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CONJUGAÇÃO COM PEROXIDASE DA IMUNOGLOBULINA Y CONTRA A PROTEÍNA RECOMBINANTE LipL32 DE Leptospira interrogans
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Resumo 

A leptospirose é um problema de saúde pública de importância mundial. Nos últimos anos, vários grupos de pesquisa têm identificado componentes imunogênicos nas leptospiras para serem usados em testes diagnósticos, sendo a lipoproteína LipL32 a mais abundante na membrana externa das leptospiras. A imunoglobulina Y (IgY) de galinha apresenta importantes vantagens no reconhecimento de epítopos nos imunoensaios, quando comparado com anticorpos de mamíferos. Recentemente, nosso grupo de pesquisa realizou a produção e caracterização de anticorpos IgY contra rLipL32. O presente trabalho teve o objetivo de conjugar os anticorpos produzidos com peroxidase, para posterior utilização em imunoensaios. Na conjugação dos anticorpos utilizou-se 2mg da enzima peroxidase (Horseradish peroxidase) para cada 4mg de IgY anti-LipL32. O anticorpo conjugado foi estocado a 4°C até o uso. A eficiência da conjugação foi testada através de ensaios de ELISA direto e Western Blot (WB). No ELISA a placa foi sensibilizada com 5µg da proteína rLipL32 e reação foi testada em diferentes diluições do conjugado. Para o WB, utilizou-se o conjugado na diluição de 1:50, a proteína rLipL32 e Leptospira interrogans inativada. Um extrato de Escherichia coli foi utilizado como controle negativo. No ELISA direto, o anticorpo conjugado mostrou-se reativo até a diluição 1:200, e no WB, foi possível visualizar bandas reativas com a proteína recombinante e com a proteína nativa. Assim, o sucesso da conjugação da IgY anti-rLipL32 com peroxidase sugere que o anticorpo pode ser utilizado em imunoensaios para o diagnóstico da leptospirose.
De 22 a 26 de outubro de 2012.
FURG - Campus Carreiros


[image: image1.jpg]