our strategy that can be adaptable for routine diagnostic programs in shrimp
culture for detecting the presence of active IHHN virus.
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Cloning and expression of recombinant nucleoprotein
(NP) and haemagglutinin-neuramini-dase (HN)
glycoprotein of Newcastle disease virus for using in the
detection of specific antibodies by indirect ELISA
Clonagem e expressdo da nucleoproteina (NP) e da glicoproteina
hemaglutinina-neuraminidase (HN) do virus da doenca de Newcastle
(VDN) para aplicagdo na deteccdo de anticorpos especificos pelo método
indireto de ELISA

Silva, K.R.; Gongalves, M.C.M.; Montassier, M.F.S.; Fernandes, C.C;
Oliveira, E.S.; Montassier, H.J.

Newcastle disease (ND) is one of the most important disease for the poul-
try industry worldwide. Newcastle disease virus (NDV) is the causative agent
and usually induces severe lesions in respiratory and digestive tracts, requiring
increasingly rapid and effective techniques for the laboratory diagnosis. NDV
virions are made of three envelope and three core structural proteins, from
which the major antigens were identified; as the haemagglutinin-Neurami-
nidase (HN) envelope glycoprotein and nucleocapside (NP) protein. The HN
glycoprotein is involved in virus attachment to the host cell receptors and con-
tains relevant virus-neutralizing and haemagglutinating-inhibitor epitopes.
The nucleocapside protein (NP) of NDV has highly conserved amino acid se-
quences, and a high immunogenicity. Several methods have been investigated
for the laboratory diagnosis of NDV infection, including serological tests, such
as haemagglutination inhibition (HI) assays and conventional ELISA methods
which depend on laborious and time-consuming procedures of virus propaga-
tion in SPF embryonated chicken eggs, and the purification of virus particles
to be adsorbed to the microplate solid phase. This study aimed to clone the full
open reading frame of NP gene, and the 5’-part and 3’-part of HN gene of NDV
in a heterologous system (Escherichia coli), using pETSUMO vector in order
to express the NP protein, or the amino and carboxy-terminal parts of HN
glycoprotein for using in NDV immunodiagnosis. The NP and the amino and
carboxy-terminal fragments of HN glycoprotein were expressed as fusion re-
combinant proteins containing SUMO peptide and poly-histidine tags. These
proteins after purification in nickel-agarose resin, and biochemical and immu-
nochemically characterization by SDS-PAGE and Western-blotting, demons-
trated the ability to be recognized by polyclonal antibodies form SPF chickens
infected with LaSota strain of NDV. The NP and amino and carboxy-terminal
fragments of HN glycoprotein were used to develop indirect ELISA methods
for using in chicken antibody detection. The assays were evaluated with a panel
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of 120 chicken serum samples. The results showed comparable agreement, spe-
cificity and sensitivity. The recombinant NP-ELISA, amino-HN-ELISA and
carboxy-HN- ELISA were capable to differentiate NDV positive from negative
chicken sera and by comparing these ELISA methods with haemagglutina-
tion-inhibition test, high and significant correlations were detected, as well as
high sensitivity and specificity were obtained, indicating that NP-ELISA,and
amino-HN-ELISA and carboxy-HN-ELISA assays can be used for screening
the presence of antibodies in NDV infected birds. In conclusion, the recombi-
nant NP, amino and carboxy-terminal fragments of HN glycoprotein shared
relevant epitopes with homologous and native viral proteins and have a great
potential to be advantageously used in immunodiagnosis of NDV infection.
*Research supported by the Brazilian National Council for Scientific and Technological Deve-
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Development of synthetic peptides for the diagnosis of foot and mouth
disease

Ribeiro, E.L.""; Camargos, M.F.2; Sales, E.B.%; Oliveira, A.M.%, Franco,
J.A3; Ueira-Vieira, C.3""; Goulart Filho, L.R.3""; Heinemann, M.B."*"

A febre aftosa ¢ caracterizada por afetar diretamente o desenvolvimento
econdmico da industria animal, com graves consequéncias sociais. Os testes
atuais para diagndstico e vigilancia epidemiolégica da febre aftosa sdo reali-
zados com o polipetideo 3ABC recombinante, que, apesar de serem de boa
eficiéncia, apresentam limitagdes, como o emprego apenas para avaliagdo de
rebanhos e nao para o diagnoéstico individual. A EITB, a despeito de ser uma
prova de alta sensibilidade e especificidade, requer um treinamento extensivo,
a interpretagao é subjetiva e o protocolo da prova nao é totalmente padroni-
zado. A utilizagao de peptideos sintéticos pode trazer a vantagem da EITB,
alta especificidade, com a vantagem do ELISA, alta sensibilidade, rapidez, pa-
dronizagao e automagao dos testes. A presente proposta tem como objetivo o
desenvolvimento de peptideos sintéticos para o diagndstico para a febre aftosa.
A partir de modelos descritos na literatura, foram desenhados trés peptideos
sintéticos. Apds o desenho, os peptideos foram otimizados para expressao em
Pichia pastoris (vetor pPIC9) a fim de eterniza-los. Apos a expressao, os pep-
tideos foram purificados em HPLC e concentrados por meio de ultrafiltra-
¢ao tangencial com cartucho de reten¢ao de 10 KDa. As proteinas purificadas
foram testadas em dot blot com conjugado anti-histidina, devido ao fato do
peptideo ter como marcador uma cauda de poli-histidina. Em seguida, foram
testadas em dot blot e Elisa com soros bovinos nao vacinados, vacinados e
infectados com o virus da febre aftosa. Como resultados, obtivemos éxito em
clonar e expressa-los em P. pastoris com um rendimento em torno deioo pg/
mL. O dot blot com anti-histidina foi positivo nos trés peptideos, indicando
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que as proteinas purificadas eram os peptideos desenhados antiaftosa. O resul-
tado do teste de dot blot e Elisa utilizando anticorpos bovinos antifebre aftosa
foram negativos, ou seja, os peptideos nao conseguiram diferenciar quais eram
os animais negativos, vacinados e os infectados.
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A herbivorous rabies outbreak in Espigdo do Oeste, Rondénia, Brazil —
case report

Fuck, J.J."; Silva, S.G.2; Daher, D.O.2"; Bruhn, F.R.P3""; Lopes, E3""";
Hirsch, C.3; Rocha, C.M.B.M.2

A raiva é uma zoonose de alta relevancia na satide publica, que acarreta enor-
mes perdas econdmicas pela alta letalidade. O objetivo deste trabalho foi relatar
o caso de um foco de raiva dos herbivoros ocorrido no municipio de Espigao
do Oeste, Rondonia. Os levantamentos foram feitos com base nas informagoes
encontradas nos arquivos do escritério da Unidade Local de Sanidade Animal e
Vegetal (Ulsav) da Agéncia de Defesa Sanitdria Agrosilvopastoril do Estado de
Rondénia (Idaron) no municipio de Espigao do Oeste e nos registros do sistema
informatizado dessa agéncia (Sisidaron). Apds notificagdo do produtor quanto
a ocorréncia da mortalidade de bovinos sob a suspeita de raiva dos herbivoros,
procedeu-se ao deslocamento até a propriedade para investigacdo epidemiol6-
gica e clinica do foco. A suspeita foi confirmada por Imunofluorescéncia Direta
(IFD). Tragou-se um raio de 4 km a partir da propriedade foco e outro de 12
km para identificagdo dos limites do perifoco, tendo cada regido um padrao
de agdo especifico. Em todas as propriedades na area de até 4 km de raio foram
feitas notificagGes para vacinagio assistida e seus respectivos acompanhamentos
de refor¢os vacinais em 30 dias. As propriedades situadas no raio entre 4 e 12
km foram notificadas para vacinagio e reforco, porém sem acompanhamento.
Para o controle de transmissores, particularmente para morcegos hematofagos
(Desmodus rotundus), as agdes foram desencadeadas a partir da constatagio de
mordedura dos animais durante as notificacdes das propriedades ou por denun-
cia desse fato pelos produtores ao Idaron, identificagdo de abrigos e captura no
foco. Foram realizadas atividades de educagao sanitaria, dentre as quais quatro
entrevistas sobre o assunto em duas emissoras de radio local. Por fim, tomadas
as agoes descritas, o foco foi extinto atendendo as expectativas legais, protegendo
a saude publica e animal, e evitando-se maiores perdas econdmicas, portanto
foram atendidos os reais objetivos da defesa sanitaria animal.
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Germplasm bank of caprine lentivirus of Brazil
Pinheiro, R.R."; Azevedo, D.A.A.%; Feitosa, A.L.V.L.3; Dias, R.P.3; Andrioli,
A.%; Santiago, L.B."; Alves, F.S.F"; Minardi, J.C.4*

Considerando as diferengas biolégicas e moleculares significativas existen-
tes entre amostras de lentivirus caprino (LVC), torna-se fundamental o estudo
mais aprofundado das amostras virais ja isoladas. A diversidade genética é
considerada uma caracteristica peculiar dos lentivirus e estd provavelmente
relacionada a diversidade do curso das lesdes e epidemiologia da enfermi-
dade. A formagio de um banco de germoplasma de LVCs no Brasil podera
viabilizar o entendimento dessa diversidade, tornando-se essencial para o
estabelecimento de programas de controle das lentiviroses no Pais. O domi-
nio das técnicas de isolamento e a caracterizagao, classificacdo, manutencao e
propagacio do material genético viral existente nos Estados da federagao sao
outras vantagens obtidas com a implanta¢do de um banco de germoplasma
de LVCs no Brasil. Normas que garantam a patente de metodologias para os
LVCs isolados serdo mais facilmente implantadas e, por conseguinte, institui-
¢oes de pesquisa brasileiras poderao regulamentar os processos de cessdo e
intercimbio de cepas importantes para a economia nacional. O banco de ger-
moplasma de LVCs objetiva desenvolver técnicas para a detecgdo e o controle
da artrite-encefalite caprina (CAE), que acomete caprinos de todos os tipos
raciais, idade e sexo, deprimindo os indices de produtividade geral da espécie,
tornando o agronegdcio da caprinocultura do Pais menos competitivo. Para
o isolamento das cepas nativas de LVC, foi utilizada a técnica de cocultivo de
leucdcitos. A confirmagdo das amostras virais foi realizada através da técnica
de reagdo em cadeia de polimerase (PCR). Foram realizadas coletas de sangue
de animais do Estado do Ceara (nove fazendas da regido Norte, quatro fazen-
das da regido Central e duas fazendas da regido Metropolitana de Fortaleza),
Piaui (duas fazendas da regido Metropolitana de Teresina e dez fazendas da
regido do Gurguéia), Rio Grande do Norte (uma fazenda em Mossord), Minas
Gerais (uma fazenda) e Bahia (uma fazenda em Salvador). Apos a confirmagao
da soropositividade pelo teste de imunodifusdo em gel de agarose (IDGA),
realizou-se nova coleta de sangue de 26 animais fortemente soropositivos.
Desses animais, 22 cepas nativas do Ceara (Sobral e Fortaleza), Rio Grande
do Norte, Piaui, Bahia e Minas Gerais foram isoladas. O isolamento foi con-
firmado pela presenca de efeito citopatico e PCR. A Embrapa Caprinos e Ovi-
nos consolidou a construgao de sua biblioteca de LVCs com o deposito das
referidas amostras virais, que servirdo para estudos futuros de epidemiologia
molecular, bem como para a produgdo de antigenos nativos, preparo de kits
de diagnéstico da CAE com cepas nacionais e até mesmo o estudo de vacinas
para essa enfermidade.
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