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DIAGNOSTICO LABORATORIAL DAS VIROSES

O diagnéstico de certeza de um processo infeccioso € a demonstracdo do
patdgeno ou de seus produtos nos tecidos ou fluidos biologicos. Esta demonstracéo, no
caso de uma infeccao viral, pode ser feita de forma direta ou indireta.

Como demonstracgéo direta, temos o isolamento do agente etiolégico (por exemplo,
ovos embrionados, animais de laboratério ou cultura de células), a evidenciacdo das
particulas virais ao microscoépio eletrénico, a deteccao de antigenos virais por técnicas de
hemaglutinacdo ou imunoldgicas ou a pesquisa do genoma viral por técnicas de biologia
molecular.

Ja a demonstracao indireta baseia-se na deteccao de anticorpos produzidos pelo
organismo infectado em resposta a uma determinada infeccdo viral. Pode ser feita pela
sorologia pareada, isto é, pela coleta de amostras de sangue na fase aguda e
convalescente da infeccdo. Uma diferenca de pelo menos 4 vezes no titulo de anticorpos
especificos entre as duas fases representa a conversao imunoldgica do individuo. A este
fenbmeno denominamos conversao sorolégica e a verificacdo de sua ocorréncia pode ser
feita por testes de imunodifusdo em gel de agar e inibicdo da hemaglutinacéo.

Nas duas ultimas décadas, houve um grande avanco no diagnéstico sorolégico
com o desenvolvimento de testes que permitem uma deteccdo mais rapida e precisa das
infeccdes por virus. Dentre elas, destaca-se 0s testes para pesquisa de anticorpos
especificos da classe IgM, que sdo os primeiros formados em resposta as infeccdes,
indicando uma infeccdo recente e dispensando a coleta de 2 amostras para teste de
conversdo sorologica. Dentre as técnicas imunolégicas mais usadas atualmente,
destacam-se a imunofluorescéncia, ensaio imunoenzimatico (ELISA) e radioimunoensaio
(RIE). Além destas, com o advento de pesquisas na area de genética e biologia
molecular, foram desenvolvidas técnica de deteccdo do genoma viral, sendo as mais
importantes as reacdo de hibridizacdo de acido nucleicos e a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR).



1. Importancia da pesquisa de antigenos e/ou anticorpos no diagnéstico laboratorial

O exame laboratorial de uma virose humana serve ndo so6 para confirmar uma dada
infeccdo, ou uma suspeita clinica, mas também para identificar o tipo do agente causal e
assim contribuir para a avaliagdo do clinico, para o paciente e a comunidade em geral.

Situacdes importantes no diagnostico virolégico:

No esclarecimento de infecgbes com sintomas e sinais clinicos confundiveis, como
exemplo, mononucleose infecciosa-citomegalovirose-rubéola e  hepatites virais
(A,B,C,D,E).

Quando ha necessidade de confirmacao de uma infec¢do devido as sérias implicacdes
gue a mesma pode Ter para o paciente, como por exemplo na AIDS, hepatite virais e
rubéola gestacional;

Para diferenciar a fase da doenca, como por exemplo, na determinacao de infeccbes
aguda ou cronicas, no prognéstico da doenca (p.ex. pesquisa dos marcadores
soroldgicos das hepatites virais) e como critério de cura;

No diagnostico de doencas congénitas (p.ex. rubéola), uma vez que a deteccdo da
imunoglobulina IgM no sangue do corddo umbilical é patognoménica de doenca
congénita pelo fato desta imunoglobulina ndo atravessar a barreira placentéria;

Na selecdo de doadores de sangue das doencas virais transmitidas pelo sangue,
como hepatites B e C, AIDS, HTLV-l e lI;

Quando a intervencao quimioterapica € importante e possivel, como por exemplo nas
infeccBes herpéticas, AIDS e papilomavirose;

Durante surtos epidémicos, para que a populacdo e a Saude Publica busquem as
medidas profilaticas adequadas (vacinacdo, combate a vetores, etc.). Ex: febre
amarela, dengue, sarampo, raiva, entre outras;

Na busca de um agente etiolégico de uma dada doenga, seja ela nova ou ndo,
favorecendo assim também a pesquisa. Com esta visdo, a maioria dos virus hoje
conhecidos foram descobertos e associados a doengas. Ex: virus Epstein-Barr, HIV,
rotavirus, hantavirus, etc.

Na avaliagdo da imunidade naturalmente adquirida apdés uma infeccdo viral ou
artificialmente induzida ap0s vacinacgao, pela pesquisa de anticorpos da classe 1gG;
Em estudos epidemioldgicos, para avaliagdo da prevaléncia de diferentes doencas

virais em uma determinada comunidade2 pela pesquisa de anticorpos da classe



IgG, bem como na verificacdo da erradicacdo de doencas (auséncia de anticorpos
contra o patégeno em criangcas nascidas no local) ou reintrodugdo de novos casos em
areas consolidadas (pesquisa de anticorpos IgG ou aumento no titulo de anticorpos

IgG contra determinado patégeno).

2. Testes sorologicos

Os testes sorolégicos ou imunoensaios sdo técnicas para a deteccdo e
guantificacdo de antigenos ou anticorpos, podendo utilizar reagentes ndo-marcados ou
reagentes marcados. Os ensaios com reagentes nao-marcados, como precipitacdo e
aglutinacéo, possuem sensibilidade de deteccdo menor, pois € necessario que se formem
grandes complexos antigeno-anticorpo para sua deteccdo. Nos ensaios com reagentes
marcados, estes amplificam o sinal, aumentando a sensibilidade de deteccdo. Os
marcadores comumente utilizados s@o os radioativos, enziméticos, fluorescentes e
guimioluminescentes.

Na ultima década, houve um grande desenvolvimento nos testes para
imunodiagnastico, principalmente com relagdo aos anticorpos e antigenos empregados e.
em menor escala, com relacdo aos métodos. O advento dos anticorpos monoclonais
proporcionou um grande avanco pela possibilidade de producédo, em grande quantidade,
de anticorpos homogéneos e totalmente caracterizaveis. Esses anticorpos sdo altamente
especificos, sendo a base de varios testes de pesquisa de antigenos. Por outro lado, a
analise da estrutura dos principais componentes antigénicos dos virus levou a
identificacdo dos antigenos mais importantes na deteccdo de anticorpos. Tais antigenos
podem ser preparados, em larga escala, por sintese peptidica e tecnologia recombinante,
aumentando a especificidade dos testes para a pesquisa de anticorpos. Com relagéo aos
meétodos, tem-se observado uma tendéncia ao aperfeicoamento e a consolidagcdo dos
testes ja existentes especialmente pela facilitagdo e reducédo no tempo das reacdes, em

vez do desenvolvimento de técnicas baseadas em pringipios inovadores.



Ensaio imunoenzimatico (ELISA)

O ELISA é um método no qual a reacdo antigeno-anticorpo € monitorada por medida
da atividade enzimatica. Desempenha um papel muito importante no laboratorio
clinico, pois, além da elevada sensibilidade comparavel a do radioimunoensaio,
apresenta as vantagens de utilizar reagentes estaveis, estar livre das exigéncias de
trabalhar com radioisétopos e poder ser adaptado tanto a testes simples como a
automacao sofisticada. O ensaio pode ser empregado com uma variedade de
sistemas de deteccdo, que vao de leituras visuais a fotométricas, com substratos
coloridos, fluorescentes ou luminescentes, fato que tem contribuido para a
multiplicacdo de seus métodos e aplicacdes nos ultimos anos.

Para ser utilizada em imunoensaio, a enzima deve preencher alguns requisitos
como ser estavel, facilmente obtida em forma purificada e ser facilmente conjugada a
varios antigenos e anticorpos sem perda de sua atividade. Entre as enzimas, a mais
empregada € a peroxidase, que além desses requisitos, pode ser conjugada por varios
processos e ser revelada por varias substancias cromogénicas.

O principio basico da reacédo de ELISA é a imobilizacdo de um dos reagentes em
uma fase sdlida, enquanto outro reagente pode ser ligado a uma enzima, com
preservacao tanto da atividade enzimatica como da imunoldgica do anticorpo. A fase
sélida pode ser constituida por particulas de agarose, poliacrilamida, dextran,
poliestireno, etc. Placas plasticas sao as mais difundidas, por permitirem a realizacao
de mudltiplos ensaios e automacéo. Apds cada etapa, como sensibilizacdo, incubacéo
com a amostra e com 0 conjugado, as cavidades das placas sdo lavadas para a
remocao do material ndo ligado a fase sélida.

O teste detecta quantidades extremamente pequenas de antigenos ou anticorpos,
podendo ter elevada precisdo se os reagentes e 0s parametros do ensaio forem bem
padronizados. O grau de pureza do antigeno ou anticorpo da fase sélida € muito
importante, pois qualquer material heter6logo competir4d pelo espago na placa. Na
pesquisa de antigenos, o anticorpo utilizado na sensibilizacdo deve ter alta afinidade,
podendo ser policlonal ou monoclonal. Para pesquisa de anticorpos, o antigeno deve
estar livre de impurezas, podendo-se utilizar antigenos purificados por cromatografia
de afinidade com anticorpos monoclonais, peptideos sintéticos ou peptideos obtidos a
partir de tecnologia recombinante. Além de se avaliar a concentracdo ideal da amostra

teste na reacdo, pode-se utilizar detergentes nédo-ibnicos, como Tween 20
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elou proteina (leite desnatado, gelatina, BSA, caseina, etc.) no diluente da amostra
para reduzir a adsorcdo ndo-especifica de componentes da amostra na placa. Os
conjugados devem ser preparados com anticorpos de alta afinidade e maximamente
purificados. Os substratos cromogénicos empregados pela degradacao enzimatica dao
origem a produtos soluveis coloridos, cuja determinacdo é feita medindo-se a
densidade 6tica da solugcédo no espectofotdmetro. Para a peroxidase, o substrato € o
peroxido de hic\drogénio (H202), e os cromdgenos ou doadores de hidrogénio mais
utilizados séo ortofenilenodiamina (OPD), acido 5-amino salicilico, ortotoluidina, 2,2’-

diazino do acido etilbenzotiazolino sulfénico (ABTS) e tetrametilbenzidina (TMB)

Principais métodos de ELISA empregados para a pesquisa de anticorpos e

antigenos

1. Ensaios para antigenos
A fase solida é sensibilizada com anticorpo especifico. A amostra em teste, onde se
vai pesquisar o antigeno, é incubada com a fase sdlida e, a seguir, incuba-se com
excesso de anticorpo especifico marcado com a enzima. A reacdo é revelada pela
adicdo do substrato. A taxa de degradacao € proporcional a concentracao do antigeno

2. Ensaios para anticorpos

2.1 Método direto

As placas sao sensibilizadas com antigenos, que reagirdo com 0s anticorpos da

amostra., incubando-se em seguida com o antigeno especifico marcado com a enzima.
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2.2 Método indireto

As placas sdo sensibilizadas com o antigeno. Segue-se a incubacdo com a
amostra teste. O conjugado empregado utilizada antiimunoglobulina humana que reage
com o anticorpo da amostra capturado pelo antigeno e a reacéo e revelada com a solucéo
cromogena. O grau de degradagdo do substrato, indicado normalmente pela intensidade

da cor da solucgéo, é proporcional a concentragdo de anticorpo.

2.3 Método para captura para anticorpos IgM

A fase solida é sensibilizada com anti-lgM especifico para a regido Fc. Os soros em
teste sdo incubados, havendo a captura de qualquer IgM da amostra. A seguir incuba-se
com antigeno marcado ou antigeno ndo marcado, seguindo de anticorpo especifico

marcado



AULA PRATICA: Ensaio imunoenzimatico para deteccdo do antigeno de superficie
do virus da hepatite B (HBsSAQ)

Este ensaio baseia-se na metodologia direta do tipo sanduiche. Anticorpos anti-
HBs sdo adsorvidos nas cavidades da fase soélida. Antigeno HbsAg, caso presente na
amostra do soro teste, ird reagir especificamente com o anticorpo anti-HBs capturado na
fase sélida. A placa é em seguida incubada com o conjugado anti-HBs/peroxidase. O
anticorpo do conjugado so se ligard se a amostra de soro for positiva para a presenca de
HbsAg. A reacdo sera revelada mediante adicdo do substrato da enzima em solucéo que
inclui um cromégeno (TMB), que ao ser oxidado, se converte em um complexo de
coloracdo azul. Amostras negativas se apresentarao incolores. A reacao € paralizada pela
adicdo de &cido sulfdrico, que muda a coloracdo das amostras positivas para amarelo.

Amostras negativas permanecem incolores.
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Metodologia:

1. Colocar numa placa de polivinil, 10 ul de anticorpo de captura (anti-HBs) por cavidade,
previamente diluido (1/1000) em tampao carbonato-bicarbonato 0.05 M, pH 9.6.
Incubar a 40C durante 16-20 horas;

2. Com pente multicanal adaptado a sistema de vacuo, aspirar todas as cavidades e
enché-las com o tampéo de lavagem (PBS T). Repetir esta operagdo 2X, com
intervalos de 1 min;

3. Adicionar 100 ul de soro-teste por cavidade a reacao, juntamente com 0s controles
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positivo e negativo. Incubar a 370C/2 horas. Lavar a placa como descrito no item 2;

4. Adicionar 100 ul de conjugado (anti-HBs/HRP) por cavidade, diluido em tampéo
apropriado (1/500). Incubar a 370C/2 horas. Lavar a placa como descrito no item 2;

5. Preparar a solucéo de substrato (10 ml de tampéo de substrato, 100 ul de TBM, 5 ul
H202) no momento de uso. Misturar bem e distribuir 100 ul em todas as cavidades,
inclusive no controle do substrato.

6. Cobrir a placa e incubar a T.A. por 10 min. Bloquear a reacao pela adicdo de 100 ul de

H2S04 em todas as cavidades. Proceder com a leitura.

Leitura visual
Observar a placa ligeiramente inclinada sobre uma superficie branca, com boa
iluminacdo. Considerar como positivas as amostras que apresentarem qualquer diferenca

perceptivel de cor em relacao aos controles negativos, que devem ser incolores.

Leitura no espectrofotdmetro (450 nm)
Considerar como positivas as amostras que apresentarem uma densidade oOtica

pelo menos 2.1 maior do que a média dos controles negativos.



Reacao:

Data:

Amostras:

Técnico:

Diluicdo do captura:
Diluicdo da amostra:

Diluicdo do conjugado:

PROTOCOLO DO ELISA




