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Resumo - O ensaio imunoenzimatico (ELISA) é um teste imunoldgico, re-
alizado em fase sodlida (placa) por meio de varias etapas sequenciais, roti-
neiramente utilizado para diagnéstico de doengas humana ou animal. Apés
a sensibilizagdo da placa, pode ser feita a etapa de bloqueio, com a adigao
de alguma macromolécula com a finalidade de bloquear os sitios de ligagao
inespecificos. A soroalbumina bovina (BSA) e o leite desnatado sdo os dois
agentes bloqueadores mais comumente utilizados. A maioria dos testes de
ELISA utiliza a etapa de bloqueio, apesar da literatura demonstrar que esta
etapa pode ser dispensavel. O objetivo deste trabalho foi testar a necessida-
de da etapa de bloqueio com BSA ou leite desnatado, em um teste de ELI-
SA indireto para pesquisa de IgG antiextrato de larvas de carrapatos (ELC).
A adicao da etapa de bloqueio ndo alterou significativamente os valores de
absorbancia, com trés diluicbes diferentes de antigeno adsorvido a placa,
nem com sete diferentes diluicdes de soro (analito). Recomenda-se que, ao
padronizar um novo teste de ELISA para pesquisa de anticorpos bovinos,
seja incluida na andlise a necessidade ou nao de bloqueio, ja que ao eliminar
uma das etapas, pode-se encurtar o tempo de ensaio e baratear o custo de
execucao da técnica.

Termos para indexagdo: ensaio imunoenzimatico; imunidade humoral;
teste diagndstico.

The need for the blocking step in ELISA assays

Abstract — Most ELISA tests use the blocking step, although the literature
shows that this step may be unnecessary. The objective of this study was to
test the need for the blocking step with BSA or skimmed milk in an indirect
ELISA test for IgG anti-tick larvae extract (TLE). The addition of the blocking
step did not significantly change the absorbance values, with three different
dilutions of antigen adsorbed to the plate, nor with seven different dilutions of
serum (analyte). We recommend that, when standardizing a new ELISA for
the search for bovine antibodies, the need for blocking be included in the



analysis, as by eliminating one of the steps, the
assay time can be shortened and the cost of carrying
out the test can be reduced.

Index terms: enzyme immunoassay; humoral
immunity; diagnostic test.

Introducgao

O ensaio imunoenzimatico (ELISA, do inglés enzyme
lynked immunossorbent assay) surgiu no inicio dos anos
1970, como uma evolugao do teste de radioimunoensaio,
desenvolvido em 1960, a principio para detecgao de in-
sulina (Yalow; Berson, 1960). Tanto o ELISA quanto os
radioimunoensaios sdo testes imunoldgicos (ou sorold-
gicos), ou seja, dependem do reconhecimento de molé-
culas por anticorpos especificos. Testes imunoldgicos
revolucionaram o diagnédstico de doengas, pois, devido a
alta especificidade da ligagdo antigeno-anticorpo podem,
virtualmente, ser utilizados para deteccdo de qualquer
patégeno. Além do uso no diagndstico de doengas huma-
nas ou veterinarias, estes testes possuem varias outras
aplicacdes, tais como, diagndstico de doengas de plantas,
deteccdo de substancias contaminantes ou alergénicas
em alimentos, exames antidoping, dosagem de proteinas
séricas, entre outros (Gaspar et al., 2015).

Nos testes de ELISA as reagdes ocorrem em uma fase
sélida, sendo a mais comum a placa de 96 pogos de
poliestireno, de fundo chato. Na primeira etapa do tes-
te, o antigeno (ELISA indireto) ou o anticorpo de captu-
ra (ELISA sanduiche) é adsorvido na placa em tampéao
apropriado para cada substancia. A segunda etapa envol-
ve, normalmente, a adigdo do analito, por exemplo, soro,
plasma, outros fluidos corporais, sobrenadante de cultura
de células, etc. Na terceira etapa utiliza-se o anticorpo
analito-especifico, marcado com uma enzima e, finalmen-
te, procede-se a revelagdo da reagdo, com cromoégeno.
Entre as etapas, a placa é lavada em tampao, normal-
mente acrescido de um detergente neutro. Dependendo
da configuragcdo do teste, mais etapas podem ocorrer
(Crowther, 2008). Comumente, a primeira etapa, de ad-
sorcao, é feita overnight e as demais etapas por uma ou
duas horas a 37 °C, o que faz com que o teste seja la-
borioso e demorado. Ademais, a maioria dos protocolos
envolvem a adigao de uma etapa de bloqueio, entre a pri-
meira e a segunda etapa do teste. Esta visa bloquear os
sitios de ligacdo remanescentes na fase solida do teste
(placa) de forma a evitar a ligacado inespecifica dos com-
ponentes subsequentes a placa, evitando ou diminuindo
a ocorréncia de resultados falso-positivos. (Esser, 1991;
Crowther, 2008). Por outro lado, a realizagéo desta eta-
pa acrescenta pelo menos mais uma hora de incubacéo,
aumenta o gasto com reagentes e, ainda, pode aumentar
a incerteza do teste ocasionada por erros de pipetagem.

Idealmente, o agente bloqueador deve ser grande o sufi-
ciente para estabelecer ligacdes estaveis a superficie da
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placa, mas pequeno o suficiente para “caber” nos espa-
¢os deixados entre os componentes do teste (antigeno
ou anticorpo). Tipicamente, macromoléculas neutras sao
utilizadas para este propdsito (Esser, 1991). Dentre estas
macromoléculas, € comum o bloqueio ser realizado com
soroalbumina bovina (BSA, do inglés bovine serum albu-
min) ou com leite desnatado, sendo que este, além de
ser muito mais barato, pode ser melhor agente bloquea-
dor que a BSA (Vogt Junior et al., 1987). Outras proteinas
podem ainda ser utilizadas com a finalidade de bloqueio
(Lange et al., 1992; Vogt Junior et al., 1987; Johnson et al.,
1984).

O uso de tampdes com detergente pode interferir com pro-
priedades fisico-quimicas das proteinas utilizadas como
bloqueadores e polissorbato 20, comercialmente conheci-
do com Tween 20 (Esser, 1991), que é o detergente mais
comumente utilizado em ELISA e que interfere no moédulo
de cisalhamento elastico de BSA mais do que outros sur-
factantes, tais como Triton X-100 ou Triton X-405 (Vaidya;
Narvaez, 2014). Além disso, ja foi demonstrado que a
etapa de bloqueio é desnecessaria em Western blotting e
dot blotting, quando polissorbato 20 é adicionado ao tam-
péo de lavagem (Mohammad; Esen, 1989). Também ja foi
demonstrado que a etapa de bloqueio com BSA pode ser
dispensada em testes de ELISA de captura (Ahirwar et al.,
2015) e em outras configuracbes de teste imunoldgico,
por exemplo, baseado em fluorescéncia microfluidica (Li
et al., 2009, 2011). Ademais, BSA pode sofrer variagao
conforme o lote ou o fabricante e algumas BSAs podem
reagir inespecificamente com componentes do teste, pro-
movendo resultados falso-positivos (Xiao; Isaacs, 2012).
Tanto BSA (Miura et al., 2005) quanto leite em p6 desnata-
do (Abernethy et al., 2010; Cakebread et al., 2018) podem
conter 1gG bovina, o que ja € um problema em qualquer
teste de ELISA, porém é agravado quando o analito & IgG
bovina, pois ha aumento na possibilidade de reagao falso
positivo, por adsorgéo direta desta subclasse de imuno-
globulina a placa.

Recentemente, a equipe das Embrapa Pecuaria Sul e
Gado de Leite padronizou um teste de ELISA para de-
tectar a resposta humoral de IgG antiextrato de larva de
carrapatos (ELC) em bovinos (dados ndo mostrados).
Neste trabalho, o teste previamente padronizado, foi utili-
zado como modelo para verificar a necessidade da etapa
de bloqueio. Para isso, foram utilizados soro de animais
“naive” e de animais com respostas intermediarias e for-
tes contra EGL em um teste de ELISA indireto. As placas
foram adsorvidas com diferentes concentragbes de ELC
ou foram testadas diferentes diluigbes dos soros teste.
Bloqueio com BSA ou leite desnatado foi comparado com
a auséncia de bloqueio em placas de poliestireno duas
marcas distintas, sendo a marca A indicada para a alta
ligagdo de biomoléculas maiores que 10 kDa que possu-
am grupos iénicos e/ou regides hidrofébicas e a marca B
indicada para a ligacéo de proteinas e biomoléculas que
possuam caracteristicas hidrofilica/hidrofébica.
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Material e métodos

Antigeno

Fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus micro-
plus (Canestrini, 1888) foram coletadas de animais
doadores e mantidas a 28 °C com umidade rela-
tiva de 70-80% por 3 dias (BOD) para oviposic¢ao.
Os ovos coletados foram mantidos por mais 40
dias, nas mesmas condicdes, para eclosao das lar-
vas. As larvas foram coletadas e anestesiadas por
exposicao a temperatura de -20 °C por 10 minutos.
Em seguida, um numero estimado de 20.000 larvas,
proveniente de 1g de ovos, foi macerado em gral/
pistilo, com 500 pL de solugéo salina tamponada
(PBS, do inglés phosphate buffer saline). Foram
adicionados mais 2,5 ml de PBS e o material foi so-
nicado trés vezes por um minuto, com intervalo de
um minuto, a 40% da frequéncia maxima do sonica-
dor (20 kHz), sobre gelo. Em seguida, o material foi
centrifugado (14.000 g/30 min a 4 °C) para remo-
¢ao do pellet. Foram adicionados 15 yL de coquetel
inibidor de protease e fosfatase (SigmaAldrich) ao
sobrenadante, que constitui o extrato de larvas de
carrapatos (ELC). O ELC foi mantido até o uso em
temperatura de -20 °C. A quantificagdo de proteina
foi realizada pelo método de Bradford (Bradford,
1976).

Banco de soros

O banco de soros utilizado para esse teste foi
composto por nove amostras diferentes, com perfis
de resposta humoral ao ELC conhecido. Trés soros
sdo de animais negativos (-), trés de animais com
resposta intermediaria (++) e trés de animais alta-
mente respondedores ao ELC (+++). Os animais
eram provenientes de um experimento no qual os
bezerros foram separados de suas maes ao nas-
cimento e alimentados com colostro em pé (The
Saskatoon Colostrum Company) produzido e emba-
lado no Canada, que é uma regiao livre de carrapa-
tos R. microplus. Foram realizadas trés infestagdes
artificiais seriadas com larvas de carrapatos nestes
animais e a resposta humoral ao ELC foi determina-
da por ELISA (dados ainda n&o publicados). Esse
experimento foi registrado na Comiss&o de Etica no
Uso de Animais da Embrapa Gado de Leite sobre o
numero de protocolo 1055060418.

ELISA (do inglés, enzyme lynked immunossorbent
assay)

Foram realizados testes de ELISA com variagao
na concentragéo de antigeno adsorvido na placa ou
dos soros, comparando-se o bloqueio com albumina

sérica bovina (BSA, do inglés bovine serum albu-
mine), leite desnatado ou sem bloqueio, conforme
detalhado a seguir.

ELISA com variagdo na quantidade de antigeno
adsorvido

Placas das marcas A e B foram adsorvidas com
0,1; 1 ou 10 pg/pogo de ELC diluido em tampao car-
bonato-bicarbonato pH 9,5 (SigmaAldrich) a 4 °C,
overnight, 100 uL/pogo. Em seguida as placas foram
incubadas com 200 pL/pogo de BSA (Promega) 2%
ou leite desnatado (Oxoid) 5% diluidos em PBS por
uma hora a 37 °C. Na placa controle, sem bloqueio,
os pogos foram mantidos umidos pela adigcdo de
PBS. Na etapa seguinte foi adicionado 100 uL/pogo
de soro de animais sabidamente negativos, positi-
vos fracos ou positivos fortes, diluidos a 1/200 em
PBS acrescido de polissorbato 20 (Tween ® 20) a
concentragao de 0,05% (PBS-T) por 1 hora a 37 °C.
Foram adicionados controles s6 com cada um dos
soros (em pogos sem antigeno) e sé com antigeno
(sem soro). O anticorpo secundario, produzido em
ovinos anti-lgG bovina e conjugado com peroxidase,
foi diluido a 1/20.000 em PBS-T e as placas foram
incubadas com 100 pL/pogo por uma hora a 37 °C.
Finalmente, as placas foram incubadas com OPD
(o-fenilenediamina) (SigmafastTM) diluido conforme
instrugcdes do fabricante e, apés 15 minutos, a rea-
¢ao foi parada pela adigéo de 50 pyL de H2SO4 3M.
Entre cada uma das etapas as placas foram lavadas
quatro vezes com PBS-T. Finalmente procedeu-se a
leitura em espectrofotdmetro de placas em 492 nm.

ELISA com variagdo na quantidade de antigeno
adsorvido

Placas Corning® high binding ou Nunc® Maxi-
SorpTM foram adsorvidas 1 pg/pogo de ELC diluido
em tampéao carbonato-bicarbonato pH 9,5 (Sigma
-Aldrich) a 4 °C, overnight, 100 pL/pogo. Em seguida
foram incubadas com 200 uL/pogo de BSA (Prome-
ga) 2% ou leite desnatado (Oxoid) 5% diluidos em
PBS por uma hora a 37 °C. Na placa controle, sem
bloqueio, os pogos foram mantidos umidos pela adi-
¢ado de PBS. Na etapa seguinte foi adicionado 100
ML/pogo de soro de animais sabidamente negativos,
positivos fracos ou positivos fortes nas diluigdes
1/100; 1/200; 1/400; 1/800; 1/1600; 1/3200 e 1/6400
em PBS-T por uma hora a 37 oC. Foi adicionado
controle sem soro.



O anticorpo secundario, produzido em ovinos
anti-lgG bovina e conjugado com peroxidase, foi di-
luido a 1/20.000 em PBS-T e as placas foram incu-
badas com 100 yL/pogo a 37 °C. Finalmente, as pla-
cas foram incubadas com OPD (o-fenilenediamina)
(SigmafastTM) diluido conforme instru¢des do fabri-
cante e, apos 15 minutos, a reacao foi parada pela
adicao de 50 uL de H2SO4 3M. Entre cada uma das
etapas as placas foram lavadas quatro vezes com
PBS-T. Finalmente procedeu-se a leitura em espec-
trofotdbmetro de placas em 492 nm.

Analises estatisticas

Os dados brutos de absorbancia obtidos para
cada uma das amostras foram, inicialmente, corri-
gidos por remogéo da absorbancia média dos con-
troles negativos para cada um dos testes (sem soro
ou sem antigeno). A partir destes dados corrigidos
foram realizados testes de two-way ANOVA (efeitos
do tipo de bloqueio, do grau de positividade e da in-
teragéo) seguido de testes de Tukey (a = 0,05) para
comparacgao entre os trés tipos de bloqueio.

Resultados e discussao

Placas de plastico de 96 pogos sao as mais co-
mumente utilizadas para a execugao de testes de
ELISA, sendo que os espectrofotdmetros para lei-
tura ja estdo adaptados para este formato. Embora
policarbonato e polipropileno possam ser utilizados
na confecgédo das placas, as mais comuns séo de
poliestireno. Estes materiais inertes permitem a li-
gagcdo de uma ampla variedade de biomoléculas
por meio de multiplas interacdes moleculares fracas
formando uma ligagéo estavel (Esser, 1991). Po-
rém, diferentes tratamentos podem ser realizados
nestas superficies plasticas, para melhorar a ca-
pacidade de ligagdo. Neste trabalho foram usadas
placas de poliestireno duas marcas distintas, sendo
a marca A indicada para a alta ligagdo de biomo-
léculas maiores que 10 kDa que possuam grupos
idbnicos e/ou regides hidrofébicas e a marca B in-
dicada para a ligacao de proteinas e biomoléculas
que possuam caracteristicas hidrofilica/hidrofébica..
As placas high binding sao apropriadas para ligagao
de biomoléculas médias a grandes que possuem
grupos idnicos ou regides hidrofobicas. Por outro
lado, as placas MaxiSorp® s&o otimizadas para a
ligacdo de biomoléculas hidrofilicas (informacdes
disponibilizadas pelos fabricantes). Aqui, os valores
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de absorbancia nos dois tipos de placas nao foram
muito diferentes, provavelmente porque o antigeno
adsorvido no primeiro passo do teste € um extrato
(de larvas de carrapatos), composto por uma ampla
variedade de proteinas (Untalan et al., 2005), tanto
com caracteristicas hidrofébicas, quanto hidrofilicas.
A adsorgao as placas foi feita overnight a 4 oC, pois,
embora a adsorgdo maxima ocorra com cerca de
2 horas, para estabilizacdo sdo necessarias pelo
menos 6 horas (Thermo..., 2011). Embora estes
tempos sejam dependentes de temperatura, ndo é
conveniente aumentar muito a temperatura nesta
etapa, pois pode haver desnaturagao das proteinas
do extrato antigénico, o que mudaria sua configura-
¢ao dos epitopos (Abbas, 2012), dificultando a liga-
¢ao aos anticorpos presentes no soro teste (analito).

Na primeira bateria de testes avaliou-se a
adsorcédo de 0,1; 1 ou 10 pg/poco de ELC diluido
em tampao carbonato-bicarbonato (pH 9.6). Nesta
bateria os soros teste foram diluidos a 1/200. N&o
houve diferenca significativa na absorbancia dos
pocos testados sem bloqueio, com BSA ou com lei-
te desnatado em nenhuma das concentragdes de
antigeno (ELC) adsorvidas. Nem nas placas high
binding (figura 1a), nem nas placas MaxiSorp® (fi-
gura 1b). Outra analise que podemos fazer é a ra-
zA0 entre as absorbancias dos soros positivos/soros
negativos. Na padronizacao de um teste, o ideal é
que esta razao seja pelo menos 2, ou seja, 0s posi-
tivos tenham absorbancia duas vezes maior que os
negativos (Crowther, 2008). Isso é particularmente
importante para testes de pesquisa de anticorpos,
ja que animais, ainda que negativos para o antige-
no estudado, estdo constantemente produzindo an-
ticorpos para uma ampla variedade de antigenos e
estes anticorpos podem se ligar inespecificamente
a placa (sem dependéncia do antigeno adsorvido a
placa). Por isso a absorbancia dos pogos nos quais
o analito é proveniente de animais negativos rara-
mente ficara préxima de zero. Neste trabalho, foi
possivel observar que as razdes dos soros positivos
intermedidrios (++) ou positivos fortes (+++) com os
soros negativos ficaram muito proximas, indepen-
dentemente da adicdo da etapa de bloqueio ou do
tipo de bloqueio (BSA ou leite desnatado) para to-
das as concentracdes de antigeno testadas (tabela

1).



A necessidade da etapa de bloqueio em ensaios de ELISA 5

g
o
1

a 1 sem bloqueio
mm BSA
B |eite desnatado

-
(3]
1

absorbancia (492 nm)
o -
o 2

o
o
I

10 1 0,1 0 10 1 0,1 0 10 1 0,1 0 Ag adsorvido na placa (ug/pogo)

+++ caracteristica do soro (analito)

5
o

-
3]
1

absorbancia (492 nm)

10 1 0,1 0 : 10 1 0,1 0 : 10 1 0,1 0 Ag adsorvido na placa (ug/pogo)

- ! ++ : +++ caracteristica do soro (analito)

Figura 1. ELISA para detecgao de IgG antiextrato de larvas de carrapatos (ELC) no soro de animais ndo respondedores
(-) (animais naive para infestagédo por carrapatos, alimentados ao nascimento com colostro proveniente de regiao livre de
carrapatos); respondedores intermediarios (++) ou respondedores fortes (+++) expostos controladamente a infestagao por
carrapatos, selecionados a partir de um banco de soros. As concentragdes antigeno (Ag) adsorvido na placa foram de 10;
1; 0,1 ou 0 pg de ELC/pogo. (a) placas da marca A e da marca B, sendo de sendo a marca A indicada para a alta ligagdo
de biomoléculas maiores que 10 kDa que possuam grupos idnicos e/ou regides hidrofébicas e a marca B indicada para a
ligacao de proteinas e biomoléculas que possuam caracteristicas hidrofilica/hidrofobica.

Tabela 1. Raz&o entre a absorbancia no soro positivo e no soro negativo. Placas high binding ou Maxisorp®. Quanto mais
escuro o tom de verde, maior a razao.

Marca A Marca B

++ +++ ++ +++

[Ag] SB BSA LD SB BSA LD SB BSA LD SB BSA LD
10 2.24 2.25 227 405 4.02 4.30 2.19 2.14 2.10 4.03 4.16 4.1
1 2.25 2.24 2.27 3.88 4.03 4.20 2.16 2.40 2.25 390 435 4.35

0.1 2.01 2.17 2.05 3.62 4.20 4.1 1.86 1.95 1.77 3.39 3.83 3.57

*[Ag] = concentragdo do antigeno (ELC) em pg/pogo; SB = sem bloqueio; BSA = bloqueio com soroalbumina bovina; LD = bloqueio com leite desnatado. Animais expostos

controladamente a infestagéo por carrapatos, selecionados a partir de um banco de soros com positividade intermediaria (++); ou forte (+++).



Na segunda bateria de testes, manteve-se a
concentracdo de antigeno (ELC) constante (1 pg/
poco) e variou-se a diluicdo do analito (soro teste),
por meio de diluicao seriada, na base dois, de 1/100
até 1/6400. Da mesma forma, ndo houve diferen-
¢a significativa na comparagao sem bloqueio ou
bloqueado com BSA ou leite desnatado. Tanto nas
placas high binding (figura 2a) quanto nas placas
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Maxisorp™ (figura 2b). As razdes dos soros posi-
tivos intermediarios (++) ou positivos fortes (+++)
com os soros negativos também ficaram muito pro-
ximas, independentemente da adigdo da etapa de
bloqueio ou do tipo de bloqueio (BSA ou leite des-
natado) para todas as concentragdes de antigeno
testadas (tabela 2).

2.5+ C— sem bloqueio

g Em BSA

£ 2.0 l .

~ mm |eite desnatado

S

~ 1.5

©

)

c

«T 1.0'

2

S

o

2 0.5

s 0.

) L

0.0' © T
©O O O O O O 99O O O © O 99 OO © © © © © O
©O © © © O © QI0 © ©Q O O © ©9iI0 © ©Q © © © © ... .
T 4 ¥ 0 © N i 4 ¥ O O N ¥ I N F 0 © N ¥ diluicao do soro (analito)
++ +++ caracteristica do soro (analito)

Figura 2. ELISA para detecgao de IgG antiextrato de larvas de carrapatos (ELC) no soro de animais ndo respondedores
(-) (animais naive para infestagéo por carrapatos, alimentados ao nascimento com colostro proveniente de regiao livre de
carrapatos); respondedores intermediarios (++) ou respondedores fortes (+++) expostos controladamente a infestagéo
por carrapatos, selecionados a partir de um banco de soros. Os soros foram diluidos na base dois, de 1/100 até 1/6400

em placas da marca A.
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Figura 3. ELISA para detecgéo de IgG antiextrato de larvas de carrapatos (ELC) no soro de animais ndo respondedores
(-) (animais naive para infestagédo por carrapatos, alimentados ao nascimento com colostro proveniente de regido livre de
carrapatos); respondedores intermediarios (++) ou respondedores fortes (+++) expostos controladamente a infestacéo
por carrapatos, selecionados a partir de um banco de soros. Os soros foram diluidos na base dois, de 1/100 até 1/6400

em placas da marca B.
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Tabela 2. Raz&o entre a absorbancia no soro positivo e no soro negativo. Placas high binding ou Maxisorp®. Quanto mais

escuro o tom de verde, maior a razao.

Costar® high binding

Nunc® Maxisorp™

++ +++ ++ +++

dil SB BSA LD SB BSA LD SB BSA LD SB BSA LD
soro
1/100 214 2.26 215 3.40 3.55 3.66 2.25 2.30 2.32 3.90 4.01 4.31
1/200 2.23 2.30 2.35 4.04 417 4.43 2.50 2.37 2.40 4.76 4.44 5.01
1/400 2.47 242 2.52 458 447 5.08 2.58 247 2.57 5.29 4.85 5.36
1/800 2.46 2.50 2.82 456 4.60 5.18 2.73 2.46 2.53 568 4.86 5.05
1/1600 2.60 2.71 2,76 437 449 5.06 2.86 2.32 2.37 544  4.06 4.23
1/3200 2.78 2.23 242 3.856 3.34 3.88 2.65 2.41 2.18 4.59 3.88 3.49
1/6400 1.77 2.07 2.22 2.51 2.84 2.98 242 2.02 1.95 3.58 2.54 2.71

**dil soro = diluicdo do soro; SB = sem bloqueio; BSA = bloqueio com soroalbumina bovina; LD = bloqueio com leite desnatado. Animais expostos controladamente a infestagdo por

carrapatos, selecionados a partir de um banco de soros com positividade intermedidria (++); ou

A etapa de bloqueio € recomendada na maioria
dos testes de ELISA (Crowther, 2008). O objetivo
desta etapa é promover a “cobertura” dos sitios de
ligacao da placa onde o componente primario (subs-
tancia adsorvida a placa na primeira etapa) nao
aderiu (Esser, 1991). Varios agentes bloqueadores
podem ser utilizados (Lange et al., 1992; Johnson
et al.,, 1984; Vogt Junior et al., 1987), mas BSA e
leite desnatado figuram-se entre os mais utilizados,
até porque sao facilmente disponiveis e, no caso do
leite desnatado, bastante acessivel financeiramen-
te, além de poder ser até mais eficaz que BSA (Vogt
Junior et al., 1987). Em 2015, porém, Ahirwar e co-
laboradores (2015) demonstraram que a etapa de
bloqueio com BSA nio é necessaria. Eles usaram
um modelo de ELISA sanduiche, no qual as pla-
cas foram adsorvidas inicialmente com anticorpos
de captura anti-IgG e IgE humanas, IgG de coelho
e concanavalina A (ConA). Em nenhum dos casos
houve necessidade de bloqueio com BSA. Eles
demonstraram que as lavagens com PBS-T subse-
quentes a etapa de bloqueio na verdade removem
a BSA da placa e este seria o motivo pelo qual o
bloqueio nado faz diferenga no resultado final.

Aqui, foi testada a necessidade de bloqueio
usando antigeno de carrapato e soro de bovinos
negativos, positivos intermediarios e positivos for-
tes. Além de BSA também testamos leite desnatado.
Para testes de diagndstico de resposta imunolégica
em bovinos, estes agentes bloqueadores tém ainda
uma outra possivel desvantagem. Alguns lotes de
BSA podem conter anticorpos bovinos, assim como
o leite desnatado, uma vez que as imunoglobulinas
s&o secretadas no leite das vacas (Abernethy et al.,
2010). Isso poderia levar a ligacao inespecifica de
IgG na placa e, como o anticorpo secundario reco-
nhece Fc de IgG bovina, poderia se ligar inespe-
cificamente a esta IgG, que ndo necessariamente
esta relacionada ao antigeno. Porém, no caso em
analise isso ndo aconteceu, uma vez que os valores
de absorbancia com e sem bloqueio foram similares.
Uma possivel explicagdo é que o suporte plastico
das placas ja poderia ter sido saturado com o anti-
geno adicionado na primeira etapa, ou que a quanti-
dade de IgG na BSA ou no leite desnatado estivesse
abaixo do limite de detecg¢ao da técnica.



Conclusoes

No teste de ELISA indireto para pesquisa de
IgG anti-ELC a etapa de bloqueio mostrou-se des-
necessaria. Desta forma, recomenda-se que, ao
padronizar um novo teste de ELISA para pesquisa
de anticorpos bovinos, seja incluida na analise a ne-
cessidade ou ndo de bloqueio, ja que ao eliminar
uma das etapas, pode-se encurtar o tempo, barate-
ar o custo de execugao da técnica e diminuir chan-
ces de possiveis vieses.
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