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REA.10 - Padronizacao da microplataforma automatizada e de
alto desempenho para analise de soroneutralizacdo do virus
Zika baseada em apoptose (micro CRNT)
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Introdugio:

O teste de Neutralizagdo por Redugio de Placas de Lise (PRNT) é empregado
na quantificagdo de anticorpos neutralizantes e apresenta, frente a outros testes
virolégicos, maior especificidade. Entretanto o mesmo é laborioso e demanda
tempo. O PRNT adotado no laboratério utiliza placa de 24 pogos para o vi-
rus Zika (ZIKV), o que limita a andlise simultdnea de um nimero elevado de
amostras. Além disso, a quantificagdo dos titulos de anticorpos é feita pela con-
tagem manual de “placas”, estando sujeita a varia¢des intra e inter-operador.
Como o ZIKV regularmente causa efeitos citopéticos e consequente morte de
células altamente permissivas a infecgdo, nos perguntamos se eventos iniciais
desta propriedade viral poderiam ser utilizados para otimizar o ensaio.

Objetivo:

Desenvolver uma plataforma de ensaio biolégico automatizado e com alto de-
sempenho baseada nos principios do PRNT ZIKV utilizando microplaca e cuja
quantificacdo do bloqueio da infec¢do pelos anticorpos seja dada através da
deteccdo de fluorescéncia emitida por um substrato permedvel & membrana
celular, projetado para detectar apoptose.

Metodologia:

Para avaliar se seria vidvel a contagem automatizada de células no nosso ensaio,
utilizamos o PRNT Febre Amarela (FA), j4 padronizado pelo LATEV, que tam-
bém é feito em microplaca. Neste ensaio a contagem é feita manualmente via
operador com utilizagdo do Biospot. Portanto, comparamos as duas formas de
contagem. O coeficiente de correlagio (r?) descreveu a linha em que melhor se
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dispoem os dados comparativos e a correlagido entre os tipos de contagem para
PRNT FA foram feitas através do teste de Spearman. Para a padronizagdo do
micro CRNT, estabelecemos a concentragéo celular e os controles apoptdticos
(Brefeldina A) e necréticos (Triton X), utilizando marcagdo para DAPI e Iode-
to de propideo através de imagens por microscopia de fluorescéncia.

Resultado:

A comparagao estatistica dos titulos de anticorpos para PRNT FA usando coor-
te de 90 individuos demonstrou correlagio direta entre os valores obtidos pela
contagem automatizada, em compara¢do a contagem manual feita pelo ope-
rador 1 (0,9394) e operador 2 (0,9451). Também observamos boa correla¢io
entre os dois métodos de contagem, tanto inter-operadores (0,9830) quanto
entre estes e 0 método automatizado (Op1 0,9204; Op2 0,9290). Para estabele-
cimento da concentragio e quantificagdo celular do micro CRNT e respectivos
controles de morte celular, utilizamos rastreamento de nucleos individualiza-
dos de células vero cultivadas por 48 horas e padronizamos a cinética ideal
para apoptose (48 horas pds tratamento) e necrose (24 horas pds tratamento).

Conclusio:

Estabelecemos uma plataforma de ensaio biolégico com células vero em mi-
croplaca para andlise da viabilidade celular. Além disso, a comparagdo da acu-
racia da contagem automatizada de PRNT em placa de 96 pogos demonstra
uma boa equivaléncia além de uma répida analise em compara¢éo ao método
manual podendo, futuramente, ser utilizado como abordagem analitica para o
PRNT ZIKV e o micro CRNT.
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