Desenvolvimento de método para rapida titulagéo do virus Zika
(ZIKV) por citometria de fluxo
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O virus Zika (ZIKV) é um flavivirus causador de uma doenca febril de carater agudo.
No ano de 2015, ocorreu um aumento no niumero de casos desta infec¢éo no Brasil,
onde uma associacao entre esta infeccdo durante a gravidez e a ocorréncia de
microcefalia em recém-nascidos foi observada. Atualmente, os métodos
laboratoriais para determinacao do titulo e soroneutralizacao viral sdo baseados no
ensaio de formacgao de placas em monocamada celular, sendo laboriosos e levando
de 5 a 7 dias para obtencao do resultado. Nos ultimos anos, a citometria de fluxo
tem sido utilizada para deteccdo da infeccdo e titulacdo de diversos virus de
interesse em saude humana. Neste trabalho, desenvolvemos um ensaio para
determinacdo do titulo viral de uma forma rapida e precisa utilizando esta
metodologia para a deteccdo da infec¢do de ZIKV em células Vero. Para isso, uma
diluicdo seriada da amostra viral foi realizada previamente a adsorgéo viral por 1h
e incubagédo das células em estufa a 37°C por 24h. Em seguida, uma suspenséo
celular foi obtida seguido da fixagdo, permeabilizacdo (BD Cytofix/Cytoperm) e
marcacao intracelular utilizando um anticorpo monoclonal anti-flavivirus (4G2) por
1h a 4°C. Apos a lavagem, as células foram incubadas com o anticorpo anti-lgG de
camundongo conjugado ao Alexa Fluor 488. Ao final do processo, uma lavagem foi
realizada e as células suspendidas em PBS 2% SBF para aquisi¢cdo no citbmetro
BD FACSCanto Il. A frequéncia de células positivas nas amostras foi determinada
utilizando como controle negativo as células ndo-infectadas com o virus. O titulo
viral obtido foi de 1,3 x 10%° unidades infectantes/mL. Assim, desenvolvemos uma
metodologia simples e rapida para determinacéo da titulacdo do ZIKV facilitando
andlises high-throughput. Além disso, este ensaio possibilitara o desenvolvimento
de um ensaio para deteccao de anticorpos neutralizantes para o ZIKV.
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