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Introducao

O virus da hepatite C € uma das principais causas de doenca
hepatica cronica (1), sendo considerado um dos maiores problemas
de saude publica no mundo (2). No Brasil, testes para deteccéo de
anticorpos anti-HCV tornaram-se obrigatdrios na triagem soroldgica
dos bancos de sangue a partir de novembro de 1993 (3).

Tendo em vista que os testes comercialmente disponiveis no
Brasil sao totalmente ou parcialmente importados, o objetivo deste
estudo foi a padronizacao de um sistema de imunodiagnostico
enzimatico para hepatite C, utilizando a técnica de ELISA indireto,
para futuramente ser utilizado em laboratérios clinicos vinculados ao
Sistema Unico de Salde e aplicacido em bancos de sangue, visando
a nacionalizacédo dos sistemas em todas as etapas produtivas desse
processo.

Metodologia

As etapas para padronizacao do teste realizadas incluiram curvas
de: concentracao dos antigenos utilizados na sensibilizacéo,
concentracdo da amostra, tempo de Iincubacao da amostra,
concentracao do anticorpo secundario e tempo de incubacdo do
anticorpo secundario. As amostras positivas e negativas utilizadas na
padronizacao do teste foram provenientes do banco de amostras da
empresa FK-Biotecnologia. As leituras foram realizadas na Leitora de
Microplacas Expert Plus® (ASYS), utilizando o comprimento de onda
de 450/620nm.

2,000 -
1,800 4
1,600 4 ——— J
1,400 - o]
1.200 - o 5, 7
LA e 83
© 1,000 -
= b ]
0,800
i
0,600 — —— G
0,400 - Branco
0,200
—= =
0,000 T i !
] 1 2 3 4 5 & 7 B o 10 11

COMCENTRACAO DE ANTIGENOS pg/ml
Figura 1. Determinacao da concentracao do mix de antigenos. As concentracdes
utilizadas foram: 10; 5; 2,5; 1,25 e 0,625 pg/mL. Amostras positivas (Al, A2, A3) e
negativas (A4, A5, A6) na concentracao de 1:20. Leitura: 450/620nm.
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Figura 2: Determinagao da concentracao da amostra. Amostras positivas (Al, A2, A3) e
negativas (A4, A5, A6) nas concentragcbes de: 1:10, 1:20, 1:100, 1:100 e 1:2000. Placa
sensibilizada com mix de antigenos na concentracdo 2,5 ug/mL. Leitura: 450/620nm.
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Figura 3: Determinacao do tempo de incubacéo da amostra. Os tempos testados foram
30, 45’ e 60’. Placa sensibilizada com mix de antigenos na concentracdo 2,5 pg/mL.
Amostras positivas (A+) e negativas (A-) na concentracdo de 1:20. Leitura:450/620nm.
(n=3)

Resultados

« ApOs andlise dos resultados, foi estabelecido como 2,5ug/mL a
melhor concentracédo de antigenos a ser utilizada (Figura 1).
 Adiluicao da amostra foi definida em 1:20 (Figura 2) principalmente
para facilitar a pipetagem durante a rotina laboratorial. Com relacao ao
tempo de incubacao da amostra, os tempos de 45 e 60 minutos
mostraram-se efetivos, sendo assim, para otimizacao do tempo do
ensaio fol definido 45 minutos como tempo padrao de incubacao da
amostra (Figura 3).

« A concentracao do anticorpo secundario apresentou melhor
resultado na diluicao 1:1000 (Figura 4), com tempo de incubacao de
30 minutos como sendo satisfatorio (Figura 5).

 Este processo foi concluido com a execucao de testes pilotos
realizados no laboratorio de imunodiagndstico da PUCRS confirmando
0s resultados obtidos. (Figura 6).

Conclusao

Os resultados obtidos mostram o potencial competitivo do teste
desenvolvido. As proximas etapas a serem realizadas sao testes de
estabilidade da placa, validacao do kit, registro na Anvisa e producao
dos Kits.
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Figura 4: Determinacdo da concentracdo do anticorpo secundario. Amostras positivas
(Al, A2) e negativa (A3) nas concentracdes de: 1:20. Anticorpo secundario utilizado nas
concentracoes de: 1:500, 1:1000, 1:2500 e 1:5000. Placa sensibilizada com mix de
antigenos na concentracao 2,5 pg/mL. Leitura: 450/620nm.
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Figura 5: Determinacdo do tempo de incubacdo do anticorpo secundario. Os tempos

testados foram 30’, 45’ e 60’. Placa sensibilizada com mix de antigenos na concentracao
2,5 pg/mL. Amostras positivas (A+) e negativas (A-) na concentracao de 1:20.
Leitura:450/620nm. (n=3)
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Figura 6: Ensaio Elisa - HCV padronizado. Placa sensibilizada com mix de antigenos na

concentracao 2,5 ug/mL. Amostras positivas e negativas na concentracao de 1:20, com

tempo de incubacao de 45’. Anticorpo secundario na concentragao de 1:1000 com tempo
de incubagao do de 30'. Leitura (450/620nm).
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