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A técnica de elisa e a sua importancia para o diagnostico clinico
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RESUMO

INTRUDUCAO: O teste de ELISA (Enzyme linked immuno Sorbent Assay) é
amplamente utilizado para realizar diagnostico de doencas autoimunes bem como
infecciosas e alérgicas. Isso porque, a fisiopatologia das causas supracitadas
desencadeiam a producédo de imunoglobulinas que € a base do teste. Dessa forma, esse
método possibilita tanto a identificacdo de antigenos, quanto a de anticorpos especificos
no plasma sanguineo. Por apresentar baixo custo e alta especificidade e sensibilidade esse
método tornou-se imprescindivel para um bom diagnéstico como por exemplo na atual
pandemia do Corona virus. OBJETIVO: O objetivo do presente estudo é abordar os tipos
de técnicas do método ELISA existentes bem como a sua importancia para realizar o
diagnostico clinico no cotidiano médico. METODO: Foi realizada uma revisdo da
literatura nas bases de dados Scielo e Pubmed com o uso dos descritores ELISA AND
impact AND clinical diagnosis. Foi usado como critério de inclusdo artigos do ano
superior a dez 2019 e de exclusdo aqueles que ndo exemplificavam as técnicas do ELISA
ou ndo deixavam claro sua importancia para o diagnostico. RESULTADO: As principais
variantes do teste contam com diferentes formas na identificacdo do antigeno e do
anticorpo, além disso, contam com o aumento da sensibilidade e da especificidade o que
torna ainda melhor os resultados obtidos. No cotidiano medico esse teste pode ser
aplicado em diversas situacdes como teste de gravidez pela detec¢do do BHCG, como na
doenca de chagas, candidiase entre outras. CONCLUSAO: O teste de ELISA é de grande
importancia no cotidiano médico por oferecer um auxilio no diagnostico de patologias
com alta especificidade e sensibilidade aliada a um baixo custo. Existe inimeras
patologias que podem ser diagnosticadas através desse método dessa forma é fundamental
o conhecimento das técnicas bem como a interpretacdo do resultado oferecido.

Palavras-Chave:“ELISA” AND “impact” AND “Clinical Diagnosis”.

ABSTRACT

INTRUDUCTION: The ELISA (Enzyme linked immunosorbent assay) test is widely
used to perform diagnosis of autoimmune as well as infectious and allergic diseases. This
is because the pathophysiology of the above causes triggers the production of
immunoglobulins which is the basis of the test. Thus, this method enables the
identification of both antigens and specific antibodies in the blood plasma. Because of its
low cost and high specificity and sensitivity, this method has become indispensable for a
good diagnosis, as for example in the current pandemic of the Corona virus. OBJECTIVE:
The aim of this study is to discuss the types of ELISA techniques available, as well as
their importance for clinical diagnosis in daily medical practice. METHODS: A literature
review was carried out in Scielo and Pubmed databases using the descriptors ELISA AND
impact AND clinical diagnosis. We used as inclusion criteria articles from the year above
Dec 2019 and exclusion criteria those that did not exemplify the ELISA techniques or did
not make clear its importance for diagnosis. RESULT: The main variants of the test have
different ways of identifying the antigen and antibody, in addition, they have increased
sensitivity and specificity, which makes the results even better. In everyday medical life
this test can be applied in various situations such as pregnancy test through the detection
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of BHCG, as in chagas disease, candidiasis and others. CONCLUSION: The ELISA test
is of great importance in everyday medical life because it offers help in the diagnosis of
pathologies with high specificity and sensitivity allied to a low cost. There are numerous
pathologies that can be diagnosed by this method, so it is essential to know the techniques
as well as the interpretation of the results offered.

Keywords: "ELISA™ AND "impact" AND "Clinical Diagnosis".

1 INTRODUCAO

O teste de ELISA foi um grande marco para os testes de imunodetec¢do. Isso
porque, antes da sua descoberta, 0 paciente era exposto a marcadores radioativos o que
expunha o paciente a riscos para sua saude. Foi em 1971 que Peter Perlmann e Eva
Engvall publicaram seus conhecimentos e consolidaram a técnica ELSA. (1) O método
tem como base a interacdo entre antigeno-anticorpo, que realiza uma ligacao especifica
seja ela diretamente ou indiretamente. Quando a enzima realiza a interagdo com o
substrato, hd uma mudanca na coloracdo e essa é usada como marcador para a
interpretacdo do resultado. A base do teste anteriormente descrita pode ser realizada com
pequenas modificagdes no processo e assim obtemos outras 4 principais técnicas: ELISA
direto, ELISA indireto, ELISA sanduiche e ELISA por competicdo. Essas variacdes
possibilitam, a depender da sua finalidade, aumentar a sensibilidade, a variedade de
anticorpos e amplificacdo do sinal, dessa forma sendo utilizado nas mais diversas
situacOes (2). Atualmente, a grande aplicabilidade do ELISA se refere aos diagnosticos
de doencas reumatoldgicas, HIV, Hepatites bem como identificar a concentracdo de
substancias na urina como drogas ilicitas e beta HCG. No atual cenario de pandemia do
COVID 19 o ELISA também vem sendo usado para identificacdo dos anticorpos,
possibilitando a informacdo de que o paciente esta com a doenca em atividade ou se ja
teve, gerando um impacto positivo na ajuda para controle. Desse modo, é possivel
observar o amplo espectro de utilidades para esse teste e sua aplicabilidade no diagnéstico

de diversas doencas.

2 METODOLOGIA

O artigo em quest&o se trata de uma revisdo da literatura acerca da importancia do
ELISA para o diagnostico clinico. Para a atual pesquisa, foi realizada uma busca no dia
24 de fevereiro de 2021 nas bases de dados PubMed e Scielo com os seguintes
marcadores: ((ELISA) AND (impact)) AND (clinical diagnosis). Foram obtidos 7.259,
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424 e 44 artigos respectivamente. Foi realizada uma nova exclusdo para aqueles artigos
publicados posterior a 2020 finalizando a amostra em 22 artigos e uma leitura acerca do
resumo e conclusdo de todos os artigos pré-selecionados. Foi usado como critério de
inclusdo aqueles que abordavam as vantagens da técnica para diagndstico clinico, bem
como aqueles que exemplificavam os tipos de ensaios e sua utilizacdo na medicina. Dessa
forma, a amostra final contou com 6 principais artigos que foram usados para embasar o

conteddo deste artigo.

3 RESULTADOS

Como anteriormente descrito, o teste de ELISA tem 4 principais variagdes. O mais
simples dele € o elisa direto que consiste na impregnacdo do antigeno na placa e em
seguida com uma pipeta, introduz um anticorpo ligado a uma enzima e um substrato
cromogénio que vai dar coloracdo a esse conjunto. Atualmente, maquinas especificas
realizam a leitura qualitativa e quantitativa para a varia¢do de cor. Sendo assim, o ELISA
direto utiliza apenas um anticorpo priméario que marca o antigeno diretamente. Essa
técnica é amplamente utilizada nos testes de gravidez para a deteccdo da gonadotrofina
corionica humana (BHCG). O laboratoério Laborclin evidenciou as limita¢6es do teste que
consiste: Quando hé altas concentragcdes de BHCG , a partir do segundo més de gestacao,
pode ocorrer erros, dessa forma a amostra deve ser diluida para resultados mais preciso.
O consumo de drogas pode realizar uma reacdo cruzada e favorecer a resultados falso-
positvos, assim como nos casos de aborto no qual os niveis de BHCG podem se manter

elevados por algum tempo. (3)

Imagem 1: Exemplificacdo do ELISA direto.

substrato
~ {
anticorpo primario *

conjugado
y/ g
antigeno .’ .
ELISA Direto

Fonte: http://biomedicinabrasil.com.br/metodologia/teste-de-elisa/

A segunda técnica consiste no ELISA indireto. Esse utiliza de dois anticorpos, o

primario e o secundario. Uma amostra é preparada com o anticorpo primario na qual tem
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afinidade para o antigeno que vai ser detectado. Dessa forma, ao introduzir o antigeno
esse se ligara ao seu alvo, o anticorpo primario. E realizada uma lavagem para retirada
daqueles que néo tiveram afinidade e logo nédo realizaram a ligagdo. Nesse momento o
anticorpo secundario € introduzido e ele se ligard aos anticorpos primarios. 1sso permite
um aumento da especificidade do teste. No cotidiano esse teste € muito usado para as
doencas infecto contagiosas como a doenca de chagas, doenca na qual é fundamental o
diagndstico precoce com a finalidade de evitar complicagdes. Durante a realizagdo do
teste, medidas devem ser tomadas para garantir a qualidade do resultado. Sendo assim o
armazenamento adequado principalmente o substrato, que deve ser mantido em lugar
privado de luz para evitar a fotodecomposicao, deve ser realizado a manutencgéo periodica

dos equipamentos de lavagem para evitar acimulos quimicos (4)

Imagem 2: Exemplificacdo do ELISA indireto.
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ELISA Indireto

Fonte: http://biomedicinabrasil.com.br/metodologia/teste-de-elisa/

O método sanduiche consiste primeiramente na ligacdo dos anticorpos de captura
na placa de teste. Em seguida se introduz a amostra a ser analisada, 0s antigenos
especificos a serem detectados se ligam aos anticorpos de captura. Uma lavagem é
realizada com a finalidade de retirar os ndo ligantes. Posteriormente, os anticorpos
conjugados a enzima sdo adicionados que irdo reconhecer a presenca do antigeno.
Novamente, outra lavagem é realizada e por fim e adicionado o substrato para coloracéo
da amostra. Esse método é um dos mais eficazes pois hd um aumento da especificidade
das ligagdes. Na pratica médica um dos um dos grandes exemplos que utilizam do ELISA

sanduiche é o teste para deteccdo do HIV, que é chamado de teste de terceira geracao. (5)
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Imagem 3: Exemplificacdo do ELISA sanduiche.
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Fonte: http://biomedicinabrasil.com.br/metodologia/teste-de-elisa/

Ja 0 ELISA de inibicdo é uma reacdo na qual o antigeno marcado compete pelos
sitios de ligacdo do anticorpo primario com o antigeno da amostra. Quanto menos
antigeno na amostra, mais o antigeno marcado € retido no poco e mais forte € o sinal.
Nesse formato, junto com a amostra é adicionado antigeno semelhante ao que se procura
nela, mas com o marcador. Ambos irdo competir pelos anticorpos de captura. Uma
lavagem é realizada, se ap6s a lavagem o sinal estiver reduzindo, indica que os antigenos
procurados se ligaram comprovando a sua presenca. Um estudo da UNIFESP tem
demonstrado que esse meétodo tem sido utilizado para identificacdo da candidiase
nasocomial que é uma grande preocupacdo em hospitais terciarios em todo o mundo. A
grande vantagem demonstrada e no curto tempo em que héa a possibilidade de deteccéo,
dessa forma, € possivel entrar com o esquema de antibiético mais precocemente

impedindo que haja evolugdo do fungo e complicag6es associadas. (6)

Imagem 4: Exemplificacdo do ELISA competitivo.
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Fonte: http://biomedicinabrasil.com.br/metodologia/teste-de-elisa/
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4 DISCUSSAO

O teste ELISA é um método amplamente utilizado na pratica médica, isso porque
ele pode ser utilizado em diversas situacfes. Apos a revisdo da literatura foi possivel
evidenciar as principais vantagens. A alta sensibilidade em detectar concentracdes
minimas de antigeno ou anticorpos tem o beneficio de oferecer menos risco de falso
negativo. Dessa forma, quando negativo, tem-se a maior certeza de que a substancia que
foi buscada est& ausente. Outro ponto relevante ¢ a alta especificidade, que indica que o
teste so ird identificar os anticorpos e antigenos desejado. Essa caracteristica oferece um
menor risco de falso positivo. Essas duas caracteristicas associadas oferece uma grande
seguranca diagndstica e compde uma das principais vantagens no uso do método. Outro
beneficio associado a técnica é a simplicidade da técnica e a possibilidade de ser
reproduzida com facilidade em qualquer local, além disso o baixo custo em comparacao
as outras técnicas também faz do ELISA uma das principais escolhas.

Apesar de possuir inUmeras vantagens, o teste conta com a necessidade de uma
mao de obra especializada e conhecimento acerca dos produtos, isso porque, alguns
reagentes podem degradar-se com facilidade a exposicao solar ou elevadas temperaturas.
Ainda relacionado a necessidade de um treinamento técnico, o teste € muito susceptivel
a erros de piperagem, variagdes no tempo de incubacdo e lavagens. Sendo assim, é
imprescindivel um treinamento rigoroso e extrema atencdo na hora da realizacdo do
mesmo.

Mesmo evidenciando os cuidados necessarios, € possivel perceber que o teste
ELISA e suas variacbes estdo muito presentes no cotidiano medico para diagnostico,
desde atividades mais simples como a identificacdo de um teste de gravidez, até casos
mais complexos como candidiase nasocomial. Na revisdo da bibliografia também ficou
evidenciado que as variacfes dos testes acabam por aumentar ainda mais a sua
sensibilidade e especificidade, atualmente, o teste do ELISA direto tem perdido o espaco

para outras variagdes por fornecer um resultado mais especifico.

5 CONCLUSAO

O teste de ELISA é de grande importancia no cotidiano médico por oferecer um
auxilio no diagnostico com alta especificidade e sensibilidade aliada a um baixo custo.
Apesar de necessitar de um técnico especializado, a simplicidade do método aliado a

facilidade de acesso faz do ELISA um grande aliado no momento diagnéstico. Sendo
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assim, € fundamental que o corpo médico tenha conhecimento do mesmo e que saiba

como interpretar os resultados.
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