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Padronizacao de ensaio imunoadsorvente ligado a
enzima (ELISA) para deteccao de IgG contra
proteina recombinante composta por porcdes

antigénicas de proteinas de Anaplasma marginale e
de Babesia bovis
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O ensaio imunoadsorvente ligado a enzima, ELISA, é um teste que se destaca
entre os métodos imunolégicos desenvolvidos para detectar/quantificar a
concentracdo de antigenos ou anticorpos em uma amostra. Dentre outras
aplicacdes, este teste pode ser padronizado para deteccdo de anticorpos
produzidos em resposta a antigenos vacinais. O objetivo deste trabalho foi
padronizar um novo teste de ELISA, para avaliar a imunidade humoral, pela
mensuracdo de IgG no soro de bovinos injetados com uma proteina
recombinante, cuja sequéncia foi previamente selecionada a partir da analise
de genes presentes em A. marginale e B. bovis. Esta padronizacao foi realizada
no CPPSul. As placas foram inicialmente adsorvidas a mesma proteina usada
na imunizacdo dos animais. Foram feitas duas placas, uma controle negativo
(soros pré-imune) e outra controle positivo (soros coletados 30 dias apés a 3°
dose da injecdo da proteina). Foram feitas diluicOes seriadas, na base dois,
tanto do antigeno (1/100 a 1/102.400), quanto do soro teste (1/50 a
1/3.200), por titulacdo cruzada. A diluicdo do antigeno foi fixada em 1/200,
por ser uma diluicdo dentro do platé da curva de absorbancia. Na sequéncia foi
feita titulacdo cruzada do soro teste (1/50 a 1/51.200) versus anticorpo
conjugado (1/2.500 a 1/160.000). Com base nas curvas de absorbéancia e na
razao entre absorbancia no soro positivo/ - negativo, as concentracdes de soro
e conjugado foram fixadas, respectivamente em 1/400 e 1/10.000. O método
padronizado mostrou-se factivel e de facil execucdo permitindo anélises de
amostras individuais nos testes de vacinagdo com esta proteina recombinante.
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