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Aula 5
Diagnóstico laboratorial da 
infecção pelo HIV

Em 1985, surgiu a primeira geração de ensaios para o diagnóstico da infecção pelo HIV. Esses 
ensaios empregavam antígenos virais, obtidos a partir da lise viral em cultura de células. 

A detecção de anticorpos era baseada na metodologia denominada ELISA indireto, detalhada na 
imagem, a seguir.

Legenda
Fase sólida 
(Poço de uma placa de 96 poços)

Antígeno de HIV (Ag) 
(Ligados à fase sólida – poço da placa)

IgG Anti-HIV 
Presente na amostra do indivíduo 

Conjugado (Conj) 
Ac anti-IgG Humana + Enzima 

Substrato (S) 
(Cromógeno + H2O2)

Incubação

Incubação

Lavagem

Lavagem

Degradação do substrato 
Reação de cor: presença de 

anticorpos

Figura 1 – Representação esquemática de um ELISA indireto. Fonte: Telelab

Em 1986, o diagnóstico laboratorial começou a ser realizado no Brasil.

Em 1987, surgiu a segunda geração de ensaios, que empregavam o mesmo formato indireto da 
primeira geração. 

A diferença entre essas duas gerações foi a utilização de antígenos recombinantes e peptídeos 
sintéticos, originados de regiões específicas de proteínas do vírus. A introdução de antígenos 
recombinantes aumentou a sensibilidade e a especificidade dos ensaios.

No início dos anos de 1990, o problema da variabilidade do HIV tornou-se evidente. Os ensaios 
passaram a incluir antígenos para o HIV-2, com o objetivo de possibilitar o reconhecimento de 
anticorpos anti-HIV-1 e anti-HIV-2. Adicionalmente, novos antígenos do HIV-1, grupos M, N e O 
foram incluídos.
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Em 1994, surgiram os ensaios de terceira geração, que passaram a utilizar outro formato, 
denominado ELISA sanduíche ou imunométrico, detalhado na imagem abaixo.

Legenda
Fase sólida 
(Poço de uma placa de 96 poços)

Antígeno de HIV (Ag) 
(Ligados à fase sólida – poço da placa)

IgG Anti-HIV 
Presente na amostra do indivíduo 

IgM Anti-HIV 

Presente na amostra do indivíduo 

Conjugado (Conj) 
Peptídeos sintéticos ou proteínas 
recombinantes de HIV + enzima

Substrato (S) 
(Cromógeno + H2O2)

Incubação

Incubação

Lavagem

Lavagem

Degradação do substrato 
Reação de cor: presença de 

anticorpos

Figura 2 – Representação esquemática de um ELISA sanduíche 
ou imunométrico. Fonte: Telelab

A modificação do formato dos testes para ELISA sanduíche ou imunométrico tornou o ensaio 
mais sensível e específico, pois todas as classes de anticorpos anti-HIV (IgG, IgM e IgA) 
passaram a ser detectadas. Os ensaios de terceira geração reduziram o período de janela 
imunológica.

A evolução tecnológica permitiu o desenvolvimento dos ensaios de quarta geração. Esses 
ensaios apresentam as mesmas características dos ensaios da geração anterior, mas são 
capazes de detectar, também, o antígeno p24.

Atualmente, uma grande variedade de métodos manuais, semiautomatizados e automatizados, 
baseados na reação antígeno-anticorpo, está disponível para o diagnóstico da infecção pelo HIV.
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Etapa de triagem da infecção pelo 
HIV em laboratórios – princípios 
metodológicos dos testes     

Ensaio imunoenzimático (ELISA)     

A sigla ELISA significa, em língua inglesa, Enzyme Linked 
Immunosorbent Assay. No Brasil, são conhecidos como ensaios 
imunoenzimáticos ou ELISA. 

Esses ensaios apresentam uma fase sólida1, que pode ser uma placa de 
plástico (poliestireno) com poços, ou pérolas de plástico.

Atualmente os testes ELISA do tipo sanduíche ou imunométrico são 
muito utilizados no diagnóstico da infecção pelo HIV.

Descrição:

I. Na fase sólida dos ELISA do tipo sanduíche ou imunométrico 
estão fixados antígenos.

II. Esses antígenos ligam-se aos anticorpos (imunoglobulinas) 
presentes na amostra.

III. Em seguida, é adicionada uma solução de proteínas 
recombinantes e peptídeos sintéticos do HIV-1 e grupo O e HIV-2, 
conjugadas com uma enzima.

IV. A revelação da reação ocorre pela adição de um substrato 
(cromógeno e peróxido de hidrogênio – H2O2), que produzirá cor e 
será medida por um espectrofotômetro2.

V. Os resultados são determinados pela leitura da densidade ótica, 
obtida no final do ensaio. Cada conjunto diagnóstico indica como 
calcular o ponto de corte (cut off), a partir do qual as reações são 
interpretadas como reagentes, não reagentes ou indeterminadas.

Leia atentamente a bula do conjunto 
diagnóstico e siga rigorosamente as 
instruções do fabricante.

Notas:

1 - fase sólida – superfície 
que pode ser utilizada para 
testes imunoenzimáticos 
ou fluorescentes. Incluem 
materiais como placas 
plásticas (poliestireno 
ou cloreto de polivinila), 
pérolas plásticas ou de 
vidro, micropartículas 
de látex, de vidro ou 
magnéticas.

2 - espectrofotômetro – 
equipamento utilizado no 
método óptico de leitura 
de reações que utiliza 
diferentes filtros para 
determinar a presença e 
(ou) a quantidade de um 
analito.
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Observe, na figura a seguir, detalhes de um teste ELISA tipo sanduiche de terceira geração para 
pesquisa de anticorpos anti-HIV.

Legenda
Fase sólida 
(Poço de uma placa de 96 poços)

Antígeno de HIV (Ag) 
(Ligados à fase sólida – poço da placa)

IgG Anti-HIV 
Presente na amostra do indivíduo 

IgM Anti-HIV 

Presente na amostra do indivíduo 

Conjugado (Conj) 
Peptídeos sintéticos ou proteínas 
recombinantes de HIV + enzima

Substrato (S) 
(Cromógeno + H2O2)

Incubação

Incubação

Lavagem

Lavagem

Degradação do substrato 
Reação de cor: presença de 

anticorpos

Figura 3 – Representação esquemática de um teste ELISA do tipo sanduíche
ou imunométrico de terceira geração para detecção de anticorpos

do tipo IgG e IgM anti-HIV. Fonte: Telelab

Ensaio imunoenzimático combinado ou ELISA combinado ou testes de 4.ª 
geração  

Os testes ELISA de quarta geração são capazes de detectar, simultaneamente, a presença de 
antígenos e (ou) anticorpos em uma amostra.

Descrição:

I. Na fase sólida, estão fixados: anticorpos contra o antígeno p24 e antígenos (proteínas) do 
HIV-1 (como as proteínas gp160, gp120 e gp41), antígenos do grupo O e antígenos de HIV-2 .

II. A presença de anticorpos, na amostra, é detectada pela adição de uma solução de proteínas 
recombinantes e de peptídeos sintéticos do HIV, conjugadas com uma enzima. A presença de 
antígeno, na amostra, é indicada pela adição de uma imunoglobulina anti-p24 conjugada a uma 
enzima.

III. A revelação da reação acontece pela adição de um substrato (cromógeno e peróxido de 
hidrogênio – H2O2) que resultará na formação de cor, indicando a presença de antígenos ou de 
anticorpos, na amostra. A intensidade da cor será medida em um espectrofotômetro.

IV. Cada conjunto diagnóstico indica como calcular o ponto de corte (cut off), a partir do qual 
as reações são interpretadas como reagentes, não reagentes ou indeterminadas.
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Ensaio imunoenzimático de micropartículas (MEIA)

O ensaio imunoenzimático de micropartículas, em inglês, é denominado 
Microparticle Enzyme Immunoassay (MEIA).

Descrição:

I. A fase sólida é formada por micropartículas de látex recobertas 
com antígenos do HIV (proteínas recombinantes de HIV-1, incluindo 
o grupo O, e de HIV-2), aos quais irão se ligar os anticorpos da 
amostra.

II. As micropartículas ligam-se, irreversivelmente, a uma matriz de 
fibra de vidro.

III. Em seguida, é adicionado um conjugado composto de 
antígenos recombinantes do HIV e peptídeos sintéticos do envelope 
do HIV-1 e HIV-2, ambos conjugados à biotina3. Os antígenos 
desse conjugado ligam-se aos anticorpos, formando um complexo 
antígeno-anticorpo-antígeno.

IV. A seguir, é adicionado um segundo conjugado – composto de 
anticorpos antibiotina conjugados com uma enzima –, o qual se 
liga ao complexo antígeno-anticorpo-antígeno.

V. A revelação da reação é feita com a adição de um substrato 
(4-Metilumbeliferil-Fosfato), que reage com a enzima, originando 
um produto fluorescente (4-Metilumbeliferona), que será medido 
pelo equipamento.

VI. A presença ou ausência de anticorpos anti-HIV-1 e (ou) anti-
HIV-2, na amostra, é determinada pela intensidade da fluorescência 
obtida, comparada com o ponto de corte (cut off), a partir do 
qual as reações são interpretadas como reagentes, não reagentes 
ou indeterminadas. Existem, no mercado, ensaios que utilizam a 
metodologia MEIA e detectam, simultaneamente, antígeno p24 e 
anticorpos anti-HIV-1 e anti-HIV-2. 

3 - biotina – vitamina (B7) 
do complexo B.
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Veja, na figura a seguir, detalhes de um ensaio imunoenzimático de micropartículas para pesquisa 
de anticorpos anti-HIV.

Micropartículas com Ag

Anticorpos da 
amostra

Ag marcado  
com biotina

Conjugado: anticorpo 
antibiotina + fosfatase 

alcalina

Substrato  
4 metilumbileferil-fosfato

Degradação do substrato 
produz fosforescência

Ligação do conjugado ao 
complexo Ag-Ac-Ag

Complexo Ag-Ac

Figura 4 – Representação esquemática de um ensaio imunoenzimático de 
micropartículas (MEIA) de 3.ª geração. Fonte: Telelab
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Ensaio imunológico com revelação 
eletroquimioluminescente (EQL)

O ensaio imunológico com revelação eletroquimioluminescente, em 
inglês, é denominado Electrochemiluminescence (EQL).

Descrição:

I. A etapa inicial desta reação ocorre em meio líquido, por isso não 
apresenta uma fase sólida.

II. A primeira incubação consiste na mistura de:
•	  amostra do usuário;

•	  anticorpos monoclonais anti-p24 marcados com biotina;

•	  antígenos recombinantes específicos do HIV marcados 
com biotina;

•	  peptídeos sintéticos específicos do HIV marcados com 
complexo de rutênio4;

•	  anticorpos monoclonais anti-p24 marcados com complexo 
de rutênio;

•	  antígenos recombinantes específicos do HIV marcados 
com complexo de rutênio.

III. Os anticorpos da amostra ligam-se aos antígenos marcados 
com rutênio e aos marcados com biotina. Os antígenos da 
amostra ligam-se aos anticorpos anti-p24 marcados com rutênio 
e aos marcados com biotina. Formam, assim, complexos do tipo 
sanduíche (antígeno-anticorpo-antígeno e anticorpo-antígeno-
anticorpo).

IV. Em seguida, são adicionadas micropartículas revestidas com 
estreptavidina5.

V. Na segunda incubação, os complexos do tipo sanduíche 
ligam-se à fase sólida, por meio da interação entre biotina e 
estreptavidina.

VI. A mistura de reação é aspirada para uma célula de leitura, em 
que as micropartículas são fixadas, magneticamente, à superfície 
de um eletrodo. Os elementos não ligados são removidos. A 
aplicação de uma corrente elétrica ao eletrodo induz uma emissão 
quimioluminescente, que é medida por um fotomultiplicador.

4 - rutênio – elemento 
químico metálico de 
símbolo Ru, pertencente 
ao grupo VIII da tabela 
periódica, o mesmo da 
platina.

5 - estreptavidina – 
proteína (obtida da bactéria 
Streptomyces avidinii) 
que se liga fortemente à 
molécula de biotina.
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VII. A presença, ou ausência, de anticorpos anti-HIV-1 e (ou) anti-HIV-2 ou de antígeno 
p24 na amostra é determinada pela intensidade da emissão quimioluminescente obtida, 
comparada com o ponto de corte (cut off), a partir do qual as reações são interpretadas 
como reagentes, não reagentes ou indeterminadas.

Observe, na figura a seguir, detalhes de um EQL para o diagnóstico da infecção pelo HIV.

Rutênio Esferas magnéticas 
recobertas com 
estreptoavidina

El
et

ro
qu

im
io

lu
m

in
is

cê
nc

ia

Biotina

Figura 5 – Representação esquemática de um ensaio imunológico com revelação 
eletroquimioluminescente (EQL) de 4.ª geração. Fonte: Telelab

Ensaio imunológico com revelação fluorescente (ELFA)

O ensaio imunológico com revelação fluorescente, em inglês, é denominado Enzyme-linked 
Fluorescent Assay (ELFA).

Descrição:

I. A fase sólida é um cone:

•	 a parte superior do cone é recoberta com anticorpos anti-p24 e permite a detecção 
do antígeno p24 da amostra;

•	 a parte inferior do cone é recoberta por antígenos recombinantes e peptídeos 
sintéticos (proteínas) do HIV-1, incluindo os do grupo O e HIV-2 e permite a detecção 
dos anticorpos anti-HIV.
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II. No cone se misturam a amostra do usuário e um reagente contendo anticorpo anti-p24 
marcado com biotina. Nesta etapa, ocorre:

•	 a lise do vírus da amostra para liberação dos antígenos p24, que se ligarão aos 
anticorpos anti-p24, fixados na parte superior do cone. Os anticorpos anti-p24 
marcados com biotina também se ligam aos antígenos p24 presentes na amostra;

•	 simultaneamente, os anticorpos anti-HIV presentes na amostra ligam-se aos 
antígenos da parte inferior do cone.

III. Em uma segunda etapa, é adicionado – apenas na parte inferior do cone – um conjugado 
composto de antígenos de HIV marcados com biotina. Esses antígenos ligam-se aos 
anticorpos presentes na amostra.

IV. Na terceira etapa, adiciona-se outro conjugado composto de estreptavidina marcada com 
uma enzima. Essa estreptavidina liga-se às biotinas presentes tanto na parte superior quanto 
na parte inferior do cone.

V. A reação é revelada com a adição de um substrato da enzima marcado com uma 
substância fluorescente. A ação da enzima sobre o substrato origina um produto 
fluorescente captado e medido pelo equipamento. A intensidade da fluorescência obtida é 
comparada com o ponto de corte (cut off), a partir do qual as reações são interpretadas 
como reagentes, não reagentes ou indeterminadas.

Veja, na figura a seguir, detalhes de um ensaio imunológico com revelação fluorescente para o 
diagnóstico da infecção pelo HIV.

Antígeno biotinilado

Anticorpos anti p24Ac IgM da amostra
Ac IgG da amostra

Anti p24 biotinilada

p24Antígeno de HIV

Legenda

Figura 6 – Representação esquemática de um ensaio imunológico com revelação fluorescente (ELFA). Fonte: Telelab
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Ensaio imunológico quimioluminescente (CLIA)     

O ensaio imunológico quimioluminescente, em inglês, é denominado Chemiluminescent 
Imunoassay (CLIA).

Descrição:

I. Os antígenos recombinantes do HIV-1, incluindo o grupo O e HIV-2, estão fixados na 
fase sólida – poço de reação. Os anticorpos presentes na amostra ligam-se aos antígenos 
fixados na fase sólida, formando um complexo antígeno-anticorpo.

II. Em uma segunda etapa, é adicionado um conjugado composto de antígenos 
recombinantes de HIV marcados com uma enzima (peroxidase). O conjugado liga-se 
especificamente aos anticorpos do complexo antígeno-anticorpo, formado durante a primeira 
etapa.

III. Na terceira etapa, é adicionado o substrato (um derivado do luminol e um sal perácido) e 
um agente de transferência de elétrons.

IV. A reação entre o conjugado e o substrato origina um produto luminoso, captado e medido 
pelo equipamento.

V. A presença ou ausência de anticorpos anti-HIV-1 e (ou) HIV-2 na amostra é determinada 
pela intensidade de luz obtida numa amostra, comparada com o ponto de corte (cut 
off), a partir do qual as reações são interpretadas como reagentes, não reagentes ou 
indeterminadas.

Vêm sendo desenvolvidos ensaios que utilizam a metodologia CLIA 
e detectam simultaneamente antígeno p24 e anticorpos anti-HIV-1 
e HIV-2.

!

Veja, na figura a seguir, detalhes de um ensaio imunológico com revelação quimioluminescente 
para o diagnóstico da infecção pelo HIV.
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LUMINESCÊNCIA

Sistema de revelação

Anticorpo

Antígeno

Figura 7 – Representação esquemática de um ensaio imunológico
quimioluminescente (CLIA). Fonte: Telelab

Ensaio imunológico quimioluminescente magnético (CMIA)

O ensaio imunológico quimioluminescente magnético, em inglês, é denominado 
Chemiluminescent Magnetic Immunoassay (CMIA).

Descrição:

I. Combina o uso de micropartículas magnéticas com a leitura da reação 
quimioluminescente.

II. A fase sólida é formada por micropartículas magnéticas recobertas por antígenos 
recombinantes de HIV-1, incluindo o grupo O e HIV-2 e anticorpos monoclonais anti-p24.

III. Os anticorpos da amostra ligam-se aos antígenos recombinantes que recobrem as 
partículas magnéticas. Os antígenos p24 presentes na amostra ligam-se aos anticorpos 
anti-p24.

IV. Em uma segunda etapa, são adicionados antígenos recombinantes de HIV-1, peptídeos 
sintéticos do HIV-1 e HIV-2 e anticorpos monoclonais anti-p24, marcados por um derivado 
da acridina.

V. Em seguida, é adicionado o substrato da enzima com peróxido de hidrogênio e hidróxido 
de sódio.
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VI. A reação produz luz, que é medida pelo equipamento.

VII. A presença ou ausência de anticorpos anti-HIV-1 e (ou) HIV-2 ou de antígenos é 
determinada pela intensidade de luz obtida numa amostra, comparada com o ponto de corte 
(cut off), a partir do qual as reações são interpretadas como reagentes, não reagentes ou 
indeterminadas.

Veja, na figura a seguir, detalhes de um ensaio imunológico quimioluminescente magnético para o 
diagnóstico da infecção pelo HIV.

Etapa 1
Mistura de micropartículas recobertas  

com antígenos e amostra

Etapa 2
Adição do conjugado e geração 

do sinal

Micropartículas revestidas 
com antígenos capturam 

os anticorpos
Anticorpos da amostra 

se ligam aos antígenos e 
formam complexo ag-ac

Produção de Luz

Micropartículas revestidas com 
anticorpos anti-p24 capturam os 

antígenos da amostra

Formam-se complexos ac-ag
Conjugado de anti-p24 se liga 

aos complexos ac-ag

De
te

cç
ão

 d
e 

An
tic

or
po

s 
an

ti-
HI

V-
1 

e 
An

ti 
HI

V-
2

De
te

cç
ão

 d
e 

An
tíg

en
o 

p2
4 

de
 H

IV

Conjugado se liga aos 
complexos ag-ac

Figura 8 – Representação esquemática de ensaio imunológico quimioluminescente magnético (CMIA). Fonte: Telelab

Os ensaios combinados, ou de 4.ª geração, detectam a presença 
da p24, na amostra do usuário. Assim, utilizam anticorpos 
anti-p24 para detectar a presença desse antígeno. Por isso, nos 
testes combinados, são utilizados outros antígenos do HIV-1, 
como as glicoproteínas gp160, gp120 e gp41, para detectar a 
presença de anticorpos, na amostra.

!


