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RESUMO

No presente trabalho faz-se uma descricio da técnica ELISA (Enzyme-
-Linked I'mmunosorbent Assay). Referem-se os virios parimetros de execugio
desta técnica, as possibilidades de conservacfio das amostras e das placas
sensibilizadas e de reutilizacio das placas e dos conjugados. Apresenta-se
a relacho existente entre a concentragéo de virus e os valores do teste ELISA
e mostra-se um exemplo de aplicacdo dessa relacdo.

SYNOPSIS

ELISA (Enzyme-Linked Immunoscorbent Assay) is described in this paper.
Some characteristics of this technique, samples and coated plates preserva-
tion and re-use of plates and conjugates are described. The relationship
between virus concentration and ELISA values is shown, with an example
of its utilization.

INTRODUCAO

As técnicas seroldogicas «classicas» como o teste da precipitagio
em tubo, o teste do anel ou o teste da dupla difusio em agar nio
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se mostraram adequadas & detecgio dos virus que infectam as plantas
Ienhosas directamente nos extractos de tecidos dos seus hospedeiros
naturais. Esta limitacio é geralmente devida & baixa concentracio de
virug nas plantas lenhosas, & presenga de conteldos celulares que
interferem na reaccio antigénio-antissoro e a baixa sensibilidade
daquelas técnicas serologicas.

O desenvolvimento de técnicas mais sensiveis e em que os contei-
dos celulares sio removidos por lavagem, como a técnica ELISA [7],
permitiu a deteccio de virus em situagGes em que os métodos con-
vencionais de diagnéstico nio podiam ser utilizados [8, 12].

A téenica ELISA pode ser usada em programas de indexagem
¢ em estudos epidemiolégicos, permitindo a testagem de um grande
nlimero de amostras e a utilizagio de amostras ecompostas (bulk sam-
pling), com grande economia de tempo, trabalho e custo. Também
pode ser usada para detectar outros agentes infecciosos como fun-
gos [14] e espiroplasmas [16].

Na técnica ELISA os antigénios sio fixados selectivamente por
anticorpos adsorvidos a uma superficie sblida e a sua presenca detec-
tada por adicio de anticorpos especificos ligados a uma enzima e de
um substracto que origina um produto final corado. A téecnica pode
ser utilizada para fins quantitativos se a reaccio final for avaliada
colorimetricamente.

MATERIAL E METODOS

Tampoes

Tampio de revestimento (TR) — carbonato de sddie, 0,05M,
IJH 9,6

Tampio fosfato salino (TFS) — fosfato (Na-K), 0,02M, pH
7,4 mais 0,8 9% de Na Cl e 0,02 % de KCI.

Tampio de lavagem (TL) — TFS mais 0,05% de Tween 20.

Tampao de extraccio (TE) — TL mais 2% de polivinil pirro-
lidona (pm 40 000) e 0,2% de albumina de ovo (podem ainda ser
utilizados outros aditivos como a nicotina ou o dietilditiocarbamato
de sédio — DIECA).

Tampio do substracto da fosfatase (TSF) — dietanolamina a
10 %, ajustada a pH 9,8 com HCL
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Tampao do substracto da peroxidase (TSP) — acetato de sédio,
0,02M, pH 5,5 a que se junta 0,065 de perdxido de hidrogénio antes
de usar.

Tampio de dissociagio (TD) — glicina-HCI, 0,2M, pH 2,2.

A todos os tampdes adiciona-se 0,02 % de azida de sédio como
conservante.

Preparacdo da Gamaglobuling

Para obtencio de resultados satisfatorios o antissoro utilizado
deve possuir um titulo minimo de 1:500. O titulo do sorc em relagio
a antigénios do hospedeiroc nio deve exceder 1:§ [6].

A fraccio gamaglobulina pode ser separada por duas precipita-
¢Oes com sulfato de amodnio a 50 %, ou entio por uma precipitacio
seguida de uma passagem por uma coluna de troca anidnica, como
por exemplo DEAE celulose (Whatman Ltd.) ou DEAE Shepadex
(Pharmacia Ltd.}), Nos ensaios efectuados nao se encontrou qualquer
diferenca entre os métodos de preparacdo empregados.

A gamaglobulina é ajustada a A, = 1,4 correspondendo i con-
centracio de 1 mg.ml' e conservada por congelamento ou por liofi-
lizacio.

Conjugacio da Gamaglobuling com a Enzime

As enzimas utilizadas nesta técnica s8o a fosfatase alcalina
(tipo VII da Sigma) ou a peroxidase extraida do nabo (tipo VI
da Sigma). _

A enzima ¢é dissolvida na preparacio de gamaglobulina, na con-
centracdo de 2,5 mg.amlt. Apds didlise contra TFS, adiciona-se gluta-
raldeido como agente acoplador. A concentracio final do glutaral-
deido é normalmente de 0,05-0,06% [6, 7] mas em alguns casos deve
ger apenas da ordem de 0,015% [13].

Ap6s incubacio i temperatura ambiente durante 4 h, o conju-
gado é dialisado contra TFS e depois adicionado de cerca de 0,5 %
de albumina de soro bovino. O conjugado assim obtido é conservado
a 4°C.

EXECUCAO

Os varios passos da técnica ELISA estido assinalados na Fig. 1.
As placas de microtitulagio de fundo plano ou em U (Cooke Microti-
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Juntar a cada poco 200 ul de gamaglobulina diluida em TR
Incubar a 30°C

l 3 lavagens com TL

Juntar 200 pl de Juntar 100 gl de amostra
amostra preparada em TE preparada em TE + 100 gl
de conjugado diluide em
Incubar a 6°C ou a 30°C TE
1 3 lavagens com TL Incubar a 6°C

Juntar 200 xl de
conjugado diluido em TE

3 lavagens com TL
Incubar a 30°C g

1 3 lavagens com TL

Juntar 300 gl de substracto diluido em TSF ou TSP
Incubar & temperatura ambiente

l

No caso de utilizar fosfatase alcalina: No caso de utilizar peroxidase:

Juntar 90 pl de NaOH 3M

Juntar 50 ul Juntar 50 al
de NaOH 3M de HCl 3M
Observacao visual ou absorvincia a 405 nm Observacao visual
ou absorvancia a
495 nm

Fig. 1. Execugio da técnica ELISA
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tre da Dinatech Ltd ou Linbro Microtitre da Linbro Scientific Co.)
sdo sensibilizadas com a gamaglobulina diluida em TR. Apés incuba-
¢io a 30°C, as placas sio lavadas trés vezes com TL, por imersio
dos pogos durante 3 minutos para cada lavagem.

As amostras sio incubadas nas placas sensibilizadas, isolada. ou
juntamente com o conjugado. No primeiro caso, apds trés lavagens,
o conjugado (diluido em TE) é adicionado posteriormente e incubado
a 30:C.

Apbs lavagem das placas, adiciona-se o substracto:

1) p-nitrofenil fosfato (Sigma N.104) em concentracdes variiveis
de 0,5-1,0 mg.ml* em TSF, no caso de se ter utilizado o conjugado
de fosfatase alcalina.

2) o-fenilenodiamina (Sigma) diluido em TSP (0,5 mg.ml') no
caso de se ter utilizado o conjugado de peroxidase.

A reacgdo final processa-se a temperatura ambiente durante
10-60 min., sendo interrompida por adicio de NaOH 3M ou HC! 3M
(s6 no caso de se ter utilizado a peroxidase), Os resultados sio ava-
liados visualmente ou por medi¢io da absorvincia a 405 nm ou a
495 nm (quando se adicinou HCl). Normalmente considera-se o resul-
tado positivo quando © valor da absorvincia & igual ou superior ao
dabro do valor do controlo sio. Também se pode recorrer a interpre-
lacio estatistica dos resultados.

Sensibilizagdo das Placas

Dentre de certes limites, o proeesso de sensibilizacio é tanto
mais rapido quanto mais concentrada estiver a gamaglobulina. Con-
tudo, baixas diluictes da gamaglobulina e curtos periodos de incuba-
cio conduzem a valores mais baixos do que periodos de incubagio
mais longos com concentrages menores de gamaglobulina. Para cada
combinagao virus-antissoro, deve-se averiguar as condicfes de sensi-
bilizacio das placas, tendo em vista uma optimizacio dos resultados
ou uma maior rapidez de execugio.

Conservagio das Placas Sensibilizadas

Podem-se sensibilizar placas de microtitulagio sempre que se
executa a técnica ELISA. Contudo, é mais pritico sensibilizar um
lote de placas e usa-las a4 medida que forem sendo necessarias.
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As placas sensibilizadas podem ser conservadas no frigorifico
mas apenas por curtos periodos de tempo (alguns dias) perdendo
rapidamente a sua sensibilidade. No Quadro I pode verificar-se que
houve uma perda de sensibilidade de 27-429, ap6s a permanéncia
de placas sensibilizadas, no frigorifico, durante uma semana.

QUADRO 1

do teste ELISA — A,,; .., (média * erro padrioc)

Influéncia da conservagdo das placas sensibilizadas, no frigorifico, nos valores ‘
|
\
\

Con.servacﬁo das placas
sensibilizadas
Dilulciio Perdg de
das amostras Utilizndas Utilizadas scnsi(b;l)ldnde
imediatamente opds uma semana o
no frigorifico 1
1:8000 1,73 = 0,08 1,26 = 0,07 27 ‘
1:16000 0,842 + 0,031 0,561 = 0,005 33
1:32000 0,485 = 0,024 0,282 = 0,036 42
1:64000 0,302 = 0,011 0,220 = 0,006 27

Como amosiras 1it_ilizaram-se extractos brutos de Chenropodium quinog
willd. infectado com ¢ Virus CM 112 da Videira.

Quando se pretende conservar as placas sensibilizadas por perio-
dos relativamente longos deve-se recorrer ao congelamento. No Qua-
dro IT verifica-se que houve apenas uma perda de sensibilidade de
17-26 % apos o congelamento de placas sensibilizadas a — 20°C
durante 100 dias.

Preparagdo das Amostras

Como antigénio podem usar-se preparagbes de virus purificado
ou extractos brutos de plantas infectadas. Também ja se detectaram
virus directamente nos seus vectores bioldgicos [11].

Os extractos brutos de plantas infectadas sio normalmente pre-
parados na diluicio 1:50 em TE. Ja tém sido utilizados extractos
mais concentrados [4], mas para pequenas dilui¢des, as reacbes nio
especificas sio algumas vezes muito intensas.
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QUADRO 1II

Influéncia da conservacdo das placas sensibilizadas, por congelamento a — 20°C,
nos valores do teste ELISA = A,,; .. (média = erro padrdo)

Conservacio das placas
sensibliizadas Perda d
. erda de
a Diluicilo Ulilizadas sensibilidade
88 amostras Utillzadas ap6s congelomenio (%)
imediatomente o —20<C durante
100 dias

1:50 0,393 = 0,010 0,291 = 0,024 26
v 1:100 0,344 + 0,015 0,284 = 0,019 17
1:200 0,272 = 0,017 0,218 = 0,009 20
1:4000 1,92 = 0,04 1,52 = 0,11 21
q 1:8600 1,64 +~ 0,04 1,35 = 0,20 18
1:10000 1,11 = 0,05 0,912 £+ 0,005 18

Como amostras utilizaram-se:

v — extractos brutos de Vitis vinifera L. infectada com o Virus CM 112
da Vid_eira.

q—extractos brutos de Chenopodium quinog Willd. infectado com
o Virus CM 112 da Videira.

Devem incluir-se testemunhas em todas as placas — TE, extrac-
tos brutos de plantas sis ou homogeneizados de vectores alimentados
em plantas sis.

Quando se pretende detectar virus directamente nos extractos
de tecidos de plantas lenhosas, pode ser vantajosa a utilizacio de
cutros aditivos além de polivinil pirrolidona e albumina de ovo.
Alguns autores [6 , 9] acrescentaram DIECA e/ou nicotina ao TE,
gquando aplicaram a técnica ELISA na detecgio do Virus do Urti-
esdo da Videira e DIECA [10] guando na detecgio do Virus da Man-
cha Foliar Clorética da Macieira.

Em relagio & deteccio do Virus CM 112 da Videira, verificou-se
ser vantajosa a adicio de 0,5 %% de nicotina (Quadro III); a presencga
de DIECA ndo se mostrou tio favoravel, quer isolada quer junta-
mente com a nicotina (Quadro IV).
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QUADRO III

Influénecic da presenga de nicolina no tampdo de erxiraccdo, nos valores
do teste ELISA — A,,5 ,m (média - erro padrdo)

Quantidade de nicotina (%)

Dilulgdo I o S eSS
das amostras 0.0 | 0.5 i Lo 25
1:500 ’ 1,11 = 0,02 1,16 = 0,01 ] 1,14+ 001 | 1,03+ 0,02
1:2500 0,406 = 0,003 0,430 = 0,004 0,414 = 0,004 0,318 = 0,002
1:5000 ‘ 0,220 = 0,001 | 0,232 = 0,003 J 0,229 = 0,004 0,161 = 0,002

Como amostras utilizaram-se diluicbes de uma preparacdo purificada do
Virus CM 112 da Videira no tampioc de extracciao mais aditivo, tendo-se em
seguida utilizado essas diluigdes para preparar extractos brutos de folhas sas
de Vitis vinifera L. na proporgiao de 1:50,

QUADRO IV

Influéncia dao presenca de aditivos mo lampio de extrac¢fo, nos valores
do teste ELISA — A,,, ... (média = erro padrdo)

| Aditivo utilizado
Diluicio — .
das amosiras | nicotina nicotina 0.5 %
| nenhum 0.5 DIECA 0,2 5% + DIECA 0.2 %
1:1000 Il 2,38 = 0,03 2,81 = 0,03 2,76 = 0,05 2,65 = 0,04
1:5000 | 0,557 = 0,008 0,640 + 0,007 0,609 =+ 0,003 0,547 = 0,011
1:10000 | 0,289 = 0,007 0,348 = 0,006 | 0,330 = 0,004 0,284 = 0,001

Como amostras utilizaram-se diluicGes de uma preparagdo purificada do
Virus CM 112 da Videira no tampdo de extracgio mais aditivo, tendo-se em
seguida utilizado essas diluiches para preparar extractos brutos de folhas sis
de Vilis vinifera L. na propor¢io de 1:50.

Conservacao das Amostras

A possibilidade de conservar as amostras que se pretendem testar
pela técnica ELISA permite fazer grandes colheitas de material e
testi-las nos dias seguintes ou mesmo em épocas do ano de pouco
trabalho nos laboratérios.
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Devem fazer-se as colheitas de material das porcGes das plantas
onde a concentracio de virus é mais elevada. Por exemplo, no caso
da videira (Vitis vinifera L.) e do Virus CM 112 da Videira, verifi-
cou-se serem as folhas superiores ainda nio completamente expan-
didas (& 5-6 cm) aguelas que continham maiores gquantidades de
virus.

As amostras podem ser conservadas no frigorifico por curtos
periodos de tempo, ou entdo por congelamento ou desidratagdo, por
longos periodos. Para cada hospedeiro e virus deve-se determinar o
melhor modo de conservagio. Por exemplo, em testagens do Virus
da Tristeza directamente de tecidos de citrinos [4], as amostras
foram conservadas por congelamento ou por desidratacio sob vacuo
seguida de congelamento.

Incubagdo das Amostras

As amostras podem ser incubadas isolada ou juntamente com
¢ conjugado. O segundo processo pode ser o tnico possivel para alguns
virus [10]. Tem a vantagem de tornar o teste mais rapido mas
impossibilita a reutilizacio do conjugado.

A incubacido das amostras ¢ normalmente feita no frigorifico,
durante a noite, mas também pode ser feita a 30°C durante um

periodo de tempo mais curto (1-3h).

Concentracio e Incubacdo do Conjugado

As preparacgdes do conjugado podem variar muito, mesmo guando
Preparadas com a mesma gamaglobulina, devido a variagdes na acti-
vidade da enzima (com a idade, modo de conservagao, ete.). Deve-se
por isso ensaiar para cada caso a diluicio apropriada do conjugado
assim como o periodo de incubagio do mesmo.

Reutilizagdo das Placas e dos Conjugados

A técnica ELISA é relativamente dispendiosa devido ao elevado
custo das placas e das enzimas. Por esse facto, alguns autores {2, 3]
estudaram a possibilidade de reutilizacdo das placas e dos conjugados.
Verificaram que o tratamento das placas usadas, com TD, durante
1 h a temperatura ambiente, separa o complexo antigénio-anticorpo,
permanecendo os anticorpos ligados a superficie soélida, podendo as
placas ser utilizadas novamente (Fig. 2). Verificaram contudo que
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Avaliacio dos resultados

d

Placas usadas

2 lavagens com TL
1 lavagemn com dgua destilada

Secar as placas

l

Juntar a cada pogo 300 ul de TD
Incubar 1 h 4 temperatura ambiente

l 3 lavagens com TL

Aplicar novas amostras

Fig. 2. Reutilizacdo das placas usadas

alguns complexos resistem a este tratamento acido e que a eficiéncia
de dissociagdo varia de complexo para complexo. Embora estes auto-
res tenham reutilizado as placas pelo menos cinco vezes, verificou-se
que no caso do Virus CM 112 da Videira, o tratamento éacido vai
provocar uma perda gradual da sensibilidade das placas, sendo acon-
sclhavel incluir controlos infectados para avaliar a variagio desta
sensibilidade.

Quanto ao conjugado, verificaram ser possivel a sua reutiliza-
¢a0 [3]. O nimero de utilizagdes depende do nivel do antigénio.

APLICACOES

Além da utilizacio em testagens de virus em larga escala, a
técnica ELISA tem sido usada para outros fins como a diferenciagio
de isolamentos ou de estirpes de virus {1, 15]. Por ser uma técnica
quantitativa, pode ainda ser utilizada para a avaliacio da concentra-
cio de virus [7]. Dentro de certos limites, existe uma relagio linear
entre a quantidade de virus e os valores do teste ELISA. Para um
mesmo virus e antissoro, essa relacio varia com as condicfes de exe-
cucdo da técnica. E quase impossivel um controlo rigoroso dessas con-
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digGes de modo a obter-se uma relagio constante e é por isso prefe-
rivel incluir dilui¢Ges de virus purificado em todas as placas e assim
ectabelecer uma relacio linear para cada caso.

No Quadreo V encontra-se um exemplo de aplicacio dessa relagio,
determinando-se a concentracdo do Virus CM 112 da Videira em cinco
videiras infectadas, em varias épocas do ano. '

QUADRO V

Cdleulo da concentracio do Virus CM 112 da Videlra em wvdrias videiras
(Vitis vinifera L.) em diferenies épocas do ano (pg de virusg-! de folha)

Epota © Relagldo entre Dilulcilo Canc?ntra-
adr?o A-wa nm & TE Videlra Ams Virus (ng) |da (m;]:?tra dec\?i:us
de virus (x) p (u5.8-1)
1 0,570 105 1:50 53
A,,5=0,0350+ 2 1,116 213 1:50 11
Maio +0,00508x 3 1,580 304 1:50 15
r=0,999 4 3,605 703 1:50 35
5 3,367 656 1:50 33
1 0,882 114 1:50 5.7
A,,;=0,05884- 2 1,510 202 1:50 10
Junho- |4 60710 a 2,538 345 1:50 17
-Julho r=0,999 4 2734 372 1:50 19
5 1,965 265 1:50 13
2 7,022 801 1:50 40
Agosto - | Aus=0135-+ 3 5915 672 1:50 34
+0,00860x 4 3,181 354 1:50 18
r=10 5 3189 | 355 1:50 18
CONCLUSQOES

‘A técnica ELISA é uma técnica seroldégica quantitativa e de
grande sensibilidade. E de facil execugio, nio necessitando de apare-
lhagem dispendiosa, embora a utilizagio de aparelhos como Titertek
Multiscan da Flow Laboratories aumente a sua rapidez por permitir
a leitura simultinea de todos os pocos de uma placa de microtitula-
¢io e o registo automatico dog resultados.
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Embora esta técnica esteja a ser amplamente utilizada & neces-
sario adapta-la a cada conjunte hospedeiro-virus-antissoro, investi-
gando os varios parametros de execugio para tirar o maior partido da
fua rapidez e sensibilidade.

A maijor desvantagem desta técnica — o seu custo — foi superada
pela possibilidade de reutilizacdo das placas e conjugados, tornando-a
economicamente competitiva com as outras técnicas modernas de sero-
diagnose.

Uma modificagio desta técnica [17], por enquanto ainda usada
apenas a titulo experimental, podera torna-la ainda mais pratica, por
nic necessitar de um conjugado diferente para cada virus.

Esta técnica é particularmente indicada para programas de tes-
tagem de virus, podendo vir a ter papel muito importante a desem-
penhar nos esquemas de certificacao de plantas a nivel nacional
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