calves (DSAIP, 2021; CORSI, 2021). 1513 

Therefore, due to the importance of the disease, with the objective of 1514 

reducing the prevalence and incidence of brucellosis and tuberculosis, in 2001, 1515 

the National Program for the Control and Eradication of Brucellosis and Animal 1516 

Tuberculosis (PNCEBT) was instituted by the Ministry of Agriculture, Livestock 1517 

and Food Supply (MAPA), of Brazil. And among the health measures employed 1518 

by the program, the detection of infected animals and removing them from herds 1519 

is critical (BRASIL, 2006). For this, the tuberculin test has been the main 1520 

diagnostic tool used for in vivo diagnosis of bovine tuberculosis in Brazil. 1521 

 Tuberculin tests consist of intradermal application of tuberculin (an extract 1522 

of proteins from Mycobacterium) and subsequent evaluation of the type IV 1523 

hypersensitivity response. Animals that are infected have an exacerbated 1524 

response and have a significant increase in the skin fold at inoculation site 1525 

(MONAGHAN et al., 1994). The variations of the tuberculin test currently in use 1526 

in Brazil are: Single Intradermal Comparative Cervical Tuberculin (SICCT)Caudal 1527 

Fold Tuberculin Test (CFTT)and Comparative Intradermal Tuberculin Test 1528 

(CITT). The first two tests are used as screening tools, while the last one is a 1529 

confirmatory test (BRASIL, 2006).   1530 

Although tuberculin tests have several qualities, they still have 1531 

disadvantages that require research to develop new diagnostic strategies. For 1532 

example, the test requires handling each animal in the herd at two different times, 1533 

which makes it difficult to apply in large herds (MENZIES, 1999; LIU et al., 2007). 1534 

In addition, false-positive reactions may occur due to sensitization of the animals 1535 

with environmental microbacteria, and false-negative reactions may occur due 1536 
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chronically infected animals already in a state of anergy (WOOD et al., 1991; 1537 

MONAGHAN, 1994; BRASIL, 2004; AAGAARD et al., 2006). In this context, 1538 

optical spectroscopy, associated with powerful data analysis tools such as 1539 

machine learning, has emerged as alternative techniques that can be exploited 1540 

as diagnostic tools (Sakudo et al., 2012; Auner et al., 2018; Brito et al. al., 2022).  1541 

Therefore, in this study, UV spectroscopy associated with machine 1542 

learning was evaluated for serological diagnosis of bovine tuberculosis, using 1543 

proteins MPB70, MPB83 and P27 as antigens. 1544 

 

Materials and Methods 1545 

Sample and antigens 1546 

In this study were used a total of 88 samples of bovine blood serum, 50% 1547 

of them from infected animals, and another 50% from non-infected animals. The 1548 

infectious status of the animals was based on the presence or absence of a 1549 

positive result in the tuberculin test and identification of compatible lesions in 1550 

carcasses at slaughter. 1551 

The antigen sources were recombinant proteins P27, MPB70 and MPB 83 1552 

(all with a concentration of 1 mg/ml), produced as described by SOUZA et al. 1553 

(2012) and provided by Embrapa Gado de Corte, Campo Grande, MS.  1554 

 

Reaction and acquisition of UV spectra 1555 

The best reaction conditions were evaluated with 14 positive and 14 1556 

negative samples for Mycobacterium bovis. Initially, different antigen-serum 1557 

proportions (1:1 – 1:16), for each antigen, was performed. After homogenization 1558 

at room temperature, 2uL of each dilution was submitted to collection of UV 1559 

spectrum, in NanoDrop One C (Thermo Fisher Scientific), between 200 and 300 1560 

nm. The spectra of each serum/antigen combination were exported to a 1561 

spreadsheet and submitted to multivariate analysis (Principal Component 1562 

Analysis - PCA), with the aid of the software (PAST 4.03) using the scatter plot 1563 

methodology. The best serum antigen proportion was defined as the one with the 1564 

greatest distance between the clusters of the groups (positive and negative).  1565 

Thus, better results were observed: P27 and MPB70 (1:2 antigen/serum 1566 

proportion), and MPB83 antigen (1:16 antigen/serum proportion). With the best 1567 
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proportions for each antigen defined, the total number of samples were 1568 

evaluated. 1569 

 

Data analysis and sample classification 1570 

Data analysis was implemented and performed in the Python 1571 

programming language (version 3.9.12), using the Scikit-learn package (version 1572 

1.1.2) (PEDREGOSA et al., 2011). First, each UV-Vis spectrum was subjected to 1573 

pre-processing using Standard Normal Variation (SNV). This method allows 1574 

removing the baseline variation and resizing the absorbances, preventing 1575 

random experimental variations from interfering with the result (RINNAN et al., 1576 

2009). Then, the UV-SNV spectra, in the range of 200 nm to 300 nm, were 1577 

subjected to principal component analysis (PCA) (JOLLIFFE et al., 2016), an 1578 

unsupervised method that converts multiple variables into some principal 1579 

components through dimension reduction, retaining most of the original variable 1580 

information and expressing the data variance in a score chart. It also allows us to 1581 

analyze the variation of the main data in the analyzed spectral range through the 1582 

loading graph. The PCA is an important step to visualize the group classification 1583 

trend, and the output data showed better performance to build a prediction model 1584 

based on machine learning algorithms than on raw spectral data. 1585 

Finally, a sample classification test was performed using PCA data 1586 

subjected to machine learning (ML) algorithms. We use ML algorithms based on 1587 

three different methods: (i) Discriminant Analysis (DA), which classifies the 1588 

sample based on the distance between the sample data and the constructed 1589 

contour using a linear or quadratic function to separate the classes (group) (Wu 1590 

et al., 1996); (ii) k-Nearest Neighbor (KNN) uses the Euclidean distance between 1591 

k (k= 1, 5, 10, 100) nearest neighbors to classify the sample (MUCHERINO et al., 1592 

2009); and (iii) Support Vector Machine (SVM), which organizes each sample 1593 

class through the optimization of a hyperplane – the hyperplane can be linear or 1594 

non-linear, being optimized to achieve high performance – between classes 1595 

(NOBLE, 2006). 1596 

Each ML algorithm can use a certain number of PCs (input data) to build 1597 

the prediction model, but to avoid overfitting and underfitting it is mandatory to 1598 

determine the ideal number of Principal Components (PCs). Here we use Feature 1599 
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Selection Recursive Feature Elimination (RFE), which can select the top PCs that 1600 

contribute the most to achieving high accuracy and remove other PCs with the 1601 

weakest contribution. The use or removal of a given PC was based on the 1602 

accuracy obtained using Linear Discriminant Analysis (LDA) to classify samples 1603 

in a Leave One Out Cross Validation Test (LOOCV). 1604 

In LOOCV, a sample is taken from the dataset and the others are used to 1605 

build the prediction (training) model. Then, the sample data draw is used to 1606 

assess the quality of the model (test). The procedure is repeated until all sample 1607 

data has been tested. The quality of the model is measured by precision, 1608 

remaining the average percentage of correct answers in each test (WONG, 1609 

2015). 1610 

Then, a ranking of CPs is established and the CPs with the weakest 1611 

contribution to accuracy are gradually removed from the dataset until the highest 1612 

accuracy is obtained with the smallest number of CPs (THEERTHAGIRI, 2022). 1613 

Finally, once the main PCs were determined and selected by the RFE, a new 1614 

LOOCV test was performed using the DA, KNN and SVM algorithms. 1615 

 

Results and Discussion 1616 

Figure 13 shows the scatter plot based on principal component analysis 1617 

results for the UV-SNV spectral data of the bovine tuberculosis positive and 1618 

negative groups. Figure 13a shows the result using P27 antigen, Figure 13b to 1619 

MPB70 and Figure 13c to MPB83. Only with the P27 antigen was it possible to 1620 

observe the formation of two clusters (positive and negative). For the MPB70 and 1621 

MPB83 antigens, additional clusters were formed, containing samples previously 1622 

classified as positive or negative. 1623 
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Figure 13: Scatter plot based on Principal component analysis for UV-1624 

SNV spectra of bovine blood serum. Bovine tuberculosis positive 1625 

samples (red) and negative (blue). The (a) correspond to the P27 1626 

antigen, (b) correspond to the MPB70 antigen, and (c) to the MPB83 1627 

antigen. 1628 

 

Proteins P27, MPB70 and MPB83 has been explored as an antigen for 1629 

serological diagnosis of bovine tuberculosis for more than a decade (Farias et al., 1630 

2012; Souza et al., 2012). In evaluation of antigens (P27 and MPB70) in ELISA 1631 

tests, FARIAS et al. (2012) observed that the sensitivity and specificity of the tests 1632 

were respectively 98.1% and 91.9% for P27 and 88,7% and 94.6% for MPB70, 1633 

Already Souza et al. (2012), in a chimeric construction composed of MPB70, 1634 

MPB83 and ESAT6, also observed in the ELISA test, sensitivity of 83.2% and 1635 

specificity of 86.5%. In the present study, satisfactory results were observed only 1636 

using P27 as antigen (Figure 13ª). 1637 

 In Figures 13b and 13c, it is possible to observe the formation of at least 1638 

three clusters, composed of mixture of positive and negative samples. Although 1639 

we still do not have a definitive answer to explain the results with the MPB70 and 1640 

MPB83 antigens, one hypothesis is that there were false-negative and false-1641 
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positive results in the reference tests. And thus, the training of the machine 1642 

learning algorithm was compromised, making it difficult to accurately classify the 1643 

samples.  1644 

The infectious status of the animals from which the serum samples were 1645 

used in the present study was based on tuberculin tests and identification of 1646 

lesions compatible with tuberculosis (LST). However, both methods have high 1647 

rates of misdiagnosis. In a study conducted by Souza et al. (2012), 24 of the 32 1648 

CITT-negative cattle from infected herds exhibited LST, from which M. bovis was 1649 

isolated. On the other hand, in LST collected from 39 carcasses of cattle 1650 

slaughtered in a region of Brazil, and subjected to specific microbiological 1651 

isolation for M. bovis, only in 17.94% (7/39) was observed positive bacteriological 1652 

diagnosis for Mycobacterium spp (Ferreira et al., 2021). 1653 

The performance differences observed between P27 and the other 1654 

antigens in the present study may also be related to the samples that were used 1655 

in each evaluation. Although the total number of samples used in the study was 1656 

88 (44 positive and 44 negative), the applied outliers identification methodology 1657 

excluded different samples for each antigen from the analyses. And effectively, 1658 

54 samples were used for P27 analysis, 60 for MPB70 and 56 for MPB83. This, 1659 

associated to the fact that the kinetics of antibody production in animals infected 1660 

with M. bovis varies according to the stage of infection and due the individual 1661 

genetic of each animal, may have contributed to the large differences observed 1662 

(Waters et al., 2017; Souza et al., 2019). In addition, kinetics of the antibody 1663 

responses to different M. bovis antigens is variable upon infection. Anti-MPB83 1664 

antibodies can be detected relatively early, typically around four weeks post-1665 

infection (Waters et al., 2006). Anti-ESAT6 antibodies can be detected 12 weeks 1666 

after experimental infection (Lyashchenko et al., 1998). In contrast, antibodies for 1667 

MBP70 usually develop 18 to 22 months after experimental infection (Harboe et 1668 

al., 1990; Fifis et al., 1992). PC1 and PC2 were subjected to machine learning 1669 

algorithms to build a prediction model for sample classification. For the P27 1670 

antigen, data were submitted to algorithms (LDA, QDA, KNNF, KNNM, KNNG, 1671 

KNNC, KNN3, KNNW, SVML, SVM2, SVM3, SVMF, SVMM, SVMG). Figure 14a 1672 

shows the maximum overall accuracy achieved by the algorithms in a LOOCV 1673 
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test using different classification functions. The maximum overall accuracy 1674 

achieved by the precision models was 96.3% for KNNM. 1675 

 

Figure 14: (a) Overall accuracy obtained in LOOCV tests (light 1676 

blue bars) for the machine learning algorithms. (b) Confusion 1677 

matrix for the performance of the KNNM algorithm with an 1678 

accuracy of 96.3%. 1679 

 

The confusion matrix, figure 14b, shows the sample classification for 1680 

KNNM. From the sample classification values, it was possible to determine for 1681 

KNNM a sensitivity of 100.0% and a specificity of 92.6%. To compare, in a study 1682 

carried out by Jones et al. (1992), they performed the interferon gamma test using 1683 

bovine PPD and observed 81.8% sensitivity and 99.1% specificity. Furthermore, 1684 

this same author used bovine PPD in the tuberculin test and observed sensitivity 1685 

of 68.1% and a specificity of 96.7%. Furthermore, other methodologies such as 1686 

ELISA using chimera with hydrophilic fragments of MPB70, MPB83 and ESAT-6 1687 

from M. bovis, showed a result of sensitivity of 83.2% and specificity of 86.5% 1688 

(Souza et al., 2012). 1689 
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In this study (UV spectroscopy and machine learning), it was possible to 1690 

identify positive and negative samples for M. bovis with sensitivity and specificity 1691 

similar to those observed in the tests usually employed, using P27 antigen. In 1692 

addition, it is worth mentioning that the results can be obtained in an average time 1693 

of 3 minutes, which is faster than the tests currently employed. Another positive 1694 

point was the lower complexity for processing samples, requiring less labor and 1695 

possibility of automation. 1696 

 

Conclusion 1697 

The proposed methodology, using UV-Vis associated with machine 1698 

learning, was able to identify and separate positive and negative samples for 1699 

Mycobacterium bovis antibodies, using the P27 antigen, with a total accuracy of 1700 

96.3%, with sensitivity and specificity above 90%. For the other antigens, it was 1701 

not possible to observe separation of two groups according to the cluster results, 1702 

and therefore it was not possible to clearly identify positives and negatives. 1703 

Although the methodology has proven to be useful and practical, further studies 1704 

and adjustments in machine learning algorithms and sample classification are still 1705 

needed, so that we can better understand the poor performance of the MPB70 1706 

and MBP83 antigens.  1707 
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6. CONSIDERAÇÕES GERAIS 1825 

Neste estudo evidenciou-se o grande impacto que as doenças brucelose 1826 

e tuberculose bovina ocasionam e, com isso, a técnica de espectroscopia 1827 

associada ao aprendizado de máquina mostra-se útil e prática, colaborando para 1828 

bons resultados para o diagnóstico de brucelose. Ademais, para Brucella 1829 

abortus, a metodologia empregada foi capaz de identificar amostras positivas e 1830 

negativas, com acurácia global de 92,5%, com sensibilidade e especificidade 1831 

acima de 90%. Para Mycobacterium bovis, utilizando antígeno P27, foi possível 1832 

identificar amostras positivas e negativas, com acurácia total de 96,3%, com 1833 

sensibilidade e especificidade acima de 90%.  1834 

Tal técnica foi capaz de fornecer resultados com tempo médio de 5 1835 

minutos e exige menos processamento de amostras, o que possibilita a redução 1836 

de custos laboratoriais e mais qualidade da amostragem. Contudo, esta 1837 

ferramenta, embora possa ser automatizada e sem risco biológico, requer 1838 

material complexo e pessoas com experiência em bioinformática.  1839 

Diante do exposto, portanto, a espectroscopia associada ao aprendizado 1840 

de máquina se mostra uma ferramenta promissora. É importante destacar que 1841 

para diagnostico de B. abortus, tal ferramenta apresentou bons resultados 1842 

colaborando assim como uma alternativa de diagnóstico. Entretanto, para M, 1843 

bovis, o mesmo não pode ser dito, haja vista que para apenas um antígeno 1844 

(P27), foi obtido bons resultados. Assim, serão necessários mais ajustes e 1845 

estudos. 1846 

 

7. IMPACTO ECONÔMICO, SOCIAL, TÉCNOLÓGICO E/OU INOVAÇÃO 1847 

Os resultados alcançados com a presente pesquisa apresentam grande 1848 

relevância social e econômica, pois, podem contribuir em um futuro próximo com 1849 

o diagnóstico preciso e rápido das enfermidades brucelose e tuberculose. O 1850 

diagnóstico mais preciso, por sua vez, permitirá um controle mais efetivo das 1851 

enfermidades, reduzindo as barreiras econômicas importas aos produtos em 1852 

decorrência da ocorrência das doenças no rebanho brasileiro. 1853 

Ademais, o método desenvolvido e avaliado como ferramenta de 1854 

diagnóstico, pode também ser explorado como ferramenta para diagnóstico de 1855 

outras enfermidades animais. Inclusive com grande potencial para exploração 1856 
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industrial, por meio da produção de equipamentos portáteis para diagnóstico 1857 

sorológico de doenças.  1858 

Especificamente relacionado ao diagnóstico de tuberculose e brucelose, 1859 

a metodologia aqui apresentada, com um pouco mais de ajustes, permitirá 1860 

reduzir o tempo médio de diagnóstico de 72 horas para alguns minutos, e 48 1861 

horas para alguns minutos, respectivamente. 1862 

 

 

 


