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Introdug¢io:

O ensaio imunoenzimético (ELISA) é utilizado para a avaliacdo da resposta
imunoldgica aos polissacarideos de Neisseria meningitidis grupos A, Ce W em
vacinas conjugadas combinadas submetidas a ensaios pré-clinicos e clinicos.
Além de ser um ensaio laborioso, apresenta uma alta variabilidade (30%) e
dependendo do niimero de analises a serem realizadas, exige uma quantidade
consideravel de soro do paciente ou camundongo.

Objetivo:

Padronizar um ensaio multiparamétrico por citometria de fluxo, para avaliar a
resposta imunoldgica induzida por esses polissacarideos conjugados e combi-
nados, bem como comparar os resultados obtidos com o ELISA.

Metodologia:

Um teste de citometria de fluxo baseado em microesferas carboxiladas foi pa-
dronizado utilizando soros-padréo in house de camundongos, para os polissa-
carideos dos grupos A, C e W de Neisseria meningitidis; e amostras negativas
e positivas, de camundongos sui¢os imunizados com a vacina meningocdcica
ACWY conjugada da empresa X. Para padroniza¢io desse ensaio, foi realizada
uma dilui¢do seriada dos soros padréo (polissacarideo C e A - 1:250 a 1:32000;
polissacarideo W - 1:100 a 1:12800) e das amostras positivas e negativas (1:400)
e calculada a concentracéo de antigeno ideal para o acoplamento, o cut-off do
teste e sua correlagdo com o ELISA. Os resultados obtidos foram analisados
utilizando o programa Flow]o® e transformados em unidades arbitrarias por
mililitros (UA/mL) pelo programa SoftMaxPro (Molecular Devices).
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Resultado:

Foi determinada a concentragio de antigeno para acoplamento nas microesfe-
ras e estabelecidas as etapas do método ap6s uma série de repeti¢des dos soros
padréo. As replicatas das curvas do soro-padrdo dos trés antigenos analisados
(PSA, PSC e PSW) ndo apresentaram diferenga estatistica significativa, PSA
p=0,4136, PSC p=0,1812 e PSW p=0,4772. O cut-off do método foi estabeleci-
do para quantificagio de anticorpos contra os polissacarideos (PSC 130,31 UA/
mL, PSA 91,65 UA/mL e PSW 319,31 UA/mL) e a quantificagdo de anticor-
pos por citometria de fluxo apresentou uma alta correlagdo com o ELISA (PSC
r=0,992; PSA r=0,993 e PSW=1r=0,918).

Conclusio:

A citometria de fluxo baseada em microesferas tem se mostrado altamente efi-
ciente para quantifica¢do de anticorpos, pois é um método robusto e especifico,
combinando a sua facilidade e rapidez a alta precisio, sendo muito utilizado
para pesquisa clinica. Os resultados para a quantificacio do titulo de anticor-
pos se mostraram satisfatdrios e altamente correlaciondveis com o ELISA, sem
a alta variabilidade apresentada pelo método imunoenzimatico. A metodolo-
gia proposta serd de grande importéncia para a triagem de amostras em en-
saios pré-clinicos e clinicos em vacinas combinadas.
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