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Duration of passive immunity to small ruminant lentiviruses in
lambs
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Resumo

Com a finalidade de avaliar a imunidade passiva contra lentivirus de pequenos ruminantes (LVPR),
em cordeiros, este estudo foi conduzido a partir de dois grupos experimentais. O primeiro (G1) foi
estabelecido por nove cordeiros submetidos @ mamada artificial de pool de colostro de cabras positivas
para LVPR. O segundo (G2) foi o controle, constituido por dez cordeiros submetidos a mamada natural
de colostro das suas maes negativas. Amostras de sangue foram obtidas antes da primeira mamada,
apos 24h do nascimento e com sete, 15, 30, 50, 70, 90 e 120 dias de vida. Determinaram-se as
concentragdes de proteina sérica total (PST), albumina (ALB), globulinas (GLOB) e imunoglobulina
G (IgG) e anticorpos anti-LVPR foram pesquisados a partir das técnicas de imunodifusdo em gel de
agarose (IDGA), ensaio imunoadsorvente ligado a enzima (Elisa) e immunoblotting (IB). Em ambos
os grupos, as menores médias de PST, GLOB e IgG foram observadas ao nascimento ¢ as maiores
médias foram constatadas as 24 horas de vida, devido a absor¢do de imunoglobulinas colostrais. Para
o G1, a transferéncia de imunidade também pdde ser constatada pelas provas de imunodiagndstico. Ao
nascimento, 0s animais estavam soronegativos. Com 24 horas, todos foram reagentes nos trés testes
soroldgicos. Posteriormente, resultados negativos comegaram a ser observados, a partir dos 15 dias de
idade, pela prova de IDGA. Ja pelo teste de Elisa, todos os animais permaneceram reagentes até os 50
dias de vida. Apenas o IB foi capaz de detectar anticorpos anti-LVPR aos 70 dias. Em relagdo ao G2,
todos os animais apresentaram resultados negativos nos testes de IDGA ¢ IB, do nascimento aos 120
dias de idade. Entretanto, resultados falso-positivos foram observados até os 15 dias nos testes de Elisa,
devido a reagdes inespecificas. Esses dados estdo de acordo com a sensibilidade e especificidade de cada
prova soroldgica e demonstram que a partir de 90 dias de idade, anticorpos colostrais anti-LVPR ndo
mais sdo detectados no soro de cordeiros.
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Abstract

In order to evaluate the passive immunity against small ruminant lentiviruses (SRLV) in lambs, this
study was conducted from two experimental groups. The first one (G1) was established by nine lambs
subjected to artificial feeding of colostrum of goats positive for SRLV. The second one (G2) was the
control group, consisting of ten 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 of age. The concentrations of total serum protein (TSP), albumin (ALB), globulin
(GLOB) and immunoglobulin G (IgG) were determined and antibodies to SRLV were surveyed from
the techniques of agar gel immunodiffusion (AGID), enzyme linked immunosorbent assay (Elisa)
and immunoblotting (IB). In both groups, the lowest averages of TSP, GLOB and IgG were observed
at birth and the highest averages were observed at 24 hours of life, due to absorption of colostral
immunoglobulins. For G1, transfer of immunity could also be detected by immunodiagnostic tests.
At birth, the animals were seronegative. After 24 hours, all animals were positive in three serological
tests. Negative results began to be observed after 15 days of age by the AGID test. As for Elisa testing,
all animals remained reagent until 50 days old. Only IB was able to detect anti-SRLV at 70 days.
Regarding G2, all animals tested negative in AGID and IB, from birth until 120 days of age. However,
false-positive results were observed until day 15 in Elisa, due to nonspecific reactions. These data are
consistent with the sensitivity and specificity of serological tests and show that starting at 90 days of
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age, colostral antibodies to SRLV are no longer detected in the serum of lambs.
Key words: Colostral antibodies, immunodiagnostic, lentiviruses, sheep

Introducao

Durante a evolugdo das espécies, mecanismos
de transferéncia de imunidade da mae para a
prole se desenvolveram para que toda experiéncia
imunologica materna protegesse o filho apos o
nascimento. Em mamiferos, imunoglobulinas
podem ser adquiridas passivamente pelo recém-
nascido, através da placenta ou por meio da ingestao

de colostro (HURLEY; THEIL, 2011).

No caso dos ruminantes,

tipo sindesmocorial

a placenta do
impede a passagem de
proteinas séricas de alto peso molecular, como as
imunoglobulinas, da circulacdo materna para a
fetal (FEITOSA, 1999). Por isso, o recém-nascido
ruminante ¢ desprovido de anticorpos, adquirindo-
os somente apos a ingestao de colostro (BORGES et
al., 2001; SIMOES et al., 2005; SILVA et al., 2007;
SILVA et al., 2010).

Logo, o monitoramento da transferéncia de
imunidade ¢ uma medida que pode refletir na
reducdo das taxas de morbidade e mortalidade
neonatais em rebanhos ovinos (SILVA et al., 2010),
jaque ainadequada ingestdo de colostro esta entre as

principais causas de morte em cordeiros no periodo
perinatal (NOBREGA JUNIOR et al., 2005).
Além disso, a quantidade e qualidade, bem como
a precocidade no fornecimento, sdo fundamentais
para a aquisi¢ao de bons niveis de imunoglobulinas
(SIMOES et al., 2005; YANAKA et al., 2012).

Por outro lado, a ingestdo de colostro e leite
pode ser uma importante forma de transmissao de
agentes infecciosos, como lentivirus de pequenos
ruminantes (LVPR) (LARA etal.,2003; PREZIUSO
et al., 2004; ALVAREZ et al., 2005). Estes sio
retrovirus ndo oncogénicos (STRAUB, 2004), que
infectam principalmente mondcitos e macréfagos
(GENDELMAN et al., 1986),
enfermidades de curso progressivo, denominadas

provocando

de artrite-encefalite caprina (CAE) em caprinos
e maedi-visna (MV) em ovinos (PASICK, 1998;
CALLADO; CASTRO; TEIXEIRA, 2001; SOUZA
etal., 2012).

Em programas de sanidade de pequenos
ruminantes, uma das alternativas adotadas para o
controle e prevencao dos LVPR ¢ a termizacdo do
colostro a 56°C durante uma hora, para destrui¢ao

das particulas virais (DAWSON, 1987). Este
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método ndo prejudica a qualidade do colostro para
a transferéncia de imunidade, mas deve-se atentar
para a presenga de anticorpos anti-LVPR, que serdo
transferidos, tornando os animais reagentes apos a
mamada, o que compromete a utilizagdo de testes
sorologicos para o diagnodstico (SILVA et al., 2007).
Ressalta-se ainda que os anticorpos colostrais
anti-LVPR nao previnem a infeccdo dos neonatos
(ALVAREZ et al., 2005; ALVAREZ et al., 2006).

Logo, o objetivo deste trabalho foi constatar a
transferéncia de imunidade passiva contra lentivirus
de pequenos ruminantes, em cordeiros, avaliando-se
a duragao da resposta imune adquirida e a aplicagao
de diferentes métodos de imunodiagnostico.

Material e Métodos

Para a conducao do estudo, grupos experimentais
foram constituidos levando-se em considera¢do o
principio dos “3R’s”, que inclui a redugdo do nimero
de animais em pesquisa cientifica (Resolucdo do
Conselho Federal de Medicina Veterinaria N. 879,
de 15 de fevereiro de 2008), estando de acordo
com os principios éticos adotados pelo Conselho
Nacional de Controle de Experimenta¢ao Animal —
CONCEA (Lein® 11.794, de 8 de outubro de 2008),
com aprovagio da Comissdo de Etica no Uso de
Animais da Universidade Estadual Vale do Acarat
(CEUA/UVA), sob o niimero 001.12.

Os cordeiros que constituiram os grupos foram
filhos de matrizes e reprodutores de rebanho ovino
livre de LVPR ¢ ainda assim testado previamente
por imunodifusao em gel de agarose (IDGA),
ensaio imunoadsorvente ligado a enzima (Elisa) e
immunoblotting (IB), com resultados negativos para
todas as provas, em quatro diferentes momentos.

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. A quantidade
de colostro fornecida foi de aproximadamente 11%
do peso vivo nas primeiras oito horas pods-parto,

visando a adequada transferéncia de imunidade
passiva(NOBREGA JUNIOR et al., 2005; SIMOES
et al., 2005; YANAKA et al.,, 2012). Mamadas
adicionais ainda foram oferecidas até 24 horas ap6s
0 nascimento, quando entdo os animais comeg¢aram
a mamar diretamente nas suas mades. Durante
esse periodo de 24 horas apos o parto, as ovelhas
tiveram o Ubere ordenhado e os tetos isolados para
impedir a mamada natural. O segundo grupo (G2)
foi o controle, constituido por dez cordeiros, que
mamaram colostro naturalmente das suas maes
negativas, havendo apenas o monitoramento das
mamadas, conforme metodologia descrita por Silva
et al. (2010).

Cada grupo permaneceu isolado em sistema de
confinamento, recebendo alimentacdo volumosa e
concentrada em cocho, além de agua a vontade e
suplementacdo mineral. Todos os cordeiros foram
monitorados clinicamente, através de exame fisico,
hemograma e parasitologico de fezes, como forma
de manejo sanitario. Aos 90 dias de vida, houve o
desmame.

Amostras de sangue foram obtidas antes da
primeira mamada e com 24h, sete, 15, 30, 50, 70, 90
e 120 dias de vida, por venopungao da jugular, com
antissepsia, em sistema a vacuo, utilizando-se tubos
sem anticoagulante. Apos formacdo de coagulo, os
tubos foram centrifugados a 1.500g, por 10 minutos,
acondicionando-se o soro a -20°C.

Nas amostras coletadas até os primeiros 30 dias
de vida, foram determinadas as concentracdes (g/
dL) de proteina sérica total (PST) e albumina (ALB),
pelos métodos colorimétricos de reagdo com o
biureto e do verde de bromocresol, respectivamente,
a partir de kits comerciais (Labtest®), seguindo-se
as recomendagdes do fabricante. O teor (g/dL) de
globulinas (GLOB) foi calculado pela diferenca
entre PST e ALB (SILVA et al., 2007). Também
foram determinadas as concentragdes séricas (g/
dL) de imunoglobulinas G (IgG) utilizando-se kit
comercial de Elisa (Bethyl Laboratories®), conforme
manual técnico do fabricante. Analisaram-se os
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dados com auxilio do programa Statistica versao
7.1 (STATISTICA, 2005). A Prova de Wilcoxon foi
aplicada para identificar diferencas significativas
entre as médias das varidveis nos momentos
analisados e a Prova de Mann-Whitney foi utilizada
para verificar diferencas significativas entre as
médias dos grupos experimentais. Todas as analises

tiveram como referéncia 95% de confianga (p<0,05).

No intuito de pesquisar anticorpos anti-LVPR,
os testes de IDGA, Elisa e IB foram aplicados.
Para tanto, produziu-se antigeno a partir de
cultivos secundarios de membrana sinovial caprina
(MSC), inoculados com cepa padraio CAEV
Cork (PINHEIRO et al., 2006; PINHEIRO et al.,
2010). No teste de IDGA, utilizou-se antigeno
concentrado por ultrafiltracdo e tratado com éter
etilico (PINHEIRO et al., 2010). Para o Elisa, o
antigeno empregado foi obtido a partir de pellet de
células tratado com dodecil sulfato de sddio (SDS),
conforme metodologia descrita por Torres et al.
(2009). Ja na técnica de IB, valeu-se de antigeno
produzido por ultracentrifugacdo em colchdo de
sacarose (PINHEIRO et al., 2006).

Os testes de IDGA foram realizados em placas de
petri plésticas (90x15mm), contendo 13mL de gel
de agarose a 1% em solugdo salina fosfatada (PBS).
Ap6s a perfeita polimerizagdo, o gel foi perfurado
com roseta metalica hexagonal, formando sete pogos
com capacidade para 25uL. O pogo central recebeu
antigeno e os pogos periféricos foram preenchidos
com soros a serem testados e soro padrao 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
precipitagdo (PINHEIRO et al., 2005; PINHEIRO
et al.,, 2010). Considerou-se positivo o soro cuja
linha de precipitagdo apresentou identidade com a
linha formada pelo soro padrdo e negativo aquele
que ndo levou a formagdo de linha de precipitagao
ou a linha formada ndo apresentou identidade com a
do soro padrao (ABREU et al., 1998).

Os testes de Elisa foram conduzidos baseando-
se na metodologia descrita por Pinheiro et
al. (2006) e Lima et al. (2013), utilizando-se
microplacas rigidas com 96 pogos (Nunc-Immuno
Plate Maxi-Sorp Surface), de alta capacidade
de adsorcdo. A sensibilizacdo foi realizada com
0,5ng de antigeno por pogo e 0s soros a serem
testados, bem como o soro padrao positivo e o
padrao negativo foram diluidos 1:50 e distribuidos
na placa em duplicata. Utilizou-se conjugado
anti-IgG marcado com peroxidase na diluigdo
1:1500. Os resultados expressos em densidade
optica (DO) foram convertidos em percentual
do resultado médio de duas repeti¢des com soro
padrao positivo (percentual de positividade — PP),
variando de 0 a 100%. O ponto de corte de 25,35%
foi estabelecido a partir de amostras negativas
testadas por IDGA e IB (média dos PP mais trés
vezes o desvio padrio).

As provas de IB foram realizadas com base na
técnica descrita por Pinheiro et al. (2011), com
modificacdes. As proteinas do antigeno, separadas
por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE), foram transferidas para a membrana
de nitrocelulose (MN) passivamente (CRUZ
et al., 2003). Apdés o bloqueio, a membrana foi
cortada em tiras de 3mm, para incuba¢do com os
soros, na diluicdo de 1:50. O conjugado anti-IgG
marcado com peroxidase foi aplicado na dilui¢do
de 1:15000. Consideraram-se como positivos
0s sSOros 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 padrao de peso molecular de
proteinas (OLIVEIRA et al., 2008; SARDI et al.,
2012).

Para avaliacdo dos resultados obtidos pelos
de
valores epidemioldgicos relativos e os dados

testes imunodiagnostico, determinaram-se
foram submetidos ao teste qui-quadrado (x?),
corrigido por Yates, de acordo com metodologia

descrita por Thrusfield (2004).
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Resultados e Discussao

Os valores médios de PST, ALB, GLOB e
IgG (g/dL), do nascimento aos 30 dias de idade,
estdo apresentados na Tabela 1. Nos dois grupos,
as menores médias de PST, GLOB e IgG foram
observadas ao nascimento e as maiores médias
foram constatadas em 24 horas de vida, com
diferenca significativa dos demais valores. A partir

dai, houve decréscimo das concentra¢des. Quanto as
dosagens de ALB, para o G1, ndo houve diferenca
estatistica nos primeiros trés momentos. A maior
média foi obtida aos 30 dias de idade. Ja para o G2,
houve discreta diferenga dos valores nos primeiros
trés momentos de coleta. As maiores médias foram
obtidas aos 15 e 30 dias, ndo havendo diferenca
estatistica entre estas.

Tabela 1. Valores médios de proteina sérica total (PST), albumina (ALB), globulinas (GLOB) e imunoglobulinas G
(IgG), em g/dL, de cordeiros submetidos @ mamada de colostro artificial (G1) e natural (G2).

Idade dos cordeiros

Médias (g/dL) Oh 24h 07 dias 15 dias 30 dias
pST G1  435:0,73a*C**  895+470aA  581+0,80 aB  5,69+0,52aB  5,74+0,54 aB
G2 472+0,38 aF 8,88+1,03bA  6.82+0,54bB  6,41£0,59bC  5,97+0,88 aD
ALB G1 2.30£0,23 aC 2,1740,52aC  230+£0,17aC  2,73:036 aB  2,91+0,35 aA
G2 2,37+0,19 aC 225+022aD  2,64+027bB  2,92+0,34aAB  3,04+0,27 aA
cLog 61 2,05+0,70 aC 6,78+425aA  3,51£0,87aB  2,95£0,65 aBC  2,84+0,60 aC
G2 2,35+0,30 aE 6,63+1,14aA  4,18+052aB  3.49+045aC  2.92+0,72 aD
16G G1 0,00+0,00 aE 1304037 aA  0,5140,07aB  0,43+0,12aC  0,29+0,05 aD
G2 0,030,03 bE 1,09£034 aA  0,62+0,14aB  0,46+0,11aC  0,21£0,07 bD

*Letras minusculas iguais na mesma coluna, dentro de cada varidvel: as médias ndo apresentam diferengas significativas para os
grupos colostro e controle, em cada momento observado, pela prova de Mann-Whitney, a 95% de confianca.
**Letras maitisculas iguais na mesma linha: as médias ndo apresentam diferengas significativas dentro dos momentos observados,

pela prova de Wilcoxon, a 95% de confianca.
Fonte: Elaboracdo dos autores.

A PST em cordeiros recém-nascidos sofre
alteracdes significativas com o desenvolvimento
etario. Ao nascimento, verifica-se a menor
concentracao, atingindo valor maximo a partir de 24
horas de vida (SILVA et al., 2010). Essa diferenca
nas concentragdes protéicas nas primeiras 24 horas
deve-se, quase que exclusivamente, a absor¢ao de
imunoglobulinas colostrais (FEITOSA et al., 2001;
SIMOES et al., 2005; SILVA et al., 2007; YANAKA

et al., 2012).

Antes da ingestdo de colostro, o proteinograma
se caracteriza pelo predominio da fragdo ALB sobre
as GLOB, estas ultimas em concentragdo minima.
Apoés a ingestdo, as fragdes ALB e alfaglobulina
mantém-se relativamente estaveis, sendo que

as betaglobulinas e gamablobulinas apresentam

aumento significativo (BORGES et al., 2001). No
entanto, apos as primeiras 24-72 horas, ha decréscimo
do valor de PST até os 30 dias de vida, para entdo
ocorrer acréscimo progressivo aos 60 ¢ 90 dias de
idade (SILVA et al., 2010). O ponto de concentragao
minima até os 30 dias reflete a transicdo entre a fase
de catabolismo das imunoglobulinas adquiridas e
o inicio da producdo enddgena (PAULETTI et al.,
2002; FERES et al., 2010).

A concentragdo sérica de IgG antes da ingestdo
do colostro foi inexpressiva ou mesmo indetectavel.
Por outro lado, valores maximos foram constatados
as 24 horas, havendo, a partir dai, decréscimo
progressivo, corroborando o que foi relatado por
Silva et al. (2007), em cabritos que ingeriram
colostro de cabras artificialmente. Estes autores
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verificaram concentragdo sérica média de IgG,
as 24 horas de vida, de 0,749 g/dL, utilizando
a técnica de eletroforese em gel de acrilamida
(SDS-PAGE) e de 2,070 g/dL, quando aplicaram
o método de imunodifusdo radial, ressaltando o
cuidado que se deve ter ao interpretar concentragdes
de obtidas  por
técnicas. Segundo os autores, a eletroforese em

imunoglobulinas diferentes
gel de acrilamida propicia o fracionamento mais
acurado de proteinas, sendo mais especifica na
obtencdo da fracdo IgG. Inclusive, Feitosa et al.
(2001) observaram valores superestimados de
concentragcdes de imunoglobulinas utilizando-se
as provas de turbidimetria pelo sulfato de zinco
e imunodifusdo radial, justificando o ocorrido
ao fato das amostras de soro possuirem grandes
concentracdes de IgG. Por conta disso, ndo existe um
valor universalmente aceito da concentragao sérica
de IgG que caracterize a adequada transferéncia de
imunidade.

Estudos descreveram correlagdo positiva e
altamente significativa entre os valores de proteina
total e gamaglobulinas, em recém-nascidos,
demonstrando que a determina¢do da PST ¢ um
método eficaz de avaliagdo indireta da aquisicao
de imunidade passiva, na auséncia de desidratacao
(FEITOSA et al., 2001; PAULETTI et al., 2002;

SIMOES et al., 2005; YANAKA et al., 2012).

Entretanto, existe discordancia entre autores
quanto a defini¢do de um valor ideal de PST que
confira uma adequada imunidade. Em bezerros,
Costa et al. (2007) consideraram a ocorréncia
de falha de transferéncia de imunidade passiva
(FTIP) nos animais que ap06s a ingestdo do colostro,

possuiram PST inferior a 5g/dL. J& em cordeiros,
Costa et al. (2013) relataram FTIP quando os
valores de PST foram menores ou iguais a 4,5g/dL,
no periodo de 24 a 72 horas de vida.

Neste trabalho, o menor valor de PST observado
no G1 foide 5,92g/dL e no G2 foi de 7,58g/dL, as 24
horas de vida. Sendo assim, os dois tipos de manejo
adotados foram eficientes para promover a adequada
transferéncia de imunidade. Quando se comparou
os resultados de PST entre os grupos (Tabela 1),
observou-se diferengas significativas em 24 horas,
sete e 15 dias de idade. Ja ao nascimento e com
30 dias, os valores de PST foram estatisticamente
semelhantes, assim como ocorreu para GLOB em
todos os momentos observados. Quanto aos valores
de ALB, so6 ocorreu diferenga significativa entre os
grupos aos sete dias de vida.

Parao G1, atransfereréncia de imunidade passiva
também pode ser constatada a partir dos testes de
imunodiagndstico para LVPR, que demonstraram a
aquisi¢ao de imunoglobulinas colostrais (Figura 1).
Antes da ingestdao do pool/ de colostro de cabras
positivas, os cordeiros estavam soronegativos
nas provas de IDGA, Elisa e IB. Apos 24 horas
do nascimento, todos os animais foram reagentes
nos trés testes, permanecendo assim até os 50
dias de vida pela técnica de Elisa e IB. Resultados
negativos comegaram a ser observados, pela prova
de IDGA, a partir dos 15 dias de idade e somente
um dos nove cordeiros foi reagente aos 50 dias. Aos
70 dias, apenas o IB foi capaz de detectar anticorpos
colostrais anti-LVPR e aos 90 e 120 dias, todos os
cordeiros estavam soronegativos pelas trés técnicas
empregadas.
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Figura 1. Resultados dos testes de imunodifusdo em gel de agarose (IDGA), ensaio imunoadsorvente ligado a enzima
(Elisa) e immunoblotting (1B), do nascimento aos 120 dias de idade, de nove cordeiros que mamaram pool de colostro
de cabras positivas para lentivirus de pequenos ruminantes (G1).
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Fonte: Elaboracdo dos autores.
A ocorréncia de resultados sorologicos

negativos, inicialmente pela prova de IDGA, apos
o periodo de positividade, reflete a degradacao
das imunoglobulinas adquiridas passivamente
(PAULETTI et al., 2002; FERES et al., 2010).
Isto esta de acordo com a meia-vida de uma a trés
semanas da IgG, a imunoglobulina predominante
no colostro de ruminantes (CERVENAK;
KAVSKOVICS, 2009; HURLEY; THEIL, 2011).
Em cabritos, verificou-se a menor concentragdo de
IgG colostral aos 75 dias de vida (YANAKA et al.,
2012). Logo, por conta do declinio na concentragdo
das imunoglobulinas colostrais, somente os testes
de Elisa e IB foram capazes de detectar anticorpos
anti-LVPR por mais tempo, por serem mais
sensiveis.

Em relacdo ao G2, constituido por cordeiros
que mamaram colostro naturalmente de suas maes
negativas, todos os animais apresentaram resultados
negativos nos testes de IDGA e IB, do nascimento
aos 120 dias de vida (Figura 2). Entretanto,
soros reagentes foram constatados nas provas de
Elisa as 24h, sete e quinze dias pos-nascimento.
Curiosamente, nestes mesmos momentos, reagdes

inespecificas foram detectadas nos testes de IDGA,
que apresentaram linhas sem identidade e nos testes
de IB, que revelaram reagdes ndo relacionadas
as proteinas dos LVPR. Por conta disso, julgou-
se os resultados positivos no Elisa como falso-
positivos, oriundos de reagdes inespecificas, com
alta densidade Optica e consequentemente, com
percentuais de positividade acima do ponto de corte
estabelecido.

Celer Junior et al. (1998) ressaltaram que o
antigeno produzido a partir da particula viral
completa, como o utilizado neste trabalho, aumenta
a sensibilidade da prova, entretanto, proteinas nao-
virais constituintes do antigeno e oriundas do cultivo
celular propiciam a ocorréncia de resultados falso-
positivos no Elisa. Ademais, deve-se considerar que
as imunoglobulinas colostrais refletem o historico
de resposta do sistema imunoldgico da fémea a
exposicao a diversos antigenos ao longo de sua
vida (HURLEY; THEIL, 2011). Logo, a ocorréncia
das reagdes inespecificas relatadas justifica-se
pela tamanha variedade de epitopos que podem
ser reconhecidos anticorpos

pelos adquiridos

passivamente.

Semina: Ciéncias Agrdrias, Londrina, v. 35, n. 2, p. 845-856, mar./abr. 2014

851



852

Souza, T. S. de et al.

Figura 2. Resultados dos testes de imunodifusdo em gel de agarose (IDGA), ensaio imunoadsorvente ligado a
enzima (Elisa) e immunoblotting (IB), do nascimento aos 120 dias de idade, de dez cordeiros que mamaram colostro
naturalmente de suas maes negativas para lentivirus de pequenos ruminantes (G2).
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Fonte: Elaboragio dos autores.

Comparagdes foram feitas entre os resultados
obtidos pelas técnicas de IDGA, Elisa e IB (Tabelas
2 e 3). Apesar de muitos trabalhos adotarem o
IDGA como padrdo na determinacdo dos valores
epidemiologicos relativos (LARA et al., 2002;
REISCHAK; RAVAZZOLO; MOOIJEN, 2002;
DANTAS et al., 2008; TORRES et al., 2009), optou-
se neste estudo pela técnica de IB, que ¢ a prova
imunodiagnostica mais proxima do “padrdo ouro”
para LVPR (PINHEIRO et al., 2011; SOUZA et al.,
2012; LIMA et al., 2013; PINHEIRO et al., 2012).

Tabela 2. Indicadores epidemiologicos do teste de
imunodifusdo em gel de agarose (IDGA), para detecgdo
de anticorpos contra lentivirus de pequenos ruminantes,
em cordeiros, do nascimento aos 120 dias de idade,
utilizando-se como padrao o immunoblotting (IB).

Resultados Resultados IB

IDGA Positivo Negativo Totais
Positivo 32 0 32
Negativo 19 120 139
Totais 51 120 171

Sensibilidade relativa: 63%; especificidade relativa: 100%;
valor preditivo positivo: 100%; valor preditivo negativo:
86%; acuracia: 89%; kappa: 0,70. Qui quadrado (corrigido por
Yates): 88,55 (p<0,001).

Fonte: Elaboracdo dos autores.

Tabela 3. Indicadores epidemioldgicos do ensaio
imunoadsorvente ligado a enzima (Elisa), para detecgdo
de anticorpos contra lentivirus de pequenos ruminantes,
em cordeiros, do nascimento aos 120 dias de idade,
utilizando-se como padrao o immunoblotting (1B).

Resultados Resultados IB

Elisa Positivo Negativo Totais
Positivo 45 17 62
Negativo 06 103 109
Totais 51 120 171

Sensibilidade relativa: 88%; especificidade relativa: 86%;
valor preditivo positivo: 73%; valor preditivo negativo: 94%;
acuracia: 87%; kappa: 0,70. Qui quadrado (corrigido por
Yates): 81,78 (p<0,001).

Fonte: Elaboracdo dos autores.

A menor sensibilidade foi observada para
a técnica de IDGA e pode ser explicada pelos
mecanismos de interacdo antigeno-anticorpo.
Enquanto os testes imunoenzimaticos requerem
a interagdo de apenas um epitopo por anticorpo
para obter um resultado positivo, o teste de IDGA
requer vérias destas interagdes (CELER JUNIOR
et al., 1998). Isto aumenta a sua especificidade,
mas diminui a sua capacidade em detectar animais

positivos.

Ja a maior sensibilidade do Elisa favorece a
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deteccdo de anticorpos, conforme também foi
demonstrado por Lara et al. (2002), Cortez-Moreira,
Oelemann e Lilenbaum (2005), Dantas et al. (2008),
Cruz et al. (2009), Torres et al. (2009), Sardi et al.
(2012) e Lima et al. (2013). Entretanto, resultados
falso-positivos podem ocorrer, devido ao seu baixo
valor preditivo positivo. Tanto o IDGA quanto o
Elisa apresentaram concordancia substancial com
o IB, de acordo com pardmetros adotados por
Thrusfield (2004).

A técnica de IB ¢é a que apresenta maior
sensibilidade e especificidade, se comparada ao Elisa
e IDGA, sendo indicada como prova confirmatoria
para o diagnostico de LVPR (CRUZ et al., 2003).
Isso se deve a interpretagdo baseada em reagdes
especificas as proteinas virais e a sua capacidade de
detectar positividade em animais com baixos titulos
de anticorpos anti-LVPR (PINHEIRO et al., 2012),
conforme foi retratado neste estudo.

Conclusoes

A partir dos resultados expostos, concluiu-se
que aos 90 dias de vida, anticorpos colostrais anti-
LVPR nio mais sdo detectados no soro de cordeiros.
Logo, as técnicas de IDGA, Elisa e IB podem ser
aplicadas ap6s este periodo visando o diagnoéstico.
Ademais, frente as recentes pesquisas acerca da
heterogeneidade dos LVPR e considerando que
os anticorpos colostrais ndo previnem a infecgdo,
outras analises serdo necessarias para avaliar a
ocorréncia de transmissdo interespécies, bem como
a soroconversdo desses animais ¢ manfestacdo da
doenca.
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