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Resumo

A influenza A é uma doenca que acomete a salde de
humanos e animais. Anticorpos IgY tem sido usado
como alternativa a producdo de anticorpos em
mamiferos em testes de diagnéstico. Este projeto teve
como objetivo a producgdo e caracterizacdo de anticorpos
IgY contra a nucleoproteina do virus da Influenza A.
Para isto, amostras da proteina recombinante
produzidas pela EMBRAPA Suinos e Aves foram
utilizadas para imunizagéo de galinhas para a producéo
de anticorpos IgY especificos. Estes anticorpos foram
caracterizados imunoquimicamente por ELISA e
Western-blot. Os resultados mostram que 0s animais
produziram altos niveis de anticorpos anti-NP e
apresentaram uma alta especificidade. Os anticorpos
produzidos serdo utilizados para testes de diagnéstico
para influenza HIN1 em suinos.

Introducao

A influenza é uma doencga viral zoonodtica capaz de
acometer a saude de uma grande variedade de animais.
O RNA viral é encapsulado pela nucleoproteina (NP),
gue € uma proteina altamente conservada entre 0s virus
da gripe Al. A NP vem sendo utilizada em kits de
diagnostico e esses kits ttm como base a producdo de
anticorpos policlonais em mamiferos. Devido a
preocupagcles relacionadas ao bem-estar animal,
alternativas a producado de anticorpos em mamiferos tém
sido investigadas2. As galinhas sdo uma fonte de
anticorpos policlonais de alta qualidade, que podem ser
obtidos de forma ndo invasiva a partir de gemas de
ovos. Este projeto teve como objetivo a producdo e
caracterizacdo de anticorpos IgY contra a proteina NP
do virus da Influenza A.

Material e Métodos

Os animais foram imunizados com 20ug da proteina
recombinante NP fornecida pela EMPRAPA Suinos e
Aves, por via intramuscular. Os ovos foram coletados
durante 7 dias apds a 3% 5% e 72 imunizacdo. Para
extracdo da IgY foi utilizado o protocolo de precipitagéo
com sulfato de amodnia, descrito por AKITA e NAKAI
(1992) com modificagdes. A pureza das solucdes de IgY
obtidas foram analisadas por eletroforese SDS-PAGE
10% com coloracdo por Comassie brillant blue. A
determinacdo dos niveis de anticorpos contra NP do
virus foi feito pelo método de ELISA indireto. Para a
avaliacao da especificidade da IgY anti-NP foi utilizado o
método de Western-blot.

Resultados Obtidos

Resultados da eletroforese SDS-PAGE 10% mostraram
moléculas de massa molecular de aproximadamente 65
kDa e 23 kDa, correspondendo as cadeias pesadas e
leves dos anticorpos IgY. Os niveis de anticorpos
aumentaram apés a imunizagdo inicial e os titulos de
anticorpos foram maiores em galinhas imunizadas
quando comparadas a galinhas ndo imunizadas. Foi
observado que os anticorpos exibiram por Western-blot
reatividade especifica contra a NP do virus HIN1.
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Fig 1. (A) Titulos de anticorpos IgY anti-NP de gélrin'has apols a sétima
imunizacdo e galinhas ndo imunizadas. (B) Reconhecimento da
proteina NP do virus HIN1 por anticorpos IgY. M- marcador, P- IgY
anti-NP.

Conclusao

Os resultados obtidos mostram a producao de anticorpos
IgY com reconhecimento especifo da NP de H1IN1. O
resultado desse estudo mostra a possiblidade da
aplicacdo de IgY em testes de imunodiagnéstico do virus
influenza A.
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