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Resumo — A Covid-19 é uma doenga viral que tem causado sérios problemas
de saude publica e elevado nimero de mortes globalmente. Anticorpos
neutralizantes tém se mostrado uma estratégia eficaz no tratamento de casos
graves da doenga. Considerando que o colostro bovino é rico em anticorpos
e possui alta homologia com a IgG humana, a Embrapa esta desenvolvendo
protocolos de imunizagao para utilizar vacas como biofabricas de anticorpos.
Este estudo tem como objetivo padronizar uma técnica de ELISA (enzyme
linked immunosorbent assay) para quantificagdo de anticorpos especificos
anti-Spike (dominio RBD) do virus SARS-CoV-2 nas subclasses IgG, IgG1 e
IgG2. Para tal, vacas foram imunizadas no periodo pré-parto com o antigeno
recombinante Spike (dominio RBD) do SARS-CoV-2 em uma formulagéo
contendo adjuvante comercial a base de saponina (QuilA®). Amostras de soro
e colostro foram coletadas no dia do parto para analise. Vacas ndo imunizadas
foram utilizadas como controle. A técnica de ELISA foi padronizada para
ambas as matrizes, variando-se a concentragdo do antigeno recombinante
Spike (dominio RBD) para sensibilizagdo das placas, além de diluicdes
seriadas de soro e colostro e combinagdes com anticorpos de detecgao.
A padronizagéo do teste de ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay)
indireto para quantificagdo de anticorpos especificos anti-Spike (dominio
RBD) do virus SARS-CoV-2 nas subclasses IgG, IgG1 e IgG2 em soro e
colostro bovinos foi bem sucedida. RBD deve ser adsorvida overnight nas
placas a 2 ug/mL, o soro ou o colostro devem ser diluidos a 1:200, exceto
para pesquisa de IgG2 em soro, que deve ser diluido a 1:400. O anticorpo
anti-IgG total deve ser diluido 1:20.000 e os anticorpos anti-lgG1 e anti-lgG2
devem ser diluidos 1:10.000. Os protocolos de ELISA estabelecidos serao
fundamentais para o avango no conhecimento sobre formulagdes vacinais e



protocolos de imunizagao que induzam o aumento
de anticorpos especificos tanto no soro quanto no
colostro de vacas. Isso permitira o uso estratégico
das vacas como biofabricas de anticorpos
neutralizantes, constituindo uma alternativa ao
tratamento de doengas infecciosas e abrindo um
potencial nicho de mercado nutracéutico para o
colostro bovino.

Termos para indexagao: colostro, vaca, anticorpos,
soro, COVID19, ELISA.

Standardization of ELISA
technique for quantification of
anti-spike 1gG, IgG1, and IgG2
antibodies against SARS-CoV-2
in bovine serum and colostrum

Abstract—Covid-19is aviral disease thathas caused
serious public health problems and a high number of
deaths globally. Neutralizing antibodies have proven
to be an effective strategy in treating severe cases
of the disease. Considering that bovine colostrum
is rich in antibodies and has high homology with
human 1gG, Embrapa is developing immunization
protocols to use cows as antibody biofactories. This
study aims to standardize an ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assay) technique for quantifying
specific anti-Spike antibodies (RBD domain) of
the SARS-CoV-2 virus in the 1gG, 1gG1 and 1gG2
subclasses. To this end, cows were immunized
in the pre-partum period with the recombinant
Spike antigen (RBD domain) of SARS-CoV-2 in a
formulation containing a commercial saponin-based
adjuvant (QuilA®). Serum and colostrum samples
were collected on the day of delivery for analysis.
Non-immunized cows were used as controls. The
ELISAtechnique was standardized for both matrices,
varying the concentration of the recombinant Spike
antigen (RBD domain) to sensitize the plaques, in
addition to serial dilutions of serum and colostrum
and combinations with detection antibodies. The
standardization of the indirect ELISA (enzyme-
linked immunosorbent assay) test for quantifying
specific anti-Spike (RBD domain) antibodies of the
SARS-CoV-2 virus in the 1gG, IgG1, and 1gG2
subclasses in bovine serum and colostrum was
successful. RBD should be adsorbed overnight
onto the plates at 2 yg/mL, and serum or colostrum
should be diluted to 1:200, except for IgG2 detection
in serum, which should be diluted to 1:400. The
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secondary antibody dilutions should be 1:20,000 for
the anti-total IgG antibody and 1:10,000 for the anti-
IgG1 and anti-lgG2 antibodies. The ELISA protocols
established will be fundamental for advancing
knowledge about vaccine formulations and
immunization protocols that induce an increase in
specific antibodies in both the serum and colostrum
of cows. This will allow the strategic use of cows as
biofactories for neutralizing antibodies, constituting
an alternative to the treatment of infectious diseases
and opening a potential nutraceutical market niche
for bovine colostrum.

Index terms: colostrum, cow, antibodies, serum,
COVID19, ELISA.

Introducgao

A pandemia de Covid-19, causada pelo virus
Sars-CoV-2, tem imposto desafios sem precedentes
a saude publica global. Até janeiro de 2025 foram
registrados mais de 700 milhdes de casos e maisde 7
milhées de mortes ao redor do mundo (Worldometer,
2025). Além do elevado numero de mortes, houve
um efeito devastador com sobrecarga dos sistemas
de saude, além de prejuizos na infraestrutura
educacional, social e econémica (Hiscott et al.,
2020; Senevirathne et al., 2024). Em resposta a
essa crise, diversas abordagens terapéuticas e
preventivas tém sido exploradas, entre elas o uso
de anticorpos neutralizantes, que tém se mostrado
eficazes no tratamento de casos graves da doenca
(Zhang et al,, 2024). Uma area promissora de
pesquisa envolve o uso de vacas como biofabricas
de anticorpos, aproveitando o potencial do colostro
bovino, que é naturalmente rico em anticorpos que
possuem alta homologia com a IgG humana.

O colostro é a primeira secregao produzida pelas
vacas no final da gestacao e liberado nas primeiras
24 a 36 horas apos o parto (Borad; Singh, 2018).
Este fluido é rico em diversos nutrientes, incluindo
lactose, gordura, proteinas, lactoferrinas, citocinas,
leucocitos, fatores de crescimento, vitaminas,
minerais e, principalmente, imunoglobulinas da
classe 1gG (McGrath et al., 2016). A principal
fungdo do colostro bovino é fornecer imunidade
aos bezerros, que, devido ao tipo de placentagao
sindesmocorial, ndo recebem transferéncia passiva
de anticorpos durante a gestagdo (Linehan et al.,
2023). Assim, o colostro torna-se a principal fonte de
imunidade dos bezerros recém-nascidos, podendo
fornecer até um quilograma de anticorpos por parto.

A produgao de anticorpos em larga escala é
crucial para atender a demanda terapéutica e
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profilatica durante pandemias. A utilizacdo de
vacas como biofabricas oferece varias vantagens,
incluindo a capacidade de produzir grandes volumes
de anticorpos em um curto periodo e a facilidade
de escalonamento da produgado. Vacas imunizadas
podem gerar colostro contendo altos titulos de
anticorpos especificos contra o SARS-CoV-2 que
podem ser utilizados tanto para terapias passivas
quanto como suplementos nutracéuticos.

Para explorar essa estratégia, a Embrapa
desenvolveu protocolos de imunizagdo nos quais
vacas sao inoculadas no periodo pré-parto com
o antigeno derivado do SARS-CoV-2: dominio
de ligagdo de receptor (RBD, do inglés receptor
binding domain) da proteina Spike recombinante.
O antigeno foi emulsionado com um adjuvante
comercial a base de saponina (QuilA®), amplamente

utilizado em bovinos e capaz de estimular resposta
imune mediada por linfocitos e produgao de
anticorpos (Tomaiuolo et al., 2023). Visando verificar
se a imunizacao foi eficaz na producédo de soro e
colostro hiperimune, foi feita uma padronizagao de
técnica de ELISA (enzyme-linked immunosorbent
assay) para quantificacdo de anticorpos especificos
anti-Spike (dominio RBD) do SARS-CoV-2, nas
subclasses 1gG, IgG1 e 19G2. O ELISA indireto é
uma técnica de imunoensaio usada para detectar
anticorpos especificos em uma amostra, utilizando
um antigeno fixado na placa. Apés a adi¢cdo da
amostra, um anticorpo secundario conjugado
com uma enzima é aplicado, que ao reagir com o
substrato, produz uma mudancga de cor indicativa da
presenca do anticorpo alvo (Figura 1).

Figura 1. Representacdo esquematica da técnica ELISA indireta para pesquisa de anticorpos contra Spike (RBD) em

colostro e soro de bovinos.

Esses protocolos permitirdo avangos
significativos no desenvolvimento de formulagbes
vacinais e protocolos de imunizagdo que induzam
a producdo anticorpos especificos, tanto no soro
quanto no colostro de vacas. Isso abre novas
perspectivas para o uso de vacas como biofabricas
de anticorpos neutralizantes, oferecendo uma
alternativa viavel e escalavel para o tratamento de
doengas infecciosas, incluindo a Covid-19.

As informacgbes contidas nesse documento
contribuem para o alcance dos Objetivos de
(ODS),
na Agenda 2030, proposta pela Organizacdo das
Nacdes Unidas (ONU), especificamente para o
ODS 3 - Saude de qualidade: Assegurar uma vida
saudavel e promover o bem-estar para todos, em
todas as idades.

Desenvolvimento Sustentavel contidos



Material e métodos

Imunizagdo de animais

Vacas da raga Holandesa no tergo final da gestacédo
foram divididas em dois grupos (n = 5) contendo
duas fémeas primiparas e trés multiparas.

As formulagbes vacinais contendo 150 pg da proteina
Spike recombinante (dominio RBD), produzida e
purificada por colaboradores do Instituto Adolfo Lutz
(Costaetal., 2023), foi diluida no adjuvante comercial
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QUuIlA® (Sigma-Aldrich, USA). Estas formulacdes
foram administradas por via intramuscular
na regido do pescogo, aos 45, 30 e 15 dias antes
do parto. Cada animal recebeu 2 mL da formulagéo
vacinal correspondente, totalizando 150 pg (75 pg/
mL). Como controle foram utilizadas cinco vacas
inoculadas com soro fisiolégico. Amostras de soro
sanguineo foram obtidas antes de cada imunizagéo
e no dia do parto, momento em que também foram
coletadas amostras de colostro, conforme Figura 2.

Figura 2. Representagido esquematica do protocolo de imunizagdo de vacas. Comité de ética no uso de animais.

Aspectos legais

Este estudo foi conduzido seguindo os precei-
tos dos Trés Rs, e sua execugao foi aprovada pelo
Comité de ética no uso de animais, sob protocolo
nuimero1915290721.

Ensaio de Imunoabsorg¢ao Enzimatica (ELISA)

Esse ensaio foi padronizado para avaliar
a producdo de anticorpos em soro e colostro
dos animais imunizados. Para tal, placas de
ELISAde 96 pogos (High Bind, Corning®, EUA) foram
sensibilizadas com 100 ul de quantidades variadas
da proteina recombinante Spike (dominio RBD)
diluida em tamp&o Carbonato-Bicarbonato pH 9.6
(Sigma-Aldrich, EUA) por um periodo de 18 horas
(Figura 1). Foram testadas quatro concentragbes
do antigeno, diluidas de forma decrescente na
base 2, comegando em 4 ug/mL para soro e 2 ug/
mL para colostro, finalizando com 0,5 pg/mL. Como

controle negativo de ligacdo do antigeno e teste
de eficiéncia do bloqueio de sitios inespecificos
da placa (branco), foi utilizado somente o tampéao
Carbonato-Bicarbonato na auséncia de antigenos.
Posteriormente, foi realizado o descarte do antigeno
nao aderido e lavagem das placas com PBS
(Sigma-Aldrich, EUA)-Tween® 20 (Sigma-Aldrich,
EUA) a 0,05% (3 X/ 200 pL por pogo). O bloqueio
de sitios inespecificos livres foi procedido com 200
ML de PBS-Tween e leite em p6 desnatado 5%
(Accumedia, Prolab, Brasil) seguido de incubagao
a 37 °C por duas horas. Uma nova lavagem foi
efetuada com PBS Tween a 0,05% (3X/ 200 uL por
poco). Para testar as amostras de colostro e soro,
foram feitos pools com 200 pL de cada amostra de
cada animal. Para padronizagdo foram utilizadas
amostras positivas, provenientes de cinco animais
imunizados com antigeno recombinante em
adjuvante QuIlA® por trés vezes, coletadas 15 dias
apos a ultima imunizagao.
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O pool de amostras negativas foi coletado
na mesma data, de cinco animais inoculados
somente com soro fisiolégico. Para as amostras de
colostro, os pools foram submetidos a centrifugacao
refrigerada (1000 xg/4 °C/20 minutos)
para remogao do excesso de gordura, formadora de
uma capa no topo do tubo, utilizando-se apenas
a fase liquida para analise. Tanto as amostras de
colostro quanto as de soro foram diluidas em PBS-
Tween 0,05%, de forma decrescente na base 2,
comegando em 1:50 até 1:400, totalizando quatro
diluicdes testadas. As amostras foram incubadas
nas placas (100 uL/pogo) a 37 °C
por 1 h. Em seguida, o soro e o colostro diluidos
foram descartados e as placas foram novamente
lavadas com PBS Tween a 0,05% (3X/200 ul
por pogo) para retirada do excesso de amostra.
Como anticorpos de detecgado foram utilizados,
separadamente, anticorpos anti-lgG, anti-IgG1 e
anti-lgG2 bovinos (Bethyl®), testados nas diluigdes
de 1:10.000, 1:20.000 e 1:40.000 em PBS Tween
0,05% com base nas recomendagdes do fabricante.
A incubacao foi feita a 37 °C por 1
h seguida de lavagem com PBS Tween a 0,05%
(6X/200 uL por pogo). Em seguida foi feita a
revelagdo com Dicloridrato de O-Fenilenodiamina
(OPD; OPD SIGMAFAST™, Sigma®, EUA) conforme
recomendacdao do fabricante. Basicamente, a
solugdo foi incubada na placa (85 pL por poco)
por 15 min, a temperatura ambiente, e a revelagéo
foi interrompida com H2SO. na concentragcéo de
3 M (50 pL por pogo). Foram feitas duplicatas
de cada amostra. A leitura da absorbancia dos
pocos foi feita em um espectrofotdmetro de placa
(EONTM, BioTeck, EUA) a 492 nm. Os resultados
de absorbancia foram utilizados para a confecgao
de graficos, no software Prism-GraphPad®, que
permitiram a escolha da melhor concentragcédo de
antigeno e anticorpo a serem utilizados, conforme
preconizado por Crowther (2001). Para cada subtipo
de anticorpo (IgG total, IgG1 e IgG2 bovinos) foi
feita uma padronizacéao distinta. Além dos dados de
absorbancia plotados em graficos, também foram
calculadas as razdes entre as absorbancias obtidas

com o pool de soros positivos e negativos (Abs pool
positivo/Abs pool negativo) para cada combinagéo
de fatores, seguindo o que é preconizado em
literatura (Crowther, 2001; Shah; Maghsoudlou,
2016). Estes calculos foram feitos no programa
Excel®

Resultados e discussao

Padronizagdo de ELISA indireto para dosagem
de anticorpos em soro e colostro

A padronizagao de técnicas de quantificagéo de
anticorpos por ELISA é essencial para garantir a
eficacia e seguranga em protocolos vacinais. Uma
padronizagdo minuciosa possibilita a escolha das
concentragbes otimas de antigeno e soro teste
a serem usadas de forma a garantir robustez e
reprodutibilidade nos ensaios. Visando estabelecer
o modelo de vacas como biofabricas de anticorpos
neutralizantes contra o virus da Covid-19 em soro
e colostro, foi testado um protocolo de imunizagao
utilizando trés doses da formulagdo, com intervalo
de 15 dias entre estes, todos realizados no tergo
final da gestagdo. Essa estratégia de imunizagao
foi adotada devido a alta eficacia, ja descrita em
literatura, para avaliar a produgdo de anticorpos
frente a vacinagao com patégenos atenuados e
proteinas recombinantes, para obtengéo de colostro
hiperimune, ou seja, enriquecido em anticorpos
especificos (Jenkins et al.,, 1999; Kramski
et al., 2012; Gonzalez et al., 2013; Kim et al.,
2023;). Dessa forma, neste estudo, foi padronizada
uma técnica de ELISA para quantificacdo de
anticorpos especificos anti-Spike (dominio RBD) do
SARS-CoV-2, nas subclasses IgG, IgG1 e 1gG2,
tanto em soro quanto em colostro bovino (Tabela 1).
Variando-se, de forma combinatéria, de acordo com
a metodologia de chessboard (do inglés, tabuleiro
de xadrez) (Crowther, 2001), as concentragdes
de antigeno utilizado para imobilizagdo em placa,
além das diluicbes de soro e colostro, foi possivel
determinar as condigbes o6timas de deteccao para
todas as subclasses de anticorpo (Figura 3).
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Figura 3. Curvas de detecgdo de anticorpos anti-spike (RBD) recombinante do virus SARS-CoV-2-CoV-2 em soro e
colostro de vacas imunizadas. Os pools de soro e de colostro usados para a padronizagdo foram coletados no momento
do parto e foram obtidos pela mistura de por¢bes iguais de soro ou colostro de cinco animais imunizados com spike
(RBD)+QuilA® (pools positivos) ou cinco animais inoculados com soro fisioldgico (pools negativos). EmA, B e C as placas
foram adsorvidas com spike (RBD) em diferentes concentragdes e testadas com pool de soros positivos ou negativos, em
quatro dilui¢gdes, reveladas com anticorpos conjugados com peroxidase que reconhecem IgG total (A), IgG1 (B) ou IgG2
(C) bovinas. Ja em D, E e F as placas foram adsorvidas com spike (RBD) em diferentes concentragdes e testadas com
pool de colostros positivos ou negativos, em quatro diluigbes, reveladas com anticorpos conjugados com peroxidase que
reconhecem IgG total (D), IgG1 (E) ou IgG2 (F) bovinas.
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Para as amostras de soro, o valor de absor-
bancia praticamente se estabiliza apds 2 ug/mL, ou
seja, atinge um platd nesta concentragao (Figura 3A,
3B e 3C). Desta forma, optamos por escolher esta
concentragdo de antigeno para trabalhar. Ademais,
como a obtengéo de antigeno era um fator critico,
também optamos por testar os colostros com esta
concentragdo como sendo a maxima testada (Figu-
ra 3D, 3E e 3F). Desta forma, s6 observamos um
platd de absorbancia nos testes de colostro, para
a subclasse 1gG1 (Figura 3E). Assim, optamos por
trabalhar com a concentragao de 2 yg/ml no colos-
tro, mesmo para a subclasse 1gG1, pela facilidade
de processar diferentes testes no mesmo dia, ja
que, desta forma, a quantidade de antigeno adsor-
vida, que é a primeira etapa da realizagédo do teste,
era constante para todas as subclasses avaliadas.
Para determinar as concentragcdes de soro esco-
Ihidas, focamos, principalmente em avaliar a razao
entre as leituras de absorbancias das amostras
positivas, oriundas de animais imunizados com a
proteina spike (RBD) recombinante em adjuvante
QuilA®, e negativa, de animais inoculados com soro
fisiolégico. Desta forma, pudemos determinar con-
centragOes 6timas de ensaio (Tabela 1). Sob essa
perspectiva, € de extrema importancia utilizar testes
padronizados durante a pesquisa, a fim de evitar
interpretacdes erréneas durante o desenvolvimento
de projetos. Com relagédo ao conjugado, determina-
mos que o conjugado anti-IgG total pode ser diluido
a 1:20.000, enquanto que os conjugados anti-IgG1
e 19G2 podem ser diluidos a 1:10.000.

Conclusoes

A padronizagdo do teste de ELISA (enzyme-
-linked immunosorbent assay) indireto para quan-
tificacdo de anticorpos especificos anti-Spike (do-
minio RBD) do virus SARS-CoV-2 nas subclasses
IgG, IgG1 e IgG2 em soro e colostro bovinos foi bem
sucedida. RBD deve ser adsorvida overnight nas
placas a 2 ug/mL, o soro ou o colostro devem ser
diluidos a 1:200, exceto para pesquisa de IgG2 em
soro, que deve ser diluido a 1:400 e a diluicdo dos
anticorpos secundarios deve ser 1:20.000 para o an-
ticorpo anti-IgG total e 1:10.000 para os anticorpos
anti-lgG1 e anti-IgG2. Os testes de ELISA padroni-
zados mostraram-se factiveis e de facil execugéo,
permitindo futuras avaliagbes de desenvolvimento e
caracterizagao de resposta imune a RBD.
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