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Introducgéo

O virus Zika (ZIKV), familia Flaviviridae, foi
associado com o incomum aumento de casos de
microcefalia no Brasil'. Tendo em conta a auséncia
de tratamento antiviral especifico e vacina para
febre do Zika, a forma mais efetiva de diminuir a
transmissdo € diagnosticar a doenga2’3. Nesse
sentido, o0s principais ensaios laboratoriais
disponiveis estéo voltados a detec¢éo de IgM e IgG
anti-ZIKV. Esses biomarcadores dificultam o
diagnostico precoce devido ao periodo de janela
imunolégica e, frequentemente, mostram problemas
de reatividade cruzada com outros flavivirus*®. Em
contraste, o presente teste estid utilizando NS1,
sendo inovador por permitir a captura do antigeno
nos primeiros dias da doenca, o que possibilita um
diagnostico precoce.

. Objetivo |

Padronizar um teste de enzyme linked
immunosorbent assay (ELISA) visando a captura do
NS1 do ZIKV em amostras biol6gicas, urina e soro,
sabidamente positivas e negativas para o ZIKV.

Material e Métodos

O anticorpo teste, IgG policlonal anti-NS1 do
ZIKV, foi cedido mediante colaboracdo com o
Instituto Butantan.

Quanto a padronizagdo do ELISA sandwich,
titulacbes em bloco foram realizadas para
determinar as concentracdes ideais de trabalho do
anticorpo de sensibilizacdo, do bloqueio, do
anticorpo monoclonal anti-NS1, do IgG anti-
camundongo HRP e dos controles negativos (C-) e
positivos (C+) para ZIKV. Todos os experimentos
foram conduzidos em microplacas de ELISA e os
resultados, medidos em densidade dptica (DO) por
um espectrofotbmetro (FLUOstar Omega) com
comprimento de onda de 450nm.

Resultados e Discussao

Mediante as etapas de padronizacdo, observou-
se que o melhor bloqueio foi a caseina a 0,5%, a
qgual gerou menor reacdo inespecifica (D0O<O0,2).
Também se notou que a melhor concentracdo do
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anticorpo de captura foi de 4,2 pug/mL, enquanto
optamos por utilizar 2,5 pg/mL do anticorpo
monoclonal anti-NS1.

Inicialmente, com a testagem de NS1 do dengue,
reatividade cruzada nédo foi observada, tendo em
vista que a sua absorbancia foi similar ao branco
(DO=0,2).

Para os C+ (NS1 de ZIKV purificado) foram
encontrados valores de elevada DO, variando entre
1,29 (diluicdo 1/12800) e 1,824 (diluicdo 1/400). Ja
para os C- a absorbancia foi extremamente baixa,
(0,064<D0<0,091). Dessa forma, os C+ tém reagido
satisfatoriamente com o anticorpo de captura e tem
gerado DO superior 1,1, enquanto os C- ndo tem
gerado reagfes inespecificas. Os resultados sao
promissores e estimula o prosseguimento para a
proxima etapa do estudo, a qual envolvera a triagem
de mais amostras biolégicas confirmadas com ZIKV.

Conclusao

Nesse estudo piloto, conclui-se que a caseina a
0,5% acrescida do anticorpo policlonal (anti-NS1) na
concentracdo de 4,2 pg/ml tem fornecido menor
reacdo inespecifica. Dessa forma, satisfatoriamente
0 Nosso anticorpo teste tem se mostrado promissor
no diagnéstico do NS1 do ZIKV.
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