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Desenvolveu-se um ensaio de imunoadsor¢do enzimdtica (ELISA) indireto para deteccdo de
anticorpos da classe IgG anti-Anaplasma marginale em bovinos, baseando-se na interacao
antigeno, anticorpos e conjugado. Utilizou-se como controle positivo o soro de um bovino
inoculado experimentalmente com uma cepa pura de 4. marginale € como controles negativos os
soros de um bovino mantido em ambiente isolado, no Brasil e, de outros 13 animais importados do
Canada, provenientes de uma area livre de 4. marginale. Microplacas de poliestireno com 96
orificios foram usadas para avaliar a interacdo de quatro concentracdes de antigeno (2,0; 4,0; 8,0 e
16,0pug/mL) contra trés diluigdes de anticorpos (1:500; 1:1000 e 1:2000) e quatro diluigdes de
conjugado IgG de coelho anti-IgG bovina marcada com fosfatase alcalina (1:1000; 1:2000; 1:6000
e 1:12000). Utilizou-se como substrato-cromogeno para-nitrofenil fosfato na concentragao de
20mg/ml em tampao glicina pH 10,5. A avaliagdo das interagdes e suas concentragdes teve como
base andlises estatistica e grafica. Na concentragdo de antigeno de 8,0pug/mL os valores de
densidade optica (DO) foram altos frente a diluicdo dos soros a 1:500, diferindo-se das demais
concentragdes. Quando analisada cada diluicdo do conjugado pdde-se observar que a 1:1000
aprensentou valor de DO distante dos demais, revelando as analises estatistica e grafica ser esta a
ideal. O ensaio foi determinado utilizando para sensibilizacdo antigeno a 8,0ug/mL, soros testes
bem como os controles negativos diluidos a 1:500; controle positivo diluido em série crescente de
1:500 a 1:64000 e conjugado a 1:1000. A analise dos controles negativos demonstrou que a média
das DOs destes encontraram-se abaixo do valor observado na maior dilui¢do do controle positivo
(1:64000). A linha de corte do ensaio foi estabelecida pela média aritmética dos valores de DOs
dos controles negativos mais trés vezes o desvio padrao destes, o que garante um intervalo de
confianc¢a de 99,99%; o titulo minimo de positividade de 1:500 reduz as possibilidades de reacdes
cruzadas. No ensaio desenvolvido os soros testes sdo, também, avaliados segundo a sua titulacdo
de anticorpos. O ELISA indireto padronizado apresentou um coeficiente de variagdo baixo frente a
repetibilidade, e altas sensibilidade e especificidade, podendo ser utilizado como auxilio
diagndstico e epidemioldgico.



