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OTR.12 - Padronizacdo de teste de neutralizacdo por reduciao
de focos (FRNT) para Zika como alternativa ao teste padrao
-ouro PRNT
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Introdugio:

A Zika é causada por um arbovirus (ZIKV) pertencente a familia Flaviviridae,
transmitido principalmente pelo mosquito Aedes aegypti em regides tropicais
causando um surto no Brasil em 2015 com infec¢des predominantemente as-
sintomaticas. Apesar das infec¢des sintométicas geralmente serem brandas,
sua associa¢do a sindrome de Guillain-Barré e microcefalia em neonatos tor-
nou-a emergéncia de satde ptblica. O desenvolvimento de testes diagndsticos
e vacinas sdo essenciais para controle da zika. Dentre os testes soroldgicos, o
PRNT (Plaque Reduction Neutralization Test) é crucial para avaliacdo de efica-
cia vacinal, posto que é considerado padrdo-ouro para detec¢do de anticorpos
neutralizantes (nAbs), correlacionados a prote¢do para outros flavivirus (Den-
gue e Febre Amarela). Contudo, sendo laborioso e de limitada capacidade de
analise, é necesséario desenvolver ensaios de menor tempo de execugdo, maior
capacidade de andlise de amostras e alta sensibilidade para detec¢do de nAbs
para ZIKV, visando atender a demanda por diagnéstico, avaliacdo vacinal e
estudos epidemiolégicos.

Objetivo:
Desenvolver teste de neutralizacdo por reducdo de focos virais para deteccdo

de nAbs para ZIKV em amostras de soro e comparar sua acuracia frente ao
PRNT (padrdo-ouro).

Metodologia:

Assim como no PRNT, amostras de soro sdo diluidas de forma seriada e desa-
fiadas contra o ZIKV, sendo posteriormente inoculadas em placas com mono-
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camada celular pré-formada e incubadas com meio semissolido. Entretanto, ao
invés de esperar a formagdo dos plaques de lise provenientes do efeito citopatico
viral, o FRNT utiliza anticorpos monoclonais para marcar os focos de infec¢io
mais precocemente. Para isso, decorrido o tempo de incubagio, as placas en-
tdo sdo lavadas (tampdo PBS/Tween-20 0,05%), fixadas (paraformaldeido 4%),
bloqueadas, marcadas com anticorpo monoclonal antiflavivirus conjugado a
peroxidase (4G2-HRP) e reveladas com substrato TrueBlue (KPL). Para padro-
nizagdo e otimiza¢do do ensaio, foram avaliados diferentes pardmetros como
densidade celular, meio e tempo de incubagdo final, ajuste do input viral e da
dilui¢do do anticorpo 4G2-HRP. Amostras humanas sabidamente positivas e
negativas para ZIKV, assim como para DENV foram testadas em ambos os
ensaios (PRNT e FRNT) para compara¢io dos resultados e andlise estatistica.

Resultado:

O FRNT apresenta tempo de incubagio 50% menor e maior capacidade de
analise de amostras quando comparado ao PRNT. O ponto de corte tracado
preliminarmente obteve sensibilidade de 100% e especificidade de 93,18%, ob-
servando-se uma tendéncia a titulos mais altos das amostras positivas quando
comparado ao PRNT (alta sensibilidade). Apesar das diferengas nas dosagens
de titulos de nAbs entre as duas metodologias, observou-se uma tima corre-
lacdo entre os ensaios.

Conclusao:

O FRNT apresenta como vantagens a rapidez e maior capacidade de anélise
de amostras por ensaio em relagio ao teste referéncia. Essas vantagens, soma-
das a alta correlagdo dos resultados obtidos nos diferentes ensaios possibilita a
utilizagdo do FRNT como alternativa ao PRNT em estudos epidemiolégicos,
desenvolvimento vacinais e diagndstico.
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