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APRESENTAGAO

O teste ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) é uma metodologia

imunolégica amplamente usada para o diagndstico de doengas infecto-parasitarias.
Essa abordagem é baseada na interacdo especifica entre antigeno e anticorpo,
encontrando aplicacdo em diversos campos, como diagndstico médico, pesquisa
biologica e controle de qualidade na industria farmacéutica. O ELISA possui
diferentes tipos, tais como: direto, indireto, sanduiche e competitivo. O ELISA direto,
por exemplo, se baseia em um anticorpo especifico que é diretamente ligado a uma
enzima, enquanto no indireto, é usado um anticorpo secundario ligado a enzima, em
geral chamada de peroxidase. No formato sanduiche, dois anticorpos distintos sao
utilizados para capturar o antigeno.

Essa técnica se torna importante uma vez da sua alta sensibilidade,
especificidade e capacidade de analisas varias amostras simultaneamente. No
entanto, ela apresenta algumas desvantagens, como o custo elevado de reagentes
especificos, a necessidade de um técnico altamente treinado e a possibilidade de
resultados falsos positivos e negativos. O ELISA é uma ferramenta essencial na
pesquisa cientifica, principalmente no diagnostico de doencas infecto-parasitarias.
Neste e-book iremos apresentar conceitos, exemplificar os tipos de ELISA e mostrar

protocolos para a realizacdo de um ELISA de forma pratica, eficiente e que gere

resultados coesos.
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1. INTRODUGAO AO ELISA

O ELISA (do inglés Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) é uma técnica imunoldgica
empregada para identificar a presenca de: proteinas, anticorpos, hormonios e outras moléculas
em uma determinada amostra e fundamenta-se na interacao altamente especifica e sensivel
entre antigeno e anticorpo. No inicio dos anos 70, os cientistas Engvall e Perlmann foram os
responsaveis pelo estabelecimento da técnica, e desde entdo, essa metodologia tem sido
amplamente utilizada em diagndsticos clinicos e pesquisas cientificas (Engvall & Perlmann
1971; Aydin et al. 2015; Hayrapetyan et al. 2023).

A base fundamental do ELISA é detectar moléculas podendo ser antigenos ou anticorpos
por meio de reagdes enzimaticas. A analise é normalmente conduzida em uma placa de
microtitulacdo com revestimento de antigenos especificos que se conectam ao anticorpos de
interesse através dos seguintes passos: Sensibilizacao da placa com o antigeno, Bloqueio dos
espacos ndo preenchidos por proteinas ndo reativas como albumina ou caseina provinda do
leite, lavagem com PBS + Tween 20 para retirada do excesso do bloqueio, incuba¢do do soro
contendo o anticorpo (caso este soro for de um paciente positivo para a doenca a ser pesquisada
tera o anticorpo contra o antigeno, caso contrario ndo tera anticorpos que se ligarao ao antigeno
de interesse e consequentemente a reagao de revelacdo ndo acenderd), lavagem com PBS +
Tween 20 mais uma vez, incubacdao do anticorpo secundario ligado a uma enzima (ex.:
peroxidase, ou fosfatase alcalina), lavagem com PBS + Tween 20 mais uma vez, e por fim
incubagdo com o substrato (OPD + H202 30% + Solugdo Citrato) (Figura 1). A depender da
enzima ligada ao anticorpo secundario e ao substrato a reagdo final tera cor verde, laranja ou
azul. De maneira geral, o ELISA pode ser categorizado em quatro formatos principais: ELISA

direto, ELISA indireto, ELISA sanduiche e ELISA competitivo.
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Figura 1 - Representacio esquematica de ELISA utilizando soro de paciente para pesquisa de anticorpos para
uma determinada doenga
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2. ELISA DIRETO

0 ELISA direto é a forma mais pratica do ELISA e tem como objetivo verificar a presenga
ou até mesmo a dosagem de anticorpo, permitindo reconhecer se o individuo ou animal foi
exposto a um determinado patégeno (virus, bactéria, parasita). Nesse ensaio, componentes
antigénicos oriundos do soro sdo imobilizados em Placa 96 Pocos de Poliestireno apropriada
para a reagdo de ELISA. A seguir é adicionado o anticorpo em cada poc¢o é adicionada para
reagir. Neste caso, o anticorpo primario direcionado para a pesquisa daquele determinado
antigeno ja é comprado comercialmente e ja vem ligado a uma enzima (esta enzima pode ser a
peroxidase ou a fosfatase alcalina), que vai permitir promove a reagao e mudanc¢a de cor ao
contato com o substrato (Lin el al. 2015a).

Durante a etapa seguinte, ocorre o reconhecimento do antigeno pelo anticorpo e, apds
procedimentos intermediarios, como incubacdo e lavagem, os componentes nao fixados sdo
removidos. Em seguida, a reacdo positiva é visualizada ao adicionar um substrato especifico da
enzima usada, causando uma mudanc¢a de cor na solucdo devido a catdlise enzimatica. A
intensidade da cor é estimada colorimetricamente e é proporcional a concentracdo do
anticorpo pesquisado, ou seja, quanto maior a quantidade de anticorpo pesquisado, maior a

coloragdo oriunda da reagao entre substrato e enzima ligada ao anticorpo (Figura 2).
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Figura 2 - Representac¢do esquematica de ELISA Direto.
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3. ELISAINDIRETO

No teste ELISA Indireto, o antigeno (oriundo da maceragao e quebra de moléculas do
patégeno) é adicionado a Placa 96 Pogos de Poliestireno apropriada para a rea¢do de ELISA.
Posteriormente é adicionado anticorpos ou soro do paciente (que pode conter o anticorpo de
interesse caso o soro contenha anticorpos direcionados para aquela doenga a ser pesquisado
(Kohi & Ascoli 2017; Tabatabaei et al. 2022). Apds isso é acrescentado um segundo anticorpo,
denominado anticorpo secundario (conjugado a uma enzima), o qual é especifico para o
anticorpo primario e que estd conjugado ou ligado a uma determinada enzima e, apés
procedimentos intermediarios, como incubacdo e lavagem, os componentes nao fixados sdo
removidos. Apds a realizacdo das lavagens, é adicionado o substrato, e a enzima gera o sinal de
deteccdo resultante da reacdo quimica: Enzima, Peréxido de Hidrogénio e Substrato (Figura 3).

O ELISA Indireto tem como vantagens: 1 - Versatilidade - pois um tnico anticorpo
primario pode ser usado para detectar diferentes antigenos. Isso é util quando se deseja
investigar a presenca de varias substancias em uma Unica amostra; 2 - Sensibilidade: O ELISA
indireto é geralmente mais sensivel do que o ELISA direto, pois permite a detec¢do de multiplos
anticorpos secunddrios ligados a um unico anticorpo primario. Isso amplifica o sinal de
detecc¢do, tornando-o util quando se trabalha com amostras que contém baixas concentragdes

de antigeno (Lin et al. 2015b; Tabayabaei et al. 2022).
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Figura 3 - Representac¢io esquematica de ELISA Indireto.
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4. ELISA SANDUICHE

Substrato

Atécnica ELISA Sanduiche é largamente utilizada para detectar antigenos especificos em
baixas concentracdes. Nesse método, sdo empregados dois anticorpos especificos diferentes:
um anticorpo de captura e um anticorpo detector. O anticorpo de captura é imobilizado na placa
e, em seguida, a amostra é adicionada. Caso o antigeno esteja presente, ocorrera a ligacdo com
o anticorpo de captura. Em sequéncia, é adicionado o anticorpo detector, o qual est4 ligado a
uma enzima, formando assim um complexo antigeno-anticorpo-anticorpo detector. Apos a
realizacdo das lavagens, é adicionado o substrato, e a enzima produz o sinal de deteccdo
(Hayrapetyan et al. 2023).

O ELISA Sanduiche tem como vantagens: a alta especificidade, pois utiliza dois
anticorpos diferentes que se ligam a epitopos diferentes do antigeno. Essa abordagem
"sanduiche" permite uma deteccdo mais especifica e menos suscetivel a interferéncias e
reatividade cruzada. Além disso, o ELISA sanduiche pode ser tido como frequentemente mais
sensivel do que o ELISA direto e o indireto. A combinacao de dois anticorpos de ligacdo ao
antigeno permite uma amplificacio do sinal, tornando-o particularmente util quando se

trabalha com amostras que contém baixas concentra¢des de antigeno (Figura 4).
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Figura 4 - Representacido esquematica de ELISA Sanduiche
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5. ELISA COMPETITIVO

No ELISA competitivo o antigeno é previamente incubado com um anticorpo especifico
marcado com uma enzima. Em seguida, a mistura antigeno-anticorpo é adicionada a placa
revestida com um anticorpo capturador. O antigeno marcado competira com o antigeno da
amostra pela ligacdo ao anticorpo capturador na superficie da placa. Quanto maior a
quantidade de antigeno na amostra, menor sera a quantidade de antigeno marcado que se ligara
ao anticorpo capturador. Apds a lavagem para remover o excesso de reagentes, a atividade
enzimatica é medida, sendo inversamente proporcional a quantidade de antigeno presente na
amostra. (Hayrapetyan et al. 2023)

Embora o ELISA competitivo seja menos comum do que outras formas de ELISA, ele
apresenta algumas vantagens especificas: 1 - Ampla aplicabilidade: O ELISA competitivo pode
ser usado para a deteccdo de antigenos pequenos e de baixa imunogenicidade, onde outros
formatos de ELISA podem ndo ser adequados; 2 - Sensibilidade: Devido ao principio de
competicdo, o ELISA competitivo pode ser altamente sensivel na deteccdo de antigenos

especificos (Figura 5).
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Figura 5 - Representacido esquematica de ELISA Competitivo
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6. VARIACOES DO ELISA

Diversas variacoes do ELISA foram criadas para atender diferentes exigéncias. Alguns
exemplos abrangem o ELISA de fase sélida, ELISA de ponto final, ELISA de doseamento, ELISA
de captura reversa, ELISA fluorescente, ELISA enzimdatico de imunoabsorcdo (EIA), entre
outras. Cada adaptacdo apresenta suas vantagens e desvantagens, sendo escolhida conforme o

proposito do ensaio e os recursos disponiveis (Hayrapetyan et al. 2023).

7. APLICACOES DO ELISA

O teste ELISA possui uma extensa variedade de aplicacdes em diversas areas,
abrangendo o diagnéstico médico (por exemplo, deteccao de infecgdes virais, auto-imunidade
e marcadores tumorais), pesquisa biomédica (como estudos de imunologia e biologia
molecular) e o controle de qualidade na industria farmacéutica.

O teste ELISA é uma metodologia imunolégica de grande importancia, versatil e que se
tornou indispensavel tanto na pesquisa cientifica quanto no diagnéstico clinico. A continua
evolugdo e aprimoramento dessa técnica tém expandido ainda mais suas aplicacoes e
aprimorado sua sensibilidade e especificidade. Embora apresente algumas limitacdes, os
beneficios e a relevancia do ELISA superam suas desvantagens, posicionando-o como uma das
principais abordagens analiticas em laboratérios em todo o mundo.

Como ja dito anteriormente, o principio do funcionamento do ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay) é baseado na interac¢do especifica entre antigenos e anticorpos, que sao

componentes fundamentais do sistema imunoldgico. O teste ELISA é realizado em uma placa de
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microtitulacdo, onde anticorpos especificos sdo fixados nas paredes da placa, criando um
"revestimento” para capturar os antigenos de interesse.

A quantidade do produto formado esta diretamente relacionada a quantidade de
antigeno presente na amostra original, permitindo a quantificacdo do antigeno e sua deteccdo
em diferentes concentragdes em um leitor chamado de espectrofotdémetro, como ilustrado na
Figura 6. Dessa forma, em pog¢os onde houve maior interacdo entre antigeno-anticorpo
primario e consequentemente o anticorpo secundario, maior havera a quebra de peréxido de
hidrogénio (por conta da enzima peroxidase ligada ao anticorpo secundario), liberando O- que
se reagira ao substrato no caso abaixo representado pelo OPD, e consequentemente havera

maior valor de Absorvancia.

Figura 6 — Representacdo esquematica do principio de quantificagdo do ELISA em espectrofotémetro

14 -
12
1.0
08
06
0.4

Absorvincia 450nm

0.2
0.0

Sloccys I‘\

0 25 5 75 10

Quantidade de proteina {ug)

I\ )L" - i ’
7\

8.  ANALISES DOS RESULTADOS — UTILIZANDO O CUT-OFF E O iNDICE
DE REATIVIDADE

O ponto de corte, também conhecido como cut-off, é um valor limite empregado em
exames diagnosticos, como o ELISA, para determinar se um resultado é positivo ou negativo.
Esse valor é estabelecido com base em estudos prévios, buscando maximizar a sensibilidade e
especificidade do teste. No ELISA, o cut-off é calculado utilizando as leituras de amostras dos

soros sabidamente negativos incluidos no ensaio. Denomina-se de amostras de soros negativas
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aquelas que previamente ja foram testadas e sao oriundas de pacientes que nao foram expostos
a determinado patégeno.

A média das leituras dos controles negativos mais trés vezes o desvio padrao é utilizada
para determinar cut-off. Ao testar uma determinada amostra no ELISA, sua leitura é comparada
com o cut-off. Se aleitura da amostra for maior que o cut-off, o resultado é considerado positivo,
indicando a presenca do anticorpo para aquele patégeno ou parasita de interesse. Caso a leitura
seja menor ou igual ao cut-off, o resultado é considerado negativo, sinalizando a auséncia do
anticorpo para aquele patogeno ou parasita de interesse naquela amostra.

O cut-off é fundamental para a interpretacdo dos resultados dos testes diagndsticos,
ajudando a distinguir entre verdadeiros positivos e falsos positivos, bem como verdadeiros
negativos e falsos negativos. A correta definicdo do ponto de corte é essencial para garantir a
precisdo e confiabilidade dos resultados dos testes. Para calcular o O cut-off pode-se utilizar a
seguinte formula: Média dos Valores das leituras de absorvancia dos soros negativos + 3
vezes o desvio padrao dessas amostras negativas.

Jao Indice de Reatividade, também conhecido como Indice de Positividade é um valor
calculado a partir dos resultados obtidos do teste ELISA, com o objetivo de quantificar a
reatividade de uma amostra em relagao a um determinado antigeno ou marcador.

O Indice de Reatividade funciona como um calibrador e agente confirmatério
verificando se aquela determinada amostra é positiva ou ndo. O Indice de Reatividade é
calculado dividindo a leitura da amostra pelo valor de cut-off (ponto de corte). Se o Indice de
Reatividade for maior que 1, significa que a amostra em questdo é positiva. Se o Indice de
Reatividade for menor que 1 indica que a presente amostra é negativa. Quando o Indice de
Reatividade for igual a 1 ou bem préoximo de 1 cabe refazer o teste visto que o soro do dado
paciente pode estar saindo da janela imunolégica e o nivel de anticorpo ainda nao ser suficiente
ao ponto de ultrapassar esse valor de 1 ou ser bem superior ao nivel do cut-off.

0 Indice de Reatividade auxilia na interpretagio dos resultados, fornecendo uma medida
quantitativa da resposta do sistema imunoldgico a presenga do anticorpo gerado pela presenga
do patogeno. Além disso, facilita a comparacdo de resultados entre diferentes amostras e
experimentos, complementando o valor de referéncia que é o cut-off. A seguir a representacao

matematica simplificada da defini¢io de Cut-off e Indice de Reatividade (Figura 7).

16

ELISA: DEFINICAO, VARIAGOES E PROTOCOLOS PRATICOS



Figura 7 - Representagio esquematica da defini¢do de Cut-off e Indice de Reatividade

IR: Indice de
Reatividade

Média dos Valores das
leituras de absorvancia dos
soros negativos + 3 vezes o

desvio padrdo dessas
amostras negativas

Divisdo do valor da média
dos valores de absorvancia
da amostra pesquisada
pelo cut-off

A seguir exemplos praticos e comentarios de como se calcular o cut-off e o Indice de
reatividade. A seguir na tabela 1 temos os valores das amostras da absorvancia de amostras de
soros negativos. Sabendo que o cut-off é a Média dos Valores das leituras de absorvancia dos
soros negativos + 3 vezes o desvio padrao dessas amostras negativas, ao realizarmos o calculo

dessas amostras temos como cut-off = 0,059.

Tabela 1 - Representacdo dos Valores das leituras de absorvancia dos soros negativos

Média dos Negativos + 3X Desvio Padrdo

Poco Al 0,036
Poco A2 0,021
Poco Bl 0,043
Poco B2 0,032
PocoCl 0,039
Poco C2 0,038
Poco D1 0,041
Poco D2 0,035
PocoEl 0,023
Poco E2 0,023
PocoFl 0,015
PocoF2 0,021
Media 0,031
Desvio Padrao 0,009

Na presente tabela 2 temos as leituras de dez amostras como exemplo. Considerando

que o cut-off das amostras de soros negativos é 0,059 ja calculado anteriormente, podemos
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verificar que as amostras 1, 3, 4, 5 e 10 sdo positivas (em destaque de amarelo) uma vez que as

médias das leituras das absorbancias destas amostras sdo maiores que o cut-off = 0,059.

Tabela 2 - Representac¢io dos Valores das leituras de absorvancia de amostras de soros de pacientes

Amostras Leitural Leitura2 Média das Leituras

1

W 0O N b WN

[
o

0,195
0,047
0,126
0,119
0,071

0,05
0,037
0,058

0,06
0,095

| 4
0,1
| 4
0,044
0,137
0,095
0,082
0,054~
0,038
0,045
0,054~
0,104~

0,148
0,046
0,132
0,107
0,077
0,052
0,038
0,052
0,057
0,100

Ainda utilizando o presente exemplo anterior e a definicao de indice de Reatividade, que

¢é a divisdo do valor da média dos valores de absorvancia da amostra pesquisada pelo cut-off, na

presente tabela temos as leituras de dez amostras como exemplo (Tabela 3). Considerando que

o cut-off das amostras de soros negativos é 0,059 e dividindo o valor da média dos valores de

absorvancia de cada amostra confirmamos as amostras 1, 3, 4, 5 e 10 mais uma vez como

positivas.

Tabela 3 - Representacdo dos Valores das leituras de absorvancia de amostras de soros de pacientes com a

inclusdo do Indice de Reatividade calculado

Leitura2 Média das Leituras indice de Reatividade

Amostras |eitural

1

W o N s WwN

[y
o

0,195
0,047
0,126
0,119
0,071

0,05
0,037
0,058

0,06
0,095

r
0,1
| 4
0,044
0,137
0,095~
0,082
0,054~
0,038~
0,045~
0,054~
0,104~

0,148
0,046
0,132
0,107
0,077
0,052
0,038
0,052
0,057
0,100

2,50
0,77
2,23
1,81
1,30
0,88
0,64
0,87
0,97
1,69
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9.

A SEGUIR A DESCRICAO DE PROTOCOLOS PRATICOS PARA A

REALIZAGAO DE UM ELISA:

PREPARO DE ANTIGENO DE Leishmania PARA ELISA (ULTRA-SOM)

01.

02.

03.

04.

Uma cultura de promastigotas de Leishmania infantum em fase estaciondria da curva
de crescimento sera submetida a contagem de células. Para isso 100 pL dessa cultura
sera retirada para diluir em 900 pL de isoton (10,5 g de acido citrico, 7 g de cloreto de
sédio, 15 mL de formol P.A 40 % em 1 L de agua destilada). Ap6s contagem devera ser
pego um volume da cultura cujo nimero de células no microtubo sera final de 1x108

células.

As promastigotas serdo lavadas duas vezes por centrifugacdao (3000g/42C/10min)
com 200 pL de tampdo PBS pH 7,4 gelado. Apds a ultima lavagem o sedimento de
células sera ressuspendido num volume de 1000 pL de tampdo PBS. A concentragdo de

células nessa suspensao sera final de 1x108 células/mL;

Tomar uma preparagdo de aproximadamente de 1x108 promastigotas suspensos em 2
ml de PBS pH 7,2 em tubo Falcon. Sonicar a 20 hertz (em banho de gelo) 5a 7 vezes
durante 45 segundos (Ultrasonic Homogeneizer - 4710; Coler-Palmer Instrument Co.
ou outro aparelho similar). Acompanhar o rompimento dos parasitas em microscopio

entre lamina e laminula.

Dosar a concentragao de proteinas pelo método de Lowry ou pelo método de bradford.

Dosagem de proteina (Método de Lowry)

Solugées:

Tartarato de Sddio e Potassio 4% em H»O (manter a -20C)

Sulfato de Cobre 2% em H0

NapCO3 - Carbonato de Sédio 3% em NaOH 0,1N

Reagente Fenol (Folin) (manter em geladeira e protegido da luz)

1- Reagente de Cobre:

Tartarato de Na e K 0,1ml
Sulfato de Cobre 0,1ml
NazCO3 4,8ml
Total 5,0ml

**Preparar no momento de uso. O Tartarato de Na e K deve ser descongelado no momento do uso. Usar 1ml por

tubo.
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2- Reagente de Fenol (Folin):

Reagente de Folin deve ser diluido 1:3 em H- 0 no momento do uso. Usar 0,1ml por tubo.

R Reagente
eagente i
H,0 Volume | Agitar & Agitar Fenol Agitar
Tubo | Amostra de Imediatamen-
Destilada | Amostra | Vortex Vortex 1:3 em
cobre te
Ho0
1 100pl - 1ml Imediata- 100pl leitura apos
Branco
mente
2 Padrao 90ul 10pl 1ml 100p1
1mg/ml
3 Amostra 90ul 10ul 1 ml Repouso 100ul 10 minutos
(Bruta)
4 Amostra 90ul 10pl 1ml 10 100pl
(diluida1l minutos
:2)
5 *Amostra 9opl 10pl 1ml 100pl
(diluidal
:5)
6 *Amostra 9opl 10pl 1ml 100pl
(diluidal
:10)

* Dilua a sua amostra em H2O destilada em outro tubo.

Leituraa 655 nm no espectrofotometro (ou leitor de microplacas - ELISA).
Exemplo de calculo da concentracio de proteina:
1. Com um unico valor do padrao:
Ex.: Amostra (X) .o 0,130 de absorb.
Padrao (1000pg/ml).....ocemeeereernnees 0,062
X=2097pg/ml
2. Com varios valores do padrao:
Regressao linear.
Obs.: O padrao deve ser preparado dissolvendo 1mg de albumina bovina (BSA) em 1ml

de H»O destilada [Padrao] = 1 mg/ml. Manter a -20°C. Se estiver muito concentrada, a amostra

analisada deve ser diluida e testada novamente.

10. ELISA

1. Sensibilizar a placa overnight (4°C) com 100ul/well do antigeno diluido (de acordo com
a concentracdo padronizada: 0,5 ug/well) em tampao apropriado (Coating buffer).

Validade + 1 semana.
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No dia do experimento:
2. Desprezar a solucdo do antigeno, lavar 2 vezes com solucao de lavagem e secar por
inversdo em papel absorvente (ou Perfex). Bloquear com PBS-Caseina 2% por 30
minutos a 37°C e logo em seguida lavar 2 vezes com solug¢do de lavagem, secar e colocar

0S S0ro)

3. Diluir o soro na diluicdo definida previamente em PBS-Tween 20 a 0,5% + CASEINA
0,25% (PBS-T/Caseina 0,25%). Usar 2 soros controle positivos e 6 soros controle
negativo para calcular o cut off.

Colocar 100ul das amostras de soro diluido/well. (esta dilui¢do podera ser feita no dia
anterior se conservada a 4°C, até a hora da distribui¢ao na placa).
Colocar 100pl de PBS-T/Caseina 0,25% (sem soro) em alguns pocgos. Estes serdo: o

Branco para zerar o aparelho. Incubar por 45 min. a 37°C.

Se for avaliar avidez de IgG, seguir para o item 4.
Se for realizar elisa indireto convencional, lavar por 2 X, secar em papel

absorvente e pular para item 05.

4. Avaliacao da avidez de IgG (lavagem adicional com Uréia 6M em PBS-T20-0,5%)
Preparo: 36,03g de Uréia em 100 mL de PBS-T20-0,5% (qsp) - (Para se dissolver a
uréia, usar PBS-T20-0,5% aquecido, adicionar a Uréia e agitar).
a) Lavar 1 vez com solucao de lavagem e secar por inversao em papel
absorvente
b) Adicionar 100ul/well de PBS-T/Caseina 0,25% nas colunas de 1 a 5 e
100ul/well de PBS-T/Caseina 0,25%/Uréia 6M nas colunas de 7 a 8, por 5
minutos com agitacao (em temperatura ambiente).
c) Descartar e lavar acrescentando 100ul de PBS-T/Caseina 0,25% em todas

as colunas trabalhadas (2 ciclos de 5 minutos cada) sob agitacao.
5. Adicionar 100ul/well do conjugado (anti IgG de Camundongo) diluido em PBS-

T/Caseina 0,25% conforme titulagdo prévia e deixar a 37°C por 45 min. Obs.: O

conjugado é marcado com peroxidase e especifico ao animal e imunoglobulina pesquisado.
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6. Desprezar e lavar 4 vezes com solu¢do de lavagem e secar por inversao.

7. Preparar a soluc¢do substrato-reveladora (feito na hora), 15 ml por placa.
Preparo do substrato: Para 1 placa: em 15 ml de solugdo de acido citrico (tampao)

adicionar 3mg de o-fenilenodiamino (OPD) e 3ul de H»02 (30 vol.) acrescentar na hora do uso

(sensivel a luz).
OBS.: 0 OPD E CANCERIGENO A INALACAO E AO CONTATO. Descartar todo material
usado com OPD em uma solugdo de NAOH 0,2% em dgua comum por no minimo 2 horas: o NAOH

neutraliza o OPD.

8. Colocar 100ul/well da solucdo de substrato por 20 minutos no escuro a 37°C. Ligar o

leitor de microploacas.

9. Interromper a reacao com 25ul/well de acido sulfurico 4N [Preparo da solugdo estoque

de HpSO4 /4N (+ 1L): 1/20 em H20 destilada.

(Para se diluir um acido sempre se coloca o acido sobre a agua) PARA 200 mL
COLOCA-SE 190 mL DE AGUA DESTILADA E 10 mL DE ACIDO SULFURICO - ESCORRENDO
LENTAMENTE NA PAREDE DA PROVETA).

10. Ler imediatamente ap6s interromper a reagdo com filtro de 490nm, limpando a placa

por baixo com papel embebido em alcool antes da leitura.

11. Cut off.

Usar 6 soros negativos em cada placa para calcular o Cut Off.

Cut off = (media da absorbancia dos 6 negativos) + 3DP.

Indice de Reatividade (IR) = Abs. Amostra/cut off.

IR<0,9 = Soro negativo. 0,9>IR<1,1 = Soro duvidoso/ indeterminado. IR>1,1 = Soro
Positivo.

Obs.: Pode ser congelados seguintes itens: Solucao de bloqueio, Solucio diluidora de
anticorpo (BSA ou caseina); Solugio de Acido Citrico , antigeno, solugio de ligagio (cut-buffing);
E as solugdes que se deve fazer a dilui¢io na hora e NAO devem ser congeladas: solucio de

antigeno, solucao do conjugado, e substratos (opd, perdxido de hidrogénio).
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12. Indice de Avidez de IgG

Calcular o Indice de Avidez (IA) de cada soro amostra com IR positivo: razdo do valor em

absorbancia com ureia pelo valor em absorbancia sem ureia X 100.

11. PROTOCOLOS PRATICOS DE REAGENTES DO ELISA

11.1. Preparo dos Reagentes do ELISA

e Coating Buffer (ou Solucao de Ligacdo de Antigeno/proteina) pH 9,6

NaCO3 1,59g 0,80g
NaHCO3 2,93g 1,47g
H2O0 destilada (qsp) 1,00 L 0,50 L

e C(Caseina

Aquecer 400ml de PBS pH 7,2 no microondas, (em becker de vidro de 1L). Acrescentar

20,0g de caseina sob agitacdo por 30 min. até dissolver toda a caseina. Completar o volume para

1 Litro (A caseina sé deve ser acrescentada ap6s o PBS estar aquecido).

e Solucao de Lavagem

NaCl 9g
Tween 20 0,5ml
H20 destilada(qsp) 1L
*Adicionar o Tween20 apds dissolver o NaCL
e Solucio de Acido Citrico (tampio substrato) pH 5,0
NapHPO4 7,19¢g 3,68
Ou

NaHPO4 .12 H20 18,0g 9,0g
Acido Citrico 5,19g 2,68
H2O0 destilada (qsp) 1L 0,5L
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