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RESUMO

I — Introdugéo e justificativa: O ensaio imunoadsorvente ligado a enzima, ELISA, permite a
deteccao/quantificagcdo da concentracdo de antigenos ou anticorpos. Dentre outras
aplicacdes, este teste pode ser padronizado para detecgdo de anticorpos produzidos em
resposta a antigenos de ectoparasitas.

Il — Objetivo: O objetivo deste trabalho foi padronizar novos testes de ELISA para avaliar a
imunidade humoral ao Rhipicephalus microplus, pela mensuracao de IgG total, e das
subclasses 1gG1 e IgG2 em soro de bovinos.

Il — Metodologia: Como antigenos, foram utilizados extratos soluveis de larvas (EL), e de
intestinos (El) ou glandula salivar (EGS) de adultos jovens do carrapato R. microplus, os
quais foram adsorvidos a placas de 96 pogos. A padronizagao de cada teste foi feita com a
utilizacdo de duas placas, uma controle negativo (soros pré-imune) e outra positivo (soros
de bovinos coletados apos sucessivas infestagdes artificiais com carrapato). Nas placas,
os ensaios foram feitos por titulacdo cruzada, com diluigbes seriadas, tanto do antigeno,
quanto do soro teste. Alguns parametros foram padronizados em todos os testes: diluicao
do antigeno em tampao carbonato-bicarbonato; Bloqueio com PBS + polisorbato 20 0,05%
+ leite desnatado 5%; Diluigao das pastilhas de revelador conforme instrugdo do fabricante
(SigmaFast OPD®); Parada das reagdes com H.SO, 3M; Durag&o de 1 hora e temperatura
de 37°C para todas incubacoes, exceto para o OPD, que foi de 15 minutos a temperatura
ambiente; Leitura das amostras em leitor de microplacas a 492 nm.



IV — Resultados: Para a escolha das concentragbes ideais de antigeno e soro teste a
serem utilizadas, os antigenos (EL, EGS ou El) foram diluidos na base dois, partindo de
uma concentracao inicial de 1,5 mg/mL, em 11 dilui¢des seriadas, nos seguintes intervalos:
EL: 1/25 a 1/25600; EGS: 1/50 a 1/51200; EI: 1/25 a 1/25600, para a padronizagdao do
ELISA para deteccao de IgG total; EL: 1/12,5 a 1/12800; EGS: 1/50 a 1/51200; El: 1/12,5 a
1/12800, para a padronizagdo do ELISA para deteccédo de IgG1; EL: 1/12,5 a 1/12800;
EGS: 1/12,5 a 1/12800; EI: 1/12,5 a 1/12800, para a padronizagao do ELISA para deteccao
de IgG2. Ja o soro teste foi diluido na base dois, em oito diluigbes seriadas, nos seguintes
intervalos: ELISA para deteccado de IgG total: 1/50 a 1/3200. Deteccao de IgG1: placas
adsorvidas com EL e El: soro diluido 1/12,5 a 1/800; placas adsorvidas com EGS: soro
diluido 1/50 a 1/3200; Deteccao de IgG2: soro diluido 1/12,5 a 1/800; Com os resultados
da leitura foram confeccionados graficos expressando as curvas de absorbancia. A analise
destas curvas e da razao entre absorbancia no soro positivo/negativo permitiu a escolha
das diluigbes dos extratos [antigeno (Ag)] e soro teste: ELISA para detecgédo de IgG total
(conjugado 1/10.000 em todos): EL: Ag 1/200; Soro: 1/200; EGS: Ag 1/100; Soro 1/200; El:
Ag 1/800; soro 1/100. ELISA para detecgéao de IgG1 (conjugado 1/20.000 em todos): EL:
Ag 1/25; Soro: 1/50; EGS: Ag 1/100; Soro 1/200; El: Ag 1/25; soro 1/50. ELISA para
deteccao de 1gG2 (conjugado 1/10.000 em todos): EL: Ag 1/50; Soro: 1/50; EGS: Ag 1/100;
Soro 1/50; El: Ag 1/12,5; soro 1/100.

V — Conclusdo: Os testes de ELISA padronizados mostraram-se factiveis e de facil
execucao, permitindo futuras avaliagcbes de desenvolvimento e caracterizagcao de resposta
imune ao carrapato, em bovinos de diferentes ragas e em individuos com diferentes graus
de suscetibilidade ao carrapato.
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ABSTRACT

| - Introduction and Justification: The enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) allows
detection/quantification of antigens or antibodies concentrations. Among other applications,
this test can be standardized for detecting antibodies raised in response to ectoparasite
antigens.

Il - Objective: The objective of this study was to standardize new ELISA tests to assess
humoral immunity against Rhipicephalus microplus, by measuring total IgG, and
subclasses, IgG1 and IgG2 in bovine serum.

Il - Methodology: As antigens, soluble extracts from larvae (EL) and intestines (El) or
salivary gland (EGS) from young adult R. microplus were used. Each antigen was adsorbed
to 96 well plates. The standardization of each test was made by the use of two plates, one
negative control (pool of pre-immune bovine sera) and one positive (pool of bovine sera
collected after successive artificial infestation with ticks). The standardization by
chessboard was performed with serial dilutions of both, the antigen and the serum test.
Some parameters were fixed in all tests: antigen diluted in carbonate-bicarbonate buffer;
Blocking with PBS + 0.05% polysorbate 20 + 5% skimmed milk; Detection tablets were
diluted according to manufacturer's instruction (SigmaFast OPD®); The reaction was
stopped with H,SO,4 3M; All incubations, except for OPD, spent 1 hour at 37 °C. OPD was
incubated by 15 minutes at room temperature; Absorbances were measured in microplate
reader at 492 nm.

1V - Results: For the choice of optimal concentrations of antigen and serum test to be used,
the antigens (EL, EGS or El) were diluted in base two, starting with an initial concentration
of 1.5 mg/ml in 11 serial dilution, in the following ranges: EL: 1/25 to 1/25600; EGS: 1/50 to



1/51200; El: 1/25 to 1/25600, to the standardization of the ELISA for total IgG detection; EL:
1/12.5 to 1/12800; EGS: 1/50 to 1/51200; El 1/12.5 to 1/12800, to standardize ELISA for
IgG1 detection; EL: 1/12.5 to 1/12800; EGS: 1/12.5 to 1/12800; EI 1/12.5 to 1/12800, to
standardize ELISA for detection of IgG2. The serum test was also diluted in base two, in
eight serial dilutions in the following ranges: ELISA for total IgG detection: 1/50 to 1/3200.
lgG1 Detection: plate adsorbed with EL and El: serum diluted 1/12.5 to 1/800; Plates
adsorbed with EGS: serum diluted 1/50 to 1/3200; Detection of 1IgG2: serum diluted 1/12.5
to 1/800; After reading, graphs expressing the absorbance curves were constructed.
Analysis of these curves and the ratio of absorbance in serum positive/negative allowed the
choice of dilutions of the extracts [antigen (Ag)] and serum test: ELISA for total 1gG
detection (conjugate 1/10,000 in all): EL: Ag 1/200; Serum: 1/200; EGS: Ag 1/100; Serum
1/200; El: Ag 1/800; Serum 1/100. ELISA for 1IgG1 detection (conjugate 1/20,000 in all): El
Ag 1/25; Serum: 1/50; EGS: Ag 1/100; Serum 1/200; EI: Ag 1/25; 1/50 sera. ELISA for IgG2
(conjugate 1/10,000 in all): EL: Ag 1/50; Serum: 1/50; EGS: Ag 1/100; Serum 1/50; El: Ag
1/12.5; Serum 1/100.

V - Conclusion: The standardized ELISA tests proved to be feasible and easy to perform,
allowing future evaluations of development and characterization of immune response
against tick in cattle of different breeds and individuals with varying degrees of susceptibility
to tick.
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INTRODUGCAO

De acordo com o Centro de Estudos Avancados de Economia Aplicada, da
Universidade de S&o Paulo (Cepea/USP) o setor agropecuario no Brasil corresponde a
aproximadamente 21% do produto interno bruto (PIB), perfazendo 1,27 trilhdes de reais em
2015 (CEPEA/ESALQ/USP, 2016), sendo, portanto, um setor altamente relevante para a
economia do pais (AMORIM et al., 2009). Problemas sanitarios correspondem a mais de
20% de perda na produg&o de animais ao redor do mundo (VALLAT & WILSON, 2003). A
infestacédo pelo carrapato do boi [Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Acari: Ixodidae)] é
um dos principais problemas sanitarios para a bovinocultura em regides tropicais e
subtropicais do mundo (RODRIGUEZ et al., 1995) e um dos principais fatores limitantes ao
aumento da produtividade na pecuaria bovina brasileira, especialmente na criacdo de
animais de origem europeia, uma vez que Bos taurus taurus, quando comparados a Bos

taurus indicus, tém maior suscetibilidade a infestagdes por carrapatos (FRISCH, 1999).

Na regidao sul do Brasil, incluindo o Rio Grande do Sul, o problema relacionado ao
carrapato € mais grave que nas demais regides, primeiro porque nesta regido predomina a
criacdo de bovinos de origem europeia, segundo porque, nesta regido, as condi¢des
climaticas causam uma queda populacional de carrapatos nos meses de baixa temperatura
(ALVES-BRANCO et al., 2000) o que gera instabilidade enzodtica com relacdo a TPB,



impedindo a imunizag&do natural e constante dos animais contra Babesia e Anaplasma, o
que favorece a ocorréncia de surtos dessa doencga quando a populagéo de carrapatos volta

a crescer.

No ultimo século, o controle do R. (B.) microplus tem sido baseado quase que
exclusivamente no uso de acaricidas. Entretanto, o controle quimico como estratégia unica,
apesar da grande eficiéncia, tem se tornado preocupante devido ao aumento continuo do
numero de populagdes de carrapato resistentes aos acaricidas (FURLONG et al., 2007).
Desta forma urge a necessidade de investimento em pesquisa de novas formas de controle
que possam reduzir a 0 uso de agentes quimicos, como o desenvolvimento de novos

imundgenos.

E inegavel que o fendmeno de resisténcia aos carrapatos esteja intimamente
relacionado a mecanismos imunoldgicos (REGITANO & PRAYAGA, 2010). Infelizmente,
porém, estes mecanismos sdo complexos € nao foram, até o momento, completamente
elucidados. O conhecimento destes mecanismos tem o potencial de favorecer o
desenvolvimento de métodos de controle baseados na imunizag¢ao. Por outro lado, embora
os bovinos sejam capazes de desenvolver uma resposta imunoldgica apds exposicoes
sucessivas aos carrapatos (DOSSA et al. 1996), o desenvolvimento de vacinas de alta
eficiéncia ainda ndo foi bem sucedido (BROSSARD; WIKEL 2004), em parte devido ao
desconhecimento dos mecanismos imunologicos da resposta a infestacdo e também

devido a complexidade antigénica do carrapato.

Uma das formas de se estudar a resposta imunoldgica € por meio do teste de ELISA
(do inglés “Enzyme Linked Immunoserobent Assay”, ou ensaio imunoadsorvente ligado a
enzima). ELISA é um teste que se destaca entre os métodos imunoldgicos desenvolvidos
para detectar e/ou estimar a concentragao de antigenos ou anticorpos em uma amostra
bioldgica por conferir maior especificidade e sensibilidade que a maioria dos demais testes
imunoldgicos (GAN; PATEL, 2013) e tem sido amplamente utilizado como ferramenta
diagnéstica tanto em medicina humana (GAN; PATEL, 2013) quanto veterinaria
(MADRUGA et al., 2001).

Para estudos da relagado parasito-hospedeiro (como carrapatos e bovinos), este
teste permite o acompanhamento do desenvolvimento da resposta imunolégica humoral
nos bovinos, comparativamente entre animais resistentes e susceptiveis, previamente
fenotipados como tais, o que, no futuro podera contribuir para a elucidagao de mecanismos

imunoldgicos envolvidos na resisténcia genética dos bovinos ao carrapato.



Para que um teste de ELISA seja realizado €& necessario que seja feita uma
padronizagdo minuciosa, que possibilita a escolha das concentragbes 6timas de antigeno e
soro teste a serem usadas. Neste trabalho, foi realizada a padronizacdo de testes de
ELISA indiretos para detecgdo de IgG total, IgG1 e IgG2 contra antigenos de larvas,
glandulas salivares e intestino de R. (B.) microplus. I1gG total € composta por trés
subclasses: 1gG1, 1gG2 e 1gG3. IgG1 corresponde a 50% da IgG sérica total e € a
imunoglobulina predominante no leite de vaca (cerca de 90%) (NASH et al., 1990; TIZARD
et al., 2013). E importante estudar a resposta imunoldgica contra as subclasses de
imunoglobulinas, pois estas podem ter fungdes distintas na resposta imunoldgica. Tanto
IlgG1 quanto 1gG2 bovinas inibem a atividade mitogénica estimulada pelo mitogeno PWM,
mas so IgG1 inibe a secre¢cdo de anticorpos por células B humanas (NASH et al., 1990).
Ambas as subclasses fixam complemento de bovino, mas apenas IgG1 fixa complemento
de cobaios. IgG2 é precipitante, enquanto IgG1, ndo o é. Apenas IgG2 causa fagocitose e
aderéncia de eritrécitos equinos por neutrofilos e mondcitos periféricos de bovinos
(McGUIRE et al., 1979). IL-4 bovina induz a preferencialmente a producao de IgG1 e IgE,
enquanto IFN-y induz preferencialmente a produgéo de IgG2 (ESTES et al., 1994; ESTES
et al., 1995).

O objetivo deste trabalho foi padronizar novos testes de ELISA para avaliar a
imunidade humoral ao Rhipicephalus microplus, pela mensuracdo de IgG total, e das
subclasses IgG1 e IgG2 produzidos contra antigenos de larvas, glandulas salivares e

intestino de R. (B.) microplus no soro de bovinos.

MATERIAL E METODOS

Producao de antigeno

Obtencao dos carrapatos

Bovinos da raga holandesa foram infestados artificialmente com linhagens de
carrapato livres dos agentes de TPB. Fémeas ingurgitadas de R. (B.) microplus foram
coletadas destes animais doadores, para obtencdo de larvas. Glandulas salivares e

intestinos foram obtidos a partir de partendginas.

Extrato de larvas ndo alimentadas (EL)




Fémeas de carrapato foram coletadas e mantidas a 28 °C com umidade relativa de
70-80% (BOD) para oviposigao. Sete dias apds a eclos&o as larvas foram mantidas por 10
minutos a -20 °C para anestesiar as larvas. As larvas foram adicionados 500 pL de solugdo
salina tamponada (PBS, do inglés phosphate buffer saline) e estas foram trituradas em
gral/pistilo. Ao macerado foram adicionados 2,5 mL de PBS e o material foi sonicado trés
vezes por um minuto, com intervalo de um minuto, a 40% da frequéncia maxima do
sonicador, sobre gelo. O material foi centrifugado (14.000 g/30 min.). O sobrenedante

constitui o extrato de larva e foi estocado a -20 °C.
Extrato de glandulas salivares (EGS

Fémeas de carrapato menores que 4 mm, alimentadas em bovinos foram coletadas
para a dissecacdo e extragcdo das glandulas salivares com auxilio de microscépio
estereoscopico. Apds extracdo estas foram colocadas em tampao contendo inibidor de
protease (30 glandulas em 500 ul de tampéao) e imediatamente congeladas a -20 °C.
Posteriormente, as glandulas foram descongeladas e misturadas por pipetagem, por 30
vezes, para destruir o tecido glandular. O conteudo foi transferido para um tubo maior e
sonicado trés vezes por um minuto, com intervalo de um minuto, a 40% da frequéncia
maxima do sonicador, sobre gelo. O material foi centrifugado (14.000 g/30 min.). O
sobrenadante constitui o extrato hidrossoluvel de glandulas salivares e foi estocado a -20
°C.

Extrato de intestino (El

Fémeas de carrapato menores que 4 mm, alimentadas em bovinos foram coletadas
para a dissecacao e extracao dos intestinos sob lupa. Cada 20 intestinos extraidos foram
colocados em 500 uL de tamp&o contendo inibidor de protease e congelados a -20 °C. No
momento da confecgdo do extrato, os intestinos foram descongelados e misturados por
pipetagem, por 30 vezes, para destruir o tecido intestinal. O conteudo foi transferido para
um tubo maior e sonicado trés vezes por um minuto, com intervalo de um minuto, a 40%
da frequéncia maxima do sonicador, sobre gelo. O material foi centrifugado (14.000 g/30

min.). O sobrenadante constitui o extrato hidrossoluvel de intestino e foi estocado a -20 °C.

Quantificagédo de proteina

A quantificagdo do conteudo proteico dos extratos foi realizada por colorimetria com
o kit DC Protein Assay (BIO-RAD), que ¢é similar ao ensaio Lowry (LOWRY et al. 1951).



SORO

Ensaio imunoadsorvente ligado a enzima (ELISA, do inglés “Enzyme Linked

Immunoserobent Assay”)

Apds a confecgcdo dos extratos passou-se a etapa da padronizagdo do teste de
ELISA propriamente dito. Para cada extrato (EL, EGS ou EIl) a padronizagdo foi
independente, e foram utilizadas duas placas, uma controle negativo (pool de soros pré-
imune) e outra controle positivo (pool de soros de bovinos coletados apds sucessivas
infestacbes artificiais com carrapato). Nas placas, os ensaios foram feitos por titulagdo

cruzada, com diluicbes seriadas, tanto do antigeno, quanto do soro teste (Figura 1).

Alguns parametros foram os mesmos em todos os testes: a diluigdo seriada do
antigeno foi realizada em tampao carbonato-bicarbonato; As placas foram incubadas por 1
h a 37 °C; na sequéncia foi realizado o bloqueio com PBS acrescido de 0,05% de
polisorbato 20 (PBS-T) e 5% de leite desnatado 5%, por uma hora a 37 °C; Foi realizada a
incubacado com o soro teste, em diluicao seriada por 1 h a 37 °C; As pastilhas de revelador
foram diluidas conforme instrugdo do fabricante (SigmaFast OPD®) e a solugao de
revelacdo foi incubada nas placas por 15 minutos; A reacao foi parada com H.SO, 3M; A
leitura das amostras foi realizada em leitor de microplacas a 492 nm; Entre cada uma das
etapas as placas foram lavadas quatro vezes com PBS-T; Os resultados de absorbancia
foram utilizados para a confecgdo de graficos que permitiram a escolha da melhor
concentragéo de antigeno e anticorpo a serem utilizados. Para cada um dos extratos foram

padronizados testes para deteccao de IgG total, IgG1 e IgG2 bovinos.
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Figura 1. (A) Esquema da placa de 96 pocos mostrando como foi feita a titulagdo cruzada,
sendo que, para cada antigeno a ser padronizado foram feitas duas placas, uma para o
soro controle positivo outra para o soro controle negativo. (B) Placa de 96 pocos utilizada
na padronizacao do teste de ELISA, no momento pés-leitura.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A caracterizagao da resposta imunoldgica em animais susceptiveis e resistentes ao
carrapato podera, no futuro, contribuir na identificacido de diferencas nesta resposta, que
possam explicar a variagdo na susceptibilidade ao carrapato ou, ainda, auxiliar na
identificacdo de antigenos mais importantes na protecdo contra a infestagdo, para o

desenvolvimento de novas vacinas.

Existem diferentes metodologias que permitem a caracterizacdo da resposta
imunoldgica, dentre estas metodologias o ELISA apresenta uma série de vantagens. E um
teste relativamente simples, cujo equipamento especifico para leitura é facilmente
disponivel, € rapido, sensivel, os reagentes sao faceis de serem adquiridos e de baixo
custo, com boa aceitabilidade, e é faciimente padronizavel (CROWTHER, 2000; FAIR,
2007).

Entretanto, para que o teste de ELISA possa ser aplicado ao objetivo de caracterizar
a resposta imunolégica ao carrapato, este precisa ser previamente padronizado. No
presente trabalho a padronizagao foi feita por titulagdo cruzada (Figura 1), de acordo com o
proposto por CROWHTER, 2000. A padronizagao por titulacdo cruzada (checkerboard ou
chessboard em inglés) tem sido amplamente utilizada na padronizagcdo da técnica de
ELISA (WINDISCH; HESS, 2009; KOLIARAKI et al., 2009; Perera; Murray, 2009;
Berrizbeitia et al., 2012). Este € um método facil e pratico de padronizagao e apresenta a
vantagem de permitir multiplas combinag¢des de diferentes diluicbes de antigeno e soro

teste (anticorpo), no caso da padronizagédo do ELISA indireto.

Neste trabalho, foram padronizados nove testes de ELISA indireto: para deteccao de
IgG total, 1IgG1 e IgG2 bovinas produzidas contra antigenos de larva, glandula salivar e
intestino de carrapatos. A padronizacdo de testes para diferentes subtipos de
imunoglobulina é importante, pois estes apresentam fungdes diferenciadas e sua produgao
é influenciada por diferentes citocinas. Exemplificando, IgG total é composta por trés
subclasses: 1gG1, 1gG2 e IgG3 (NASH et al., 1990; TIZARD et al., 2013). S6 1gG1 inibe a

secrecao de anticorpos por células B humanas (NASH et al., 1990). Apenas IgG1 fixa



complemento de cobaios. IgG2 é precipitante, enquanto IgG1, ndo o é. Apenas IgG2 causa
fagocitose e aderéncia de eritrocitos equinos por neutréfilos e monécitos periféricos de
bovinos (McGUIRE et al., 1979). Enquanto que IL-4 bovina induz a preferencialmente a
producédo de IgG1 e IgE, IFN-y induz preferencialmente a producao de IgG2 (ESTES et al.,
1994; ESTES et al., 1995; ESTES; BROWN, 2002).

Neste trabalho, para a escolha das concentragdes ideais de antigeno e soro teste a
serem utilizadas, os antigenos (EL, EGS ou EIl) foram diluidos na base dois, partindo de
uma concentragao inicial de 1,5 mg/mL, em 11 diluicdes seriadas. Ja os soros foram
diluidos, também na base dois, mas em 7 dilui¢des seriadas, conforme demonstrado na

figura 1.

As dilui¢cdes iniciais e finais tanto dos extratos (antigeno) quanto do soro teste sao

apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1. Diluigdes iniciais e finais do extrato (antigeno) e soro teste (anticorpo) usadas na
titulagdo cruzada para escolher as concentragdes de uso. Como antigeno foram
usados extratos de larvas (EL), glandula salivar (EGS) ou intestino (El) de
carrapatos. Como soro teste foram usados soros controle negativo (animais
naive) e controle positivo (animais sabidamente expostos a infestagcdo por

carrapatos).

Subtipo de Extrato (antigeno) Soro teste
a”gzct’ézfag Jer Extrato Diluicdo inicial  Diluicdo final  Diluicdo inicial  Diluicao final
IgG total EL 125 1725600 1/50 1/3200

EGS 1/50 1/51200 1/50 1/3200
El 1/25 1/25600 1/50 1/3200
IgG1 EL 1125 1/12800 1125 1/800
EGS 1/50 1/51200 1/50 1/3200
El 1125 1/12800 1125 1/800
I9G2 EL 1125 112800 1125 1/800
EGS 1125 1/12800 1125 1/800
El 1125 1/12800 1125 1/800

Para a escolha da diluicdo ideal tanto de antigeno quanto de soro teste a ser
utilizada, os resultados das leituras de absorbancia das placas sédo transformados em um
grafico, o qual é usado para definir as concentragdes ideais. Também é confeccionada uma
tabela com as razdes entre as absorbancias nos soros positivos/negativos, pois, no ponto
ideal, a diferenca entre a absorbancia lida no controle positivo e no controle negativo deve
permitir a distincdo de ambos. A figura 2 representa um exemplo destes graficos. Neste

caso foram usados como antigeno extrato de larvas e, como anticorpo de detecgao, anti-



Absorbancia

IgG total. No eixo x constam cada uma das diluigdes do extrato de larvas (antigeno) e no
eixo y as absorbéncias lidas. As concentragdes escolhidas foram 1/200, tanto do extrato de
larvas, quanto do soro teste, uma vez que, ao olhar para a curva que representa a diluicao
1/200 do soro, é possivel notar que a diluigdo 1/200 do antigeno encontra-se dentro do
platd de absorbancia. Na escolha das diluicdes ideais tenta-se optar pelas maiores
diluigdes (ou menores concentragdes) que oferegam um teste com qualidade. Desta forma
evita-se o desperdicio de material, assegurando-se a qualidade do teste. Ao escolher uma
concentragcdo de antigeno dentro do platd da curva assegura-se que todos os sitios da
placa estejam recobertos com antigeno. Outro dado utilizado é a razdo entre as
absorbéancias lidas na placa positiva/placa negativa (Tabela 2). Neste caso, no ponto
escolhido a razédo € de 1,84, ou seja, a absorbancia lida no controle positivo € quase o
dobro da lida no controle negativo, assegurando a distingdo entre um e outro. Apesar do
exemplo mostrar a curva de absorbancia apenas para EL revelado com anti-IgG total, o
mesmo raciocinio foi usado para a escolha de cada uma das concentra¢des de uso. Estas

concentracdes estao apresentadas na Tabela 3.

B
Lo Soro positivo Soro negativo
, 1,60 - Diluicdo
1,40 1,40 - do soro
teste
1,20 1,20 A
e 1 /50
1,00 S 1,00 |
£ == 1/100
0,80 2 0,80
5 e 1/ 200
0,60 2 0,60 - —~—1/400
0,40 0,40 - i 1/800
0,20 0,20 - —d === 1/1600
1/3200
O,EIJ D:w T T T T T T T T T

Diluigdo do extrato (antigeno)
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$ & DQC) @0 o
WA AT AT T

Diluigdo do extrato (antigeno)

O
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Figura 2. Titulagdo cruzada soro versus extrato de larvas. Anti-IgG total bovino usado como
anticorpo de detecgado. (A) Soro controle positivo; (B) Soro controle negativo.



Tabela 2. Razao entre absorbancias do soro controle positivo/soro controle negativo para
titulacao cruzada soro versus extrato de larvas

Diluicao do extrato de larvas (antigeno)

12 1/5 110 120 1/40 1/80 1/16 1/32 1/64 1/128 1256
5 0 0 0 0 0O 00 00 00 00 00
1/50 1217 lé5 1,71 1,45 1,55 1,58 1,43 1,35 1,19 1,12 1,07 150
1/;0 159 1é7 166 1,68 1,56 1,63 1,43 1,36 1,18 1,08 1,02 oés
/20 | 21 19 194 9384 1,70 1,62 1,48 1,25 1,16 1,02 1,07 92
o 0 0 2 8
o
2 140 | 22 20 544 190 1,78 1,70 150 1,37 1,14 1,02 104 %2
s o 2 6 9
o
g 1’30 2(')0 251 1,03 1,93 1,75 1,68 1,49 1,35 1,00 1,03 0,99 058
8 1116 | 1,6 1,7 0,8
;e e L7 177 18 173 160 1,3 127 113 108 100 %
132 | 1,4 13 0,8
321 L4 13 126 131 133 121 108 094 08 092 08 O
0 °i6 0i7 070 0,69 056 064 0,70 067 074 076 0,63 oés

Tabela 3. Concentragdes escolhidas de extrato (antigeno) e soro teste para cada um dos
nove testes de ELISA padronizados.

Subtipo de Diluicdo escolhida
ang(;?ép;?agoser Extrato Extrato (antigeno) Soro teste Conjugado
IgG total EL 1/200 1/200
EGS 1/100 1/200 1/10000
El 1/800 1/100
IgG1 EL 1/25 1/50
EGS 1/100 1/200 1/20000
El 1/25 1/50
IgG2 EL 1/50 1/50
EGS 1/100 1/50 1/10000
El 1/12,5 1/100
CONCLUSAO

Os testes de ELISA padronizados mostraram-se factiveis e de facil execucao,
permitindo futuras avaliacbes de desenvolvimento e caracterizacao de resposta imune ao
carrapato, em bovinos de diferentes racas e em individuos com diferentes graus de

suscetibilidade ao carrapato.
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