=X ’ FUNDAGAO UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO DO SUL
= PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS VETERINARIAS
CURSO DE MESTRADO

AVALIACAO DE TECNICA DE ESPECTROSCOPIA
OPTICA E APRENDIZADO DE MAQUINA PARA
DIAGNOSTICO SOROLOGICO DE Brucella abortus E
Mycobacterium bovis EM BOVINOS

BRUNO SILVA DE REZENDE

Campo Grande — MS
2023



BRUNO SILVA DE REZENDE

AVALIAGAO DE TECNICA DE ESPECTROSCOPIA
OPTICA E APRENDIZADO DE MAQUINA PARA
DIAGNOSTICO SOROLOGICO 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

Dissertacdo apresentada ao programa de
Po6s-Graduagao em Ciéncias Veterinarias da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul,
como requisito parcial para a obtencdo do
titulo de Mestre em Ciéncias Veterinarias.

Campo Grande — MS
2023



FOLHA DE APROVAGAO

Mavere o & fuce;do |
 Fundagdo Univeruidade Faderal de Mato Grosso do Sul
UFMS

AATA DI DEFESA DE CSSERTACAD
PROGRANA DF POS-GRADUACAD EM O ENDAS VETERNARAS
MISTRADO

Ack quiroe dim do mis Se mange S0 no de dob mil @ wree @ trde, 4y oo borms, por videoconherings, unki-te & Benca Coaminadons
comports pelos membros: Carlos Aberto do Nescimento Ramos (LFMS), Avaro Ferreira Jrior [UPG) o Ccers Rateel Cana da Shva (UIMY), 1cb »
pronidincia 2o primera, pars juiger o trabelho 2o sune: BRUND SIIVA O REZINDE, CFF D927532197, Ares de concartracha ern Medicns
Veternirs, do Programa de Pos-Gradeacho em Ciéncias Weemniana, Cuno de Mewtrado, da Fundacio Untverudade Peders! de NMato Grows do
Sel. apresareads whb o o “AVALACAD DE TECNKCA DE [SPECTROSCOPIA OPTICA € APRINDZADO DE MACUINA PARA DIAGNASTICO
SORDLOGICO DE Drucella abartus T Mycobactertum bovis EM BOVINDS” o orentaghc de Caror Alterto do Nacmenis Ramon, O preidents da

Banca Camiredors dederny stertas o Tadebon ¢ agradeces » preumgs de todon ot Membron. A seguis, deu 2 paleaTa 20 SUNO Quw
wxpén s Dsertagho. Te s @ expakla, o8 serhone e Darca & s " apucien. Te dn 2 apicie,
o de Danca Cx 2 vz o deragden. A segur, & Danca Daminadors rewrse-w pacs aveliecho, v spas, emitts parecer
exprens corforme wpue
IXAMINADOR AVMIACAD
Dr Carlos Alberto do Nawimento Ramos Prevclents| . \arROoc0q)|
De Avaro Fernera Jerior [Exterma)| (APROVADDY
Dt Ciowro Rafeel Cona 22 %he {Lewrmo| (APROVADOY
RESUTADO FINAL:
| Werowaghe  X)Aprovagho com reviidlo | JReprovegis
Aunstua
M . .- s e TURIR Swasre e G0N T g et "
TR N WO WD e

=l

el
v

ofical de Maro Grono do S, com fundemento a2 § 3% do at 48 co Recretp of 10 S40 de L3 2e rosertro 2o 2000

Sd&ln por Avano Ferrelea Inbar. Unadrio atarna, em 15,00/2023, b L3247, conloeme bacins
.-

Sd' b por Carkon Alberto 4 Nascients Ramos, Protesser de Magitaro Superiar, am
____& 15/00/2000, b 1530, condaeme hociria ofical de Nam Gowo 32 5ot com Aundamentn ro § 39 do ant. 4% do Degren 20 10 541 de
—

5
_

‘ﬂ [ por Bruno She de Resende, Usudris Eeterng. o LSO02021 M 258, conforme hordro
ooy 14§ ot it e Maro Gromio do S, com Tundemenea 80 § 3% co art. 44 o Decreto nf L0 S41 de 13 40 nevemiro de 2002

Dacumans nunads shtrorscanenns por Closes Rafael Cana @ Siva, Professar do Magisena Superiar, om 16012021 s 0820

g Pﬂ conforme harkra ol Ge Mato Groess do S, cam feadamertn no § 24 do et @ do [arresa o8 10 S4) oo Lids asssmbende

decs 3 pods v e ute Syl el gbn belasi (caomatad ol atensa ial
infarraeda & cddge wechrador HEEEO2 » o cddigo CAC 4F0ETAD.

COLEGIADO D€ POS-GRADUAGAD IM CIENCIAS VETERINARIAS
’” Tha W

P
CRFTOOC00  Cavgm Suanle AR

Motwieale Pusiis o S1100 0TI ST S D



DEDICATORIA

Dedico esta vitéria a minha madrinha Elizabeth da Silva Benites, ao meu
padrinho Porfirio da Silva Benites, a minha avé Margarete Almeida de Rezende
e ao meu avO Antonio Carlos Ferreira de Rezende. Estas pessoas foram
fundamentais ao longo deste caminho. A minha gratidao é eterna.



AGRADECIMENTOS

Quero agradecer primeiramente a Deus por todo o amparo para que eu
tivesse determinagcdo em prol dos meus objetivos.

Agradeco ao CNPq pelo apoio financeiro. Além disso, fica aqui o meu
agradecimento, pela parceria de pesquisa, ao Prof. Dr. Cicero Cena e Thiago
Franca. Indubitavelmente, minha gratiddo aos alunos de iniciagdo cientifica
Maykko e Arthur, por toda ajuda com os experimentos.

Aos meus familiares, em especial a minha mae Patricia, que sempre
esteve comigo: obrigado!

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

E o meu principal agradecimento sera para o meu orientador Prof. Dr.
Carlos Alberto do Nascimento Ramos. Foi um verdadeiro orientador e um grande
amigo! Nada disso seria possivel se eu n&o tivesse todo o suporte deste grande
ser humano. Agradeco de coragao por toda ajuda, ensinamentos e conselhos!

“Nao existe um caminho para a felicidade. A felicidade é o caminho”
Mahatma Gandhi



OO NOOTUL D WN -

W W W WWWWWWNNNNNNNNMNNNRPRRPRRRRERRPRRPRE
coNOU P, WNRERPRPOOONODUPWNRERPOOONOGOOUEAEWNELO

39

RESUMO

A tuberculose e a brucelose bovina sdo doencas importantes no cenario da
bovinocultura do pais, haja vista os impactos econémicos devido ao sacrificio de
animais positivos, condenac¢éo de produtos de origem animal e o risco a saude
publica. Ademais, B. abortus e M. bovis sdo microrganismos muito resistentes
no ambiente o que facilita a sua disseminacao. O Programa Nacional de Controle
e Erradicacdo de Brucelose e Tuberculose (PNCEBT) promove além de
vacinacdo para brucelose, testes de diagndstico para B. abortus e M. bovis,
sacrificio ou abate sanitario de animais positivos e acdes de adesédo voluntaria
com a finalidade de fomentar a prevencgéao e controle destas doencas. Entretanto,
os testes atualmente empregados podem apresentar alguns problemas seja de
especificidade e ou sensibilidade, ou demanda de estrutura laboratorial
complexa, alto custo e demora no tempo de execucao. Dessa forma, justifica-se
as pesquisas por métodos baseados em espectroscopia como FTIR, UV-Vis e
outras, que associadas a métodos de andlise multivariada e algoritmos de
aprendizado de maquina (machine learning) tém demonstrado serem
promissoras no diagnostico de doencas, apresentando indices de sensibilidade-
especificidade aceitaveis, custos mais baixos e rapidez na obtencdo de
resultados. Dessa forma, foi avaliado nessa pesquisa o método UV (Ultra
violeta), associado ao aprendizado de maquina, para diagndstico de brucelose e
tuberculose em bovinos. Avaliou-se a metodologia de UV para ambas as
enfermidades, com diferentes antigenos (antigeno de B. abortus para
soroaglutinacéo lenta Tecpar®; antigenos recombinantes P27, MPB83 e MPB70
de M. bovis). Foram utilizados um total de 106 amostras de soro bovino (53
positivas e 53 negativas) para brucelose, e 88 amostras (44 positivas e 44
negativas) para tuberculose. As proporcdes de antigeno-soro foram avaliadas
para cada antigeno e identificou-se, por meio da andlise de componentes
principais (PCA), que a proporcdo 1:1 para brucelose e, 1:16 (MPB83), 1.2
(MPB70) e 1:2 (P27), para tuberculose, apresentaram melhor separagéo de
positivos e negativos. Ademais, com a proporcao definida, foi realizado a coleta
dos espectros UV do total de amostras. Em seguida os espectros foram
submetidos a andlise de componentes principais com o objetivo de observar a
tendéncia da formacdo de agrupamentos, sendo que para brucelose, néo
apresentou nenhuma tendéncia de agrupamento, enquanto para tuberculose,
somente o0 antigeno P27 apresentou bons resultados de agrupamento.
Finalmente, usando algoritmos de aprendizado de maquina, foi alcancada uma
acuracia geral de 92,5% para brucelose e 96,3% para tuberculose (usando
antigeno P27).

Palavras-chave: Aprendizado de maquina, Bovino, Diagnéstico, Sorologia.
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Abstract

Tuberculosis and bovine brucellosis are important diseases for cattle farming in
Brazil, given the economic impacts due to the sacrifice of positive animals,
condemnation of products of animal origin and the risk to public health. In
addition, B. abortus and M. bovis are very resistant microorganisms in the
environment, which facilitates their dissemination. The National Program for the
Control and Eradication of Brucellosis and Tuberculosis (PNCEBT) promotes
vaccination against brucellosis, diagnostic tests for B. abortus and M. bovis,
sacrifice or sanitary slaughter of positive animals and voluntary adherence
actions with the purpose of promoting the prevention and control of these
diseases. However, the tests currently employed may have some specificity
and/or sensitivity problems, or demand for a complex laboratory structure, high
cost and excessive execution time. Thus, research on methods based on
spectroscopy such as FTIR, UV-Vis and others is justified, which associated with
multivariate analysis methods and machine learning algorithms have shown to
be promising in the diagnosis of diseases, presenting indices acceptable
sensitivity-specificity, lower costs and faster results. Thus, the UV (Ultraviolet)
method associated with machine learning was evaluated in this research for the
diagnosis of brucellosis and tuberculosis in cattle. The UV methodology was
evaluated for both diseases, with different antigens (B. abortus antigen for serum
agglutination test; recombinant antigens P27, MPB83 and MPB70 of M. bovis). A
total of 106 bovine serum samples (53 positive and 53 negative) for brucellosis
and 88 samples (44 positive and 44 negative) for tuberculosis were used. The
antigen-serum ratios were evaluated for each antigen, and it was identified,
through principal component analysis (PCA), that the ratio 1:1 for brucellosis and,
1:16 (MPB83), 1:2 (MPB70) and 1:2 (P27), for tuberculosis, showed better
separation of positives and negatives. Furthermore, with the proportion defined,
the collection of the UV spectra of the total samples was carried out. Then the
spectra were submitted to principal component analysis in order to observe the
tendency of cluster formation. For brucellosis, no clustering tendency was
observed, while for tuberculosis, only the P27 antigen showed good clustering
results. Finally, using machine learning algorithms, an overall accuracy of 92.5%
for brucellosis and 96.3% for tuberculosis (using P27 antigen) was achieved.

Keywords: Bovine, Diagnosis, Machine learning, Serology.
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1. INTRODUGAO

A brucelose e a tuberculose sdo enfermidades infectocontagiosas,
causadas por microorganismos do género Brucella e Mycobacterium,
respectivamente. As duas doencas tém grande impacto econémico por gerar
inUmeros prejuizos a bovinocultura além de serem zoonoses importantes
(BRASIL, 2006). A prevaléncia de focos de brucelose em bovinos pelo pais
depende de cada regido, variando entre 0,32% e 41,5% (CHATE et al., 2009).
Ademais, a tuberculose bovina, em um estudo entre 1989 e 1998, apresentou
prevaléncia média em todo o territério nacional de 1,3% (FILHO et al., 2017). No
estado de Mato Grosso do Sul (MS), a partir de um levantamento epidemiolégico
no ano de 1998, observou-se prevaléncia para brucelose de 6,3% (BRASIL,
2006). Além disso, em um estudo realizado entre 2012 e 2019, o estado de MS
apresentou prevaléncia para tuberculose bovina de 0,15% (GARCIA et al.,
2021).

A ocorréncia de brucelose no rebanho bovino brasileiro pode ocasionar
um impacto significativo haja vista a condenagao de produtos alimenticios como:
carne e leite. Além disso, ha grandes gastos para a implementagdo dos
programas de controle e erradicagdo da doenga somado aos prejuizos na
bovinocultura devido aos abortos, bezerros subdesenvolvidos, menor indice
reprodutivo, menor producao de leite e derivados (POESTER et al., 2009).
Indubitavelmente, tais fatores mencionados somam-se com as mortalidades e
intervengdes veterinaria. A brucelose bovina no Brasil gera perdas estimadas em
R$ 420,12 ou R$ 226,47, para cada fémea infectada acima de 24 meses em
rebanhos de leite ou corte, respectivamente. O prejuizo total anual estimado para
tal doenga no rebanho bovino brasileiro, foi de R$ 892 milhdes, correspondendo
a 0,32% do PIB do Brasil em 2011 (SANTOS et al., 2013).

O homem pode ser infectado por meio dos produtos de origem animal
contaminados ou por contato direto ou indireto com animais infectados (PAULIN
et al.,, 2008). Dores articulares, febre, tosse, nausea, cefaleia, linfonodos
reativos, mialgia, depressao e perda de peso sao os principais sinais clinicos
observados em humanos. Além disso, pode ocorrer supuragdes em 6rgao como
figado e bago (LAWINSKY et al., 2010).
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A tuberculose bovina € uma doenca que pode acometer diferentes
espécies de animais e humanos, caracterizando assim sua importancia para a
bovinocultura e saude publica (SALAZAR, 2005). O agente da tuberculose se
caracteriza por gerar uma doenca principalmente respiratoria, pois quando ha a
inalacdo dos bacilos pelo hospedeiro, macrofagos alveolares fagocitam o
microorganismo, causando lesdes denominadas tubérculos (MARCONDES,
2002; PRITCHARD, 1988). Além disso, a transmiss&o ocorre principalmente por
via aerdgena, mas também ha a inclusdo de via oral, congénita e venérea (NEIL
et al.,, 1994). Em seres humanos, comumente, a transmissao pode ocorrer pelo
consumo de leite e derivados contaminados (ACHA et al., 2001). Ademais,
segundo o estudo de Ruggiero et al. (2022), a disseminagédo do bacilo pode
ocorrer por meio de corrimento nasal, leite, fezes, urina, secre¢cdo vaginal e
uterina e pelo sémen.

Mycobacterium bovis pode causar uma grande variedade de sinais
clinicos tanto em humanos como em animais, associando-se a variacido da
localizagdo das lesdes (COSIV et al., 1998). Comumente a tuberculose em
bovinos é inaparente, apresentando poucos ou auséncia de sintomas, mas em
casos avancados os hospedeiros podem apresentar dispneia (MATTHIAS,
1988).

Em 2001, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA)
instituiu no Brasil o Programa Nacional de Controle e Erradicagao da Brucelose
e Tuberculose Animal (PNCEBT), buscando diminuir a prevaléncia das
enfermidades a partir de medidas sanitarias. Este programa visa o controle dos
animais em risco, certificacdo das propriedades livres ou monitoradas,
aprimoramento para médicos veterinarios que atuem nessa area, educagao
sanitaria e diagnosticos laboratoriais (BRASIL, 2006).

O PNCEBT se baseia no controle através do diagndstico, sacrifico ou
abate sanitario dos animais infectados e vacinacido para brucelose. Ademais,
este programa sugere a desinfecgdo de currais, estdbulos, manejo de
pastagens, desinfeccdo de solos e veiculos de transporte de animais, como
medidas preventivas.

O diagnéstico de B. abortus é baseado nos aspectos clinicos,

epidemioldgicos e principalmente nos laboratoriais, sendo estes ultimos divididos
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em diretos e indiretos. Os métodos diretos incluem o isolamento do agente,
identificagdo por imuno-histoquimica ou PCR (BRASIL, 2006).

Os métodos indiretos para brucelose bovina sdo bastante amplos. O
PNCEBT define como oficiais os seguintes testes: Antigeno acidificado
tamponado (AAT), Teste do Anel em Leite (TAL), 2-Mercaptoetanol (2-ME),
Soroaglutinagdo Lenta (SAL), Fixacdo de Complemento (FC) e Teste de
Polarizagdo Fluorescente (FPA), sendo que os dois primeiros testes sdo
realizados como triagem; e os quatro ultimos sdo considerados confirmatorios
(BRASIL, 2006). Embora os testes acima descritos apresentem em geral bons
parametros de sensibilidade e especificidade, o diagndstico definitivo de um
animal suspeito pode levar alguns dias, devido a necessidade de realizagdo de
testes de triagem e confirmatorio.

O diagnéstico clinico da tuberculose bovina torna-se dificil haja vista,
muitas vezes, sinais inaparentes e condig¢ao cronica do portador. Portanto, o uso
de métodos laboratoriais é de extrema importancia. Apés a morte do animal, a
necrépsia pode ser realizada e associada a coleta de material, para assim ser
realizada a histopatologia, PCR e isolamento bacteriano. Entretanto, o teste
tuberculinico € a principal metodologia recomendada pelo MAPA para o
diagndstico de tuberculose bovina in vivo. Tal teste in vivo, se caracteriza pela
aplicagao de tuberculina e verificagdo da reacéo de hipersensibilidade (para os
animais positivos). Com isso, esta ultima ferramenta pode ser dividida em trés
tipos: Teste da Prega Caudal (TPC), Teste Cervical Simples (TCS) e Teste
Cervical Comparativo (TCC) (BRASIL, 2006). Embora de grande importancia
para identificacdo de animais infectados, os testes baseados em
tuberculinizacdo apresentam inconvenientes, sejam relacionados a sensibilidade
e especificidade, seja relacionado a praticidade de execugao.

Diante do exposto, a busca por novas metodologias de diagndstico, é
justificada, para o aprimoramento do controle das enfermidades. Neste cenario,
técnicas de espectroscopia Optica associadas a metodologias de analise
baseadas em aprendizado de maquina surgem como promissoras. Estas se
baseiam na interacdo da radiacdo com a matéria gerando informagdes que
podem ser analisadas para classificar e determinar as propriedades do

respectivo material. O estimulo da luz é capaz de fazer com que o material em
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analise mude de um estado fundamental para excitado. Com isso, a partir da
medicao da radiagdo emitida ou a quantidade de radiagc&o absorvida, € possivel
obter resultados e informagdes importantes sobre a substancia em questao
(SKOOG et al., 2005).

A espectroscopia optica sdo um conjunto de técnicas que podem ser
executadas a partir da radiacao por luz infravermelha, ultravioleta ou visivel,
entre outras (MARTINHO, 1994). A partir disso, a espectroscopia pode ter
inumeras aplicagdes, com a analise de variados materiais assim como sistemas
mais complexos que podem envolver células e tecidos. Esta técnica pode ser
muito util, pois é capaz de analisar amostras nos trés estados fisicos (liquido,
sélido e gasoso) e estando a matéria pouco ou sem prévia preparagdo. Ademais,
ha um baixo custo tanto para suporte quanto para a manutencdo dos
equipamentos por esta técnica (SILVA, 2007).

Assim a técnica de espectroscopia pode ser util no diagndstico de
inumeras doencas, assim como doencas causadas por bactérias. Com isso ha a
hipétese de que tal tecnologia poderia contribuir no diagnoéstico de brucelose e
tuberculose bovina resultando em o6tima performance na confiabilidade dos
resultados bem como na rapidez e baixo custo para a sua funcionalidade.

Apos a obtencao dos espectros de uma determinada amostra, pode ser
utilizado uma ferramenta de grande valia: analise de componentes principais
(PCA). Esta analise € um método fatorial no qual os fatores sao relacionados a
variancia total. O objetivo da PCA é utilizar muitas variaveis e encontrar
combinacdes destas para produzir indices que descrevam a variagao dos dados
(ARAUJO et al., 2009). Este sistema, em outras palavras, permite reter as
informacdes relevantes e mostrar, de modo mais simples, cada variavel
individualmente. Ou seja, um espaco multidimensional é transformado em um
subespag¢o menor, criando assim, em termos geométricos das componentes
principais, a covariancia das variancias usando baixo numero de autovetores
(GODINHO et al.,, 2008). E quando a PCA é associada a métodos de
aprendizado de maquina, temos uma metodologia poderosa para identificacao
de padroes que podem auxiliar na distingdo entre amostras positivas e negativas.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Brucelose bovina no brasil

2.1.1 Etiologia e patogenia

Brucella € o género da bactéria que pode causar a doenga brucelose,
comumente associada a diversos hospedeiros (suinos, bovinos, caninos etc.)
incluindo humanos (MORENO et al., 2006). Brucella abortus € o principal agente
causador de brucelose em bovinos, podendo gerar inumeros prejuizos a
bovinocultura, comumente relacionado a sua capacidade de causar infertilidade
no hospedeiro, aborto, diminuicdo na producao de leite e outros prejuizos de
ordem reprodutiva (HARMON et al., 1988; XAVIER, 2009; NETA et al., 2010).

B. abortus € uma bactéria gram-negativa, ndo formadora de esporos, nao
movel, intracelular facultativa, aerdbia e flagelada (LAGE et al., 2008; BRASIL,
2006). Tal bactéria apresenta morfologia de colbnia lisa, ou seja, ha a presenca
de lipideo A, nucleo oligossacarideo e cadeia O na composicdo do LPS
(lipopolissacarideo) que constitui a parede celular. Ademais, tal caracteristica
morfologica tem relagéo direta com a viruléncia do microrganismo, sendo que o
grupo das bactérias lisas sao mais patogénicas (PAULIN et al., 2003; LAGE et
al., 2008). Embora os géneros sejam aerdbios, uma atmosfera com
concentragédo de 5 a 10 % de CO2 propicia o crescimento de algumas espécies.
A multiplicagdo deste patdégeno acontece na faixa de 20 a 40°C, sendo a
temperatura ideal de 37°C, e um ph entre 6.6 e 7.4 (PAJUABA, 2006; OIE, 2009).
Este microrganismo resiste bem a inativagdo no ambiente, levando a um alto
potencial de transmissibilidade, podendo permanecer por varios meses na agua,
em vestimentas, feno, locais secos, temperaturas baixas e determinados
materiais bioldgicos (OIE, 2016).

As espécies do género sdo sensiveis a acidez e ao calor, podendo ser
eliminadas em até 15 minutos quando em contato com compostos fendlicos a
2,5%, permanganato de potassio (1:5000) e solugdes de formaldeido a 2%. Além
disso, o carbonato de calcio (1:10) consegue eliminar os microrganismos em 30
minutos e o alcool a 70% elimina de imediato (PAULIN et al., 2003; OIE, 2009).

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

meses, sendo resistentes ao congelamento e refrigeragdo, bem como a
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acidificagcao do meio. Portanto, a eliminagao, neste caso, s6 ocorre com 0 uso
do calor e em condi¢des de ph inferior a 4,0 (PESSEGUEIRO et al., 2005).

Em produtos lacteos e no leite, tal bactéria, pode sobreviver de 15 a 90
dias, dependendo do ph, presenga de outros microrganismos e temperatura. A
fervura do leite bem como os métodos de esterilizagdo e processos de
pasteurizacado contribuem para a erradicagao de Brucella spp. (CARVALHO et
al., 1995; PAULIN et al., 2003; BRASIL, 2006).

A mais comum porta de entrada de B. abortus é a mucosa orofaringeana,
entretanto ha de se considerar as mucosas nasofaringeas, conjuntiva ocular, oral
e em solugdes de continuidade de pele (BRASIL, 2006). Geralmente a
transmissao ocorre quando o bovino estda em contato com fetos abortados,
liquidos vaginais, envoltorios fetais, fomites e ingestdo de agua e alimentos
contaminados (OIE, 2009).

Ap0s a entrada da bactéria no hospedeiro, os macréfagos fagocitam estes
microrganismos levando-os aos linfécitos regionais, e estes, por sua vez, sofrem
multiplicagdo do agente podendo originar um quadro de hiperplasia e linfadenite
(BISHOP et al., 1994; LAGE et al., 2008; NETA et al., 2010). Ademais, apos a
circulagao nos primeiros linfonodos, B. abortus pode, através do sangue ou linfa,
acometer outros linfonodos, como os supramamarios, e 6érgaos como o figado e
bago, albergando-se por longos periodos e sobrevivendo a resposta imune do
hospedeiro (HARMON et al., 1988; GORVEL et al., 2002; CAMPANA et al., 2003;
LAGE et al., 2008; LIRA, 2008; MATRONE et al., 2009; XAVIER, 2009).

Indubitavelmente, um grande fator responsavel pela patogenicidade do
microrganismo, é sua capacidade de escape da resposta imune do hospedeiro.
B. abortus é capaz de permanecer no interior dos macrofagos sintetizando
enzimas antioxidantes, as quais somada a producdo de guanosina %5’
monofosfato-GMP e adenina, impedem a degranulagdo dos macrofagos, e
consequentemente a destruicdo do agente (ARESTEGUI et al., 2001; BALDWIN
et al., 2002; NETA et al., 2010).

Além disso, este patdégeno pode causar reacgdes inflamatdrias diversas
que podem resultar em esplenomegalia, hepatomegalia e até hiperplasia linfoide,
podendo ocorrer sinais clinicos no aparelho locomotor associado a

acometimento de musculos, bursas, tenddes e articulagbes (MASCARENHAS,
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2017). Os tecidos acometidos, devido a inflamagao, além da modulagdo por
macrofagos, ha a infiltragcdo de plasmdcitos e linfocitos, podendo resultar em
focos de necrose somado ao desenvolvimento de capsulas devido a proliferagao
de tecido conjuntivo. Contudo, a preferéncia do microrganismo € por 6rgaos que
oferecem elementos para o desenvolvimento do seu metabolismo, como o
eritritol. Este elemento, por sua vez, € encontrado principalmente no utero
gravidico, tecidos osteoarticulares, tecido mamario e 6rgédos reprodutivos do
macho (RIBEIRO et al., 2008; XAVIER, 2009).

De acordo com Silva et al. (2005), as Brucellas possuem afinidade pelos
trofoblastos devido a grande quantidade de eritritol e progesterona produzida
pela placenta. Ademais, a infecgdo no utero através da via hematogénica, pode
causar diferentes intensidades de alteracbes associado ao fator do tempo de
gestacao. A concentragao de eritritol no bovino varia de acordo com o periodo
gestacional, sendo que ha maior quantidade de tal componente proximo ao
parto, e com isso aumentando a chance de infeccdo e multiplicagdo do
microrganismo (CARTER et al., 1991; LAGE et al., 2008). Com isso, as lesdes
necroticas e inflamatérias na placenta, causam descolamento de cotilédones
somado a lise de vilosidades, comprometendo a circulagdo entre mae e filhote,
e consequentemente impossibilidade de troca de nutrientes e oxigénio,
resultando em variados danos incluindo o subdesenvolvimento do feto e até o
aborto. Além disso, outras manifestagdes materno-fetal podem ocorrer, tais
como: retencdo de placenta, nascimento de bezerros fracos e endometrite
cronica, que pode acarretar problemas de fertilidade (BISHOP et al., 1994;
PAULIN et al., 2003; LAGE et al., 2008; XAVIER, 2009).

Os machos infectados por B. abortus, podem apresentar aumento de
volume testicular, além de comprometimento de vesiculas seminais, ampolas e
epididimo. As lesdes inflamatdrias podem evoluir para necrose causando atrofia
dos testiculos e consequentemente levando o animal a quadro de infertilidade
ou subfertilidade (GORVEL et al., 2002; PAULIN et al., 2003; LAGE et al., 2008;
NOZAKI, 2008).

As lesbes de aparelho locomotor causadas por B. abortus, estao
principalmente relacionadas aos tenddes, bursa, musculos e articulagdes.

Ademais, as artrites carpianas e tarsianas sdo comuns, assim como espondilites
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e bursite, podendo atingir bainha dos tenddes e medula éssea (PAULIN et al.,
2003).

2.1.2 Técnicas de diagnéstico

Os métodos indiretos ou sorolégicos constituem importantes ferramentas
para o diagndstico da brucelose bovina (POESTER et al., 2005).

O PNCEBT definiu como oficiais os seguintes testes: Teste do Antigeno
Acidificado Tamponado (AAT), Teste do Anel do Leite (TAL), Teste do 2-
Mercaptoetanol (2-ME), Soroaglutinagao Lenta (SAL), Fixagdo do Complemento
(FC) e Fluorescéncia de Polarizagao (FPA), sendo os dois primeiros definidos
como testes de triagem e os quatro ultimos como confirmatérios (BRASIL, 2006).
Sem duvidas, tais testes ndo apresentam total sensibilidade, e por isso ha a
necessidade, muitas vezes, da associagao entre eles em busca de melhor
eficiéncia na detecgdo de animais positivos (COSTA et al., 2011; OLIVEIRA,
2003).

O AAT é um teste indireto de triagem na qual se caracteriza pela
simplicidade da sua realizacéo, além de que é sensivel e rapido. Entretanto, a
aplicagao da vacina B19, pode resultar em animais falso positivos quando
submetidos a tal teste (HUBER et al., 1986; TANYA et al., 1993; ABIMERHI et
al., 1998; MEGID et al., 2000; FOSGATE et al., 2002).

Ja o TAL consiste em um teste bastante sensivel no qual quando ha a
combinagao de antigeno-anticorpo, forma-se um anel azulado indicando assim
resultado positivo. Este teste é realizado para diagnéstico e monitoramento de
rebanho de gado de leite, sendo que os positivos, devem ser testados
individualmente por AAT, 2-ME e SAL, para se descobrir qual ou quais estao
infectados. Contudo, o teste de anel em leite pode apresentar falsos positivos
em animais portadores de mamites, presenca de leites acidos ou em colostros
(BRASIL, 2006).

O 2-Mercaptoenol (2-ME) é um teste confirmatdrio altamente especifico,
pois devido a degradacao de anticorpos IgM, ha a detec¢cdo somente de IgG o
que indica, quando presente, uma infecgcdo crénica. Além disso, deve ser

executada em paralelo com a prova lenta em tubos. Ademais, a prova lenta,
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também chamada de Soroaglutinagdo em Tubos (SAT), embora possa identificar
uma alta propor¢do de animais positivos, pode apresentar resultados falso-
negativos em infec¢des cronicas somado a demora (aproximadamente 48 horas)
para leitura (BRASIL, 2006).

A Organizagdao Mundial de Saude Animal (OIE) recomenda a FC como
teste referéncia para o transito internacional de animais (DAJER et al., 1999).
Este teste tem sido utilizado em muitos paises como ferramenta de controle e
erradicagdo (NIELSEN, 2002), pois além da alta especificidade, ha menor
interferéncia de anticorpos vacinais quando comparado aos testes do AAT e 2-
ME (ALTON et al., 1988).

A FPA fundamenta-se na diferenca de rotacdo entre a molécula de
antigeno (marcado com fluorocromo) e a conjugagao antigeno-anticorpo.
Moléculas individualizadas (somente o antigeno) giram a uma velocidade maior,
resultando em maior despolarizacdo da luz, e moléculas maiores (antigeno
ligado ao anticorpo) giram a uma menor velocidade, produzindo-se menor
despolarizacdo Iluminosa. A deteccdo de diferencas de polarizacéo
consequentemente consegue diferenciar amostras positivas e negativas
(NIELSEN, 2002). Ademais, tal método indireto tem boa sensibilidade e
especificidade, pode ser realizado a campo e com pouco tempo de execugao (2
minutos) (NIELSEN, 2002; POESTER et al., 2005; OIE, 2008). Segundo Mathias
et al., (2010) a FPA apresentou sensibilidade de até 97,3% e especificidade de
até 98,3 %. Contudo, tal técnica apresenta a desvantagem do alto custo de
equipamentos e reagentes somado ao fato de que € necessaria a importagao
dos itens.

De acordo com Meirelles-Bartoli et al. (2010) foi realizado um estudo
comparativo entre os testes sorolégicos preconizados pelo PNCEBT para o
diagnéstico de brucelose bovina. Entdo, foram analisadas 1061 amostras de
soros bovinos e comparou-se as provas de AAT, a combinacado de SAL e 2-ME
e FC. Constatou-se sensibilidade relativa de 99,6%, 98,8% e 91,1%,
respectivamente, para o AAT, 2-ME e a FC, e especificidade relativa de 83,9%,
96,2% e 100%. Portanto, observou-se boa concordancia entre os testes de
triagem e os testes confirmatérios, e &tima concordéncia quando os

confirmatdrios foram comparados entre si. Contudo, houve soros com titulacéo
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elevada em um dos testes confirmatérios e resultado negativo em outro,
ratificando a suposigcdo de que o diagnostico de brucelose bovina é mais
confiavel quando sao realizados varios testes.

Os diferentes métodos diretos (isolamento bacteriano, imuno-
histoquimica e PCR) para diagnéstico de B. abortus, podem apresentar
vantagens e desvantagens (BRASIL, 2006). A realizagdo de isolamento
bacteriano através de material de aborto, sémen e liquido sinovial de articulacdes
comprometidas apresentam resultados muito bons. Porém, é necessario
colheita, transporte e processamento adequado (LAGE et al., 2006). Ademais,
tal técnica possui como vantagem a alta especificidade, sendo capaz de
identificar diferentes espécies, contribuindo assim para avangos na
epidemiologia da doenca (LAGE et al., 2008). Entretanto, além da baixa
sensibilidade, o isolamento requer tempo de execugdo de 3 a 5 dias de
incubagao, em alguns casos 21 dias antes que um resultado esteja disponivel
(WALKER, 2003). Além disso, ha como desvantagens a necessidade de
instalacdes e equipamentos de bioprotecado de nivel 3, pois, tal técnica possui
riscos de infeccdo aos profissionais que manuseiam material altamente
contaminado e infeccioso (POESTER et al., 2005).

A imuno-histoquimica, por sua vez, € considerada versatil e pratica, pois
apenas requer a adicdo de um anticorpo especifico com um determinado
marcador, na amostra preparada para histopatologia. Com isso, € possivel além
da identificacdo do agente, a visualizagdo das lesdes ocasionadas pelo
microrganismo (XAVIER, 2009). Todavia, este método direto é de execucgéo
complexa e laboriosa, gerando falhas significativas e sendo necessario extrema
cautela para interpretacao dos resultados (BRANDTZAEG, 1998).

A PCR tem se popularizado nos ultimos anos como util na identificagao
de Brucella spp., a partir de material de aborto, sangue e sémen (QUIEPO-
ORTUNO et al.,, 1997). Possui como vantagens a alta sensibilidade e
especificidade, permite trabalhar com a bactéria inativada além de demandar
baixo tempo de execugdo quando comparado aos métodos citados
anteriormente (FEKETE et al.,, 1990; BRICKER, 2002). As principais
desvantagens sao a presenca de fatores inibidores de amplificagdo nas

amostras (proteinas, lipideos e carboidratos), o alto custo de equipamentos e
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reagentes, e demanda por profissionais qualificados (LAGE et al, 2006). Leyla
et al., (2003) utilizaram a PCR baseado no gene IS711 para detectar Brucella
spp. em material de conteudo estomacal de fetos ovinos, com sensibilidade de
97,4%, e especificidade de 100% quando comparada ao isolamento
microbiolégico. Ademais, Seodnadh et al. (2006) avaliaram o método
convencional e a PCR em tempo real (QPCR) para deteccao de B. abortus em
sangue, linfonodos e leite de vacas infectadas, concluindo que é possivel
detectar B. abortus a partir de amostras de linfonodo e leite com eficiéncia. No

entanto, a partir de sangue, nao se observou grande eficiéncia.

2.1.3 Distribuicao geografica

Indubitavelmente, o conhecimento epidemioldgico acerca da distribuigao
da doenga sobre estados e regides, torna-se muito importante para a
implementagdo de um programa que objetiva o controle e a erradicagéao.
Ademais, a razdo para tal afirmativa € a de que, com o conhecimento da
distribuicdo da morbidade, permite-se escolher as melhores estratégias,
relacionadas especificamente com as diferentes frequéncias de prevaléncia das
subpopulacdes estudadas. Além disso, o acompanhamento das diferentes
localidades, fomenta para um melhor estudo, queixando-se de forma racional a
necessidade de corregcbes bem como evitando o desperdicio de tempo e
recursos (CHATE et al., 2009).

Em 2001 comegou o inquérito epidemiolégico para conhecer a
prevaléncia de brucelose bovina nos estados da BA, DF, ES, GO, MA, MT, MS,
MG, PB, PR, PE, RJ, RS, RO, SC, SP, SE e TO, entretanto AC, AL e PA tinham
previsao de finalizar os estudos até o ano de 2020 e ficando sem inquéritos
apenas AP, AM, CE, PI, EM e RR (BRASIL, 2020). A seguir, a partir das figuras
1 e 2, observa-se os resultados dos inquéritos realizados pelas unidades
federativas (UF).
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425 Figura 1. Prevaléncia de casos de brucelose bovina por UF.
426 Fonte: (BRASIL, 2020).
306
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427 Figura 2. Prevaléncia de focos de brucelose bovina por UF.
428 Fonte: (BRASIL, 2020).
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2.2 Tuberculose bovina no Brasil

2.2.1 Etiologia e patogenia

A tuberculose bovina é uma importante doenga infecciosa de bovinos,
causada pela bactéria Mycobacterium bovis e que tem prevaléncia relevante
principalmente em paises em desenvolvimento. Geralmente a doenga se
caracteriza por quadro crénico, raramente apresentando evolugdo aguda. Este
bacilo acomete principalmente bovinos, mas também pode infectar outras
especies de animais silvestres e domésticos, assim como o ser humano
(CENTRO PANAMERICANO DE ZOONOSIS, 1988).

Mycobacterium bovis € um microrganismo que se caracteriza por ser
imovel, ndo capsulado, intracelular facultativo, bacilos curtos e nao flagelados
(SILVA et al., 2011). Além disso, este agente é muito resistente, sendo capaz de
sobreviver em pasto, esterco e estabulo por até 2 anos, e por até 10 meses em
materiais bioldgicos contaminados. Ademais, € sensivel a pasteurizagao do leite
e podem ser eliminados por alguns agentes desinfetantes, como alcool,
hipoclorito de sodio e formol (JORGE, 2010).

A tuberculose bovina pode causar lesbes do tipo granulomatosas
nodulares, denominadas tubérculos, e isso se caracteriza como principal sinal
clinico (SILVA et al., 2011). Mas também, vale ressaltar que a localizacdo das
lesdes corresponde, de modo geral, as rotas de infec¢do do animal pelos bacilos.
A infecgdo por via aerdgena (inalagdo de aerossois contaminados) € a mais
comum (BRASIL, 2006), correspondendo assim a lesdes que se restringem a
cavidade toracica. Entretanto, quando a infeccdo ocorre por via digestiva
(ingestédo de pastagem, agua e fomites contaminados), lesbes podem aparecer
em linfonodos mesentéricos e faringeos e posteriormente a disseminagao para
todo o organismo. Ademais, bezerros podem ser infectados ao ingerir o leite
materno contaminado (JORGE, 2010).

De acordo com (THOMAZ, 2006), as lesbes iniciadas nas jungao
bronquiolo-alveolar disseminam-se para os alvéolos e linfonodos brdonquicos,
podendo persistir no local, progredir ou regredir. A queda da imunidade do animal
pode estar diretamente relacionada a disseminacdo da infecgdo para outros
orgaos. Além disso, a dispersao da infeccdo pode ocorrer de forma miliar
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(quando ocorre de maneira intensa, com grande quantidade de bacilos na
circulagao) e protraida (através de vasos linfaticos e sanguineos atingindo
linfonodos, sistema nervoso, figado, rim, bago, ossos, entre outros tecidos)
(BEER, 1998).

Geralmente os animais que estdo infectados por M. bovis apresentam
uma evolucgao crénica da doenga, permanecendo assintomaticos até o estagio
terminal. Entretanto, em algum momento, o animal infectado pode apresentar
sintomatologia tais como linfonodos aumentados, emagrecimento e dificuldade
respiratoria. Além disso, pode ocorrer diarreia, mastite, lesdes na genitalia e
infertilidade (CARVALHO, 2013; JORGE, 2010; SALAZAR, 2005).

2.2.2 Técnicas de diagnéstico

Para o diagndstico de M. bovis, os testes sdo extremamente importantes
haja vista que o diagndstico clinico, muitas vezes, torna-se dificil pois com a
evolucao cronica da doenca ha uma auséncia de sinais clinicos identificaveis.
Dessa forma, os testes de tuberculizacdo (TCC, TCS e TPC), sao os principais
métodos para triagem e confirmacgao de casos in vivo de tuberculose em bovinos.
Para diagnéstico post-mortem, tecidos como linfonodos de cabega e torax,
pulméo e figado, podem ser utilizados para histopatologia, testes moleculares e
isolamento bacteriano (SALES, 2012; BRASIL, 2006).

O MAPA recomenda os testes tuberculinicos, e estes por sua vez, sao os
métodos de diagndstico mais comuns no Brasil (BRASIL, 2006). Os testes
consistem na inoculacdo intradérmica de tuberculina, e posterior afericdo da
resposta de hipersensibilidade do tipo IV, por meio do aumento da espessura da
dobra de pele no local da inoculagdo. Quando os animais estao infectados, ha
uma intensa reagado que aumenta significativamente a espessura da pele alguns
dias apos a inoculagio (MONAGHAN et al.,, 1994). O procedimento de
tuberculinizacdo pode ser dividido em trés testes, sendo que o teste da prega
caudal (TPC) é empregado em gado de corte; o teste cervical simples (TCS), é
também utilizado como teste de triagem, mas para gado de leite; e ha o teste
confirmatdrio, para animais com resultados positivos no TCS e TPC,

compreendido pelo teste cervical comparativo (TCC) (BRASIL, 2006).



492
493
494
495
496
497
498
499
500
501
502
503
504
505
506
507
508
509
510
511
512
513
514
515
516
517
518
519
520
521
522
523
524

24

Entretanto, os testes intradérmicos podem apresentar algumas
desvantagens, pois, por se tratar de testes in vivo, ha dificuldade na aplicagéo
em rebanhos com alto contingente, e com isso ha dificuldades na realizag&o de
estudos epidemiologicos (MENZIES, 1999; LIU et al., 2007). Ademais, tais
métodos ndo sdo 100% especificos, podendo ocorrer reagdes falso-positivas,
devido a sensibilizagdo dos animais com micobacterias ambientais, podendo
acarretar sacrificio desnecessario do animal (WOQOD et al., 1991; MONAGHAN
et al.,, 1994). Somado a isso, em caso de reacgdes indeterminadas, os animais
devem ser testados novamente apenas apos 60 dias a partir da primeira
inoculagao, sendo necessario novamente a contencédo dos animais. (BRASIL,
2004; AAGAARD et al., 2006). Reagdes falso-negativas, para tal método indireto,
podem acontecer em animais anérgicos cronicamente infectados, tornando
estes animais possiveis fontes de infecgao para o rebanho.

A técnica de ELISA (Enzyme-Lynked Immunosorbent Assay), para
diagnodstico de tuberculose bovina, se mostra util para identificagdo de animais
positivos anérgicos, e como ferramenta complementar aos testes que avaliam a
imunidade celular (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1994). De acordo com
Waters et al., (2011) um teste ELISA utilizando antigenos recombinantes MPB70
e MPB83 forneceu sensibilidade de 63,0% e especificidade de 98,0% em
bovinos. Ademais, Meneses et al., (2015) avaliaram proteinas recombinantes
para deteccdo de anticorpos contra M. bovis por ELISA, e concluiram que a
quimera com fragmentos hidrofilicos de MPB70, MPB83 e ESAT-6 de M. bovis,
apresentou melhor resultado (sensibilidade de 83,2% e especificidade de 86,5%)
quando avaliaram os soros bovinos previamente testados pelo TCC. Um outro
estudo, foi realizado por Farias et al., (2012), no qual avaliou-se o teste ELISA
baseado em proteinas recombinantes P27 e MPB70 contra anticorpos de M.
bovis. Neste ultimo estudo citado, a sensibilidade e especificidade do teste foram
respectivamente 88,7% e 94,6% para MPB70 e 98,1% e 91,9% para P27.
Entretanto, tal teste pode apresentar algumas desvantagens como necessidade
de muito tempo para a sua execug¢ao, alto custo e necessidade de laboratério
especializado (FRAGUAS et al., 2008).

O teste de interferon gama bovino objetiva detectar a reagao imune celular
a infecgéo por M. bovis (CENTRO PANAMERICANO ZOONOSIS, 1988). Tal
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método € definido pela dosagem de uma citocina (interferon gama) presente em
amostras de sangue de animais infectados, quando ha a estimulagéo prévia dos
linfocitos com PPD bovino e aviario, sendo que, animais nao infectados nao
produzem a citocina (JONES et al., 1992; WOOD et al., 1991). As vantagens de
tal técnica baseiam-se em ser um procedimento nao invasivo, permitir a
realizagao varias vezes e sem intervalo de tempo, e necessidade de contencéao
do animal apenas uma vez. Porém, € um diagndstico de alto custo, restrito tempo
para o processamento das amostras (8 horas), e possibilidade de reagdes
cruzadas com outras microbactérias (ABRAHAO, 1998; KANTOR et al., 1994).

Outras ferramentas como a cromatografia liquida de alta resolugao
(HPLC) para analise do acido micdlico, foi sugerida como técnica de identificagéo
de microbactérias em culturas (BUTLER et al., 1991). Mas, esse ensaio ndo é
capaz de diferenciar por exemplo M. bovis de M. tuberculosis, possuindo entédo
pouca especificidade (FLOYD et al., 1992).

Os exames bacteriolégicos e histologicos sdo importantes na
comprovagao do diagndstico realizado a campo, assim como a tuberculinizagéo,
€ com isso requerem que as amostras de animais suspeitos sejam coletadas de
forma rapida e adequada (CENTRO PANAMERICANO DE ZOONOSIS, 1988;
ORGANIZACION PANAMERICANA DE LA SALUD, 1995). O isolamento
bacteriano apresenta baixa sensibilidade, exigindo grande quantidade de bacilos
viaveis e demora no tempo de execucgao (tempo de crescimento da cultura varia
entre 1 e 12 semanas) (CORNER, 1994). A histologia, por sua vez, embora seja
um método rapido e barato, requer grande quantidade de microrganismos e
algumas lesbes causadas por outras bactérias podem ser semelhantes as
causadas por M. bovis (HAAGSMA, 1995; WARDS et al., 1995; ZANINI et al.,
2001).

A PCR como técnica de diagnostico para tuberculose pode ser realizada
usando isolados de cultivos e materiais clinicos (WIT et al., 1990; SAKAMOTO
et al., 1999). Embora tal técnica apresente 6timos resultados de sensibilidade e
especificidade, ha um alto custo somado a complexidade de execugao. Esses
fatores tém sido relatados como restricdo para o uso no diagnéstico de
tuberculose bovina (KLASTER et al., 1998; VITALE et al., 1998; ZANDEN, 2002).

Os primeiros estudos utilizando PCR para diagndstico de M. bovis oriundos de
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amostras de bovinos, denotam de 1995 e com isso tal ferramenta mostrou-se
eficaz na identificacdo de bacilos inviaveis bem como na rapidez de execucéo,
mas as desvantagens se restringiam aos métodos de extragdo (COLLINS et al.,
1994; RORING et al., 2000).

2.2.3 Distribuicao geografica

Em 2003 iniciou-se os inquéritos epidemioldgicos com o objetivo de
identificar a prevaléncia de tuberculose bovina nos estados do Brasil. Até o ano
de 2018 foram realizadas as avaliagées nas seguintes Unidades Federativas
(UF): BA, DF, ES, GO, MT, MS, MG, PR, PE, RS, RO, SC, SP e TO, entretanto
no presente estudo as UF de AC, PA e SE estavam com inquéritos em
andamento (Figuras 3 e 4) (BRASIL, 2020).

= 0,009

Figura 3. Prevaléncia de casos de tuberculose bovina por UF.
Fonte: (BRASIL, 2020).
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Figura 4. Prevaléncia de focos de tuberculose bovina por UF.
Fonte: (BRASIL, 2020).

2.3 Espectroscopia UV-Vis

A espectroscopia UV-Vis € uma técnica capaz de medir a absorcao de
radiacao UV e/ou luz visivel a partir das moléculas que compde a substancia
analisada. Tal técnica funciona sob um intervalo de longitude de onda de 200 a
800nm, resultando em informacdes sobre os estados de energia da amostra em
questdao (PERKAMPUS, 1992).

Espectrofotdbmetro € o instrumento usado para obter espectros de uma
determinada amostra (OWEN, 2000). Além disso, dentre as espectroscopias, a
UV-Vis € a mais utilizada no mundo, tendo aplica¢des diversas, contribuindo por
exemplo em areas biologicas na quantificacdo de proteinas determinagao de
atividades enzimaticas (BACON et al., 2004), avaliagdo de viabilidade celular
(STOCKERT et al., 2012) e entre outras atividades.

Dentre as variadas aplicagcbes, o uso de UV-Vis associado ao
infravermelho, podem ser utilizadas na medicina resultando em efeitos gerais de
fotbnica no corpo, cabelos, ossos e pele (ANDERSON et al., 1981; LIEBOLD et
al., 2000). Ademais, a utilizagdo dessa tecnologia pode ser util no tratamento de

eritema que é causado por determinadas doengas (KOLLIAS et al., 1994). Mas
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também vale destacar que diagndsticos prévios tem sido consequéncia do uso
desta tecnologia, por exemplo na detecgao de pré-cancer e cancer de colo de
utero (BURGHARDT, 1984).

Neste cenario, o uso da técnica de espectroscopia ultravioleta-visivel a
partir de biofluidos para diagndéstico de doencas infecciosas tais como a
brucelose e tuberculose bovina, pode resultar em um método de analise
sensivel, especifico e rapido, que podera ser explorado em uma nova etapa do
programa nacional sanitario do Brasil (PNCEBT), contribuindo para identificacéo

de infectados em cenarios de baixas prevaléncias, e erradicagéo da doenca.

2.4 PCA e Machine Learning

Analise de componentes principais (PCA) é uma ferramenta que
possibilita a partir de um conjunto de dados, a redugéo da sua dimensionalidade
em uma forma interpretavel possibilitando a manutencdo da maioria das
informagdes e com isso preservar o maximo de variabilidade possivel (JOLLIFFE
et al.,, 2016). Em outras palavras, a PCA é uma técnica estatistica de analise
multivariada que é capaz de utilizar e transformar um montante de dados
originais (variaveis) em um conjunto menor de variaveis (HONGYU et al., 2016).

A PCA tem como vantagens a exclusdo da multicolinearidade das
informacdes, objetivando a mudancga de dados originais intercorrelacionados em
um novo conjunto de dados nao correlacionados (componentes principais).
Ademais, reduz as variaveis a eixos perpendiculares que explicam a variagao
dos dados de forma independente e decrescente. As desvantagens de tal técnica
se restringem a sensibilidade a outliers nao recomendada quando se tem muitos
zeros na matriz e dados ausentes. A seguir, na figura 5, é possivel observar uma
representacdo grafica de analise de componentes principais de amostras
positivas e negativas para tuberculose bovina obtidas através de espectros UV-
Vis.
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Figura 5. PCA realizada com os dados de espectroscopia
UV-Vis de amostras positivas (preto) e negativas (azul)
para Mycobacterium bovis.

Fonte: Arquivo pessoal.

O aprendizado de maquina (machine learning, ML), € uma ferramenta
estatistica que auxilia na busca de conhecimento cientifico através da
identificacdo automatizada em diferentes conjuntos de dados e assim, em outras
palavras, busca detectar padrées dos dados (HEY et al., 2009). Portanto, com o
reconhecimento de diferentes padrdes dos dados, é possivel prever informacgdes
desconhecidas ou ajudar no processo de tomada de decisdes em situagbes de
incertezas (MURPHY, 2012). Além disso, segundo outras definicbes, ML
melhora com a experiéncia em tarefas determinadas, mas sem ser totalmente
colocada para efetuar tal funcdo (SAMUEL, 1959; HASTIE et al., 2001). Tal
técnica evoluiu a partir da inteligéncia artificial (IA), e basicamente, esta ultima,
por sua vez, é qualquer auxilio que permite os computadores imitar a inteligéncia
humana. A figura 6 exemplifica melhor a relagdo entre 1A e ML (SCHLEDER et
al., 2021).
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Deep Learning
Redes neurais multicamadas

que aprendem representacdes
dos dados

Machine Learning
Técnicas para analise

automatizada de dados que
mehaoram progressivaments
Com experiéngia em tarefas

Inteligéncia
Artificial

Técnicas
computadonas para
mimetizar inteligéncia
hurmana

Classlificacdo, regressdo, agrupamento,
reducdo de dimensionalidade

Arvores de decisdo, regras se-ent3o, bases de conhecimento,
machine learning

Figura 6. Descrigéo hierarquica e exemplos de técnicas de IA e
suas subareas ML e Deep Learning (DL).
Fonte: (SCHLEDER et al., 2021).

Assim, ML pode ser usada para duas finalidades: a primeira € com
objetivo de solucionar problemas os quais outros métodos, como os tradicionais
nao conseguem resolver; a segunda seria para melhorar a resolugcédo de
questdes que ja foram resolvidas, seja de uma forma melhor e mais robusta,
mais econdmica, mais rapida, ou tudo simultaneamente. A seguir, na figura 7, ha

a demonstracao, de uma forma basica, de como funciona um ML (SCHLEDER
et al., 2021).

Componentes do Machine Learning

Definicao do problema
Dados

Representacao

@ Algoritmos e treinamento

Figura 7. Os quatro componentes basicos do processo
de machine learning.

Fonte: (SCHLEDER et al., 2021).

Portanto, o aprendizado de maquina pode ser utilizado seguindo os quatro
passos fundamentais: definicdo do problema; dados; representacido; e
algoritmos, validacéao e aplicagdo (SCHLEDER et al., 2021). Assim, ML pode ser

usada como complemento, otimizagao e validacdo dos dados obtido através da
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651 PCA, sendo que os dados desta ultima sao rotineiramente empregados em
652 algoritmos de ML (HEEL et al., 2016).
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4. CAPITULO |

Turning chaotic sample group clusterization into organized ones by
feature selection: Application on photodiagnosis of Brucella abortus

serological test

Bruno Silva de Rezende?, Thiago FrancaP®, Herbert Patric Kellermann

Cleveland?, Cicero Cena*? and Carlos Alberto do Nascimento Ramos?

Bovine brucellosis diagnosis is a major problem to be solved, the disease has a
great economic impact with significant losses in meat and dairy products, besides
the fact that it can be transmitted to humans. The sanitary measures instituted in
Brazil are based on disease control through diagnosis, animal sacrifice, and
vaccination. Although the currently available diagnostic tests show good quality
parameters, they are time-consuming, and the incidence of false-positive and/or
false-negative results is still observed, which difficult the effectively control the
disease. The development of a low-cost, fast, and accurate brucellosis diagnosis
test remains a need for proper sanitary measures at a large-scale analysis. In this
context, spectroscopy techniques associated with machine learning tools have
shown great potential for use in diagnostic tests. In this study, bovine blood serum
was investigated by UV-vis spectroscopy and machine learning algorithms to
build a prediction model for Brucella abortus diagnosis. Here we first apply
principal component analysis to observe the group formation tendency, the first
results showed no clustering tendency with a messy sample score distribution,
then we properly select the main principal components to improve clusterization.
Finally, by using machine learning algorithms (SVM and KNN), the predicting
models achieved a 92.5% overall accuracy. The present methodology provides
a test result in an average time of 5 minutes, while the standard diagnosis, with
the screening and confirmatory tests, can take up to 48 hours. The present result
demonstrates the viability of the method for diagnosing bovine brucellosis, which
can significantly contribute to disease control programs in Brazil and other

countries.
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Introduction

Bovine brucellosis is a chronic disease that has a great economic
impact with significant losses in meat and dairy products, besides the fact
that it can be transmitted to humans?. The prevalence of bovine brucellosis
outbreaks in Brazil is variable according to the region ranging from 0.32%
to 41.5%2. The economic impact of brucellosis in cattle herds occurs mainly
due to abortions, underdeveloped calves, lower reproductive index, and
lower production of milk and dairy products®. Bovine brucellosis in Brazil
generated important economic losses. In some regions, the annual
economic losses per herd can reach US$ 5.890,16 4.

Brucella abortus, the causative agent of brucellosis in cattle, is a
gram-negative, non-spore-forming, non-motile, facultative intracellular,
aerobic, and flagellated bacterium®. This microorganism is resistant to
inactivation in the environment being able to remain active for several
months with a high transmission potential®. The infection can cause various
inflammatory reactions that can result in splenomegaly, hepatomegaly, and
even lymphoid hyperplasia, in addition, clinical signs in the locomotor
system can affect associated muscles, bursae, tendons, and joints ’.

The bacterial infection settles preferentially in the pregnant uterus,
breast tissue, bones, organs, and male reproductive system. In general,
infected pregnant females may present placental deficiency, endometritis,
abortions, or even give birth to underdeveloped calves 8°. Humans can also
be infected by contact with contaminated animal products or animals,
showing clinical symptoms of joint pain, fever, cough, nausea, headache,
reactive lymph nodes, myalgia, depression, and weight loss. In addition,
suppurations may occur in organs such as the liver and spleen 1011,

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

Program for the Control and Eradication of Animal Brucellosis and
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Tuberculosis (PNCEBT), seeking to reduce the prevalence and incidence
of brucellosis and tuberculosis. The PNCEBT is based on disease control
through diagnosis, animal sacrifice, and vaccination for brucellosis. The
diagnosis of B. abortus consists of clinical, epidemiological, and mainly
laboratory tests, the latter being divided into direct and indirect. The
PNCEBT defines as official laboratory tests (i) screening tests: Buffered
Acidified Antigen (BAAT), Milk Ring Test (MRT); and (ii) confirmatory tests:
2-Mercaptoethanol (2-ME), Seroagglutination in  Tubes (SAT),
Complement Fixation Test (CFT) and Fluorescent Polarization Test (FPA)
12.

The BAAT test is based on the agglutination of the antigen with
specific IgG antibodies, although it is considered a low-specificity test once
the same reaction can also occur due to the vaccine (B19) antibodies, and
infected animals by other bacteria genera. While the MRT test consists of
a high-sensitivity test, in which a positive result is obtained when a bluish
ring is formed if an antigen-antibody combination occurs. However, the
MRT can present false positive results due to mastitis, the presence of
acidic milk, and colostrum 2. Although BAAT and 2-ME associated with
SAT tests are routinely used in Brazil as screening and confirmatory tests,
a small number of false-negative and false-positive results are still
observed 3. If an animal was considered negative in the screening or
confirmatory test, it will remain in the herds as a source of infection for other
animals, making it difficult to effectively control the disease.

Then, the development of fast and accurate methods for practical
diagnoses arises to improve disease control at a low-cost and easy
implementation. In recent years, optical spectroscopy has been evaluated
in the diagnosis of different diseases 141516 Although smaller values for
sensitivity and specificity have been observed compared to standard tests,
the easy implementation, low cost, fast response, lack of multiple
processing steps, or the use of specific reagents call attention. In recent
studies, by using canine blood serum Leishmania infantum infected dogs
were identified with 85% accuracy by using Fourier-transformed infrared
spectroscopy (FTIR), and 75% accuracy by using UV-vis spectroscopy *’.



1112
1113
1114
1115
1116
1117
1118
1119
1120
1121
1122
1123
1124
1125
1126
1127

1128

1129
1130
1131
1132
1133
1134
1135
1136
1137
1138
1139
1140
1141

45

Besides the different data analyses, the main difference in the final
accuracy result may be related to each technique, FTIR provides
information related to molecular vibrational modes, while UV-vis provides
information related to the electronic transition in molecular orbitals.

FTIR can be able to access more important information from a
molecular point of view, but UV-Vis spectroscopy is much more common in
laboratories, easy to handle, economic, and technically more viable. In this
study, bovine blood serum was investigated by UV-Vis spectroscopy and
machine learning algorithms to build a prediction model for Brucella abortus
diagnosis. Here the inclusion of an antigen source in the serum may
promote an antigen-antibody interaction, in positive samples, causing
changes in the sample molecular electronic orbitals. Whereas in negative
samples, antigen and antibody molecules would remain separate and no
significative changes may occur. These differences may allow more
efficient identification of the spectra with the aid of machine learning
algorithms.

Materials and Methods

Sample description, preparation, and UV-Vis spectroscopy

A total of 106 bovine blood serum samples were kindly provided by
the National Agricultural Laboratory of Pedro Leopoldo, Minas Gerais
(LANAGRO — MG), Brazil. The samples were divided into negative (53
samples) and positive (53 samples) for antibodies against B. abortus
groups according to reference tests recommended by Brazilian legislation
(BAAT, 2-ME, and SAT). Also, commercial antigens composed of an
inactivated suspension of B. abortus 1119/3 diluted to 4.5% in 0.85% saline
containing 0.5% of phenol and manufactured by Instituto Biolégico (S&o
Paulo, Brazil) were used. The antigen was kept under refrigeration (4°C)
before use, according to the manufacturer's instructions.

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

negative serum samples to determine the better antigen/serum proportion
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rate for group discrimination in our analysis. Different antigen-serum
dilutions (1:1 to 1:16) were evaluated, and the best ratio (1:1) was found
and used to investigate the other samples. Then, the UV sample spectrum
was obtained from 2 pL of serum antigen mixture, in a NanoDrop One C
(Thermo Fisher Scientific) spectrophotometer, in the 200 to 300 nm range,

after 3 minutes of incubation at room temperature.

Data analysis and sample classification

The data analysis was implemented and performed in the Python
programming language (version 3.9.12), using the Scikit-learn package
(version 1.1.2) 18 First, each UV-Vis spectra were subjected to pre-
processing using the Standard Normal Variate (SNV). This method allows
the removal of the variation from the baseline and rescales the
absorbances, preventing random experimental variations from interfering
with the result 1°. Then, UV-SNV spectra, in the 200 nm to 300 nm range,
was submitted to principal component analysis (PCA) 2°, an unsupervised
method that converts multiple variables into a few principal components
through dimension reduction, retaining most of the information from the
original variables and express the data variation in a score plot. It also,
allows us to analyze the main data variance in the analyzed spectral range
through the loading plot. PCA is an important step to visualize the group
classification tendency, and the output data have shown better
performance to build a prediction model based on machine learning
algorithms than raw spectral data 1721,

Finally, a sample classification test was performed by using PCA
data submitted to machine learning (ML) algorithms. We use ML algorithms
based on three different methods: (i) Discriminant Analysis (DA), which
classifies the sample based on the distance between the sample data and
the contour built by using a linear or quadratic function to separate the
classes (group) 22; (ii) k-Nearest Neighbor (KNN) uses the Euclidean
distance between k (k= 1, 5, 10, 100) closest neighbors to classify the

sample 23; and (iii) Support Vector Machine (SVM), which organizes each
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sample class through the optimization of a hyperplane — the hyperplane
can be linear or nonlinear, being optimized to reach high performance —
between the classes %4.

Each ML algorithm can use a determined number of PCs (input data)
to build the predicting model, but to avoid overfitting and underfitting is
mandatory to determine the ideal number of Principal Components (PCs).
Here we used the Feature Selection Recursive Feature Elimination (RFE),
which may select the main PCs that most contribute to achieve high
accuracy and remove other PCs with the weakest contribution. The use or
removal of a determined PC was made based on the accuracy achieved by
using Linear Discriminant Analysis (LDA) to classify the samples in a Leave
One Out Cross-validation (LOOCYV) test.

In LOOCV, one sample is taken from the data set, and the others are
used to build the prediction model (training). Then, the sample data draw is
used to assess the quality of the model (test). The procedure is repeated
until all sample data have been tested. Model quality is measured by
accuracy, and the average percentage of correct answers remains in each
test 2°.

Then, a ranking of PCs is established and the PCs with the weakest
contribution for accuracy are gradually removed from the data set until the
highest accuracy is obtained with the lowest number of PCs 26, Finally, once
the main PCs were determined and selected by RFE, a new LOOCYV test

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

Results and Discussion

The average antigen/serum UV-SNV spectra for bovine brucellosis
positive and negative groups, Figure 8, exhibit two wide electronic bands
centered around 206 and 220 nm, followed by a small shoulder around 230
nm, and a wide and weak band centered around 273 nm, probably
assigned to n—1* and m—1* transitions in carbonyl groups from proteins
and amino acids [ref]. The data standard deviation is shown as a shadow

around the main average spectra, the first three absorption bands carry the
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largest contribution to the standard deviation, despite this, the data
obtained showed a small and usual deviation between them. No difference
between both UV-SNV spectra could be identified by the naked eye, then
we use a multivariate analysis approach to differentiate both groups.

— NEG

— POS

Normalized Absorbance (a. u.)

200 220 240 260 280 300
Wavelength (nm)

Figure 8: Average antigen/serum UV-SNV spectra for bovine
brucellosis positive (POS - red color) and negative (NEG — blue color)
groups. The standard deviation is evidenced by the colored shadow
around the mainline. Main electronic bands centered around 206,
220, and 273 nm, assigned to n—m* and T—HT* transitions in

carbonyl groups from proteins and amino acids.

Figure 9 shows the principal component analysis results for the UV-
SNV spectral data from bovine brucellosis positive and negative groups.
Figure 92 exhibits the PC1 versus PC2 score plot, which was responsible
for 92.1% of data variance with no cluster formation or group separation
evidenced — exhibiting a messy sample score distribution. The loading plot,
Figure 9P, suggests that the main contribution for data variance in PC1 and
PC2 is assigned to the 220-230 nm range followed by the 235-280 nm
range. To improve group separation and clustering formation with success,
usually we divide the data set into different ranges 27?8, searching for
spectral information that most contributes to group separation. But here the
antigen/serum UV bands are too wide, and the data variance is present in

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

separation.
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Figure 9: Principal Component Analysis for UV-SNV
spectra: (a) score plot for PC1 versus PC2 from bovine
blood serum UV-SNV spectra, [red square] bovine
brucellosis positive group, and [blue circle] negative
group. (b) Loadings for PC1 and PC2 in the 200 to 300 nm

range.

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

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

such selection the overall accuracy for sample classification achieved by one

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

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

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

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

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

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

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

projection over the axis for these PCs compared to the others.
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Figure 10: Violin plot for three main PCs normalized scores
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selected by RFE in 200 to 300 nm from bovine brucellosis positive
group (red color), and negative group (blue color). A monomodal
distribution is shown with the main peak center dislocated for both
groups when projected over the y-axis direction. The data variance
percentage of each PC is described below each plot. Respective
loading plots for PC3 (b), PC4 (d), and PC14 (f) are also shown.

The PC3, PC4, and PC14 were responsible for only 5.18% of data
variance. The PC14 was responsible for only 0.01%, but the median for
score distribution over the vertical axis for both groups drive us to a different
position, which contributes to sample classification in the LDA algorithm.
Besides that, the loading plot for each PC, Figure 10 (right column), shows
a high contribution for data variance in the 220 to 230 nm range in
accordance with the main bands identified in the UV-SNV spectra (Figure
8). Then, low data variance PCs can be also useful for sample
classification, not only PC with high accuracy must influence the algorithm
performance. These aspects were confirmed by the score plot for PC3 x
PC4 x PC14, Figure 11, which exhibited a clear tendency for clustering and

group separation.
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Figure 11: Principal Component Analysis for UV-SNV spectra after
RFE analysis. 3D Score plot for PC3 versus PC4, and PC14 from
bovine blood serum UV-SNV spectra in the 200 to 300 nm range,
[red circle] bovine brucellosis positive group, and [blue square]

negative group.

Finally, the PC3, PC4, and PC14 were submitted to machine learning
algorithms (DA, SVM, and KNN) to build a prediction model for sample
classification. Figure 122 shows the maximum overall accuracy achieved
by the algorithms in a LOOCV test by using different functions for
classification. The maximum overall accuracy achieved by the predicting
models was 92.5% for Linear SVM and Weighted KNN.
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Figure 12: (a) Overall accuracy obtained in the LOOCYV 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%.

The confusion matrix, Figure 12°¢ shows the sample classification
for Linear SVM and Weighted KNN. From the sample classification values
was possible to determine for Linear SVM a 94.3% sensitivity, and 90.6%
specificity, Figure 12°, against 94,2% sensitivity, and specificity for
Weighted KNN, Figure 12°. To compare, the relative sensitivity and
specificity parameters for the main tests recommended in the PNCBET
were respectively 99.6% and 83.9% (BAAT), 98.8% and 96.2% (2-ME /
SAT), 91.1 % and 100% (CFT) 3. Other confirmatory diagnostic tests for
brucellosis, recently introduced in the PNCBET, such as the FPA 2, have
shown sensitivity and specificity around 94% and 95%, respectively 2°.

The present study (UV-Vis + ML) was able to identify positive and negative
samples for antibodies against B. abortus in cattle with sensitivity and specificity
similar to that observed in tests currently used. Our best prediction model build
with the KNN algorithm and weighted function was able to correctly classify 49
samples from positive and negative groups, only 4 samples from each group were

misclassified according to the standard serological procedures recommended by
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PNCBET/Brazil 2. These results are very promising for laboratory
implementation as standard screening tests, take around only 5 minutes to
provide the result, while the current standard diagnosis, with the screening and
confirmatory tests, can take up to 48 hours. In addition, the need for sample
processing, in the present methodology was greatly reduced, which enables a
reduction in laboratory costs and an increase in sample processing capacity, in

addition to the possibility of automation.

Conclusions

The methodology proposed in the present study (UV-Vis + ML) was
able to identify positive and negative samples for antibodies against B.
abortus in cattle with 92.5% overall accuracy, with sensitivity and specificity
above 90%. The initial data analysis usually applied in photodiagnosis
studies was not able to provide a promising clustering formation for future
sample classification. The use of the Feature Selection Recursive Feature
Elimination (RFE) algorithm, suggested only 3 main PCs as greatly
responsible for group formation, eliminating the usual PCs with high data
variance (PC1 and PC2). The score plot of RFE-PCs (PC3xPC4xPC14)
demonstrated a clear tendency for clustering and group
separation/classification, greatly improving the final sample classification.
Finally, our method can provide a test result in an average time of 5
minutes, while the standard diagnosis, with screening and confirmatory
tests, can take up to 48 hours. In addition, the sample processing was
greatly reduced, which enables a reduction in laboratory costs and an

increase in sample processing capacity with great quality control.
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Abstract

Bovine tuberculosis is a disease of great importance for cattle, causing
significant economic losses and risks to human health. The sanitary measures
currently used in Brazil are limited to the diagnosis and sacrifice of infected
animals. Furthermore, it is known that the diagnostic methodologies that are used
may present some problems, either due to the high cost, delay in execution time
or the presentation of false positives and false negatives. Thus, further studies
are needed to develop more efficient diagnostic methodologies. In this context,
as an alternative and promising measure for the diagnosis of diseases, optical
spectroscopy associated with machine learning has shown great potential. In the
present study, bovine blood serum was used for evaluation, through UV
spectroscopy and machine learning algorithms, with the objective of making
possible a standard for the diagnosis of Mycobacteriym bovis in cattle. As sources
of antigens, recombinant proteins P27, MPB70 and MPB83 were used. Only with
the P27 protein was it possible to observe the formation of well-defined clusters
of positive and negative samples. Applying the KNNM machine learning
methodology, it was possible to obtain an accuracy of 96.3%, with a sensitivity of
100% and specificity of 92.6%. With the P27 protein as an antigen, the

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

the poor performance of the MPB70 and MPB83 antigens.

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

learning.

Introduction

Bovine tuberculosis, caused by Mycobacterium bovis, is responsible for
great economic impact on livestock. In addition, M. bovis is an important zoonotic
agent (DABORN et al., 1995). M. bovis is an alcohol-acid resistant bacilli, gram-
positive, aerobic, non-capsulated, non-spore forming, non-flagellated, immobile
and slow-growing (CORSI, 2021). Furthermore, this pathogen has a high
concentration of lipids in its cell wall, thus contributing to resistance to most
disinfectants, antimicrobials and the host's immune system (PALOMINO et al.,
2007).

The disease in cattle is characterized by lower milk production, drop in
weight gain, cachexia, eventually death and condemnation of carcasses in
slaughterhouses. In Brazil, the last major prevalence study carried out between
1989 and 1998, found a prevalence of 1.3%, and reduction of the productive
efficiency of the herds between 10% and 25% (BRASIL, 2006).

Transmission occurs mainly through aerobic route, but hosts can also
become infected by ingesting contaminated water and food such as grass and
milk (DSAIP, 2021). According to Neill et al. (1994), even though it is of little
importance, transplacental transmission can occur, in addition to infection
through intercourse by contaminated semen.

After infection, the microorganisms are captured by macrophages. The
cellular immune response that is triggered, associated with neutrophils and
macrophages, results in lesions with the appearance of a granuloma
characterized by caseous necrosis and calcification in the center of the tubercle
(JONES et al., 2000). When the infection occurs via the aerobic route, the lungs
and regional lymph nodes are the main organs affected. However, when the

animal ingests the bacillus, the mesenteric and pharyngeal lymph nodes can be
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affected, as well as in generalized infection all organs can be affected (SALAZAR,
2005).

The clinical signs of the disease will depend on the affected organs, but in
general it can be said that bovine tuberculosis is a pathology of a chronic nature
and that eventually it can progress to an acute condition. Thus, the clinical signs
that may be present are hyperplasia of superficial and/or deep lymph nodes,
endometritis, infertility, mastitis, dyspnea, cough, cachexia, fever, pneumonia,
lymphadenopathy, diarrhea, among others. In addition, there are cases of
congenital tuberculosis, which in turn can progress and cause death in newborn
calves (DSAIP, 2021; CORSI, 2021).

Therefore, due to the importance of the disease, with the objective of
reducing the prevalence and incidence of brucellosis and tuberculosis, in 2001,
the National Program for the Control and Eradication of Brucellosis and Animal
Tuberculosis (PNCEBT) was instituted by the Ministry of Agriculture, Livestock
and Food Supply (MAPA), of Brazil. And among the health measures employed
by the program, the detection of infected animals and removing them from herds
is critical (BRASIL, 2006). For this, the tuberculin test has been the main
diagnostic tool used for in vivo diagnosis of bovine tuberculosis in Brazil.

Tuberculin tests consist of intradermal application of tuberculin (an extract
of proteins from Mycobacterium) and subsequent evaluation of the type IV
hypersensitivity response. Animals that are infected have an exacerbated
response and have a significant increase in the skin fold at inoculation site
(MONAGHAN et al., 1994). The variations of the tuberculin test currently in use
in Brazil are: Single Intradermal Comparative Cervical Tuberculin (SICCT)Caudal
Fold Tuberculin Test (CFTT)and Comparative Intradermal Tuberculin Test
(CITT). The first two tests are used as screening tools, while the last one is a
confirmatory test (BRASIL, 2006).

Although tuberculin tests have several qualities, they still have
disadvantages that require research to develop new diagnostic strategies. For
example, the test requires handling each animal in the herd at two different times,
which makes it difficult to apply in large herds (MENZIES, 1999; LIU et al., 2007).
In addition, false-positive reactions may occur due to sensitization of the animals

with environmental microbacteria, and false-negative reactions may occur due
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chronically infected animals already in a state of anergy (WOOD et al., 1991;
MONAGHAN, 1994; BRASIL, 2004; AAGAARD et al., 2006). In this context,
optical spectroscopy, associated with powerful data analysis tools such as
machine learning, has emerged as alternative techniques that can be exploited
as diagnostic tools (Sakudo et al., 2012; Auner et al., 2018; Brito et al. al., 2022).

Therefore, in this study, UV spectroscopy associated with machine
learning was evaluated for serological diagnosis of bovine tuberculosis, using
proteins MPB70, MPB83 and P27 as antigens.

Materials and Methods
Sample and antigens

In this study were used a total of 88 samples of bovine blood serum, 50%
of them from infected animals, and another 50% from non-infected animals. The
infectious status of the animals was based on the presence or absence of a
positive result in the tuberculin test and identification of compatible lesions in
carcasses at slaughter.

The antigen sources were recombinant proteins P27, MPB70 and MPB 83
(all with a concentration of 1 mg/ml), produced as described by SOUZA et al.
(2012) and provided by Embrapa Gado de Corte, Campo Grande, MS.

Reaction and acquisition of UV spectra

The best reaction conditions were evaluated with 14 positive and 14
negative samples for Mycobacterium bovis. Initially, different antigen-serum
proportions (1:1 — 1:16), for each antigen, was performed. After homogenization
at room temperature, 2uL of each dilution was submitted to collection of UV
spectrum, in NanoDrop One C (Thermo Fisher Scientific), between 200 and 300
nm. The spectra of each serum/antigen combination were exported to a
spreadsheet and submitted to multivariate analysis (Principal Component
Analysis - PCA), with the aid of the software (PAST 4.03) using the scatter plot
methodology. The best serum antigen proportion was defined as the one with the
greatest distance between the clusters of the groups (positive and negative).

Thus, better results were observed: P27 and MPB70 (1:2 antigen/serum
proportion), and MPB83 antigen (1:16 antigen/serum proportion). With the best
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proportions for each antigen defined, the total number of samples were

evaluated.

Data analysis and sample classification

Data analysis was implemented and performed in the Python
programming language (version 3.9.12), using the Scikit-learn package (version
1.1.2) (PEDREGOSA et al., 2011). First, each UV-Vis spectrum was subjected to
pre-processing using Standard Normal Variation (SNV). This method allows
removing the baseline variation and resizing the absorbances, preventing
random experimental variations from interfering with the result (RINNAN et al.,
2009). Then, the UV-SNV spectra, in the range of 200 nm to 300 nm, were
subjected to principal component analysis (PCA) (JOLLIFFE et al., 2016), an
unsupervised method that converts multiple variables into some principal
components through dimension reduction, retaining most of the original variable
information and expressing the data variance in a score chart. It also allows us to
analyze the variation of the main data in the analyzed spectral range through the
loading graph. The PCA is an important step to visualize the group classification
trend, and the output data showed better performance to build a prediction model
based on machine learning algorithms than on raw spectral data.

Finally, a sample classification test was performed using PCA data
subjected to machine learning (ML) algorithms. We use ML algorithms based on
three different methods: (i) Discriminant Analysis (DA), which classifies the
sample based on the distance between the sample data and the constructed
contour using a linear or quadratic function to separate the classes (group) (Wu
et al., 1996); (ii) k-Nearest Neighbor (KNN) uses the Euclidean distance between
k (k=1, 5, 10, 100) nearest neighbors to classify the sample (MUCHERINO et al.,
2009); and (iii) Support Vector Machine (SVM), which organizes each sample
class through the optimization of a hyperplane — the hyperplane can be linear or
non-linear, being optimized to achieve high performance — between classes
(NOBLE, 2006).

Each ML algorithm can use a certain number of PCs (input data) to build
the prediction model, but to avoid overfitting and underfitting it is mandatory to
determine the ideal number of Principal Components (PCs). Here we use Feature
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Selection Recursive Feature Elimination (RFE), which can select the top PCs that
contribute the most to achieving high accuracy and remove other PCs with the
weakest contribution. The use or removal of a given PC was based on the
accuracy obtained using Linear Discriminant Analysis (LDA) to classify samples
in a Leave One Out Cross Validation Test (LOOCV).

In LOOCV, a sample is taken from the dataset and the others are used to
build the prediction (training) model. Then, the sample data draw is used to
assess the quality of the model (test). The procedure is repeated until all sample
data has been tested. The quality of the model is measured by precision,
remaining the average percentage of correct answers in each test (WONG,
2015).

Then, a ranking of CPs is established and the CPs with the weakest
contribution to accuracy are gradually removed from the dataset until the highest
accuracy is obtained with the smallest number of CPs (THEERTHAGIRI, 2022).
Finally, once the main PCs were determined and selected by the RFE, a new
LOOCYV test was performed using the DA, KNN and SVM algorithms.

Results and Discussion

Figure 13 shows the scatter plot based on principal component analysis
results for the UV-SNV spectral data of the bovine tuberculosis positive and
negative groups. Figure 132 shows the result using P27 antigen, Figure 13° to
MPB70 and Figure 13° to MPB83. Only with the P27 antigen was it possible to
observe the formation of two clusters (positive and negative). For the MPB70 and
MPB83 antigens, additional clusters were formed, containing samples previously

classified as positive or negative.
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Figure 13: 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.

Proteins P27, MPB70 and MPB83 has been explored as an antigen for
serological diagnosis of bovine tuberculosis for more than a decade (Farias et al.,
2012; Souza et al., 2012). In evaluation of antigens (P27 and MPB70) in ELISA
tests, FARIAS et al. (2012) observed that the sensitivity and specificity of the tests
were respectively 98.1% and 91.9% for P27 and 88,7% and 94.6% for MPB70,
Already Souza et al. (2012), in a chimeric construction composed of MPB70,
MPB83 and ESAT6, also observed in the ELISA test, sensitivity of 83.2% and
specificity of 86.5%. In the present study, satisfactory results were observed only
using P27 as antigen (Figure 132).

In Figures 13° and 13¢, it is possible to observe the formation of at least
three clusters, composed of mixture of positive and negative samples. Although
we still do not have a definitive answer to explain the results with the MPB70 and

MPB83 antigens, one hypothesis is that there were false-negative and false-
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positive results in the reference tests. And thus, the training of the machine
learning algorithm was compromised, making it difficult to accurately classify the
samples.

The infectious status of the animals from which the serum samples were
used in the present study was based on tuberculin tests and identification of
lesions compatible with tuberculosis (LST). However, both methods have high
rates of misdiagnosis. In a study conducted by Souza et al. (2012), 24 of the 32
CITT-negative cattle from infected herds exhibited LST, from which M. bovis was
isolated. On the other hand, in LST collected from 39 carcasses of cattle
slaughtered in a region of Brazil, and subjected to specific microbiological
isolation for M. bovis, only in 17.94% (7/39) was observed positive bacteriological
diagnosis for Mycobacterium spp (Ferreira et al., 2021).

The performance differences observed between P27 and the other
antigens in the present study may also be related to the samples that were used
in each evaluation. Although the total number of samples used in the study was
88 (44 positive and 44 negative), the applied outliers identification methodology
excluded different samples for each antigen from the analyses. And effectively,
54 samples were used for P27 analysis, 60 for MPB70 and 56 for MPB83. This,
associated to the fact that the kinetics of antibody production in animals infected
with M. bovis varies according to the stage of infection and due the individual
genetic of each animal, may have contributed to the large differences observed
(Waters et al., 2017; Souza et al., 2019). In addition, kinetics of the antibody
responses to different M. bovis antigens is variable upon infection. Anti-MPB83
antibodies can be detected relatively early, typically around four weeks post-
infection (Waters et al., 2006). Anti-ESAT6 antibodies can be detected 12 weeks
after experimental infection (Lyashchenko et al., 1998). In contrast, antibodies for
MBP70 usually develop 18 to 22 months after experimental infection (Harboe et
al., 1990; Fifis et al., 1992). PC1 and PC2 were subjected to machine learning
algorithms to build a prediction model for sample classification. For the P27
antigen, data were submitted to algorithms (LDA, QDA, KNNF, KNNM, KNNG,
KNNC, KNN3, KNNW, SVML, SVM2, SVM3, SVMF, SVMM, SVMG). Figure 142
shows the maximum overall accuracy achieved by the algorithms in a LOOCV
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1674 test using different classification functions. The maximum overall accuracy

1675  achieved by the precision models was 96.3% for KNNM.
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1676 Figure 14: (a) Overall accuracy obtained in LOOCYV tests (light
1677 blue bars) for the machine learning algorithms. (b) Confusion
1678 matrix for the performance of the KNNM algorithm with an
1679 accuracy of 96.3%.
1680 The confusion matrix, figure 14°, shows the sample classification for

1681  KNNM. From the sample classification values, it was possible to determine for
1682 KNNM a sensitivity of 100.0% and a specificity of 92.6%. To compare, in a study
1683  carried out by Jones et al. (1992), they performed the interferon gamma test using
1684  bovine PPD and observed 81.8% sensitivity and 99.1% specificity. Furthermore,
1685 this same author used bovine PPD in the tuberculin test and observed sensitivity
1686  of 68.1% and a specificity of 96.7%. Furthermore, other methodologies such as
1687  ELISA using chimera with hydrophilic fragments of MPB70, MPB83 and ESAT-6
1688 from M. bovis, showed a result of sensitivity of 83.2% and specificity of 86.5%
1689  (Souza et al., 2012).
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In this study (UV spectroscopy and machine learning), it was possible to
identify positive and negative samples for M. bovis with sensitivity and specificity
similar to those observed in the tests usually employed, using P27 antigen. In
addition, it is worth mentioning that the results can be obtained in an average time
of 3 minutes, which is faster than the tests currently employed. Another positive
point was the lower complexity for processing samples, requiring less labor and

possibility of automation.

Conclusion

The proposed methodology, using UV-Vis associated with machine
learning, was able to identify and separate positive and negative samples for
Mycobacterium bovis antibodies, using the P27 antigen, with a total accuracy of
96.3%, with sensitivity and specificity above 90%. For the other antigens, it was
not possible to observe separation of two groups according to the cluster results,
and therefore it was not possible to clearly identify positives and negatives.
Although the methodology has proven to be useful and practical, further studies
and adjustments in machine learning algorithms and sample classification are still
needed, so that we can better understand the poor performance of the MPB70
and MBP83 antigens.
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6. CONSIDERACOES GERAIS

Neste estudo evidenciou-se o grande impacto que as doencas brucelose
e tuberculose bovina ocasionam e, com isso, a técnica de espectroscopia
associada ao aprendizado de maquina mostra-se Util e prética, colaborando para
bons resultados para o diagndstico de brucelose. Ademais, para Brucella
abortus, a metodologia empregada foi capaz de identificar amostras positivas e
negativas, com acurécia global de 92,5%, com sensibilidade e especificidade
acima de 90%. Para Mycobacterium bovis, utilizando antigeno P27, foi possivel
identificar amostras positivas e negativas, com acuracia total de 96,3%, com
sensibilidade e especificidade acima de 90%.

Tal técnica foi capaz de fornecer resultados com tempo médio de 5
minutos e exige menos processamento de amostras, o que possibilita a reducao
de custos laboratoriais e mais qualidade da amostragem. Contudo, esta
ferramenta, embora possa ser automatizada e sem risco biologico, requer
material complexo e pessoas com experiéncia em bioinformatica.

Diante do exposto, portanto, a espectroscopia associada ao aprendizado
de maquina se mostra uma ferramenta promissora. E importante destacar que
para diagnostico de B. abortus, tal ferramenta apresentou bons resultados
colaborando assim como uma alternativa de diagndéstico. Entretanto, para M,
bovis, 0 mesmo ndo pode ser dito, haja vista que para apenas um antigeno
(P27), foi obtido bons resultados. Assim, serdo necessarios mais ajustes e

estudos.

7. IMPACTO ECONOMICO, SOCIAL, TECNOLOGICO E/OU INOVACAO

Os resultados alcancados com a presente pesquisa apresentam grande
relevancia social e econdmica, pois, podem contribuir em um futuro proximo com
o diagnéstico preciso e rapido das enfermidades brucelose e tuberculose. O
diagnostico mais preciso, por sua vez, permitird um controle mais efetivo das
enfermidades, reduzindo as barreiras econdmicas importas aos produtos em
decorréncia da ocorréncia das doencas no rebanho brasileiro.

Ademais, o método desenvolvido e avaliado como ferramenta de
diagnostico, pode também ser explorado como ferramenta para diagnostico de

outras enfermidades animais. Inclusive com grande potencial para exploracao



1857
1858
1859
1860
1861
1862

73

industrial, por meio da producédo de equipamentos portateis para diagnéstico
sorologico de doencas.

Especificamente relacionado ao diagnostico de tuberculose e brucelose,
a metodologia aqui apresentada, com um pouco mais de ajustes, permitira
reduzir o tempo médio de diagnostico de 72 horas para alguns minutos, e 48

horas para alguns minutos, respectivamente.



