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Resumo 

A brucelose é uma doença bacteriana de grande importância para a economia pecuária e para a saúde pública por se tratar 
de uma zoonose. É uma doença infecto-contagiosa que tem com agente etiológico bactérias do gênero Brucella. Em bovinos, 
as espécies do gênero é a  Brucella abortus,  que são cocobacilos gram negativo, intracelulares facultativos, imóveis e não 
esporulado. A infecção apresenta evolução crônica e acomete animais de todas as idades, sendo mais frequente em indivíduos 
sexualmente maduros. O objetivo desse trabalho é investigar, por meio da sorologia para brucelose bovina, utilizando a técnica 
do ELISA indireto, amostras de animais reagentes abatidos em frigoríficos inspecionados no estado da Bahia. Foram utilizados 
666 animais, selecionados aleatoriamente no momento do abate. O sangue foi coletado com finalidade de obtenção de soro, 
todas as amostras foram submetidas à prova de triagem do Antígeno Acidificado Tamponado (AAT), prova do 2mercaptoetanol 
(2-ME) e ELISA Indireto. Das amostras reagentes no teste do AAT, obteve-se uma prevalência estimada em 1,2%. A prevalência 
no teste do ELISA foi de 13,21% (n=86). Esse resultado sugere a ocorrência de falsos negativos quando se utiliza a prova do 
antígeno acidificado tamponado.
Palavras-chaves: brucelose, abatedouro, prevalência, soro.

Abstract

Brucellosis is a bacterial disease of great importance to the livestock economy and to public health because it is a zoonosis. It is 
an infectious disease that has etiologic agent with bacteria of the genus Brucella. In cattle, the species of the genus Brucella is 
Brucella abortus that are gram negative, facultative intracellular, real estate and not sporulated. The infection presents chronic and 
affects animals of all ages, being more frequent in sexually mature individuals. This study aimed to investigate through serology for 
brucellosis, using the technique of indirect ELISA, samples from positive animals slaughtered in slaughterhouses inspected in the 
state of Bahia. A total of 666 animals were used, randomly selected at the time of slaughter. Blood was collected in order to obtain 
serum, all samples were subjected to a screening test Antigen Buffered Acidified (AAT), proof of 2-mercaptoethanol (2-ME) and 
Indirect ELISA. Of reagents in the test samples of AAT obtained an estimated prevalence of 1.2%. The prevalence in the ELISA 
test was 13.21% (n = 86). This result suggests the occurrence of false negatives when using the buffered acidified antigen test.
Keywords: brucellosis, slaughterhouse, prevalence, soro.

Introdução 

A Brucella abortus  é considerada uma α- Proteobacteria 
intracelular que causa infecções de longa duração, a cronicidade 
da infecção resulta da capacidade de Brucella sobreviver 
no interior de macrófagos, devido ao seu lipopolissacarídeo 
(LPS) com propriedades e estrutura distintas do LPS de 
outras enterobactérias, incluindo uma baixa endotoxicidade, 
alta resistência à degradação pelos macrófagos e evasão da 
resposta imune, o que constitui um dos principais mecanismos 
de virulência e replicação da Brucella5,15. Sendo amplamente 
difundida em todo o mundo, principalmente na bacia do 
Mediterrâneo, na península arábica, no subcontinente indiano, 

e partes do México, da América Central e do Sul, sendo 
erradicada em alguns países como Finlândia, Noruega, 
Suécia, Dinamarca, Países Baixos, Bélgica, Suíça, Alemanha, 
Áustria, Hungria, Romênia e Bulgária. Enquanto outros 
países conseguiram começar o processo de erradicação da 
enfermidade, como Inglaterra, Irlanda, Polônia, Canadá, Cuba, 
Panamá, Austrália e Nova Zelândia sendo o primeiro passo 
no processo de erradicação da doença17,22. O diagnóstico da 
brucelose bovina pode ser realizado de forma direta com o 
isolamento identificação do microrganismo ou indireta com 
o acompanhamento da resposta imunológica do animal via 
sorologia. O Programa Nacional de Controle e Erradicação 
da Brucelose e Tuberculose Bovina, instituído pelo Ministério 
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da Agricultura Pecuária e Abastecimento (MAPA), preconiza 
a utilização de técnicas sorológicas para o diagnóstico desta 
enfermidade sendo as provas de triagem o teste do anel do leite, 
antígeno acidificado tamponado e como prova confirmatória 
a prova do 2-ME3. Os métodos imunológicos desenvolvidos 
para quantificar a concentração de antígenos e anticorpos, por 
apresentarem grande sensibilidade e especificidade, tornaram-
se técnicas padronizadas para pesquisa e aplicações clínicas, 
nesta perspectiva a prova que é recomendada pelo PNCETB, 
é a prova de ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbentAssay), 
que pode ser indireta ou competitiva, é considerada uma prova 
rápida, que tem um alto grau de sensibilidade e especificidade3,24. 
Nesse método, uma enzima, que reage com um substrato incolor 
para produzir um produto colorido, é covalentemente ligada a 
um anticorpo específico que reconhece um antígeno alvo. Se 
o antígeno estiver presente, o complexo anticorpo-enzima irá 
ligar-se a ele e a enzima catalisará a reação, então, a presença 
de produto colorido indica a presença de antígeno. Trata-se 
de um método eficiente, pois permite detectar quantidades de 
proteína da ordem de nanogramas8. Esse trabalho teve como 
objetivo investigar, por meio da sorologia para brucelose bovina, 
utilizando a técnica do ELISA indireto, amostras de animais 
reagentes abatidos em frigoríficos inspecionados no estado 
da Bahia.

Material e métodos

As amostras de soro foram colhidas no período compreendido 
entre agosto e dezembro de 2013, em dois abatedouros 
frigoríficos localizados nos territórios deVitoria da Conquista e 
Portal do Sertão, no estado da Bahia. Para o cálculo do número 
de animais a serem utilizados, foram considerados os seguintes 
parâmetros: (a) prevalência esperada; (b) erro absoluto; e 
(c) nível de confiança. O cálculo foi feito com a fórmula para 
amostras simples aleatórias30:

Onde: Z = coeficiente de confiança 99%, p = prevalência 
esperada de 50% (maximização de amostra), d = erro absoluto 
de 5%. Totalizando uma amostra de 666 animais. Foram 
utilizados animais do grupo dos bovinos, tanto machos quanto 
fêmeas, em idade superior a 24 meses, estando vacinados ou 
não, identificados pela marcação a fogo do lado esquerdo do 
rosto do animal para identificação da vacinação contra brucelose. 
Os bovinos foram escolhidos durante um dia de abate do 
frigorífico e as amostras foram colhidas de todos os animais 
que entraram na linha de abate. Os dois frigoríficos escolhidos 
para a coleta de amostras realizam abate de animais oriundos 
de outras regiões do estado.
A coleta de sangue deu-se no ato da sangria dos animais, 
o sangue foi coletado em tubos de ensaio de 10ml sem 
anticoagulante, estes tubos foram identificados e numerados, e 
permaneceram inclinados para facilitar o processo de retração 
do coágulo, visando a obtenção do soro para realização dos 
testes sorológicos, posteriormente as amostras foram remetidas 
ao LDI – Laboratório de Doenças Infecciosas do HMV – Hospital 
de Medicina Veterinária da Universidade Federal do Recôncavo 

(UFRB). As amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 
1.500 rpm. Posteriormente, os soros foram transferidos para 
microtubos estéreis, que foram mantidos congelados a –20°C 
até a realização dos testes sorológicos. Todos os animais 
foram submetidos ao teste de triagem do antígeno acidificado 
tamponado (AAT) e ao ELISA indireto. Os animais positivos 
nestas provas tiveram a situação sorológica confirmada com 
a utilização da Prova do 2-Mercaptoetanol (2-ME) e Prova da 
Soroaglutinação Lenta (SAL).
Os testes realizados foram os preconizados pelo PNECBT do 
MAPA como as provas do Antígeno Acidificado Tamponado (AAT), 
Prova do 2-Mercaptoetanol (2-ME), Prova da Soroaglutinação 
Lenta (SAL) e o ELISA Indireto, utilizando-se antígeno liso, de 
acordo metodologia descrita por Puttini et al., (2008).
Para o estabelecimento das correlações entre as variáveis que 
caracterizam a resposta da Brucelose nos rebanhos bovinos 
analisados, foi implementada uma Análise de Correspondências 
Múltiplas16 por serem as respostas qualitativas nominais com 
três ou mais classes4. Desta forma foram utilizadas as saídas 
para as variáveis transformadas. Foram testadas as prevalências 
referentes aos três diferentes métodos de diagnóstico (2ME/
SAL; AAT e ELISA) via Modelos Lineares Generalizados (GLM) 
para a distribuição Gama com função de ligação log, pois não 
foi constatada a normalidade dos dados. O modelo utilizado é 
descrito a seguir.

Y ̂= β0+ β1 xi+ ε; onde:
Ŷ = estimativa da variável resposta (prevalência) que 
pode variar de 0 a 100%;
β0 = constante geral do modelo; 
β1 = coeficiente estimado para “x”, cujo variou de 1 até 
n, com n = 3 níveis representando o fator “método de 
diagnóstico” (2ME/SAL; AAT e ELISA);
ε = representação da estimativa para o erro aleatório 
do modelo.

Para avaliar as diferenças entre as médias foi feita uma 
comparação múltipla pelo método de Bonferroni (p <0,05). Todas 
as análises estatísticas foram realizadas por meio do Software 
R, versão 2.15.0 (2012).

Resultados 

Os animais foram agrupados de acordo com a mesorregião, 
contemplado quatro mesorregiões: Mesorregião do Centro-
Norte Baiano, Mesorregião do Centro-Sul Baiano, Mesorregião 
do Nordeste Baiano, Mesorregião Metropolitana de Salvador, e 
vinte e cinco municípios (Tabela 1).

Tabela 1: Prevalência para brucelose no teste do ELISA por 
Mesorregião.

Das amostras reagentes no teste do AAT, oito (8) foram 
confirmadas ao 2-ME, sendo a prevalência estimada em 1,2% 
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(Gráfico 1). A prevalência no teste do ELISA foi de 13,21% 
(n=86), sendo que essas amostras foram submetidas aos 
testes confirmatórios preconizados pelo MAPA, SAL e 2-ME, 
em que foi observada a seguinte distribuição: dos animais que 
foram considerados positivos no teste de ELISA, três (3) foram 
considerados inconclusivos, quatorze (14) foram considerados 
negativos e sessenta e nove (69) positivos, quando submetidos 
às provas confirmados SAL e 2-ME (Figura 1).

Figura 1: Prevalência da brucelose bovina em relação aos 
testes do AAT e 2-ME.

A prevalência da brucelose bovina por região, quando analisada 
pelo teste do ELISA indireto, pode ser observada na Tabela 2, 
com uma prevalência máxima de 21% na Mesorregião Centro 
Norte e uma mínima de 4% na região Metropolitana de Salvador, 
a média dos valores de absorbância no ELISA, obedece a uma 
distribuição em que a Mesorregião Centro Norte e Metropolitana 
de Salvador têm médias similares estatisticamente, e a 
Mesorregião Centro Sul e a Nordeste divergem das demais.  
No entanto, não se comprovou associação significativa entre 
as regiões e a ocorrência de brucelose no estado da Bahia 
(Tabela 1). Analisando a correlação das variáveis, sexo, 
vacinação, procedência do animal e das técnicas utilizadas, 
AAT, SAL, 2-ME, ELISA, em que a variável é representada pela 
interpretação da prova do 2-ME e SAL como preconizado pelo 
manual do PNCEBT, pode ser observado pela Tabela 2 que a 
correlação das variáveis próximas de 1 foi relevante entre as 
variáveis analisadas, sendo este o caso da correlação entre as 
variáveis sexo e vacinação, e as técnicas do SAL e 2-ME e a 
variável situação, sendo observada uma correlação relevante 
entre as técnicas da prova do 2-ME  a situação sorológica do 
animal e a variável ELISA. 

Tabela 2: Correlação entre as variáveis

Sexo Origem AAT SAL 2-ME ELISA
Sexo 67%

Origem 4% 12%

AAT 14% 19% 1%

SAL -1% 7% 39% 25%

2-ME -2% 5% 39% 18% 98%

ELISA -9% -2% 41% -5% 90% 92%

Nas figuras 2 e 3, são representadas as análises de regressão 
das técnicas de ELISA e SAL, ELISA e 2-ME, no qual observa-se 
uma distribuição similar nos dois gráficos da técnica do ELISA 
e uma estabilidade da técnica frente ao 2-ME e SAL, quando 
observado o comportamento do ELISA em titulações abaixo de 
50, tanto no SAL, quanto no 2-ME, esse comportamento sugere 
uma maior estabilidade do ELISA indireto, frente às provas 
confirmatórias, preconizadas pelo MAPA, e a ocorrência de 
falsos negativos na prova do 2-ME.     

Figura 2: Análise de regressão SAL e ELISA

Figura 3: Análise de regressão 2-ME e ELISA
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Discussão 

A diferença dos resultados pode ser observada quando avaliada 
a prevalência da soropositividade das técnicas utilizadas, a 
prova do antígeno acidificado tamponado teve uma baixa 
sensibilidade para ser considerada uma prova de triagem, frente 
aos resultados obtidos, nas outras técnicas empregadas durante 
o trabalho, como o ELISA o e o 2-ME, divergiu de Meirelles-
Bartoli e Mathias (2010)18 que em seu trabalho analisou 644 
amostras com as provas do AAT e 2-ME e concluíram que o 
teste do antígeno acidificado tamponado apresentou elevada 
sensibilidade relativa, como se espera de um teste de triagem, 
e que os dois testes confirmatórios apresentaram elevada 
especificidade. Jardim et al. (2006)11, em estudo com a utilização 
de dose reduzida de vacina B19, observou que as provas de 
fixação de complemento detectaram 46,77% de positivos, o 
antígeno acidificado tamponado 67,74%, o 2-mercaptoetanol 
com soroaglutinação lenta 87,09%, e do ELISA indireto 100%, 
confirmando a superioridade do ELISA frente aos outros testes, 
sendo este capaz de diagnosticar de forma mais sensível 
os animais doentes. A análise de correlação das técnicas 
demonstra uma afinidade, qual seja a superioridade do ELISA 
na capacidade de diferenciar animais infectados reagentes no 
teste de animais não infectados, também observada por Putini 
et. al. (2008)24. A prevalência da brucelose bovina no estado da 
Bahia é considerada relativamente baixa, a investigação dos 
animais testados encontrou uma prevalência de 0,66% (ALVES, 
et al., 2009)1. Em um paralelo com outros estados da federação, 
como no Distrito Federal, 0,16% (2.019 animais examinados) 
(GONÇALVES et al., 2009)9; Espírito Santo, 3,5% (5.351 
animais examinados) (AZEVEDO et al., 2009)2; Goiás, 1,4% 
(10.744 animais examinados) (ROCHA et al., 2009)26;  Minas 

Gerais, 1,1% (20.643 animais examinados) (GONÇALVES et 
al., 2009b)9,  Mato Grosso do Sul, 7,6% (9.466 animais de corte 
examinados) (CHATE et al., 2009)6;  Mato Grosso, 10,2% (13.684 
animais examinados) (NEGREIROS et al., 2009)20;  Paraná, 
1,7% (14.857 animais examinados) (DIAS et al., 2009b)7; 
Rio de Janeiro, 4,1% (8.239 animais examinados) (KLEIN-
GUNNEWIEK et al., 2009)12; Rondônia, 6,2% (9.717 animais 
examinados) (VILLAR et al., 2009)31; Rio Grande do Sul, 1,0% 
(16.072 animais examinados) (MARVULO et al., 2009)19; Santa 
Catarina, 0,06% (7.801 animais examinados) (SIKUSAWA et al., 
2009)27;  Sergipe, 3,4% (4.757 animais examinados) (SILVA et al., 
2009a)28;  Tocantins, 4,4% (20.908 animais examinados) (OGATA 
et al., 2009)21, o que não entra em acordo com os dados obtidos 
no presente trabalho em nenhuma das técnicas avaliadas. SILVA 
JR. e colaboradores (2007)28 obtiveram uma prevalência para 
brucelose em soro sanguíneo bovino de 8,2%, ficando acima dos 
resultados encontrados neste estudo utilizando a técnica do AAT.

Conclusão 

O presente estudo sugere que, após análise dos soros dos 
bovinos destinados ao abate no estado da Bahia, foram 
encontrados animais reagentes para brucelose por meio dos 
testes de triagem AAT, a prova confirmatória do 2-Mercaptoetanol 
e o ELISA indireto. O ELISA indireto demonstrou ser eficaz 
e superior às outras técnicas empregadas, pois esta prova 
diagnosticou com mais precisão animais com titulações mais 
baixas que não foram diagnosticados pelo AAT e 2-ME. Os 
resultados obtidos sugerem que a prova oficial de triagem, 
não diagnostica de forma precisa os animais reagentes para 
brucelose, podendo ocorrer falsos negativos quando se utiliza 
a prova do antígeno acidificado tamponado.
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