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Otimizacdo de um ELISA indireto para deteccdo de anticorpos séricos contra o virus da
Leucose Bovina.
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A Leucose Enzodtica Bovina (LEB) é uma enfermidade viral crénica causada pelo Virus da Leucose
Bovina (VLB), a qual acomete principalmente bovinos entre trés a oito anos de idade, determinando
uma doenca com carater neoplasico em linfonodos periféricos ou 6rgdos internos e com sinais
clinicos pouco definidos. Uma vez que o animal é infectado pelo virus, o mesmo se torna portador, ja
gue o VLB se integra ao genoma do hospedeiro. A Imunodifusdo em gel de a4gar (IDGA) é o método
padrdo para deteccdo de animais portadores, a qual € baseada na identificagdo de anticorpos
especificos contra os antigenos do VLB. Contudo o método apresenta algumas limitacbes em relacao
aos ensaios imunoenzimaticos, como o ELISA, tais como: menor sensibilidade e maior tempo para
execucdo da prova (até 72 h). Neste contexto, o presente trabalho tem como objetivo o
desenvolvimento e padronizacdo do método ELISA, a fim de detectar e quantificar os anticorpos
sericos contra o VLB. Para o teste de ELISA foram otimizadas variaveis como diluicbes de antigeno
(Ag) e do soro priméario (Ac) utilizando planejamento fatorial 2 em duplicata, com 2 variaveis (Ag e Ac)
em doze e quatro niveis de variacdo, respectivamente. Os niveis de variacdo para Ag foram diluicbes
de 1:10 a 1:20480; ja os niveis de variacdo utilizados para o Ac foram diluicbes de 1:5 a 1:40. Em
placas de 96 orificios com fundo plano foram adicionados, por orificio, 100 pL do antigeno diluido. O
antigeno, o VLB, foi obtido comercialmente (TECPAR) na forma liofilizada, ressuspendido, conforme
instrucbes do fabricante, e diluido em tampéo carbonato/bicarbonato, pH 9,6. As placas foram
incubadas a 4°C por 18-24 horas. ApOs a adsorcdo do antigeno, realizou-se cinco lavagens com
tampao fosfato, contendo 0,05% de Tween 20 (PBS-T), pH 7,4. O soro controle positivo (SCP) e soro
controle negativo (SCN) foram diluidos em PBS-T, adicionados em duplicata na placa e incubados
por 30 minutos a 37°C em camara umida. Depois de realizadas trés lavagens foi adicionado em cada
orificio 100 pL do soro contra IgG bovina conjugado com peroxidase, na diluicdo 1:10.000. Apos a
incubacdo em camara umida a 37°C por 30 minutos, a placa foi lavada, seguida de adi¢cdo de 100
pL/orificio do revelador (TMB), incubacdo por 10 minutos em temperatura ambiente e bloqueio da
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reacdo através do acréscimo de 50 pL de solucdo contendo &acido sulfarico. A densidade 6tica (OD)
foi lida em espectrofotometro com filtro de 450 nm. As diluicdes otimizadas foram determinadas a
partir do maior valor obtido da relacdo da OD do SCP/OD do SCN, as quais foram: diluicdo 1:320 do
antigeno e diluicdo 1:40 do soro. No processo de otimizacdo do ELISA, as variaveis podem sofrer
influéncia mutua e o valor ideal pode depender da interacdo entre estas variaveis, portanto este
procedimento inicial € primordial para o desenvolvimento do ELISA. Entretanto, ainda é necessaria a
validacdo do teste, para que se possa diferenciar animais soropositivos de animais soronegativos,
procedimento este que se encontra em fase de andamento no nosso laboratorio.
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