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INTRODUGAO

A producdo de anticorpos em aves imunizadas seguida da extracdo desses anticorpos

da gema dos ovos (IgY), tem atraido o interesse da comunidade cientifica. Esta abordagem
oferece vantagens como: baixo custo, alta eficiéncia da técnica e é a mais adequada ao
conceito bioético quando trata-se da manutengdo e do manejo das aves. Neste presente
estudo, objetiva-se desenvolver e avaliar um teste rapido de imunocromatografia de fluxo
lateral utilizando uma IgY produzida contra o rotavirus (RV), a maior causa de morbidade

e mortalidade de criancas menores de 5 anos em todo o mundo, especialmente em paises

em desenvolvimento. E um dos motivos de dificuldade no controle da doenga é a escassez

de testes diagndsticos capazes de diagnosticar em um curto periodo de tempo, a fim de que

a crianga seja conduzida ao tratamento de forma agil e eficaz. Além disso, o desenvolvimento
de novas alternativas mais baratas, também é importante para que o teste seja acessivel a
paises com menos recursos financeiros. Para esta proposta, anticorpos IgY anti-RV produzidos
em aves imunizadas (Gallus gallus da raca ISA Brown) foram purificados, para refinamento da
imunoglobulina, a partir da gema dos ovos.

12 ETAPA ]A REALIZADA-
ACOMODAGAO DAS AVES
v'Frangas poedeiras (Gallus  gallus
domesticus) da raca Rhodia provenientes
de matrizeiro comercial.

PROCEDIMENTO DE
IMUNIZAGAO DAS AVES

vLaboratério de Bioclimatologia da
Faculdade de Medicina Veterinaria da
UNIFESO, nas seguintes condigdes:
12 horas de luz/12 horas de
escuridao;
Gaiolas individualizadas;
/\gua e ragao ad libitumm;
Temperatura entre 18-20°C;
Umidade Relativa de 70-80%.

Todos os procedimentos de acordo com
Comissdo de Etica no Trato com Animais
da Fundagio Educacional Serra dos Orgios
(CETA-UNIFESO). Licen¢a 0331/11.

PURIFICACAO E CARACTERIZACAO DA IGY

v'Coleta dos ovos - 13 semanas
Total de 477 ovos
vPurificagdo — Método de precipitagio em polietileno
glicol (PEG)
v'Quantificagdo da IgY — Espectrofotometria ¢
Método de Lowry (1951) - (Proteinas Totais)
vEletroforese

v Western Blotting OBJETIVO

Desenvolvimento de teste rapido para diagnéstico do rotavirus nas
fezes utilizando imunoglobulina Y (IgY) de aves imunizadas.

PROTOTIPO DO TESTE RAPIDO

Membrana
de absor¢do

v

A P 7

Membrana de
Nitrocelulose

Membrana Lo

Membrana da F
oot ¢ do conjugado Linha Controle

amostra

—

L

e ik |
Suporte
Linha Teste

Demonstragédo de uma fita do teste do imunocromatografia de fluxo lateral, evidenciando as posigdes de cada
membrana. (Adaptado de Wong et al., 2009).

Apés, serio avaliadas as variaveis do teste, tais como, concentragio da IgY anti-RV, tampées de
uso, a conjugacao de ouro coloidal ao anticorpo conjugado (IgY anti-RV), concentragao do
anticorpo conjugado, para padronizagio das condi¢ées ideais de funcionamento do teste. As
fezes serdo aplicadas ao teste apos serem diluidas a 10% em tampao da amostra.

METODOLOGIA

oConjugacao com ouro coloidal ou bead- O anticorpo conjugado utilizado sera a
propria IgY anti-rotavirus marcado com ouro coloidal ou bead, em concentragoes
previamente estabelecidas conforme protocolo para os testes rapidos de Bio-
Manguinhos/Fiocruz. O preparo das nanoparticulas de ouro coloidal sera realizado de
acordo com o protocolo de Frens (1973) com pequenas modificagdes.

oA impregnacdo das membranas sera realizada de maneira similar a todos os kits de teste
rapido produzidos por Bio-Manguinhos/Fiocruz, e trata-se de um procedimento
confidencial interno, por isso maiores detalhes nao serao descritos. As membranas serao
preparadas de forma a constituir uma plataforma mediante teste com a combinacao de
diferentes volumes de impregnacdo, composicoes do tampao de corrida e porosidades de
membranas de nitrocelulose, além da linha controle que sera avaliada se o teste
performara melhor com o rotavirus bruto ou proteinas desnaturadas do mesmo.

FEZES UTILIZANDO IMUNOGLOBULINA Y (IGY) DE AVES IMUNIZADAS.
Aluna: Pamella Victéria Gomes de Oliveira Conceigao
Orientador: Gentil Arthur Lins Bentes Mendonga de Vasconcelos
Coorientador: Alexandre dos Santos da Silva

L

ESCOLA POLITECNICA DE SAUDE
JOAQUIM VENANCIO

Avaliacao do teste perante a um painel
de amostras

o As amostras serdo utilizadas como controle e determinagdo dos
parametros estatisticos do teste, tais como, sensibilidade, especificidade,
valor preditivo positivo (VPP) e valor preditivo negativo (VPN).

o Estas amostras que formarao o painel serdo pr tes do Laboratério
de Virologia Comparada e Ambiental (LVCA) do Instituto Oswaldo Cruz
(10C)/Fiocruz, que é Referéncia Regional em Rotaviroses, e sdo
caracterizadas por meio do ELISA Premier®Rotaclone, e pelo método da
reagdo da transcriptase reversa seguida da reacdo em cadeia da
polimerase em tempo real (RT-qPCR).

Amostras | Numerodeamostas

Positivas para rotavirus 120

Negativas para rotavirus e outras
gastroenterites

Negativas para rotavirus e positivas
paranorovirus

Negativas para rotavirus e positivas para
astrovirus

Negativas para rotavirus e positivas
paraadenovirus

RESULTADOS E CONCLUSOES
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o Alguns testes com a bead foram realizados com sucesso, porém comegaram
a falhar pelo tempo de estoque da mesma. Esta foi comprada no inicio do
projeto, ha um ano e meio. Logo, uma das possibilidades pensadas é
realizar a conjugagao por ouro coloidal, que é o padréio utilizado em Bio-
Manguinhos para todos os seus testes por imunocromatografia de fluxo
lateral. Esta conjugacéo ainda sera realizada. Iremos utilizar como base as
mesmas condicdes de variaveis que conseguimos alcancar bons resultados
no inicio da padronizacgdo.

Testes com resultados positivos com a beads

«Teste de padronizagio - Neste teste utilizamos as seguintes
condic¢des (em negrito os melhores resultados).
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Conclusdo: O protétipo foi alcancado nas seguintes condigoes:
ng/mm de IgY anti-RV; na linha controle 70 ng/mm de a
membrana de conjugado 75 ng/mm (0,15 pL/mm); diluicdo d

de 1:20 em Tampao Tris Triton 0,025% de caseina; e 10
membrana de reagao.

Testes de resultados negativ:
«Teste de padronizacao - Neste teste utiliza
variaveis que achamos melhor, e testamos a
concentragdes de rotavirus diferentes, i
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