TRANSFERENCIA DE IMUNIDADE PASSIVA CONTRA LENTIVIRUS DE
PEQUENOS RUMINANTES EM CORDEIROS

Transfer of passive immunity against small ruminant lentiviruses in lambs

ABSTRACT

To evaluate the transfer of passive immunity against small ruminant lentiviruses (SRLV) in
lambs, two experimental groups were established. The first (G1) was composed of lambs
subjected to artificial feeding of colostrum of goats positive for SRLV. The second (G2) was
the control, consisting of lambs subjected to suckling of colostrum from their negative
mothers. Blood samples were obtained before the first feeding, after 24 hours of birth and at
7, 15, 30, 50, 70, 90 and 120 days old. Antibodies to SRLV were surveyed from the
techniques of agar gel immunodiffusion (AGID) and immunoblotting (IB). At birth, the
animals were seronegative. For G1, after 24 hours, all animals were positive in two
serological tests. Negative results began to be observed after 15 days of age by the AGID test.
Only IB was able to detect anti-SRLV at 70 days. Regarding G2, all animals tested negative
in AGID and 1B, from birth to 120 days of age. These data are consistent with the sensitivity
and specificity of the serological tests and show that starting at 90 days of age, colostral
antibodies to SRLV no longer be detected in the serum of lambs.
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INTRODUCAO

Em ruminantes, a placenta do tipo sindesmocorial impede a passagem de
imunoglobulinas, da circulacdo materna para a fetal (1). Sendo assim, o recém-nascido é
desprovido de anticorpos, adquirindo-os apos a ingestéo de colostro (2).

Por outro lado, a ingestéo de colostro pode ser uma importante forma de transmisséo de
agentes infecciosos, como lentivirus de pequenos ruminantes (LVPR) (3). Logo, em
programas de sanidade de caprinos e ovinos, uma das alternativas adotadas para o controle e
prevencdo dos LVPR é a termizacdo do colostro a 56°C, durante uma hora, para destruicao
das particulas virais (4).

Este método nédo prejudica a qualidade do colostro, mas deve-se atentar para a presenca
de anticorpos anti-LVPR, que serdo transferidos, tornando os animais reagentes apds a

mamada, 0 que compromete a utilizacdo de testes sorologicos para o diagndstico (5).



Considerando essas informagOes, este trabalho teve a finalidade de constatar a
transferéncia de imunidade passiva contra lentivirus de pequenos ruminantes, em cordeiros,
avaliando-se a duracdo da resposta imune adquirida a partir da aplicagdo de diferentes

métodos de imunodiagnostico.

MATERIAL E METODOS

Os cordeiros que constituiram os grupos experimentais foram filhos de matrizes e
reprodutores de rebanho ovino livre de LVPR, monitorado por immunoblotting (IB). O
primeiro grupo (G1) foi estabelecido por nove cordeiros submetidos a mamada artificial
exclusiva de pool de colostro de cabras positivas para LVPR, durante as primeiras 24 horas de
vida. O segundo grupo (G2) foi o controle, constituido por dez cordeiros, que mamaram
colostro naturalmente das suas maes. Amostras de sangue foram obtidas antes da primeira
mamada e com 24h, sete, 15, 30, 50, 70, 90 e 120 dias de vida, para conducao dos ensaios de
imunodiagndstico.

Os testes de imunodifusdo em gel de agarose (IDGA) foram realizados em placas de
petri plasticas (90x15mm), contendo 13mL de gel de agarose a 1% em solucdo salina
fosfatada (PBS). O gel foi perfurado com roseta metélica hexagonal, formando sete pocos
com capacidade para 25uL. O pogo central recebeu antigeno e os pocgos periféricos foram
preenchidos com soros a serem testados e soro padrdo positivo, de forma intercalada. As
placas foram acondicionadas em camara Umida, a 25°C. Efetuaram-se leituras com 48 e 72
horas, sobre fonte de luz com fundo escuro, observando-se a formagdo de linhas de
precipitacao (6).

As provas de IB foram realizadas com base na técnica descrita por Pinheiro et al. (7),
com modificacdes. As proteinas do antigeno, separadas por eletroforese em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE), foram transferidas para a membrana de nitrocelulose (MN)
passivamente (8). Apds o bloqueio, a membrana foi cortada em tiras de 3mm, para incubagédo
com os soros, na diluicdo de 1:50. O conjugado anti-lgG marcado com peroxidase foi
aplicado na diluicdo de 1:15000. Consideraram-se como positivos 0S soros cujas tiras
apresentaram reacdo para o polipeptideo com peso molecular proximo a 28kDa, tendo-se
como parametro a tira do soro controle positivo e o padréo de peso molecular de proteinas.

Este estudo foi conduzido de acordo com o0s principios éticos de experimentacao
animal, com aprovacio da Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual
Vale do Acaral (CEUA/UVA), sob 0 nimero 001.12.



RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos os animais do G2, constituido por cordeiros que mamaram colostro naturalmente
de suas maes negativas, apresentaram resultados negativos nos testes de IDGA e IB, do
nascimento aos 120 dias de vida.

Para 0 G1, antes da ingestdo do pool de colostro de cabras positivas para LVPR, 0s
cordeiros estavam soronegativos nas provas de IDGA e IB. Apds 24 horas do nascimento,
todos os animais foram reagentes nos dois testes, devido a absor¢do de imunoglobulinas anti-
LVPR colostrais. Entretanto, resultados negativos comecgaram a ser observados, pela prova de
IDGA, a partir dos 15 dias de idade e somente um dos nove cordeiros foi reagente, neste teste,
aos 50 dias. Aos 70 dias, apenas o IB foi capaz de detectar anticorpos colostrais anti-LVPR,
em seis animais, e aos 90 e 120 dias, todos os cordeiros estavam soronegativos.

A ocorréncia de resultados soroldgicos negativos, inicialmente pela prova de IDGA,
ap6s o periodo de positividade, reflete a degradacdo das imunoglobulinas adquiridas
passivamente (9). Logo, por conta do declinio na concentracdo sérica das imunoglobulinas,
somente o teste de IB foi capaz de detectar anticorpos anti-LVPR por mais tempo, por ser
mais sensivel.

A técnica de IB é a que apresenta maior sensibilidade e especificidade, se comparada ao
Elisa indireto e IDGA, sendo indicada como prova confirmatdria para o diagndstico de LVPR
(8). Isso se deve a interpretacdo baseada em reacdes especificas as proteinas virais e a sua
capacidade de detectar positividade em animais com baixos titulos de anticorpos anti-LVPR,
conforme foi retratado neste estudo.

A menor sensibilidade observada para a técnica de IDGA pode ser explicada pelos
mecanismos de interacdo antigeno-anticorpo. Enguanto os testes imunoenzimaticos, como o
IB, requerem a interacdo de apenas um epitopo por anticorpo para obter um resultado
positivo, o teste de IDGA requer varias destas interacdes (10). Isto aumenta a sua
especificidade, mas diminui a sua capacidade em detectar animais positivos.

Valores epidemiologicos relativos para o teste de IDGA foram determinados neste
estudo, adotando-se a técnica de IB como padrdo (7). Observou-se sensibilidade de 63%,
especificidade de 100%, valor preditivo positivo de 100%, valor preditivo negativo de 86%,
acuracia de 89%, indice kappa de 0,70, havendo significancia pelo teste qui-quadrado
(p<0,05).

CONCLUSOES



A partir dos resultados expostos, conclui-se que aos 90 e 120 dias de vida, anticorpos

colostrais anti-LVPR ndo mais sdo detectados no soro de cordeiros. Logo, as técnicas de

IDGA e IB podem ser aplicadas apds este periodo visando o diagnostico.
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