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Resumo: A brucelose é uma doença infectocontagiosa de caráter crônico causada 

por bactérias do gênero Brucella spp. Objetivou-se desenvolver e padronizar uma 

técnica de Western Blotting para uso no sorodiagnóstico da brucelose bovina. Dois 

grupos foram utilizados: o grupo I com 60 amostras de animais verdadeiros positivos 

e verdadeiros negativos, sendo 30 positivas e 30 negativas no TFC e o grupo II com 

383 amostras de amostras de campo, sendo 90 positivas e 293 negativas na TFC. O 

resultado da análise das amostras no Western Blotting revelou banda com peso 

molecular ≤20 kDa como sendo a banda mais reativo e propriedade para identificação 

e separação de animais com infecção natural dos animais vacinados. A sensibilidade 

e especificidade do WB quando comparadas com o AAT foi, respectivamente, 93% e 

99%, e quando comparadas com a TFC foi respectivamente, 97% e 98%. O WB 

padronizado neste estudo poderá ser empregado teste confirmatório, pois se trata de 

um teste mais sensível e específico e com capacidade de diferenciação entre animais 

naturalmente infectados e vacinados. 

 

Palavras chaves: Brucella abortus, Imunodiagnóstico, Proteômica. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

Abstract: Brucellosis is an infectious disease with a chronic characteristic caused 

by the bacteria Brucella spp. The aim of this study was to develop and standardize a 

Western Blotting technique for use in bovine brucellosis serodiagnosis. Two groups 

were used: group I with 60 samples of true positive and true negative animals being 

30 positive and 30 negative in CFT and group II with 383 field samples being 90 

positive and 293 negative in CFT. The analysis using WB technique revealed the 

molecular weight ≤20 kDa as the most characteristic and reactive area for identification 

and separation of animals with natural infection from vaccinated. The sensitivity and 

specificity of WB as compared to AAT were 93% and 99% respectively, and when 

compared to TFC respectively were 97% and 98%. The WB standardized in this study 

may be used as confirmatory test, because it is more sensitive and specific with 

capacity for differentiation between naturally infected and vaccinated animals. 

 

Keywords: Brucella abortus, Immunodiagnosis, Proteomics. 
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1 – Introdução  

 

 

O rebanho bovino brasileiro é estimado em mais de 200 milhões de cabeças e 

a região Nordeste possui mais de 28 milhões de animais. Como grande produtor de 

carne bovina, o Brasil fica em segundo lugar no ranking mundial, atrás apenas dos 

Estados Unidos. No segundo trimestre de 2013 atingiu um novo recorde comparado 

ao primeiro trimestre de 2013, com a marca de mais de 8 milhões de cabeças abatidas 

(IBGE, 2009; FAO, 2012). Com todo esse potencial produtivo, as afecções infecciosas 

são causas de grandes perdas e dentre estas a brucelose tem grande importância.  

A brucelose é uma doença infectocontagiosa que acomete os bovinos e 

bubalinos, dentre outros animais, e causa graves perdas econômicas. Sua presença 

em uma região ou país resulta em custos diretos e/ou indiretos para as propriedades 

rurais e para indústria animal, tais como redução no preço da carne, do leite e 

derivados, desvalorização dos produtos para mercado externo e alto custo com 

pesquisas, programas de controle e erradicação (TEIXEIRA et al., 1998). Com rápida 

disseminação, a brucelose leva ao comprometimento na produção animal, 

principalmente na produção de leite e de carne (BATHKE, 1999). 

O isolamento de Brucella abortus é considerado o método de diagnóstico mais 

confiável; entretanto, a complexidade de execução e elevado custo dificultam o seu 

emprego como método de controle da doença (VASCONCELLOS et al., 1987). Neste 

caso, o uso de técnicas sorológicas apresenta maior importância na rotina laboratorial 

(ALTON et al., 1988). Existem diversas provas sorológicas para o diagnóstico da 

brucelose bovina, porém o Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento 

(MAPA) considera oficiais para o diagnóstico sorológico da doença apenas as provas 

do Antígeno Acidificado Tamponado (AAT), teste de Polarização Fluorescente (FPA), 

Soroaglutinação Lenta em Tubos (SAT), 2-Mercaptoetanol (2-ME) e Fixação do 

Complemento (FC) (NIELSEN, 2000; BRASIL, 2006, BRASIL, 2016).  

O Western Blotting (WB) foi primeiramente descrito em 1979 por Towbin e 

colaboradores e até hoje é um método amplamente utilizado como ferramenta 

laboratorial. Elschner et al. (2011) utilizaram esta técnica para o diagnóstico sorológico 

do mormo e comprovaram que é uma ferramenta bastante sensível e específica, além 

de possuir baixo custo para a produção do antígeno. Há uma necessidade de uso de 
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proteínas imunogênicas para obter testes sorológicos mais específicos para tornar o 

WB uma técnica útil para países que possuem doença ocorrendo de forma endêmica 

(ELSCHNER et al., 2011; WARETH et al., 2014).  

 

  

2 – Revisão Bibliográfica 

 

 

2.1 – Etiologia 

 

 

As bactérias do gênero Brucella spp. são cocobacilos Gram negativos com 

diâmetro variando entre 0,5 a 0,7 µm e largura de 0,6 a 1,5 µm. Em cultura, geralmente 

são encontradas isoladas, mas podem ser vistas aos pares ou em pequenos grupos. 

Não possui flagelo, portanto não apresentam motilidade, além de não apresentarem 

pili e cápsula verdadeira (MEGID & MATHIAS, 2016). Contudo, Megid & Mathias 

(2016) também descreveram a presença de flagelo em B. melitensis e o gene 

codificador nas espécies B. abortus, B. canis, B. ovis e B. microti. São bactérias 

aeróbicas e algumas cepas necessitam de CO2 suplementar para o isolamento, 

temperatura de 37°C e pH entre 6,6 a 7,4 (OIE, 2012). 

Esta bactéria causa a brucelose, uma antropozoonose de caráter crônico 

(METCALF et al., 1994; BATHKE, 1999) também conhecida como aborto de Bang ou 

febre ondulante. É dividida em 12 espécies, de acordo com seus antígenos e 

características bioquímicas e seus principais hospedeiros (GODFROID et al., 2011; 

WHATMORE et al., 2014; SCHOLZ et al., 2016).  

O gênero é classificado por sua conformação de colônia: B. abortus, B. 

melitensis e B. suis que formam colônias lisas, enquanto B. canis e B. ovis produzem 

colônias rugosas. As espécies não possuem especificidade quanto ao hospedeiro, 

entretanto possuem preferência, como B. abortus que acomete preferencialmente os 

bovinos e bubalinos, B. suis que acomete os suínos, B. melitensis, os caprinos, B. 

ovis, os ovinos e B. canis, os canídeos (BANG, 1897; CARTER, 1991; CULTUER et 

al., 2005; RIBEIRO et al., 2008). Recentemente foi descrita B. vulpis sp. nov. isolada 

de raposas vermelhas na Áustria (SCHOLZ et al., 2016).  
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Culturas de brucelas lisas possuem margem lisa, aspecto translúcido e 

coloração amarelo-pálida quando vistas à luz; quando visualizadas de cima 

apresentam coloração branco-perolada de aparência convexa e com o tempo a 

coloração torna-se enegrecida. Diferentemente, as espécies rugosas possuem 

colônias muito menos transparentes com superfície granular/amorfa e coloração 

branco-fosco a amarronzada. Com a realização do teste de impregnação por cristal 

violeta, as colônias lisas não captam o corante ou adquirem uma coloração amarelo-

pálida, enquanto que as colônias rugosas se coram em vermelho/violeta (OIE, 2012).  

O lipopolissacarídeo (LPS) de membrana é o principal fator responsável pela 

virulência, ou seja, a capacidade de estimular o sistema imunológico do hospedeiro 

para a produção de anticorpos e sensibilidade à fagocitose; também é o responsável 

pela especificidade do gênero (LAPAQUE et al., 2006; OIE, 2012). Em colônias lisas 

e rugosas, o LPS é composto pelo lipídeo “A”, entretanto, as brucelas de colônia lisa 

também há na constituição do LPS a cadeia “O”. O lipídeo “A” é formado por uma 

cadeia longa de ácidos graxos e o centro composto por manose, glicose, 

quinovosamina, glucasamina e alguns açúcares ainda não definidos. A cadeia “O” é a 

parte hidrofílica formada por homopolímeros de N-formil-perosamina (4 - amino, 4, 6 

- dideoximanose) (MEGID & MATHIAS, 2016). 

A resistência da bactéria pode variar de acordo com o material em que a 

bactéria se encontra no ambiente, observando-se uma resistência de 4 a 5 horas na 

luz solar até 200 dias em exsudato uterino (BRASIL, 2006). Agentes como o álcool 

etílico a 70%, produtos clorados com 2,5% de cloro ativo, solução com formaldeídos 

a 2% em temperatura ambiente de 15°C, compostos fenólicos a 2,5% e ação do 

carbonato de cálcio a 1:10 destroem a bactéria (OMS, 1986). 

 

 

2.2 – Epidemiologia 

 

 

A brucelose acomete todos os animais domésticos, vários animais silvestres e 

o homem. De acordo com dados da Organização Mundial de Saúde Animal (OIE), 

esta doença é endêmica no Brasil entre os animais domésticos e apenas os estados 

de São Paulo (SP), Amapá (AP) e Alagoas (AL) não registraram casos da doença no 
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ano de 2015 (Gráfico 1), destacando a disseminação da doença no país (OIE, 2012). 

Esta é uma enfermidade amplamente estudada no Brasil com diversos artigos 

publicados (Tabela 1).   

 

Gráfico 1: Número de casos suspeitos notificados de brucelose por estado brasileiro 

no ano de 2015 (OIE, 2012). 

                          

 

 

 O gráfico mostra o total de casos suspeitos notificados no ano de 2015 no 

Brasil, casos estes que geraram medidas de controle dos órgãos fiscalizadores 

competentes, posterior a notificação, devem ser realizados os testes sorológicos 

adequados para confirmação dos casos. 
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Tabela 1: Artigos publicados sobre a brucelose bovina no Brasil entre os anos de 2006 

a 2016. 

 

Autor Técnica Prevalência Ano Estado 

GONÇALVES et al. AAT/ 2 – ME 0,66% 2006 PR 

POESTER et al. AAT/SAT/2 – ME 100% 2006 MG 

PAIXÃO et al. PCR Convencional 42 – 43% 2007 MG 

LILENBAU et al. 2 – ME 0,5% 2007 RJ 

RAMOS et al. TFC 4% 2008 TO 

CARVALHO NETA et 
al. 

PCR – real time 100% 2008 MG 

XAVIER et al. 
Isolamento / Histopatológico/ 

Imunohistoquímica 
100% 2009 MG 

TRANT et al. 
PCR/Isolamento/ Western 

blotting 
60% 2010 MG 

PAJUABA et al. ELISA indireto <50% 2010 MG 

CARVALHO NETA et 
al. 

Histopatológico 100% 2010 MG 

OLIVEIRA et al. Western blotting 100% 2011 SP 

DE ALMEIDA et al. PCR real time/ELISA 100% 2011 MG 

SILVA et al. Histopatológico 100% 2011 MG 
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SALES IDOS et al. 2 – ME/SAT/BPAT 92,86% 2012 RJ 

OLIVEIRA-FILHO et al. AAT/TFC/IDGA 19% 2012 PE 

PAJUABA  et al. TFC/SAT/ Imunobloting 50% 2012 MG 

NAVES et al. 
2 – ME/TFC/FPA/ ELISA 

indireto 
11,7% 2012 MG 

NARDI et al. AAT/2 – ME/TFC 95% 2012 SP 

RODRIGUES et al. ELISA/PCR 2,72% 2013 MG 

MINHARRO et al. PCR 67,1% 2013 MG 

CORSETTI et al. PCR 100% 2013 MG 

DORNELES et al. PCR 100% 2013 MG 

MIRANDA et al. PCR 100% 2013 MG 

GOMES et al. 
Histopatológico/ Western 

blotting 
100% 2013 MG 

DE ALMEIDA et al. 
PCR tempo real/Western 

blotting/ ensaio de luciferase 
100% 2013 MG 

MACEDO et al. Isolamento/PCR 100% 2013 MG 

BORBA et al. AAT/2 – ME 11,4% 2013 SP 
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JUNQUEIRA JUNIOR 
et al. 

PCR 30,68% 2013 MG 

MOL et al. Isolamento/PCR tempo real 100% 2014 MG 

DORNELES et al. Isolamento 8 – 10,5% 2014 MG 

VICENTE et al. Isolamento 0% 2014 SP 

MOLINA et al. AAT 0% 2014 SP 

DA SILVA et al. BPAT/2 - ME 10,11% 2014 SP 

FURTADO et al. AAT 66,7 – 100% 2015 GO 

DORNELES et al. AAT/SAT/2 - ME/ELISA indireto 100% 2015 MG 

JUNQUEIRA et al. AAT/SAT 4,28% 2015 MG 

DOS SANTOS et al. Isolamento/PCR tempo real 100% 2015 MA 

ONUMA et al. AAT 0% 2015 MT 

CHIEBAO et al. AAT/SAT/2 - ME 41,3% 2015 SP 

MIRANDA et al. Isolamento/PCR 0,4% 2016 MG 

MOL et al. Isolamento/ 2DE - DIGE 72% 2016 MG 

COSTA et al. IDGA/ELISA/ AAT/PCR 61,1% 2016 MG 
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A transmissão de Brucella abortus pode ocorrer por meio da utilização de 

sêmen contaminado na inseminação artificial, pastagem, água, alimentos, fômites e 

monta natural. Esta última forma de transmissão é considerada de baixo risco devido 

às barreiras naturais da vagina da vaca, sendo a época de abortos e o puerpério os 

períodos onde há maior disseminação bacteriana (GDIS/OIE, 2016).  

O agente se dissemina no rebanho de diversas formas, e os principais fatores 

de risco relatados são: introduções de fêmeas prenhas ou vazias infectadas, touros 

infectados e recém-nascidos que eliminam a bactéria nas fezes, contaminam o 

ambiente e disseminam a bactéria (OMS, 1986; ACHA & SZYFRES, 1986; GDIS/OIE, 

2016). Outros fatores de risco associados à brucelose são: sexo, raça, idade (KABI et 

al., 2015; MUGIZI et al., 2015; ASGEDOM et al., 2016), sistema de produção, 

presença de animais selvagens, presença de outros animais domésticos na 

propriedade (ANKA et al., 2014), confinamento dos animais, introdução de animais 

novos sem garantia da origem e sem realização de teste comprovando a ausência de 

infecção (MUSALLAM et al., 2015), histórico de aborto na propriedade (ASGEDOM et 

al., 2016), mistura de rebanhos bovinos com pequenos ruminantes (AZNAR et al., 

2015), troca de touros utilizados na reprodução e influência sociocultural (ALHAJI et 

al., 2016). 

 

 

2.3 – Patogenia e Sinais Clínicos 

 

 

Há vários fatores que influenciam no desenvolvimento da brucelose, tais como 

a virulência da cepa bacteriana e a imunidade do hospedeiro, podendo a doença variar 

da forma clínica conhecida até casos de infecção subclínica (BISHOP et al., 1994).  

A infecção se inicia com a penetração das brucelas nas mucosas ou soluções 

de continuidade posterior fagocitose por macrófagos e, resistindo a fagocitose, são 

então carreadas até o centro linfático mais próximo, onde ocorre a multiplicação e 

permanecem incubadas por semanas a meses (14 a 180 dias). Após a incubação, a 

bactéria se dissemina pela corrente sanguínea, via linfa ou ainda no interior de 

macrófagos, ocasionando bacteremia. Neste momento ocorre a disseminação da 

bactéria para os tecidos com tropismo do sistema mononuclear fagocitário, causando 
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alterações inflamatórias caracterizadas por granulomas difusos, hepato-

esplenomegalia e hiperplasia linfóide (BATHKE, 1999; CHAND et al., 2002; KO & 

SPLITTER, 2003; LAPAQUE et al., 2005; MUÑOZ et al., 2008; CAPPARELLI et al., 

2009).  

Órgãos que contém o eritritol são considerados de predileção, pois este é um 

composto necessário para o metabolismo bacteriano. Essa substância é encontrada 

no útero gravídico, placenta, órgãos do sistema reprodutor masculino e tecidos 

osteoarticulares (CARTER, 1991).  

No quinto mês de gestação, a concentração de eritritol aumenta, atingindo 

níveis máximos próximo ao parto; neste momento a infecção deixa de ser latente e 

ocorre intensa multiplicação bacteriana (BISHOP et al., 1994), gerando lesões no 

tecido cório-alantóideo, placentite necrótica, descolamento das vilosidades e morte 

fetal pelo baixo suprimento sanguíneo (BATHKE, 1999; GRASSO-PAULIN, 2000; 

SCHOLZ & VERGNAUD, 2013). Há casos de ocorrência de uma área necrótica 

menor, com maior depósito de fibrina, e consequentemente aborto tardio com 

retenção de placenta; a gestação também pode ocorrer, porém resulta em crias fracas 

que sobrevivem por pouco dias (SMITH et al., 1962a; SMITH et al., 1962b; WILLIAMS 

et al., 1964).  

Na fase crônica da doença, observa-se metrite com retenção dos anexos fetais 

e consequentemente subfertilidade ou infertilidade com presença ou ausência de 

corrimento inodoro e hiperemia da mucosa vaginal (TYMONEY et al., 1988; ACHA & 

SZYFRES, 1986; BATHKE, 1999). 

Em machos, pode ocorrer inflamação necrosante do testículo, epidídimo e 

vesículas seminais, com hiperplasia uni ou bilateral e casos de subfertilidade até 

infertilidade (OMS, 1986; XAVIER et al., 2009; ROOP et al., 2009).  

A bactéria pode acometer as articulações sinoviais, principalmente o carpo e 

tarso e gerar espondilites torácicas e lombares (OCHOLI et al., 2004; CVETNIC et al., 

2005). 
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2.4 – Diagnóstico 

 

 

 O isolamento é considerado a técnica padrão ouro, sendo o método mais 

confiável para o diagnóstico individual da brucelose. O material indicado para o 

isolamento são secreções, conteúdo purulento, conteúdo abomasal de fetos 

abortados, fluído cefalorraquidiano, pleural, sinovial e ascítico. Entretanto, a 

complexidade de execução e o elevado custo dificultam o emprego do diagnóstico 

microbiológico como método de controle em larga escala e o método não apresenta 

reprodutibilidade (VASCONCELLOS et al., 1987; MANTUR et al., 2006; OIE, 2012). 

O emprego de técnicas sorológicas representa maior importância no diagnóstico no 

rebanho, sendo o isolamento usado como técnica complementar à sorologia (ALTON 

et al., 1988). 

 O objetivo dos testes sorológicos é detectar a reação entre o antígeno e 

anticorpo, sendo sua identificação depende do antígeno empregado. No gênero 

Brucella spp. encontram-se dois tipos morfológicos de colônias, as lisas e rugosas. A 

utilização de um antígeno para as espécies lisas pode levar a reações cruzadas entre 

estas espécies e da mesma forma pode ocorrer para as espécies rugosas (NIELSEN 

et al., 1984)  

 O resultado positivo no teste sorológico em certas situações pode não ser 

definitivo devido ao LPS-O possuir similaridade com outros microrganismos como 

Yersinia enterocolitica O:9, Salmonella sp., Escherichia coli O:157, Pseudomonas sp., 

Francisella tularensis e Vibrio cholerae (RUIZ, 1954; DIAZ & LEVIUEX, 1972; ALLAN 

et al., 1976). 

Todos os testes sorológicos têm limitações frente às diferentes situações 

epidemiológicas, especialmente em casos de triagem individual dos animais 

(GODFROID et al., 2002; NIELSEN et al., 2006). Em locais onde acontece a vacinação 

contra a brucelose, falsos positivos nos testes são frequentes, devido à reação 

cruzada com os anticorpos vacinais, caso não seja respeitado o limite mínimo para 

realização do inquérito sorológico (OIE, 2012).  

O desempenho das técnicas se deve a sua capacidade de detecção de IgG1, 

presente em animais com infecção natural. Testes como ELISAi, ELISAc e FC são os 
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que apresentam maior capacidade para identificar esta classe de imunoglobulinas 

(WRIGHT & NIELSEN, 1990).  

Diversas são as provas sorológicas usadas no sorodiagnóstico da brucelose 

bovina, como: Teste de Polarização Fluorescente (FPA), Enzyme-linked 

Immunosorbent Assay (ELISA), Teste do Antígeno Acidificado Tamponado (AAT) ou 

Teste de Rosa Bengala (RBT), Teste do anel do Leite (TAL), Teste de Soroaglutinação 

Lenta em Tubos (SAT), Teste de 2-Mercaptoetanol (2-ME) e Teste de Fixação do 

Complemento (TFC); as cinco últimas são as técnicas oficiais empregadas pelo MAPA 

(NIELSEN, 2000; BRASIL, 2006). 

 

 

2.4.1 – Teste do Antígeno Acidificado Tamponado (AAT) ou Teste 

de Rosa Bengala (RBT) 

 

 

 É um teste de aglutinação realizado com o antígeno na concentração de 8%, 

tamponado em pH ácido (3,65) e corado com o Rosa de Bengala, sendo considerado 

um teste de triagem para o rebanho. Sua sensibilidade é variável de acordo com a 

temperatura de onde é realizado (ALTON et al., 1988; NIELSEN & DUNCAN, 2000; 

RUIZ et al., 2005; BRASIL, 2006; OIE, 2012).  

A maioria dos soros de animais bacteriologicamente positivos apresenta reação 

positiva nesta prova. Como podem ocorrer alguns poucos casos de reações falso-

positivas em decorrência da utilização da vacina B19 e reação cruzada devido a 

infecção por outros microrganismos, sugere-se a confirmação por meio de testes de 

maior especificidade para se evitar o sacrifício de animais não infectados (BRASIL, 

2006; USDA, 2003; RUIZ et al., 2005; OIE, 2012).   

O AAT detecta infecções tardias, sendo, nesse aspecto, superior à prova lenta 

em tubos, por detectar IgG1 e não IgM, devido ao pH ácido do antígeno utilizado 

degradar a estrutura da IgM. Raramente as respostas falso-negativas ocorrem e são 

causadas na maioria dos casos por efeitos pró-zona, quando há formação de 

complexos solúveis devido ao número de anticorpos ou antígenos em excesso, que 

pode ser corrigido pela diluição do soro ou realizar nova coleta e teste após 3 a 4 

semanas (MORGAN, 1982; STITES, 1991; BUTCH, 2000; USDA, 2003, OIE, 2012). 



21 
 

 

2.4.2 – Soroaglutinação Lenta em Tubos (SAT) e Teste de 2-

Mercaptoetanol (2-ME) 

 

 

Wright e Smith introduziram a SAT em 1897 e, desde então, este teste é 

utilizado no diagnóstico da brucelose. Também é chamada de prova lenta devido a 

leitura dos resultados ser feita em 48 horas. O SAT é realizado em paralelo com o 

teste do 2-ME para confirmar resultados positivos e negativos em provas de rotina 

sorológica (STABLEFORTH, 1959; LAMBERT & AMERAULT, 1962; MORGAN, 1967; 

NICOLETTI, 1967; ALTON, 1977; MORGAN, 1977; NIELSEN & DUNCAN, 2000; 

CHRISTOPHER et al., 2010).   

O SAT é uma prova que detecta tanto IgG e IgM, e o 2-ME apenas IgG pelo 

fato da solução de 2-mercaptoetanol degradar a configuração pentamérica das IgMs 

em cinco subunidades não aglutinantes (TYMONEY et al., 1988; BRASIL, 2006). 

Ambos são testes quantitativos, pois utilizam a titulação do soro teste. Para a 

interpretação deve-se comparar os títulos encontrados em cada teste (WRIGHT & 

NIELSEN, 1990). Animais que apresentam títulos baixos de IgG podem ser facilmente 

mal interpretados na técnica de 2-ME. Títulos altos no SAT são considerados 

confirmatórios quando há correspondência com sintomatologia clínica. Portanto, a 

realização em paralelo dos testes é mais adequada e sensível nos casos de animais 

cronicamente infectados (CHRISTOPHER et al., 2010). 

 

 

2.4.3 – Teste de Polarização Fluorescente (FPA) 

 

 

O teste de polarização fluorescente é uma técnica simples, de fácil e rápida 

execução, e é uma alternativa valiosa no diagnóstico. A sua leitura não é afetada pela 

hemólise no soro e pode ser utilizado a campo por possuir um equipamento portátil. 

O antígeno utilizado é preparado com o LPS-O de B. abortus, conjugado ao 
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isotiocianato de fluoresceína (NIELSEN et al, 1996; SAMARTINO et al., 1999; 

NIELSEN et al., 2001; OIE, 2012).  

A prova se fundamenta na comparação de velocidade dos movimentos 

aleatórios das moléculas em solução a partir da polarização da luz. O tamanho 

molecular é o principal fator que influencia a velocidade de rotação de uma molécula, 

sendo inversamente proporcional a ela. Quando o soro do animal possui anticorpos 

específicos, ocorre a ligação antígeno-anticorpo e esse complexo sendo mais pesado, 

diminui sua rotação, resultando em uma alta polarização da luz. Não havendo 

anticorpos, consequentemente não ocorre formação do complexo e a molécula 

antigênica gira mais rápido, resultando em uma baixa polarização da luz. Esta medida 

é mensurada por um analisador de polarização de fluorescência (NIELSEN et al., 

1996; DAJER et al., 1999; SAMARTINO et al., 1999; NIELSEN et al., 2005; BRASIL, 

2006; BRASIL, 2016).  

A sensibilidade e especificidade do FPA frente ao ELISA competitivo são bem 

semelhantes e a especificidade dos bovinos recentemente vacinados com a vacina 

B19 chega a 99% (NIELSEN et al., 1996; NIELSEN et al., 2000; LUCERO et al., 2003). 

Entretanto, segundo a OIE, a especificidade frente aos falsos positivos reativos na 

sorologia é desconhecida e necessita de mais estudos de padronização (OIE, 2012).  

 

 

2.4.4 – Enzyme – Linked Immunosorbent Assay (ELISA) 

 

 

O ELISA é uma reação sorológica baseada no uso de antígenos ou anticorpos 

marcados com enzimas, na qual o complexo resultante possui atividade imunológica 

e enzimática. O produto formado pode ser mensurado com o auxílio de um 

fotocolorímetro ou de um espectrofotômetro (MADRUGA et al., 2001). É um dos testes 

mais multifacetados entre os métodos de diagnóstico, possuindo diversas formas de 

execução e finalidades. Nos últimos vinte anos, o ELISA tem sido empregado no 

diagnóstico de muitas enfermidades infecciosas, entre elas a brucelose, na qual essa 

técnica vem se tornando bastante usual (MOLNÁR et al., 2002; SMITS & KADRI, 

2005). 
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A técnica se baseia na detecção de anticorpos anti-brucelas lisas e o ponto de 

corte deve ser ajustado de acordo com a situação epidemiológica local. É um teste 

muito sensível e específico e é recomendado pela OIE (2012) como teste 

confirmatório no diagnóstico da brucelose, assim como a FC. Entretanto, segundo 

Neubauer et al. (2005), sua especificidade varia com o antígeno e anticorpo utilizado. 

É um teste rápido, prático e com possibilidade de automação, contudo como 

desvantagem apresenta um elevado custo (NEUBAUER et al., 2005; SMITS & KADRI, 

2005; BRASIL, 2006; TELES et al., 2012).  

 

 

2.4.5 – Teste de Fixação do Complemento (TFC) 

 

 

O TFC foi descrito inicialmente por M’Fadyean e Stckman em 1909 como teste 

diagnóstico, porém pela dificuldade de realização e aparecimento da atividade anti-

complementar do soro não foi muito utilizado. Contudo, há relatos que o TFC pode 

classificar melhor os animais do que o SAT (HILL, 1963; M’FADYEAN & STCKMAN, 

1909). Porém, atualmente este teste é empregado em diversos países que 

conseguiram erradicar a brucelose ou estão em fase de erradicação. É o teste de 

referência recomendado pela OIE para o trânsito internacional de animais e sua 

sensibilidade e especificidade estimada varia entre 92,9 – 93,3% e 95,5 – 100% 

(STEMSHORN et al, 1985; DOHOO et al, 1986; MAC MILLAN, 1990; NIELSEN et al, 

1999; OIE, 2012). 

Apesar do FC detectar tanto IgG1 como IgM para o isotipo IgM são requeridas 

grades quantidades para que mesmo fixe o complemento, deste modo, pode-se dizer 

que o isotipo IgG1 é muito mais efetivo como fixador do complemento do cobaio e, 

portanto, animais que possuem altos títulos de IgG1 permanecem por período maiores 

como positivo neste teste (HILL, 1963; CHAPPEL, 1989; MAC MILLAN, 1990; 

NIELSEN & DUNCAN, 2000; BRASIL, 2006; GODFROID et al, 2010).  

O TFC é um teste utilizado ao longo dos anos para diferenciar animais 

vacinados de animais com infecção natural e de outras reações inespecíficas, pois 

esta técnica sofre menos a influência do IgG1 vacinal do que da infecção natural, 

diminuindo o número de falsos positivos (BURKI, 1963; JONES et al., 1963; HILL, 
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1963; MYLREA & FRASER, 1976; ALTON et al, 1978; SUTHERLAND, 1980; 

MATHIAS et al, 2001). Todavia, é um teste trabalhoso e complexo que exige pessoal 

treinado e laboratório bem equipado (BRASIL, 2006). 

 

 

2.4.6 - Western Blotting (WB) 

 

 

  Western Blotting é uma técnica imunoproteômica, ou seja, usada para detectar 

proteínas e foi descrita primeiramente por Towbin et al. (1979) e atualmente ainda é 

uma técnica amplamente utilizada. Ao longo do tempo sofreu modificações quanto a 

sua utilização, como o uso na detecção de múltiplos anticorpos, advindas de 

pequenas amostras de soro (TOWBIN et al., 1979; BURNETTE, 1981; LEE, 2007; 

KAUFMANN et al., 1987).  

Trata-se de uma técnica bastante sensível e específica quando utilizada com 

finalidade sorológica (ELSCHNER et al., 2011); concomitantemente há a necessidade 

atual de utilização de testes mais sensíveis e específicos com a utilização de proteínas 

imunológicas como antígeno (WARETH et al., 2014). Como o teste detecta a interação 

antígeno-anticorpo e, consequentemente, a detecção de proteínas imuno-específicas, 

tornou-se uma ferramenta para a tomada de decisões e interpretações a respeito do 

resultado muito mais eficiente (KIM et al., 2014).  

Wareth et al. (2014) identificaram anticorpos específicos contra 4 tipos de 

proteínas imuno-específicas presentes na B. abortus e uma proteína na B. melitensis 

e assim, sugerem o uso dessas proteínas nos testes sorológicos como possível meio 

de identificação da espécie de Brucella. Manat et al. (2016) caracterizaram a proteína 

externa da membrana 28 (OMP28) como principal proteína imunodominante, 

possuindo emprego antigênico em potencial no sorodiagnóstico da brucelose bovina. 

Outros autores ainda citam o uso do Western Blotting para o diagnóstico da brucelose, 

porém sem resultados satisfatórios e aplicáveis, devido entre outros fatores, ao 

aparecimento de reações cruzadas do soro de animais infectados com Y. 

enterocolitica O:9 ou E. coli O:157:H7 (KO, 2012; OSPINA-FLÓREZ et al., 2014; KIM 

et al., 2014). 
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2.5 – Controle e Profilaxia 

 

 

As medidas de controle da brucelose baseiam-se no conhecimento da 

epidemiologia e da população a serem aplicadas. De modo geral as medidas de 

controle se dão por meio de programas de desinfecção de instalações, separação de 

baias de parição, sacrifício dos animais positivos nos testes sorológicos, controle dos 

animais introduzidos na propriedade e vacinação (GODFROID & KASBOHRER, 2002; 

BRASIL, 2006). 

 A brucelose é uma das poucas doenças que possui vacina bacteriana viva 

atenuada eficiente (COTTON et al., 1933; ELBERG & MEYER, 1958). Atualmente 

existem duas vacinas disponíveis no Brasil. A produzida com a cepa B19 indutora de 

anticorpos aglutinantes e a RB51 que não induz anticorpos aglutinantes, porém ambas 

atuam induzindo boa imunidade celular (BRASIL, 2006).  

A vacina B19 foi descoberta em 1923 partir de uma amostra da B. abortus lisa 

que passou por um processo espontâneo de atenuação, possui baixa virulência e 

serve para a proteção de animais não infectados em locais onde há animais infectados 

com eficácia estimada em aproximadamente 70% (BUCK, 1930; LUBROTH et al., 

2007). Devido à alta produção e persistência de anticorpos no animal vacinado, é 

possível detecta-los no leite e se for usada em vacas prenhas pode levar ao aborto e 

no macho, o aparecimento de orquite (STEVENS et al., 1994). Não é possível 

distinguir por meio dos testes sorológicos os animais vacinados com a B19 daqueles 

naturalmente infectados; deve-se aguardar um tempo mínimo após vacinação para a 

realização dos testes; a vacina é virulenta para humanos representando um risco 

biológico quando de sua aplicação (YANG et al., 2013). 

Já a vacina RB51 é um mutante vivo bruto estável e rugoso de B. abortus (cepa 

2308) no meio contendo os antibióticos penicilina e rifampicina. Pelo fato dessa vacina 

ser obtida de uma cepa rugosa (LPS-O ausente), não induz a formação de anticorpos 

detectáveis nos testes sorológicos convencionais, portanto animais vacinados com a 

RB51 são distinguíveis sorologicamente de animais que apresentam infecção natural 

(SCHURIG et al., 1991; RADOSTITS et al., 2002; MORIYÓN et al., 2004). É uma 

vacina relativamente segura por não causar aborto em fêmeas prenhas ou infecção 

fetal, quando comparada à B19, porém produz uma proteção similar (OLSEN, 2000; 
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YANG et al., 2013). Assim como a B19, esta também é uma vacina virulenta para 

humanos (ZAKIA et al., 2016).  

O MAPA recomenda a vacinação com a B19 de novilhas entre 3 e 8 meses de 

idade, porém não é recomendada para machos e fêmeas prenhas. Já a vacina RB51 

deve ser usada de forma estratégica em fêmeas adultas. Novilhas vacinadas entre 3 

e 8 meses de idade com a B19 só deverão sofrer investigação sorológica após 24 

meses de idade (BRASIL, 2006). 

  

 

3 – Objetivos  

 

 

3.1 – Geral  

 

 

 Desenvolver e padronizar uma técnica de Western Blotting para o diagnóstico da 

brucelose bovina. 

 

 

3.2 – Específicos 

 

 

 Produzir um antígeno aplicável ao diagnóstico da brucelose bovina para uso na 

técnica de Western Blotting; 

 

 Analisar a sensibilidade e especificidade da técnica de Western Blotting no 

diagnóstico da brucelose bovina; 

 

 Estudar a concordância entre as técnicas indiretas de diagnóstico da brucelose 

bovina.  
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Desenvolvimento e Padronização da Técnica de Western Blotting para o diagnóstico 

sorológico da Brucelose Bovina 

 

Resumo: A brucelose é uma doença infectocontagiosa de caráter agudo ou crônico causada por 

bactérias do gênero Brucella spp. Objetivou-se neste estudo desenvolver e padronizar uma 

técnica de Western Blotting para uso no diagnóstico da brucelose bovina. Foram analisados dois 

grupos de animais: o grupo I com 60 amostras de bovinos verdadeiros positivos e verdadeiros 

negativos (30 positivas nas técnicas de AAT, 2-ME, SAT e TFC e 30 negativas na AAT) e o 

grupo II com 383 amostras de amostras de campo (90 positivas e 293 negativas na Fixação do 

Complemento). O resultado da análise no Western Blotting revelou banda com peso molecular 

de ≤ 20 kDa como sendo a banda mais reativa e com propriedade para identificar e separar os 

animais naturalmente infectados dos animais vacinados. A sensibilidade, especificidade e 

concordância do WB quando comparada com ao Antígeno Acidificado Tamponado foi 

respectivamente de 93%, 99% e o valor de K= 0,938, e quando comparada com a TFC foi 

respectivamente, 97%, 98% e K= 0,929. O WB desenvolvido e padronizado neste estudo é o 

primeiro teste sorológico aplicado no diagnóstico da brucelose bovina com potencial para uso 

como prova confirmatória da brucelose bovina. 

 

 

Palavras chaves: Brucella abortus, Imunodiagnóstico, Proteômica. 

 

Introdução 

 

A brucelose é uma doença infectocontagiosa que acomete os bovinos e bubalinos, dentre 

outros animais, e gera graves perdas econômicas. É causada por Brucella abortus, um 

cocobacilo gram negativo, imóvel e de morfologia colonial lisa30. O gênero Brucella possui 12 

espécies descritas, sendo separadas de acordo com suas características bioquímicas, antígenos 

e principais hospedeiros10,28,32.  

O isolamento de Brucella abortus é considerado o método de diagnóstico mais 

confiável. Os materiais de eleição para o isolamento são: secreções, conteúdo purulento, 

conteúdo abomasal de fetos abortados, fluído cefalorraquidiano, pleural, sinovial e ascítico17,23. 

Entretanto, a complexidade de execução e o elevado custo dificultam o seu emprego como 

método de rotina. Portanto o uso de técnicas sorológicas apresenta maior praticidade na rotina 

laboratorial. Diversas provas sorológicas são usadas no diagnóstico da brucelose bovina, porém 

no Brasil, o Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA) considera oficiais 

para o diagnóstico sorológico da doença apenas as provas do Antígeno Acidificado Tamponado 

(AAT), Teste de Polarização Fluorescente (FPA), Soroaglutinação Lenta em Tubos (SAT), 2-

Mercaptoetanol (2-ME) e Fixação do Complemento (TFC)4,5,19.  

No Brasil, o teste do AAT é utilizado para triagem dos animais, pois apresenta alta 

sensibilidade, assim como o FPA que é utilizada para teste de rebanho. Os testes confirmatórios 

apresentam alta especificidade, e são empregados nos animais soropositivos nos testes de 

triagem, como o SAT, 2-ME e TFC, sendo esta última, a técnica empregada para trânsito 

internacional de animais4,20,23. 

O Western Blotting é uma técnica imunoproteômica amplamente utilizada para a 

detecção de anticorpos a partir de pequenas amostras de soro13. O teste detecta a interação 

antígeno-anticorpo e, consequentemente, a detecção de proteínas imunoespecíficas e tornou-se 

uma ferramenta para a tomada de decisões e interpretações devido ao resultado muito mais 

eficiente11. Manat et al. (2016) caracterizaram a proteína externa da membrana 28 (OMP28) 
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como principal proteína imunodominante, possuindo emprego antigênico em potencial no 

sorodiagnóstico da brucelose bovina16.  

Objetivou-se neste estudo desenvolver e padronizar o Western Blotting para fins de 

diagnóstico sorológico utilizando a cepa de B. abortus 1119-3, além de determinar a 

sensibilidade e especificidade frente às técnicas sorológicas empregadas no diagnóstico da 

brucelose bovina no Brasil.  

 

Material e Métodos 

 

Extração das proteínas de Brucella abortus 

 

A extração das proteínas de célula inteira de Brucella abortus para a utilização como 

antígeno foi processada a partir da suspensão em solução salina (0,85%) da cepa B. abortus 

1119 – 3; a cepa foi diluída em solução de tampão fosfato salino (PBS) e a concentração inicial 

foi estimada por meio de leitura em espectrofotômetro utilizando comprimento de onda de 600 

nm e o valor obtido foi de 4,5 x108 cél/mL. Para a produção do antígeno utilizado na prova, a 

suspensão de células foi concentrada para 9,8 x 109 cél/mL em PBS. Aproximadamente 10ml 

da suspensão de células foi separada para preparação inicial; este volume foi centrifugado a 

4000 x g por 10 min. a 4°C e o sobrenadante removido; adicionou-se 9mL de PBS para 

realização das lavagens seriadas, repetindo-se a centrifugação e a retirada do sobrenadante por 

três vezes. Ao final da 3ª etapa foram adicionados 3mL de formaldeído P.A. (Sigma Aldrich®) 

para a inativação e degradação da bactéria e 6mL de PBS; a mistura foi incubada em agitador 

tipo gangorra em temperatura ambiente overnight. O processamento de lavagem e degradação 

foi repetido por mais duas vezes. Ao final, as lavagens foram refeitas com PBS e por fim 

adicionou-se 3 mL de PBS. Aos 3mL de antígeno foi adicionada solução Sample Buffer Laemili 

(Sigma Aldrich®) na proporção de 1:2 e conservado a -20°C para uso posterior. 

 

Identificação das bandas em gel 

 

O antígeno e o marcador de peso molecular entre 250 – 10 kDa foi corrido em gel bis – 

tris 3% a 15%, onde 3% representa a concentração do gel de empilhamento e os 15% representa 

a concentração do gel de corrida, em cuba vertical de eletroforese (Invitrogen®) com solução 

NUPAGE MOPS SDS running buffer 20X (Invitrogen®) em 200 volts por 1 hora. O gel 

impregnado foi submetido ao processo de coloração por prata (SilverXpress® Silver Staining 

Kit - Invitrogen®) (Figura 1) e o padrão de bandas utilizado foi definido por bandas detectadas 

com peso molecular igual ou inferior a 20 kDa que são consideradas bandas exclusivas de B. 

abortus11,26.  

 

Produção das membranas 

 

 O antígeno impregnado no gel foi transferido para membrana de nitrocelulose com poro 

de 0,45µm (Invitrogen®), em cuba de eletroforese com solução NUPAGE transfer buffer 20x 

(Invitrogen®) e submetidos à potência de 30 volts por 1 hora. Decorrido este tempo, o marcador 

foi cortado e a membrana encaminhada para a solução de blocagem (Blocking Solution – 

Candor®), onde permaneceu overnight. No dia seguinte, a membrana foi retirada da solução de 

blocagem e realizou-se três lavagens de 20 minutos com a solução de lavagem (Washing 

Solution - Candor®), na diluição de 1:20. Ao final foram realizados os cortes de 

aproximadamente 0,3 mm, realizando o teste da qualidade e controle da membrana. As tiras 

restantes foram acondicionadas em tubo tipo Falcon em freezer a -20°C até o momento do uso8. 
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Amostras 

 

 Foram testadas 443 amostras de soro sanguíneo de bovinos. Essas amostras foram 

divididas em dois grupos: G1, composto por 60 amostras, sendo 30 amostras verdadeiras 

positivas (VP) de bovinos que apresentavam sinais clínicos de brucelose e foram positivos nas 

técnicas de AAT, 2-ME, SAT e TFC e 30 amostras verdadeiras negativas (VN) de bovinos sem 

sinais clínicos, não vacinados e negativos na técnica de AAT. O grupo II foi composto por 383 

amostras de campo, sendo 90 positivas e 293 negativas na técnica de FC. 

 

Teste do Antígeno Acidificado Tamponado (AAT) 

 

 Todas as amostras de soros dos grupos I e II foram testadas na técnica do Antígeno 

Acidificado Tamponado, seguindo a metodologia descrita no Programa Nacional de Controle 

e Erradicação da Brucelose e da Tuberculose Animal (PNCETB) do MAPA4 em concordância 

com o capítulo 2.4.3 do manual de teste de diagnóstico e vacinas para animais terrestres da 

OIE23. 

 

Teste de Fixação do Complemento (TFC) 

 

O teste de Fixação do Complemento foi realizado nos soros dos grupos I e II seguindo 

a metodologia descrita no PNCETB4 em concordância com o capítulo 2.4.3 do manual de teste 

de diagnóstico e vacinas para animais terrestres da OIE22. Foi utilizado o antígeno de prova 

lenta; para o TFC a diluição empregada foi de 1:500. O teste foi realizado seguindo a 

metodologia de incubação a quente, em estufa a 37°C, por uma hora4.  

 

Western Blotting  

 

 Para a padronização da técnica seguiu-se a metodologia descrita por Elschner et al. 

(2011) com adaptações8.  

Os soros dos dois grupos foram diluídos em solução de LowCross (Candor®) na 

proporção de 1:50 em contato com as tiras e incubados por 1 hora e 30 minutos em agitador 

tipo gangorra. Após o tempo inicial, realizaram-se três lavagens sucessivas de 20 minutos com 

a solução Washing; para identificação dos anticorpos no soro, foi realizada incubação com o 

antissoro-anti-IgG bovino na diluição de 1:100 em solução LowCross por 1 hora e 30 minutos 

em agitador tipo gangorra; ao final repetiu-se o passo das três lavagens de 20 minutos. A fase 

indicadora da reação constitui na adsorção sobre as tiras de membranas à solução de 4-Nitro 

blue tetrazolium chloride (NBT) (Roche®) na proporção de 1:152 com 5-Bromo-4-chloro-3-

indolyl phosphate (BCIP) (Roche®) na proporção de 1:303 em solução fosfatase alcalina (0,58g 

de NaCl + 1,2g de trisaminometano + 101,65mg de MgCl2.6H2O em 10mL de água deionizada) 

pH 9,5 ± 0,2, por 10 min. A leitura das tiras foi realizada individualmente e comparadas com 

as tiras dos controles positivo e negativo.  

 

Análise dos Dados 

 

Para o estudo de concordância entre os testes utilizados foi empregado o coeficiente 

Kappa (K), sendo usada a interpretação convencional dos valores K adotados: 0,00 - 0,20 = 

concordância fraca; 0,21 - 0,40 = regular; 0,41 - 0,60 = moderada; 0,61 - 0,80 = boa; 0,81- 1,00 

= muito boa, valores negativos serão interpretados como equivalentes a 0,00. Para o cálculo dos 

valores de sensibilidade (S), especificidade (E), valor preditivo positivo (VPP), valor preditivo 

negativo (VPN) e acurácia (ACU)27, os resultados foram organizados na forma de tabelas 2 x 2 
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(Quadro 1 e Quadro 2), onde para cada teste realizado foi feita a comparação de seus resultados 

com os resultados do WB. 

 

Resultados  

 

Os resultados obtidos para as amostras do grupo I testadas nas técnicas de AAT 

comparada com os resultados obtidos no WB apresentaram 100% de S, E, VVP, VPN, ACU e 

valor de K igual a 1. O resultado do TFC comparado ao WB também apresentou 100% de S, E, 

VVP, VPN, ACU e valor de K igual a 1(Tabela 1).  

Os resultados para as amostras do grupo II, analisadas nas técnicas de AAT foram 99 

positivas e 284 negativas; na TFC foram 90 positivas e 293 negativas e no WB obteve-se 94 

positivas e 289 negativas (Tabela 2).  

O cálculo da S, E, VVP, VPN e ACU quando se comparou os resultados obtidos no 

AAT com WB foi: S de 93%, E de 99%, VVP de 98%, VPN de 98%, ACU de 98% e K de 

0,938 e quando se comparou o WB com o TFC foi: S de 97%, E de 98%, VPP de 93%, VPN 

de 99%, ACU de 97% e K de 0,929 (Tabelas 3 e 4). 

 

Discussão 

 

Neste estudo foi desenvolvida e padronizada uma técnica de Western Blotting como 

alternativa de diagnóstico da brucelose bovina no Brasil. É importante destacar que a brucelose 

bovina é endêmica no território nacional e apesar dos esforços do Ministério da Agricultura, 

Pecuária e Abastecimento do Brasil, esta enfermidade ainda causa grandes prejuízos à pecuária 

nacional e apresenta distribuição variada nas diferentes regiões do país4.  

O diagnóstico da brucelose é um constante desafio, estando restrito aos testes 

sorológicos e isolamento bacteriano3; isto gera o aumento nos gastos com vacinação, 

sorodiagnóstico e eliminação dos animais positivos1. A sorologia ainda não é capaz de 

diferenciar animais vacinados de animais naturalmente infectados, classificar as espécies de 

Brucella e evitar reações cruzadas com outros microrganismos, devido ao antígeno baseado no 

LPS-O presente na vacina B19 e em algumas bactérias Gram negativas2,12,22,25. Deste modo, o 

desenvolvimento de técnicas que não necessitam da utilização de antígenos à base de LPS-O 

mostram-se bastante promissoras26. 

Em contraste com outras aplicações da técnica de Western Blotting 2,6,8,11,12,13,33, o 

resultado do nosso estudo buscou adaptar e padronizar a técnica desenvolvida para estudos 

proteômicos para assumir finalidade sorológica31, salientando que não existem estudos 

empregando a técnica de Western Blotting para uso sorológico no diagnóstico da brucelose 

bovina. 

Alguns estudos descrevem as proteínas de Brucella sp. para utilização no WB. Pajuba 

et al. (2012) e Kim et al. (2014) citaram que proteínas visualizadas com peso molecular ≤ 20 

kDa são consideradas exclusivas de animais naturalmente infectados por B. abortus, 

diferenciando animais vacinados com a vacina B1911,26. Assim sendo, o aparecimento de reação 

na fita com peso molecular ≤ 20 kDa foi o definido como ponto de separação para classificação 

de animais positivos e negativos no WB (Figura 2).  

Para a padronização e validação de uma técnica, a OIE preconiza em seu manual de 

princípios e métodos de validação de ensaios de diagnóstico de doenças infecciosas a execução 

de quatro estágios, sendo eles a caracterização analítica, caracterização diagnóstica, 

reprodutibilidade e implementação. Para a padronização de um teste, deve-se seguir os dois 

primeiros estágios do manual e para a validação, após a conclusão dos estágios anteriores, deve-

se executar os dois últimos estágios. No presente estudo, realizou-se a padronização, sendo 

contemplados os dois primeiros passos do manual24. O primeiro estágio é o teste das amostras 
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sabidamente conhecidas, comparando-se o teste padronizado com métodos anteriormente 

empregados e calculando a sensibilidade e especificidade analítica. O segundo estágio é 

composto pelo teste das amostras de campo para o cálculo da sensibilidade e especificidade 

diagnóstica. De acordo com a recomendação da OIE para padronização de teste de diagnóstico, 

os valores de sensibilidade e especificidade devem ser maiores a 95% para o teste ser válido24. 

Desta forma, o WB padronizado em nosso estudo se mostrou bastante promissor como 

técnica sorológica de diagnóstico quando comparada à TFC. Apresentou uma ótima 

especificidade (99%) e baixa sensibilidade (93%) quando comparada ao AAT. Neste caso, esta 

técnica não deve ser considerada uma opção para substituir o AAT para a triagem dos rebanhos 

por não atender os critérios exigidos pela OIE. Quando o WB foi comparado a TFC, os valores 

de sensibilidade (97%) e especificidade (98%) foram considerados altos e neste caso pode ser 

sugerido para substituir a TFC, como ferramenta diagnóstica confirmatória7,15,18,26,29. 

O valor de K para ambas comparações também foi considerado muito bom24,27, 

corroborando com os resultados obtidos em outros estudos de padronização de Western Blotting 

para o diagnóstico da brucelose26,33. O emprego de novas técnicas que utilizam proteínas 

imunoespecíficas para o diagnóstico da brucelose agrega maior confiança na interpretação dos 

resultados. Para a aplicação deste teste no Brasil ainda é necessária a continuação das pesquisas 

para a sua validação.  

Ainda existe a necessidade do desenvolvimento de testes sorológicos utilizando 

antígenos capazes de detectar anticorpos espécie-específicos contra Brucella abortus para 

reduzir as reações cruzadas com outros microrganismos e principalmente diferenciar a 

imunidade vacinal da imunidade adquirida, eliminando a problemática existente de resultados 

falsos positivos devido à vacinação. Além disto, é imprescindível no diagnóstico laboratorial 

atual implementar métodos e recursos de fácil exequibilidade e de alta segurança diagnóstica. 

 A técnica de imunoproteômica utilizada com finalidade sorológica apresenta 

aplicabilidade como ferramenta diagnóstica confirmatória da brucelose no Brasil. Além disto, 

é de rápida execução, menor dependência de reagentes, maior certeza diagnóstica e 

principalmente com a capacidade de diferenciar animais vacinados daqueles naturalmente 

infectados.  

 

Agradecimento 

 

 À equipe do Laboratório Nacional Agropecuário de Pernambuco (LANAGRO-PE) por 

ceder o espaço para realização do experimento e as amostras de campo e a Agência de Defesa 

Agropecuária do Paraná (ADAPAR) por ceder as amostras dos animais verdadeiros positivos 

e verdadeiros negativos. 

 

Declaração de conflito de interesse 

 

 Os autores declaram não haver conflito de interesse a respeito da pesquisa, autoria e/ou 

publicação desse artigo. 

 

Financiamento 

 

O autor recebeu bolsa de estudo da Coordenação de Financiamento de Pessoal de Nível 

superior (CAPES) para desenvolvimento desta pesquisa. 

 

 

Referências 

 



50 
 

1. Abalos P, Daffner J, Pinochet L, Evaluation Of Three Brucella Soluble Antigens Used In 

An Indirect Elisa To Discriminate S19 Vaccinated From Naturally Infected Cattle. Vet 

Microbiol 2000; 7:161–167. 

 

2. Al Dahouk S, Nöckler K, Scholz HC, Tomaso H, Bogumil R, Neubauer H. 

Immunoproteomic characterization of Brucella abortus 1119-3 preparations used for the 

serodiagnosis of Brucella infections. Journal Immunology Methods 2006; 309:34–47. 

 

3. ALTON, G.G., JONES, L.M., ANGUS, R.D., VERGER, J.M. Techniques for the 

Brucellosis Laboratory. Institut. National de la Recherche Agronomique, Paris, France 

1988.  

 

4. BRASIL. Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento. Programa Nacional de 

Controle e Erradicação da Brucelose e da Tuberculose Animal (PNCEBT). Brasília, 2006. 

 

5. BRASIL. Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento. Instrução Normativa 
número 19 de 10 de outubro de 2016. Brasília, 2016. 

 

6. Connolly JP, Comerci D, Alefantis TG, Walz A, Quan M, Chafin R, Grewal P, Mujer CV, 

Ugalde RA, Delvecchio VG. Proteomic analysis of Brucella abortus cell envelope and 

identification of immunogenic candidate proteins for vaccine development. Proteomics 

2006; 6:3767–3780. 

 

7. Dohoo IR, Wrigth PF, Ruckerbauer R, Samagh BS, Robertson FJ, Forbes LB. A 

comparison of five serological tests for bovine brucellosis. Canadian Journal of Veterinary 

Research 1986; 50:485-493.  

 

8. Elschner MC, Scholz HC, Melzer F, Saqib  M, Marten P, Rassbach A, Dietzsch M, 

Schmoock G, Santana VL De A, Souza MMA, Wernery R, Wernery U, Neubauer H. Use 

of Western Blot Technique for the Serodiagnosis of Glanders.  BMC Veterinary Research 

2011.  

 

9. Eschenbrenner M, Horn TA, Wagner MA, Mujer CV, Miller-Scandle TL, Delvecchio VG. 

Comparative proteome analysis of laboratory grown Brucella abortus 2308 and Brucella 

melitensis 16 m. Journal Proteome Research 2006;5:1731–1740. 

 

10. Godfroid J, Scholz HC, Barbier T, Nicolas C, Wattiau P, Fretin D, Whatmore AM, 

Cloeckaert A, Blasco JM, Moriyon I, Saegerman C, Muma JB, Dahouk SA, Neubauer H, 

Letesson JJ. Brucellosis at the animal/ecosystem/human interface at the beginning of the 

21st century. Preventive Veterinary Medicine 2011; 102:118–131. 

 

11. Kim JY, Sung SR, Lee K, Lee HK, Kang SI, Lee JJ, Jung SC, Park YH, Her M. 

Immunoproteomics of Brucella abortus RB51 as candidate antigens in serological 

diagnosis of brucellosis. Veterinary Immunology and Immunopathology 2014; 160:218–

224. 

 

12. Ko KY, Kim JW, Her M, Kang SI, Jung SC, Cho DH, Kim JY.  Immunogenic proteins of 

Brucella abortus to minimize cross reactions in brucellosis diagnosis. Veterinary 

Microbiology 2012; 15:374–380. 

 



51 
 

13. Lee C. Western blotting. Methods in Molecular Biology 2007; 362:391-399. 

 

14. Lee JJ, Simborio HL, Reyes AW, Kim DG, Hop HT, Min W, Her M, Jung SC, Yoo HS, 

Kim S. Immunoproteomic identification of immunodominant antigens independent of the 

time of infection in Brucella abortus 2308-challenged cattle. Veterinary Reaserch 2015; 

46:17.  

 

15. MAC MILLAN, A. Conventional serologic tests. In: Nielsen K, Duncan JR, editors. 

Animal brucellosis. USA: CRC Press 1990:155-300. 

 

16. Manat Y, Shustov AV, Evtehova E, Eskendirova SZ. Expression, purification and 

immunochemical characterization of recombinant OMP28 protein of Brucella species. 

Open Veterinarian Journal 2016; 6(2):71-77. 

 

17. Mantur BG, Biradar MS, Bidri C, Mallana S, Verrappa K et al. Protean clinical 

manifestation & diagnostic challenges of human brucellosis in adults: 16 years experience 

in an endemic area. Journal Medicine Microbiology 2006; 55:897-903. 

 

18. Nielsen K, Gall D, Smith P, Vigliocco A, Perez B, Samartino LE, Nicoletti P, Dager A, 

Elzer P, Enright F. Validation of fluorescence polarization assay as a serological test for 

the presuntive diagnosis of porcine brucellosis. Veterinary Microbiology 1999; 68:245-

253. 

 

19. Nielsen K, Lin M, Gall D, Jolley M. Flourescence polarization immunoassay: detection of 

antibody of Brucella abortus. Method 2000; 22:71-76. 

 

20. Nielsen K, Smith P, Yu W, Nicoletti P, Elzer P, Robles C, Bermudez R, Renteria T, Moreno 

F, Ruiz A, Massengill C, Muenks Q, Jurgersen G, Tollersrud T, Samartino L, Conde S, 

Forbes L, Perez B, Rojas X, Minos A. Towards a single screening test for brucellosis. 

Revue Scientifique et Technique Office International of Epizootics 2005; 24:1027–1038. 

 

21. Neubauer H, Sprague LD, Zacharia R, Tomaso H, Al Dahouk S, Wernery R, Wernery U, 

Scholz HC. Serodiagnosis of Burkholderia mallei Infections in Horses. State-of-art and 

perspectives. Journal Veterinary Medecine series B 2005: 52:201-205. 

 

22. Nielsen K, Smith P, Widdison J, Gall D, Kelly L, Kelly W, Nicoletti P. Serological 

relationship between cattle exposed to Brucella abortus, Yersinia enterocolitica O:9 and 

Escherichia coli O157:H7. Veterinary Microbiology 2004; 100:25–30. 

 

23. OIE, Capítulo 2.4.3. Bovine Brucelosis. OIE Manual de animais terrestres 2012; 616-650.  

 

24. OIE, Capítulo 1.1.5 Principios e metodos de validação de ensaios diagnósticos para 

doenças infecciosas. OIE Manual de animais terrestres, 2013. 

 

25. Olsen SC, Stoffregen WS. Essential role of vaccines in brucellosis control and eradication 

programs for livestock. Expert Rev. Vaccines 2005; 4:915–928.  

 

26. Pajuaba ACAM, Silva DAO, Karine C, Almeida KCA, Cunha-Junior JP, Pirovani CP, 

Camillo LR, Mineo JR. Immunoproteomics of Brucella abortus reveals differential 



52 
 

antibody profiles between S19-vaccinated and naturally infected cattle. Proteomics 2012; 

12:820–831. 

 

27. Pereira MG. Epidemiologia: teoria e prática. Ed. Guarabara Koogan, S.A. Rio de Janeiro, 

RJ. 2008. 

 

28. Scholz HC, Revilla-Fernández S, Al Dahouk S, Hammerl JA, Zygmunt MS, Cloeckaert A, 

Koylass M, Whatmore AM, Blom J, Vergnaud G, Witte A, Aistleitner K, Hofer E. Brucella 

vulpis sp. nov., isolated from mandibular lymph nodes of red foxes (Vulpes vulpes). 

Internacional Journal Systematic and Evolution Microbiology 2016; 66:2090-2098. 

 

29. Stemshorn BW, Forbes LB, Eaglesome MD, Nielsen KH, Robertson FJ, Samagh BS. A 

comparison of standard serological tests for the diagnosis of bovine brucellosis in Canada. 

Canadian Journal of Comparative Medicine 1985; 9:391-394. 

 

30. Teixeira ACP, Souza CFA, Sá MJS, Ribeiro RMP, Oliveira AL, Souza RM. Brucelose: 

zoonose controlada? Higiene Alimentar 1998; 54;12:23-25. 

 

31. Towbin H, Staehelin T, Gordon J. Electrophoretic transfer of proteins from polyacrylamide 

gels to nitrocellulose sheets: procedure and some applications. Proceeding of the National 

Academy Sciences USA 1979; 76:4350-4354. 

 

32. Whatmore A, Davison N, Cloeckaert A, Al Dahouk S, Zygmunt M, Brew S, Perrett L, 

Koylass M, Vergnaud G, Quance C, Scholz H, Dick EJ, Hubbard G, Schlabritz-Loutsevitch 

N. Brucella papionis sp. nov. isolated from baboons (Papio spp.). Internacional Journal 

Systematic and Evolution Microbiology 2014. 

 

33. Wareth G, Melzer F, Weise C, Neubauer H, Roesler U, Murugaiyan J. Proteomics-based 

identification of immunodominant proteins of Brucellae using sera from infected hosts 

points towards enhanced pathogen survival during the infection. Biochemical and 

Biophysical Research Communications 2014; 456:202–206. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Scholz%20HC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26928956
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Revilla-Fern%C3%A1ndez%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26928956
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Al%20Dahouk%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26928956
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hammerl%20JA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26928956
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zygmunt%20MS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26928956
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cloeckaert%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26928956
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Koylass%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26928956
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Whatmore%20AM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26928956
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Blom%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26928956
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vergnaud%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26928956
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Witte%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26928956
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Aistleitner%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26928956
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hofer%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26928956
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26928956
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26928956
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26928956


53 
 

Anexos 

 

Quadro 1: Quadro utilizado para cálculo da sensibilidade, especificidade, valor preditivo 

positivo, valor preditivo negativo e acurácia. O teste 1 é o teste ouro e o teste 2 é o teste a ser 

padronizado. 

 

  Teste 1 
Total 

  + - 

Teste 2 
+ a b a+b 

- c d c+d 

Total a+c b+d a+b+c+d 

 

Quadro 2: Fórmulas para cálculo da sensibilidade (S), especificidade (E), valor preditivo 

positivo (VPP), valor preditivo negativo (VPN) e acurácia (ACU). 

 

S E VPP VPN ACU 

𝒂

𝒂 + 𝒄
 

𝑑

𝑏 + 𝑑
 

𝑎

𝑎 + 𝑏
 

𝑑

𝑐 + 𝑑
 

𝑎 + 𝑑

𝑎 + 𝑏 + 𝑐 + 𝑑
 

 

Tabela 1: Resultado dos valores de sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e 

negativo, acurácia e coeficiente K do WB comparado ao TFC para o grupo I. 

 

Teste S E VPP VPN ACU K 

Valor 100% 100% 100% 100% 100% 1,0 

 

Tabela 2: Número de animais positivos e negativos em cada teste sorológico empregado para 

o grupo II. 

 

Técnica AAT TFC WB 

Positivo 99 90 94 

Negativo 284 293 289 

Total 383 383 383 

 

Tabela 3: Resultado dos valores de sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e 

negativo, acurácia e coeficiente K do WB comparado ao TFC para o grupo II. 

 

Teste S E VPP VPN ACU K 

Valor 97% 98% 93% 99% 97% 0,929 

 

Tabela 4: Resultado dos valores de sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e 

negativo, acurácia e coeficiente K do WB comparado ao AAT para o grupo II. 

 

Teste S E VPP VPN ACU K 

Valor 93% 99% 98% 98% 98% 0,938 
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Figura 1: Gel bis - tris 3% a 15% corado por prata para visualização do antígeno impregnado 

e identificação do peso molecular. 

 
 

Figura 2: Tiras de membranas impregnadas pelo NBT – BCIP. A e B, soropositivos; C e D, 

soronegativos. 

 

 


