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RESUMO

A nucleoproteina (NP) do Virus da Influenza Aviaria (VIA) é um importante alvo antigénico no
imunodiagnéstico desta doenca, devido a sua baixa variabilidade entre as diferentes estirpes virais, resultando
em uma elevada reatividade cruzada, e por ser também uma proteina altamente imunogénica para hospedeiros
vertebrados. O objetivo deste estudo foi clonar parcialmente o gene codificador da NP do VIA e expressar em
Escherichia coli como uma proteina recombinante fusionada ao polipeptideo SUMO e uma etiqueta de poli-
histidina, a fim de utiliza-la no desenvolvimento de um ensaio de ELISA indireto para a deteccdo de
anticorpos especificos contra o VIA. O subtipo H4N6 do VIA tipo A foi propagado em ovos embrionados
livres de patégenos e o RNA viral foi extraido. Apos a Reacdo de Transcricdo Reversa seguida pela Reacdo
em Cadeia pela Polimerase (RT-PCR), foi obtido o material génico a ser inserido no vetor pET SUMO
(Invitrogen®) para posterior transformagdo em células de E. coli competentes. Foi realizada uma cinética da
inducdo da expressdo da NP recombinante (NPr), seguida da caracterizacdo imunoquimica através das
técnicas de PAGE-SDS e de Western Blotting, como também andlise in silico dos principais sitios de
antigenicidade. A NPr foi expressa na fracdo sollvel e facilmente purificada, sendo utilizada como uma
preparacdo antigénica no ELISA indireto para deteccdo de anticorpos contra o VIA presentes em 121
amostras de soro de galinha. A andlise comparativa do teste desenvolvido em relacdo ao teste de ELISA
comercial apresentou valores de 95%, 97% e 96,7% de sensibilidade, especificidade e acurécia,
respectivamente e concordancia de 0,88. Os resultados permitem concluir que a NPr do VIA produzida nesse
estudo possui caracteristicas favoraveis para ser aplicada como antigeno no ELISA indireto, o qual se
constitui como um método sensivel e especifico para o imunodiagnostico da Influenza Aviaria em galinhas.
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