‘,
Wi

J

ISSN: 2316-607X

DESENVOLVIMENTO E PADRONIZACAO DE ENSAIO ELISA PARA DETECCAO
DE ANTICORPOS EM ENFERMIDADES ZOONOTICAS

Priscila Dalmagro!
Cleber Ferreira Ramos Rodrigues’
Kéthelin Fagundes Pussi?

Resumo: As zoonoses representam um importante desafio para a saude publica e a produgao
animal, exigindo métodos diagnosticos sensiveis, especificos e aplicaveis em larga escala. Nesse
contexto, o ensaio imunoenzimatico ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) destaca-
se como uma ferramenta amplamente utilizada para detec¢do de anticorpos em diversas
enfermidades infecciosas. O presente estudo tem como objetivo discutir o desenvolvimento e a
padronizagdo do teste ELISA voltado a deteccdo de anticorpos em doengas zoondticas,
abordando desde seus principios basicos até sua validagdo e aplicagdo pratica. O ELISA baseia-
se na interacdo antigeno-anticorpo, permitindo a deteccdo indireta da presenga de patdgenos por
meio da resposta imune do hospedeiro. A escolha adequada de antigenos, especialmente
proteinas recombinantes ou de membrana externa, ¢ determinante para o desempenho do teste.
Estudos demonstram que a utilizagdo de antigenos especificos pode aumentar significativamente
a sensibilidade e a especificidade do ensaio, tornando-o util como método de triagem em
programas de controle sanitario. A padroniza¢do do ELISA envolve a defini¢do de condi¢des
ideais de concentracdo de antigenos, diluicao de soros e conjugados, bem como parametros de
leitura, sendo fundamental para garantir reprodutibilidade e confiabilidade dos resultados. A
validacdo do método, por sua vez, ¢ realizada por meio da andlise de indicadores como
sensibilidade, especificidade e concordancia com testes de referéncia. Estudos indicam
sensibilidade de até 100% em determinadas aplicagdes, embora a especificidade possa variar
conforme o antigeno utilizado. Além disso, o ELISA apresenta vantagens como baixo custo
relativo, possibilidade de automacgao e andlise de grande nimero de amostras, sendo amplamente
empregado em zoonoses como leptospirose e tuberculose bovina. Contudo, limitagdes como
reacdes cruzadas e variabilidade na resposta imunologica devem ser consideradas. Dessa forma,
o desenvolvimento adequado e a padronizagao rigorosa do ensaio ELISA sdo essenciais para sua

aplicacao eficiente no diagndstico e controle de doengas zoondticas.
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Abstract: Zoonoses represent a significant challenge for public health and animal production,
requiring sensitive, specific, and widely applicable diagnostic methods. In this context, the
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) stands out as a widely used tool for detecting
antibodies in various infectious diseases. This study aims to discuss the development and
standardization of the ELISA test for detecting antibodies in zoonotic diseases, addressing its
basic principles, validation, and practical application. ELISA is based on antigen-antibody
interaction, allowing the indirect detection of pathogens through the host's immune response.
The appropriate choice of antigens, especially recombinant or outer membrane proteins, is
crucial for the test's performance. Studies demonstrate that the use of specific antigens can
significantly increase the sensitivity and specificity of the assay, making it useful as a screening
method in sanitary control programs. Standardization of ELISA involves defining ideal
conditions for antigen concentration, serum and conjugate dilution, as well as reading
parameters, and is fundamental to ensuring reproducibility and reliability of results. Method
validation, in turn, is performed through the analysis of indicators such as sensitivity, specificity,
and agreement with reference tests. Studies indicate sensitivity of up to 100% in certain
applications, although specificity may vary depending on the antigen used. In addition, ELISA
has advantages such as relatively low cost, possibility of automation, and analysis of a large
number of samples, being widely used in zoonoses such as leptospirosis and bovine tuberculosis.
However, limitations such as cross-reactions and variability in the immune response must be
considered. Thus, the proper development and rigorous standardization of the ELISA assay are
essential for its efficient application in the diagnosis and control of zoonotic diseases.

Keywords: ELISA, Immunodiagnosis, Zoonoses, Antibodies, Laboratory standardization,
Sensitivity and specificity, Recombinant proteins, Serological diagnosis.

1. INTRODUCAO

As doengas zoonoticas constituem um dos principais desafios contemporaneos na
interface entre saude animal e saude publica, sendo responsaveis por impactos significativos
tanto econdmicos quanto sanitarios. Entre essas enfermidades, destacam-se a leptospirose € a
tuberculose bovina, ambas de ampla distribui¢do e com potencial de transmissdo ao ser humano.
A tuberculose bovina, por exemplo, ¢ causada por Mycobacterium bovis e afeta ndo apenas
bovinos, mas também diversas espécies animais e 0 homem, configurando-se como importante

problema de saude publica.

O diagnostico precoce dessas enfermidades € essencial para o controle epidemiolédgico e
redu¢do da disseminagdo dos agentes infecciosos. Tradicionalmente, métodos como testes
intradérmicos ou soroaglutinacdo microscopica sdo utilizados como padrdo diagndstico.
Contudo, tais métodos apresentam limitagdes, incluindo baixa sensibilidade em fases iniciais da

infec¢do, necessidade de infraestrutura laboratorial especifica e risco bioldgico elevado. No caso



da tuberculose bovina, o teste intradérmico pode falhar na deteccdo de animais cronicamente

infectados, contribuindo para a manutenc¢ao da doencga nos rebanhos.

Nesse cenario, métodos sorologicos, como o ensaio ELISA, t€ém ganhado destaque como
ferramentas complementares ou alternativas no diagnostico de zoonoses. O ELISA baseia-se na
deteccao da resposta imune humoral, especificamente anticorpos produzidos contra antigenos do
patdgeno, permitindo a identificacdo indireta da infeccdo. Esse método apresenta vantagens
relevantes, como alta sensibilidade, possibilidade de automagdao e capacidade de analise

simultanea de grande nimero de amostras.

A aplicagdo do ELISA no diagnostico de doengas como a tuberculose bovina e a
leptospirose tem demonstrado resultados promissores. No caso da tuberculose, a utilizagao de
proteinas recombinantes como antigenos tem sido amplamente estudada, incluindo proteinas
como ESAT-6, MPB70 e MPB83, que estdo associadas a resposta imune do hospedeiro.
Entretanto, a variabilidade na resposta imunoldgica e a limitagdo de antigenos disponiveis ainda

representam desafios para a obtencao de testes altamente especificos e sensiveis.

Além disso, a escolha do antigeno ¢ um fator critico no desenvolvimento do ELISA.
Proteinas de membrana externa, por exemplo, tém sido utilizadas com sucesso no diagnostico da
leptospirose, uma vez que apresentam maior conservacio entre sorovares € sdo capazes de
induzir resposta imune significativa. Estudos demonstram que a utiliza¢do dessas proteinas pode

melhorar o desempenho do teste, aumentando sua aplicabilidade como método de triagem.

Outro aspecto fundamental no desenvolvimento do ELISA ¢ a padronizag¢do do ensaio.
Essa etapa envolve a definicdo das melhores condi¢des experimentais, incluindo concentragao
de antigenos, dilui¢do de soros e conjugados, além do estabelecimento do ponto de corte. A
padronizagdo adequada garante a reprodutibilidade dos resultados e minimiza variagcdes entre

ensaios, sendo essencial para a confiabilidade do diagnostico.

A validagdo do teste também ¢ indispenséavel, sendo realizada por meio da comparacao
com métodos de referéncia e andlise de parametros como sensibilidade e especificidade. Em
estudos com leptospirose bovina, por exemplo, o ELISA apresentou sensibilidade de 100% e
especificidade de 73%, demonstrando alto potencial como ferramenta de triagem. J4 em estudos
com tuberculose bovina, a utilizacdo de antigenos quiméricos apresentou melhor desempenho

diagnostico em comparag¢ao com antigenos isolados.

Diante disso, o desenvolvimento e a padroniza¢dao do ensaio ELISA representam etapas
fundamentais para sua aplicacdo eficaz no diagnostico de enfermidades zoonoticas. Este artigo

tem como objetivo discutir os principais aspectos envolvidos nesse processo, incluindo conceitos



basicos de imunodiagnoéstico, principios do ELISA, selecdo de antigenos, padronizagao,

validagdo, aplicacdes e limitagdes do método.
2. CONCEITOS BASICOS DE IMUNODIAGNOSTICO

O imunodiagnostico ¢ um conjunto de técnicas laboratoriais baseadas na deteccao de
componentes do sistema imune, especialmente antigenos e anticorpos, com o objetivo de
identificar a presenca de agentes infecciosos ou a resposta imunoldgica do hospedeiro. Essas
metodologias fundamentam-se na alta especificidade da interacdo antigeno-anticorpo, que
permite a identificagdo indireta ou direta de patdgenos em diferentes amostras bioldgicas, como

soro, plasma ou tecidos (TIZARD, 2002).

A resposta imune pode ser dividida em dois grandes eixos: a imunidade inata e a
adaptativa. No contexto do imunodiagnostico, destaca-se a imunidade adaptativa,
particularmente a resposta humoral, caracterizada pela producdo de anticorpos por linfécitos B.
Esses anticorpos reconhecem epitopos especificos presentes nos antigenos, possibilitando sua
utilizagdo como marcadores diagnosticos. A deteccdo de imunoglobulinas, como IgM e IgG,
pode indicar diferentes estdgios da infec¢do, sendo a IgM associada a fase aguda e a IgG a

infecgdes passadas ou cronicas (ABBAS; LICHTMAN; PILLALI 2015).

Os testes imunodiagndsticos podem ser classificados em dois principais tipos: diretos e
indiretos. Os testes diretos visam detectar o proprio antigeno do agente infeccioso, enquanto os
indiretos detectam anticorpos produzidos pelo organismo infectado. O ensaio ELISA,
amplamente utilizado, ¢ um exemplo de teste indireto, no qual a presenga de anticorpos ¢ inferida
por meio de reagdes enzimaticas que produzem sinais detectaveis, como mudanga de cor

(MADRUGA et al., 2001).

A eficéacia dos métodos imunodiagnosticos depende de fatores como a especificidade do
antigeno utilizado, a afinidade dos anticorpos € o momento da coleta da amostra. Em doengas
como a tuberculose bovina, a resposta imune pode variar ao longo da infec¢do, sendo
inicialmente predominantemente celular e, posteriormente, humoral. Isso pode influenciar
diretamente a sensibilidade dos testes soroldgicos, uma vez que a produgdo de anticorpos esta

relacionada a carga antigénica e ao estadgio da doenca.

Além disso, em zoonoses como a leptospirose, diferentes componentes antigénicos,
como proteinas de membrana externa, t€ém sido explorados devido a sua capacidade de induzir
resposta imune significativa e mais consistente entre diferentes sorovares . Essa escolha ¢
fundamental para melhorar o desempenho dos testes, reduzindo reagdes cruzadas e aumentando

a acuracia diagndstica.



Outro aspecto relevante no imunodiagnostico ¢ a defini¢do de parametros de
desempenho, como sensibilidade e especificidade. A sensibilidade refere-se a capacidade do
teste de identificar corretamente individuos infectados, enquanto a especificidade diz respeito a
identificacdo correta de individuos ndo infectados. Esses pardmetros sdo essenciais para avaliar
a confiabilidade do teste e sua aplicabilidade em diferentes contextos epidemioldgicos

(THRUSFIELD, 2004).

Dessa forma, os conceitos basicos de imunodiagndstico envolvem a compreensao da
resposta imune, da interacdo antigeno-anticorpo e dos principios metodoldgicos dos testes
laboratoriais. Esses fundamentos sdo essenciais para o desenvolvimento de técnicas como o
ELISA, amplamente utilizadas no diagnostico de doengas zoondticas, contribuindo para o

controle e prevencao dessas enfermidades.
3. PRINCiPIOS DO ENSAIO ELISA

O ensaio imunoenzimatico ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) ¢ uma
técnica amplamente utilizada no imunodiagndstico para detec¢ao de antigenos ou anticorpos em
amostras bioldgicas. Seu principio fundamental baseia-se na interagdo especifica entre antigeno
e anticorpo, associada a uma reagdo enzimatica capaz de gerar um sinal mensuravel, geralmente

uma mudanga de cor proporcional a quantidade do analito presente (TIZARD, 2002).

O ELISA pode ser classificado em diferentes formatos, sendo os mais comuns o ELISA
direto, indireto, sanduiche e competitivo. No contexto de doencas zoondticas, o ELISA indireto
¢ amplamente utilizado para detec¢do de anticorpos, no qual o antigeno € previamente adsorvido
a superficie de placas de poliestireno, permitindo a ligagdo de anticorpos presentes na amostra
do paciente. Posteriormente, um anticorpo secundario conjugado a uma enzima ¢ adicionado,
formando um complexo que, ao reagir com um substrato especifico, produz um sinal detectavel

(MADRUGA et al., 2001).

A execucao do ensaio envolve etapas sequenciais bem definidas. Inicialmente, ocorre a
sensibilizacdo da placa com o antigeno diluido em tampao apropriado, seguida por um bloqueio
para evitar ligagdes inespecificas. Em seguida, adiciona-se a amostra contendo anticorpos, que
se ligam ao antigeno fixado. Apds etapas de lavagem para remog¢ao de componentes nao ligados,
¢ adicionado o conjugado enzimatico, geralmente um anticorpo anti-IgG marcado com enzimas
como peroxidase. Por fim, a adi¢do do substrato cromogénico resulta em uma rea¢do enzimatica
que produz coloragcdo proporcional a quantidade de anticorpos presentes, sendo a leitura

realizada em espectrofotdometro (TIZARD, 2002).



A escolha dos reagentes e das condigcdes experimentais ¢ determinante para o
desempenho do teste. A concentragdo do antigeno, a diluicdo dos soros e do conjugado, bem
como o tempo de incubagao e as condi¢des de lavagem, devem ser cuidadosamente padronizados
para maximizar a diferenca entre amostras positivas e negativas. A padronizagdo adequada

permite maior reprodutibilidade e confiabilidade dos resultados.

Outro aspecto essencial do ELISA ¢ a definicdo do ponto de corte (cut-off), que
determina a distincdo entre resultados positivos e negativos. Esse parametro pode ser
estabelecido por métodos estatisticos, como a média das amostras negativas acrescida de desvios

padrao ou por curvas ROC, garantindo maior precisao diagndstica (MADRUGA et al., 2001).

O desempenho do ELISA estd diretamente relacionado a qualidade dos antigenos
utilizados. Em estudos com tuberculose bovina, por exemplo, proteinas recombinantes e
antigenos quiméricos tém sido empregados para aumentar a sensibilidade e especificidade do

teste, permitindo melhor discriminag@o entre animais infectados e ndo infectados.

Dentre as principais vantagens do ELISA destacam-se a alta sensibilidade, a
possibilidade de automacao, a analise simultdnea de grande nimero de amostras ¢ a seguranca
bioldgica, uma vez que ndo requer o uso de patdgenos vivos. Entretanto, limitagdes como reacdes
cruzadas ¢ variabilidade na resposta imune do hospedeiro devem ser consideradas

(THRUSFIELD, 2004).
4.  SELECAO DE ANTiGENOS E ANTICORPOS

A selegdo adequada de antigenos e anticorpos ¢ um dos fatores mais criticos para o
desenvolvimento de testes imunodiagnoésticos, especialmente no ensaio ELISA. A qualidade
desses componentes determina diretamente a sensibilidade, especificidade e confiabilidade dos
resultados obtidos, sendo essencial considerar caracteristicas imunologicas, estruturais e

epidemioldgicas dos agentes infecciosos envolvidos.

Os antigenos utilizados em ensaios ELISA podem ser classificados em diferentes
categorias, como antigenos totais, fragdes purificadas, proteinas recombinantes e antigenos
sintéticos. A escolha do tipo de antigeno deve levar em consideracao sua capacidade de induzir
resposta imune especifica e sua representatividade em diferentes fases da infeccdo. Antigenos
altamente conservados e imunogénicos sao preferiveis, pois aumentam a probabilidade de

reconhecimento pelos anticorpos presentes na amostra (TIZARD, 2002).

No contexto das zoonoses, estudos t€ém demonstrado que proteinas de membrana externa

e proteinas secretadas apresentam elevado potencial diagnodstico, uma vez que estio diretamente



envolvidas na interacdo com o sistema imunoldgico do hospedeiro. No caso da leptospirose, por
exemplo, as proteinas de membrana externa t€ém sido amplamente utilizadas por apresentarem
maior conservacao entre diferentes sorovares e capacidade de estimular resposta imune
significativa. Essa caracteristica contribui para aumentar a sensibilidade do teste e reduzir a

ocorréncia de falsos negativos.

De forma semelhante, na tuberculose bovina, diversos antigenos recombinantes tém sido
investigados com o objetivo de melhorar o desempenho do ELISA. Proteinas como ESAT-6,
MPB70 e MPBS83 sdo amplamente estudadas devido a sua relevancia imunologica. Entretanto, a
utilizacao isolada desses antigenos pode apresentar limitagdes, especialmente em relagdo a
sensibilidade e especificidade. Nesse sentido, estratégias como o uso de antigenos quiméricos,
que combinam epitopos de diferentes proteinas, t€ém demonstrado melhores resultados

diagnosticos.

A cinética da resposta imunoldgica também deve ser considerada na selecdo dos
antigenos. Diferentes proteinas sdo reconhecidas em momentos distintos da infec¢do, o que pode
influenciar a capacidade do teste em detectar a doenga em suas diferentes fases. Anticorpos
contra determinadas proteinas podem ser detectados precocemente, enquanto outros surgem
apenas em estagios mais avangados da infecgdo, refletindo a carga antigénica e a progressao da

doenca. Dessa forma, a combinacao de multiplos antigenos pode ampliar a cobertura diagndstica.

Além da escolha do antigeno, a sele¢do dos anticorpos utilizados no ensaio também ¢
fundamental. No ELISA indireto, utiliza-se um anticorpo secunddrio conjugado a uma enzima,
geralmente direcionado contra imunoglobulinas da espécie analisada. Esse anticorpo deve
apresentar alta afinidade e especificidade, evitando reacdes cruzadas que possam comprometer

a interpretacdo dos resultados (ABBAS; LICHTMAN; PILLALI, 2015).

Outro ponto relevante ¢ a pureza dos antigenos. Impurezas podem levar a ligagdes
inespecificas, aumentando o ruido de fundo do ensaio e reduzindo sua precisdo. Técnicas como
cromatografia de afinidade sdo frequentemente utilizadas para purificacdo de proteinas

recombinantes, garantindo maior qualidade do material utilizado nos testes.

Adicionalmente, a padronizagao das concentracdes de antigenos e anticorpos € essencial
para otimizar a relagdo sinal/ruido do ensaio. Estudos demonstram que a determinagdo das
condigdes ideais ocorre por meio de testes preliminares com diferentes dilui¢des, buscando

maximizar a diferenca entre amostras positivas e negativas.

Por fim, deve-se considerar a possibilidade de reacdes cruzadas, especialmente em

ambientes onde multiplos patdogenos circulam simultaneamente. A utilizagdo de antigenos



altamente especificos e a validacao rigorosa do teste sao estratégias fundamentais para minimizar

esse problema e garantir maior acuracia diagnostica (THRUSFIELD, 2004).
5. ETAPAS DE PADRONIZACAO DO TESTE

A padronizagdo do ensaio ELISA constitui uma etapa fundamental para garantir a
reprodutibilidade, sensibilidade e especificidade do teste, sendo essencial no desenvolvimento
de métodos confidveis para o diagnostico de enfermidades zoonoticas. Esse processo envolve a
defini¢ao das condigdes ideais de reagdo, incluindo concentragdo de antigenos, diluicdo de

amostras, conjugados, tampdes e parametros operacionais.

A primeira etapa da padronizacdo consiste na determinagdo da concentragdo ideal do
antigeno a ser adsorvido na placa de microtitulacdo. Essa concentragdo deve ser suficiente para
permitir a ligagdo eficiente dos anticorpos presentes na amostra, sem causar saturacdo ou
aumento de ligacdes inespecificas. Estudos demonstram que a avaliacdo de diferentes
concentragdes ¢ essencial para identificar a melhor condicdo experimental, garantindo maior

diferenciag@o entre amostras positivas e negativas.

Em seguida, realiza-se a padroniza¢do das dilui¢des das amostras de soro. A escolha da
dilui¢do adequada ¢ importante para evitar tanto falsos positivos, decorrentes de reagdes
inespecificas, quanto falsos negativos, causados por baixa concentragdo de anticorpos
detectaveis. Normalmente, sdo testadas diferentes diluigdes até que se obtenha a maior relagao

entre sinal e ruido (MADRUGA et al., 2001).

Outro passo relevante ¢ a defini¢do da dilui¢do do conjugado enzimatico, geralmente um
anticorpo secundario ligado a uma enzima, como a peroxidase. A concentragdo desse reagente
deve ser cuidadosamente ajustada para garantir sensibilidade adequada sem comprometer a
especificidade do teste. A escolha incorreta pode resultar em aumento do fundo da reagdo ou

baixa intensidade de sinal (TIZARD, 2002).

Além disso, a padronizagdo envolve a otimizacao das condi¢gdes de incubagao, incluindo
tempo e temperatura. Esses fatores influenciam diretamente a interagdo antigeno-anticorpo e a
eficiéncia da reacdo enzimatica. Em protocolos experimentais, as incubagdes sdo geralmente
realizadas a temperaturas controladas, como 37°C, por periodos previamente definidos, visando

maior consisténcia dos resultados.

As etapas de lavagem também sdo criticas na padronizacdo do ELISA, pois removem

componentes ndo ligados, reduzindo o ruido de fundo e aumentando a precisdo do teste. A



utilizacao de tampdes contendo agentes como Tween 20 contribui para minimizar interagdes

inespecificas, melhorando a qualidade dos resultados (TIZARD, 2002).

Outro aspecto importante ¢ a determinacao do ponto de corte (cut-off), que define a
distin¢do entre resultados positivos e negativos. Esse valor pode ser estabelecido com base na
média das absorbancias de amostras negativas acrescida de desvios padrdo ou por meio de
analises estatisticas mais robustas, como curvas ROC, garantindo maior acuracia diagnostica

(MADRUGA et al., 2001).
6.  VALIDACAO (SENSIBILIDADE, ESPECIFICIDADE)

A validacao de um ensaio imunodiagndstico, como o ELISA, € uma etapa essencial para
assegurar sua confiabilidade e aplicabilidade no diagnostico de enfermidades zoondticas. Esse
processo consiste na avaliagdo do desempenho do teste por meio de parametros estatisticos,

sendo os principais a sensibilidade e a especificidade.

A sensibilidade refere-se a capacidade do teste em identificar corretamente os individuos
infectados, ou seja, sua habilidade em detectar resultados verdadeiramente positivos. Um teste
altamente sensivel reduz a ocorréncia de falsos negativos, sendo especialmente importante em
exames de triagem, nos quais a deteccdo precoce da doenga ¢ fundamental. Em estudos com
leptospirose bovina, por exemplo, o ELISA apresentou sensibilidade de 100%, evidenciando sua

eficiéncia na identificagdo de animais infectados.

Por outro lado, a especificidade estd relacionada a capacidade do teste em identificar
corretamente individuos ndo infectados, evitando resultados falso-positivos. Testes com alta
especificidade sao fundamentais para confirmag¢do diagnoéstica, reduzindo interpretagdes
equivocadas e intervencdes desnecessarias. No entanto, frequentemente observa-se um
equilibrio entre sensibilidade e especificidade, sendo necessario ajustar os parametros do teste

conforme o objetivo diagndstico (THRUSFIELD, 2004).

A validagao do ELISA geralmente € realizada por comparagdo com um teste padrao de
referéncia, como a soroaglutinagdo microscopica (SAM) ou testes intradérmicos. Além disso,
utiliza-se o indice de concordancia (Kappa) para avaliar a consisténcia entre os métodos. Valores
elevados de Kappa indicam boa concordéncia e reforcam a confiabilidade do teste validado.

Outro aspecto importante na validacao ¢ a definicdo do ponto de corte (cut-off), que
influencia diretamente os valores de sensibilidade e especificidade. Esse parametro pode ser
determinado por métodos estatisticos, como curvas ROC, permitindo otimizar o desempenho do

teste em diferentes contextos epidemiologicos.



7. APLICACAO EM ZOONOSES RELEVANTES

O ensaio ELISA tem sido amplamente aplicado no diagndstico de diversas zoonoses de
importancia econdmica e sanitaria, destacando-se como uma ferramenta eficiente para triagem e
monitoramento epidemioldgico. Entre as principais enfermidades em que o ELISA ¢ utilizado,
destacam-se a leptospirose e a tuberculose bovina, ambas de grande impacto na satde publica e

na produ¢do animal.

Na leptospirose, o ELISA tem sido empregado como alternativa ao teste de
soroaglutinacdo microscopica (SAM), considerado padrio, porém limitado por baixa
sensibilidade em fases iniciais da infec¢do e maior complexidade técnica. O ELISA, por sua vez,
apresenta elevada sensibilidade e facilidade de execuc¢ao, sendo capaz de detectar maior nimero

de animais reagentes, o que o torna Util como teste de triagem em programas de vigilancia.

No caso da tuberculose bovina, o ELISA tem sido utilizado como método complementar
ao teste intradérmico, permitindo ampliar a detec¢ao de animais infectados, especialmente em
fases mais avancadas da doenga. A utilizacdo de antigenos recombinantes e quiméricos tem
contribuido para melhorar o desempenho do teste, possibilitando melhor discriminag¢ao entre

animais positivos e negativos.

Além dessas doengas, o ELISA também ¢ aplicado em outras zoonoses, como brucelose
e toxoplasmose, devido a sua capacidade de andlise em larga escala, baixo custo relativo e
seguranca bioldgica. Dessa forma, o ELISA constitui uma ferramenta essencial no controle e

prevengdo de zoonoses relevantes, contribuindo para a saude tinica (One Health).
8. COMPARACAO COM OUTROS METODOS DIAGNOSTICOS

O ensaio ELISA destaca-se no diagnostico de zoonoses quando comparado a métodos
tradicionais e moleculares, apresentando vantagens operacionais e limitagdes que devem ser
consideradas conforme o contexto clinico e epidemiologico. Entre os métodos mais utilizados
para comparagdo estdo os testes sorologicos classicos, como a soroaglutinagdo microscopica
(SAM), os testes intradérmicos e técnicas moleculares como a PCR.

A soroaglutinacao microscépica ¢ considerada padrao para o diagndstico da leptospirose,
porém apresenta limitagdes importantes, como baixa sensibilidade nas fases iniciais da infeccao,
necessidade de manuten¢do de culturas vivas do agente e maior complexidade técnica. Em
contraste, o ELISA apresenta maior sensibilidade e facilidade de execucdo, além de permitir
analise simultanea de grande nimero de amostras, sendo mais adequado para triagem em larga
escala.



No diagnostico da tuberculose bovina, o teste intradérmico ¢ amplamente utilizado como
método oficial. Contudo, esse teste depende da resposta imune celular e pode nao detectar
animais em estagios avangados ou com resposta imune reduzida. O ELISA, por sua vez, detecta
a resposta humoral, complementando o diagndstico ao identificar animais que podem nao ser
detectados pelos testes intradérmicos.

As técnicas moleculares, como a PCR, apresentam alta sensibilidade e especificidade,
permitindo a detecgao direta do material genético do patdégeno. Entretanto, essas metodologias
possuem custo elevado, exigem infraestrutura laboratorial especializada e sao mais indicadas
para confirmagdo diagnostica do que para triagem em larga escala (THRUSFIELD, 2004).

Além disso, o ELISA apresenta vantagens como baixo custo relativo, seguranga
bioldgica por ndo utilizar agentes vivos e possibilidade de automacgao, tornando-o altamente
reprodutivel. Por outro lado, pode apresentar limitagdes, como reagdes cruzadas e incapacidade
de diferenciar infecgdes ativas de passadas, uma vez que detecta anticorpos.

9. LIMITACOES E CONTROLE DE QUALIDADE

Apesar das inimeras vantagens do ensaio ELISA, como alta sensibilidade, praticidade e
possibilidade de andlise em larga escala, o método apresenta limitacdes que devem ser
consideradas para garantir a confiabilidade dos resultados. Uma das principais limitacdes esta
relacionada as reagdes cruzadas, que podem ocorrer quando anticorpos presentes na amostra
reconhecem antigenos semelhantes de diferentes patogenos, gerando resultados falso-positivos

(THRUSFIELD, 2004).

Outra limitagcdo importante refere-se a incapacidade do ELISA em diferenciar infecc¢des
ativas de infec¢des passadas, uma vez que detecta anticorpos que podem permanecer circulantes
por longos periodos apds a exposi¢do ao agente infeccioso. Além disso, a variabilidade na
resposta imunoldgica entre individuos pode influenciar a sensibilidade do teste, especialmente

em fases iniciais da infec¢do, quando a producdo de anticorpos ainda ¢ baixa.

Diante dessas limitagdes, o controle de qualidade torna-se essencial na execucao do
ensaio. Esse controle envolve o uso de amostras padrdo positivas e negativas, a padronizagao
rigorosa das condigdes experimentais € a calibragcdo adequada dos equipamentos. A
repetibilidade dos resultados também deve ser monitorada por meio da realizagdo de testes em

duplicata ou triplicata.

Além disso, a definicdo adequada do ponto de corte (cut-off) ¢ fundamental para
minimizar erros diagnosticos. Procedimentos estatisticos e validagdes periddicas garantem maior

precisdo e confiabilidade do teste.



10. CONCLUSAO

O desenvolvimento e a padronizacdao do ensaio ELISA para deteccdo de anticorpos em
enfermidades zoonoticas representam avancos significativos no campo do imunodiagnostico,
contribuindo diretamente para o aprimoramento das estratégias de vigilancia epidemiologica e
controle sanitario. Ao longo deste estudo, evidenciou-se que o ELISA se destaca como uma
ferramenta versatil, sensivel e aplicavel em larga escala, sendo amplamente utilizado no

diagnostico de doengas de relevancia tanto para a saide animal quanto para a satde publica.

A compreensdo dos conceitos basicos de imunodiagndstico mostrou-se fundamental para
o desenvolvimento adequado do ensaio, especialmente no que se refere a interacdo antigeno-
anticorpo e a resposta imunoldgica do hospedeiro. Esses elementos sdo determinantes para a
escolha dos componentes do teste e para a interpretacao correta dos resultados. Nesse contexto,
a selecdo criteriosa de antigenos e anticorpos revelou-se uma etapa critica, uma vez que
influencia diretamente a sensibilidade e a especificidade do método. O uso de proteinas
recombinantes e antigenos quiméricos tem se mostrado promissor, ampliando a capacidade

diagnodstica do ELISA ao permitir a detecg¢@o de anticorpos em diferentes fases da infecgao.

As etapas de padronizacdo do teste demonstraram a importancia da defini¢do de
condi¢des experimentais ideais, incluindo concentragdo de antigenos, diluigdes de soros e
conjugados, além de parametros de incubagdo e lavagem. A padroniza¢do adequada garante
maior reprodutibilidade e confiabilidade dos resultados, sendo essencial para a aplicacdo do teste
em diferentes contextos laboratoriais. Nesse sentido, estudos evidenciam que a otimizagao
dessas condicdes permite maximizar a diferenca entre amostras positivas € negativas,

aumentando a precisdo diagnostica.

A validacao do ELISA, baseada em parametros como sensibilidade e especificidade,
reforga sua eficiéncia como ferramenta diagnodstica. Resultados encontrados na literatura
demonstram alta sensibilidade, podendo alcangar valores proximos a 100%, o que o torna
especialmente util em testes de triagem. Entretanto, a especificidade pode variar conforme o
antigeno utilizado, sendo necessario equilibrio entre esses parametros para garantir maior

acuracia.

A aplicagdo do ELISA em zoonoses relevantes, como leptospirose e tuberculose bovina,
evidencia sua importancia pratica, especialmente quando utilizado de forma complementar a
métodos tradicionais. Em muitos casos, o ELISA permite identificar um nimero maior de
animais infectados, contribuindo para a tomada de decisdes em programas de controle e

erradicagdo dessas doengas. Além disso, quando comparado a outros métodos diagnoésticos,



como testes intradérmicos, soroaglutinacdo microscopica e técnicas moleculares, o ELISA
apresenta vantagens operacionais significativas, incluindo menor custo, maior rapidez e

possibilidade de automagao.

Contudo, o método ndo esta isento de limitagcdes. Problemas como reagdes cruzadas,
dificuldade em diferenciar infec¢des ativas de passadas e variabilidade na resposta imunoldgica
do hospedeiro podem impactar a interpretagdo dos resultados. Por isso, o controle de qualidade
¢ indispensavel, envolvendo o uso de controles internos, valida¢des periddicas e padronizagao
rigorosa dos procedimentos laboratoriais. A definicdo adequada do ponto de corte também se

mostra essencial para minimizar erros diagnosticos e aumentar a confiabilidade do teste.

Dessa forma, conclui-se que o ensaio ELISA ¢ uma ferramenta fundamental no
diagnéstico de zoonoses, especialmente quando desenvolvido e padronizado de maneira
rigorosa. Sua aplicacdo integrada a outros métodos diagnodsticos potencializa sua eficécia,
contribuindo para estratégias mais eficientes de controle sanitario e promog¢ao da satide unica
(One Health). O continuo aprimoramento das técnicas e a busca por novos antigenos mais
especificos tendem a ampliar ainda mais o potencial do ELISA no cenario diagndstico

contemporaneo.
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