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RESUMO

A expansdo da aquicultura em escala comercial requer o desenvolvimento de novas
tecnologias para aumentar a producao e mitigar surtos de doencas. Entre os patdégenos
bacterianos predominantes que afetam a tilapia estdo Aeromonas spp. e Streptococcus
spp., frequentemente ocorrendo coinfeccdo. O uso de antibibticos para tratar infec¢des
bacterianas apresenta significativos riscos ambientais e de saude publica. Em resposta, a
vacinagao surgiu como uma medida profilatica, demonstrando notével eficacia na redugéo
das taxas de mortalidade e melhoria do desempenho animal. Embora a administracéo
intraperitoneal (i.p.) seja a rota priméria, sua natureza trabalhosa apresenta desafios.
Consequentemente, metodologias alternativas, como a imunizacdo oral e banhos de
imersao, tém sido exploradas para simplificar a administracéo e reduzir os custos de mao
de obra. Este estudo teve como objetivo formular candidatos a vacina para o controle de
infeccdes por Aeromonas hydrophila e Streptococcus agalactiae em tildpias do Nilo
(Oreochromis niloticus), administradas oralmente por incorporacdo na racdo e banhos de
imersao. A vacina foi desenvolvida usando antigenos bacterianos isolados de linhagens de
tilapia cultivadas e inativadas com formalina. Em ensaios de campo, os peixes foram
divididos em dois grupos vacinados: grupo vacinado com racdo + reforco de racao
(OR+0OR), grupo de banho de imersao + reforco de racédo (BI+OR), e um grupo controle, e
alojados em tanques de malha. Ensaios imunoldgicos revelaram que ambos 0s grupos
BI+OR e OR+OR produziram anticorpos contra os antigenos, com o grupo BI+OR
demonstrando uma resposta imune mais consistente ao longo do estudo. A eficacia das
vacinas BI+OR e OR+OR foi de 55,99% e 44,23%, respectivamente. Esses resultados
destacam a viabilidade dessas metodologias como técnicas promissoras para a imunizacéo
em larga escala de peixes na aquicultura.

Palavras-chave: Oreochromis niloticus; imunizacdo; vacina oral; vacina de imersao; teste
em campo.

vi



SANTOS, Angelo Gabriel Vidal dos. 2024. Development of vaccine candidates for oral

and immersion bath immunization against Aeromonas hydrophila and Streptococcus

agalactiae infections in Nile Tilapia (Oreochromis niloticus). Advisors: VIANA,

Kelvinson Fernandes (advisor); RIVAS, Acucena Veleh (co-advisor). 51 s.. Master's thesis
(Master's degree) - PPG-BC (Graduate Program in Biosciences), UNILA (Federal University

of Latin American Integration), Foz do Iguacu.

ABSTRACT

The expansion of commercial-scale aguaculture necessitates the development of modern
technologies to enhance production and mitigate disease outbreaks. Among the predomi-
nant bacterial pathogens impacting tilapia are Aeromonas spp. and Streptococcus spp., of-
ten co-occurring. The usage of antibiotics to treat bacterial infections poses significant envi-
ronmental and public health risks. In response, vaccination has emerged as a prophylactic
measure, demonstrating notable efficacy in reducing mortality rates and improving animal
performance. Although intraperitoneal (i.p.) administration is the primary route, its labor-in-
tensive nature presents challenges. Consequently, alternative methodologies such as oral
immunization and immersion baths have been explored to streamline administration and
reduce labor costs. This study aimed to formulate vaccine candidates for controlling Aer-
omonas hydrophila and Streptococcus agalactiae infections in Nile tilapia (Oreochromis ni-
loticus), administered orally via incorporation into feed and immersion baths. These vaccines
were developed using bacterial antigens isolated from cultivated tilapia strains and inacti-
vated with formalin. In field trials, the fish were divided into two vaccinated groups: feed-
vaccinated group + feed booster (FF), immersion bath group + feed booster (IF), and a
control group, and housed in mesh tanks. Immunological demonstrated that both IF and FF
groups produced antibodies against the antigens, with the IF group demonstrating a more
consistent immune response throughout the study. The effectiveness of the IF and FF vac-
cines was 55.99% and 44.23%, respectively. These findings underscore the feasibility of
these methodologies as promising techniques for large-scale fish immunization in aquacul-
ture.

Keywords: Oreochromis niloticus; immunization; oral vaccine; immersion vaccine; field test-
ing.
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1 INTRODUCAO

A tilapicultura se destaca como uma das principais atividades econémicas na
aquicultura mundial, contribuindo significativamente para o fornecimento de proteina de alta
qualidade. As tilapias sdo o segundo grupo de peixes mais produzidos globalmente,
destacando-se por sua adaptabilidade e resisténcia, o que propiciou sua disseminacao em
mais de 120 paises (FAO, 2022). No Brasil, essa atividade tem experimentado um
crescimento exponencial nas ultimas décadas, tornando o pais o quarto maior produtor
mundial, com o estado do Parand liderando a producéo (PeixesBR, 2024). Contudo, esse
crescimento traz a tona desafios significativos relacionados a sanidade dos animais, sendo
as infeccBes bacterianas uma das principais ameacas ao desenvolvimento sustentavel da
tilapicultura.

Patbgenos como Streptococcus agalactiae, Aeromonas spp. e Flavobacterium
columnare séo frequentemente associados a surtos em ambientes de alta densidade de
cultivo, resultando em altas taxas de mortalidade e perdas econdmicas consideraveis
(Delphino et al., 2019; Pretto-Giordano et al., 2010). Nesse cenario, a busca por solucdes
preventivas, incluindo vacinas, e o entendimento dos mecanismos imunolégicos dos peixes
teledsteis sdo essenciais para garantir a salde dos animais e a viabilidade econémica da
atividade.

Embora a imunizacao intraperitoneal com antigenos inativados tenha se mostrado
eficaz no controle de infeccdes bacterianas, sua aplicacdo enfrenta limitacdes,
especialmente para pequenos e médios produtores. A necessidade de mao de obra
gualificada e infraestrutura especifica torna essa técnica onerosa, aumentando 0s custos
operacionais e logisticos. Além disso, imunizar grandes populacdes em sistemas de cultivo
intensivo apresenta desafios adicionais, como o risco de estresse durante 0 manuseio e a
dificuldade em garantir a eficacia da vacinagao.

Diante desse contexto, hd uma urgente necessidade de desenvolver metodologias
acessiveis e menos invasivas para a imunizagdo de peixes. Estratégias como vacinas
administradas via oral ou por imersao surgem como alternativas promissoras, reduzindo o
estresse dos peixes e possibilitando uma adocdo mais ampla por parte dos produtores.
Assim, a inovacdo em estratégias de vacinacao € crucial para promover a sustentabilidade
da aquicultura e garantir a protecdo das espécies contra doencas infecciosas, assegurando

a continuidade e a rentabilidade da tilapicultura.
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1.1 Referencial teérico

1.1.1 Atilapicultura no Brasil e no mundo

A piscicultura tem papel fundamental no fornecimento de alimento para a populacéo
mundial. Em 2020, a producé&o global de peixes atingiu cerca de 57,5 milhdes de toneladas,
movimentando um mercado de 146,1 bilhdes de dolares (FAO, 2022). A tilapia é o segundo
peixe mais cultivado no mundo, ficando atras apenas das carpas, estando presente em
mais de 120 paises (FAO, 2022). As espécies do género Oreochromis spp., tem sua origem
na regido entre a Africa e o Oriente Médio, e se destacam pela sua resisténcia e
adaptabilidade (Dunz; Schliewen, 2013). A introducdo no Brasil se deu entre a década de
1970 e 1980, em acudes e reservatorios de hidroelétricas na regido sudeste e nordeste do
pais (Kubitza, 2003).

Gréfico 1. O Brasil figura na quarta colocacdo na producéo global de tilpia, ficando atras da China,
Indonésia e Egito
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Fonte: Adaptados de PeixesBR, 2024.

A partir dos anos 2000, o processo de modernizacao da tilapicultura impulsionou o
crescimento da producéo e possibilitou o Brasil a se tornar um dos maiores produtores. Os
programas de melhoramento genético e da sanidade, e pelo aperfeicoamento e
industrializacdo da cadeia de producédo catalisaram a expansdo da atividade (Schulter;
Vieira Filho, 2018). Atualmente, a tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) € a principal

espécie da piscicultura brasileira. Em 2023, a producéo de tilapia no pais foi superior a 579
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mil toneladas, sendo o 4° maior produtor mundial da espécie, um salto na producéo de
103% nos ultimos 10 anos (Grafico 1) (PeixesBR, 2024).

A distribuicdo da producéo nacional se concentra nos estados da regido Centro-Sul,
sendo liderada pelo estado do Parana (209.500 t), seguido por S&o Paulo (75.700 t), Minas
Gerais (58.200 t), Santa Catarina (44.600 t) e Mato Grosso do Sul e Pernambuco (32.200
t) (PeixesBR, 2024) (Grafico 2).

Grafico 2. Principais estados produtores de tilapia, o Parana se destaca na producao nacional da tilapia
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Fonte: Adaptados de PeixesBR, 2024.

1.1.2 Doengas bacterianas na tilapicultura

Uma das consequéncias da industrializacdo da piscicultura é o surgimento
recorrente de surtos de infeccfes bacterianas. Na tilapicultura, as principais bactérias que
acometem o0s peixes sdo as Aeromonas spp., Edwardsiella spp., Flavobacterium
columnare, Francisella spp. e Streptococcus spp. (Delphino et al., 2019). Estes patdégenos
sdo comuns em ambientes aquaticos e atuam de forma oportunista, muitas vezes co-
infectando o mesmo animal (Assis et al., 2017; Erfanmanesh et al., 2019; Okon et al., 2023).
A alteracdo da qualidade da agua, a alta densidade dos cultivos e alimentacao deficiente
de nutrientes sao fatores de risco de surtos dessas doencas.

A S. agalactiae, gram positiva e catalase e oxidase negativas, € caracterizada em
dez sorotipos (la, Ib, I, 11, IV, V, VI, VII, VIII), baseados na classificacdo da composi¢&o dos

polissacarideos capsulares (Al-Halbi, 1994). Os sintomas mais recorrentes nos animais
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infectados sdo danos nas nadadeiras, manchas hemorrdgicas, perda de escama,
exoftalmia e formacéo de cataratas nos olhos, além de danos em 6rgaos internos como
figado, rins e cérebro (Amal; Zamri-Saad, 2011). Este patégeno pode gerar altas taxas de
mortalidade e surtos, com perdas de até 80% dos animais (Pretto-Giordano et al., 2010).

As bactérias Aeromonas spp. sao responsaveis pela doenca conhecida como
"septicemia por Aeromonas moveis" e sdo caracterizadas como ndo esporulantes,
flageladas, catalase e oxidase positiva e gram-negativas (Ali et al., 2016). Estas bactérias
sdo a causa comum de doencas ndo apenas em peixes de agua quente, como Ictalurus
punctatus, Oreochromis spp. (Amin et al., 1985) e Plecoglossus altivelis (Miyazaki; Jo,
1985), mas também entre peixes de agua fria e vertebrados superiores (Janda; Abbott,
1998). A infeccdo por essa bactéria provoca lesGes externas visiveis, como Ulceras,
erosdes ou hemorragias na pele, nadadeiras e branquias, inflamacao nos tecidos, como a
peritonite e comportamento anormal, como natacdo descoordenada, letargia, perda de
apetite e dificuldade respiratéria, acumulo de liquido na cavidade abdominal, danos nos
orgaos, principalmente rins e figado (Alyahya et al., 2018; Jhingran; Das, 1990).

As infec¢cOes podem acometer os animais ao longo do processo de producéo e
trazem prejuizos econémicos com a perda da qualidade da carne e aumento da mortalidade
dos animais (Bondad-Reantaso et al., 2005). O controle e a prevencédo de infeccbes em
peixes envolvem a implementacao de boas praticas de manejo, a manutencao de condicdes
sanitarias adequadas, nutricdo adequada e a implementacao de estratégias preventivas,
como a vacinacao e uso de métodos diagndosticos eficientes (Mugimba et al., 2021; Padrés
et al., 2022).

Os antibioticos também podem ser utilizados como medida de controle e prevencéao.
Farmacos como Florfenicol e Oxitetraciclina tém sido aplicados via incorporacdo em racao
ou diretamente no sistema de cultivo. No entanto, 0 emprego desses compostos esta
associado a questbes ambientais e de salde publica (RIGOS, 2005). A emergéncia de
bactérias que resistem a multiplos desses medicamentos pode acarretar dificuldades no
controle das enfermidades nos animais de criagdo, bem como problemas relacionados a
agentes patogénicos em seres humanos devido a extensa exposi¢cao a essas substancias
no meio ambiente (Osman et al., 2017; Miranda; Tello; Keen., 2013; Huddleston, 2014).

1.1.3 Sistema imunolégico de peixe
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Os peixes teledsteos, classe de peixes 0sseos caracterizada por possuir esqueleto
0sse0 e escamas, apresentam um sistema imunoldgico celular complexo e altamente
adaptativo, com caracteristicas Unicas que refletem sua evolucdo e ambiente aquatico
(Bowden, 2008). O sistema imune nestes peixes € caracterizado pela presenca de células
especializadas fagociticas, como macréfagos e células granulociticas, células
apresentadoras de antigenos e uma diversidade de células T e B, juntamente com
moléculas como as proteinas do sistema complemento e imunoglobulinas, similar ao que é
encontrado em mamiferos (Dixon; Stet, 2001; Mashoof, Criscitiello, 2016).

E interessante notar que, apesar das diferencas em relacdo aos mamiferos, os
peixes teledsteos possuem um sistema imunologico adaptado as suas necessidades.
Estes animais, apesar da auséncia de centros germinativos (CGs) ou linfoides secundarias
analogas, possuem estruturas linfoides organizadas que desempenham funcdes
semelhantes aos CGs onde ocorre a expansdo clonal de células B especificas para
antigenos (Shibasaki et al., 2023).

Embora o desenvolvimento do timo e das células T em peixes teledsteos seja um
processo conservado, ainda ha muito a ser compreendido sobre os mecanismos exatos e
a organizacao das células T nessas espécies (Partula et al., 1995; Boudinot et al., 2002).
Uma grande variedade de marcadores classicos de células T, citocinas especificas de
células T e fatores de transcricdo, tém sido identificados em diversas espécies até o
momento, indicando que o sistema de células T dos peixes compartiiha muitas
caracteristicas com mamiferos (Mulder et al., 2007; Diaz-Rosales et al., 2009; Hong et al.,
2013; Mitra et al., 2010). No entanto, questdes importantes permanecem em aberto, como
a compartimentalizacdo geografica das populacfes de células T, a diversidade genémica
dos genes dos receptores de células T e seu papel na especificidade da resposta imune, e
o impacto das células T na imunidade mucosa e na homeostase (Munang’andu et al., 2015).

As barreiras fisicas e quimicas presentes na pele e as mucosas servem como
primeira linha de defesa, impedindo a entrada de microrganismos patogénicos do ambiente
aquatico. As superficies mucosas dos peixes estdo em contato continuo com comensais,
patdgenos oportunistas e obrigatorios, e, portanto, a imunidade na superficie mucosa é
considerada desempenhar um papel importante na protecdo dos peixes contra patdogenos.
As MALTS, tecidos linfoides associados a mucosa, possuem papel importante nos peixes
na detecgéao e sinalizagdo da presenga de organismos invasores (Figura 1) (Munang’andu
et al., 2015). Estes possuem um repertorio de células apresentadoras de antigenos, células

T CD4+ e CD8* e células B, secre¢cfes mucosas, imunoglobulinas e enzimas possuem
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propriedades antimicrobianas que ajudam a combater infecgbes (Yu et al., 2020; Salinas,
2015).

Figura 1. Distribuicdo dos tecidos linféides associados a mucosa

GALT

Legenda: (MALT: mucosa-associated lymphoid tissues) presentes em peixes teledsteos: (GALT: gut-
associated lymphoid tissue; SALT: skin-associated lymphoid tissue; GIALT: gill-associated lymphoid tissue;
NALT: nasopharynx-associated lymphoid tissue.

Fonte: dos autores, 2024.

O intestino parece ter um papel crucial no sistema imunolégico, tanto em termos de
desenvolvimento de células imunes quanto na possibilidade de ser considerado um 6rgao
linfoide primario (Peaudecerf, Rocha, 2011). Em carpas e robalos, o timo e o intestino séo
os primeiros 6rgaos onde as células T sdo encontradas durante o desenvolvimento de seus
sistemas imunologicos, esses 6rgdos desempenham um papel crucial no desenvolvimento
inicial e maturacdo do sistema imunoldgico nessas espécies de peixes (Rombout et al.,
2005). Além disso, os teledsteos podem desenvolver inflamacéo intestinal, especialmente
em resposta ao transporte de antigenos no segundo segmento intestinal, onde células
epiteliais, linfécito intestinais e eosindfilos/basofilos desempenham um papel crucial
(Rombout et al., 2011).

A estrutura basica da Ig consiste em duas cadeias pesadas (H) idénticas e duas
cadeias leves (L) idénticas. Ambas as cadeias pesadas e leve contém um dominio variavel
N-terminal (VH ou VL) e um ou mais dominios constantes C-terminal que formam a regiao
constante (CH ou CL), todos os dominios adotando a dobra caracteristica da superfamilia
de Igs (Danilova et al., 2005).

Em mamiferos, os segmentos de genes que codificam as cadeias pesadas e leves
de imunoglobulina estdo tipicamente organizados em um arranjo translécon. Nestes, 0s

segmentos de genes V estéo localizados a montante dos grupos de segmentos de genes
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D, J e constantes (C) (Chothia et al., 1992). Em contraste, peixes cartilaginosos organizam
0S segmentos génicos de imunoglobulina em pequenos aglomerados contendo segmentos
V, D, J e C. Ja os peixes teledsteos apresentam uma posicao intermediaria, possuindo um
I6cus de cadeia pesada semelhante ao arranjo translocon de mamiferos, mas com multiplos
segmentos génicos de cadeia leve organizados em um agrupamento (Conrath et al., 2003).
As imunoglobulinas (Igs) desempenham um papel fundamental na resposta imune
inata e adaptativa. Embora sua estrutura e funcdo possam variar entre as diferentes
espécies, as principais classes de imunoglobulinas identificadas em peixes teledsteos sao
a lgM, IgT e a IgD (Bilal et al., 2021). Esta classe de Ig é encontrada predominantemente
como uma forma livre pentamera, mas também ligada a células imunes na forma
monomeérica. Ao contrario dos mamiferos, os peixes teledsteos ndo possuem IgG e IgA, em
vez disso, a IgM desempenha um papel multifuncional semelhante, incluindo a
neutralizacdo de patdgenos, ativacdo do sistema complemento e a opsonizacdo de
antigenos (Boshra et al., 2004). Além disso, IgM também atua na aglutinacdo para o
processo de fagocitose e remocéo de patdgenos e citotoxicidade celular (Ye et al., 2013).
Evidéncias reforcam a hipétese que em peixes teledsteos ha separacao de isotipos
de imunoglobulinas em areas mucosas (IgT) e sistémicas (IgM) em resposta ao desafio
patogénico (Zhang et al., 2010). Estudos mostram que o subconjunto de células B IgT* da
truta arco-iris compreende 16 - 27% de todas as células B nos principais 6rgaos linféides

sistémicos, sendo a porcentagem restante de células B IgM. Em adi¢cdo, Zhang e

colaboradores (2011) mostram que existem um maior nimero de células B IgT* e
anticorpos IgT, comparado a ceélulas B IgM* e anticorpos IgM, em animais infectados
anteriormente por parasitas intestinais.

A proporcdo de células B em suspensfes celulares isoladas do intestino é
geralmente relatada como baixa e variavel entre as espécies de teledsteos estudadas
(Salinas et al.,, 2011). Em vérias espécies, as células IgM+ foram encontradas
principalmente na |amina prépria (LP) do intestino, com ocorréncia menor no epitélio
(Ballesteros et al., 2013). Estudos em trutas arco-iris revelaram a presenca tanto de células
IgM+ quanto de células IgT+ na LP e, em menor grau, no epitélio intestinal (ZHANG et al.,
2010). Esses estudos enfatizam a distribuicdo das células B no intestino dos peixes
teledsteos e seu potencial relevancia na resposta imune local.

A presenca e fungédo da IgD em peixes teledsteos ainda ndo sdo completamente
compreendidas. Esta € encontrada em menor quantidade em comparacdo com a IgM no

plasma dos animais (Chen et al., 2009). A concentracdo de células plasmaticas secretoras
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de IgD em trutas sdo comuns nas branquias, nos rins e no bacgo e raras no sangue periférico
(Ramirez-Gomez et al., 2012). Tem se investigado que as células plasmaticas secretoras
de IgD sao especializadas para funcionar em certos tecidos para fornecer uma barreira a
infecgdo. Estes anticorpos podem atuar junto a microbiota comensal em tecidos mucosos,
incluindo a mucosa do trato digestivo e mucosa branquial, auxiliando na homeostase (Yu
et al., 2016; KONG et al., 2019).

Na ontogenia das células B, observa-se que inicialmente surgem no rim, seguidas
pelo baco e, por fim, no tecido linfoide associado ao intestino (MALT) (Rombout et al., 2005).
A expressao de Ig de superficie precede a expressao de Ig citoplasmatica, podendo variar
conforme os métodos de deteccdo (ZAPATA et al., 2006). Os estudos sobre o
desenvolvimento das células B e plasmaticas em teleésteos tém se concentrado
principalmente na presenga e secre¢dao de IgM, deixando lacunas significativas no
entendimento da ontogenia e distribuicdo das células que expressam IgD ou IgT nos

tecidos, bem como na dindmica populacional dos peixes 6sseos.

1.1.4 Metodologias de vacinacao

Atualmente, a maioria das vacinas aquaticas comerciais séo feitas através da inati-
vacao de agentes patogénicos por meio de métodos quimicos e fisicos. Essas vacinas ten-
dem a ser mais estaveis, o que facilita seu armazenamento por periodos mais longos e em
condicdes menos rigorosas de refrigeracéo, simplificando assim sua distribuicdo (Ma et al.,
2019). Outro aspecto positivo € a menor probabilidade de mutacédo dos patdgenos inativa-
dos para formas mais virulentas, o que pode ser uma preocupacdo em vacinas vivas (Mu-
nang’andu; Paul; Evensen, 2016). No entanto, as formulagdes inativadas tém limitacdes,
como exigéncias rigorosas de inativacao, curta duragdo da imunidade, necessidade de al-
tas doses de antigenos e aplicagédo de doses de refor¢o (Du et al., 2022).

Experimentos promissores tém sido registrados em diversas espécies de peixes de
valor econémico com a aplicacdo dessas vacinas vivas atenuadas (Nawi et al., 2012; Evans
et al., 2004). O emprego de vacinas vivas atenuadas na aquicultura traz varias vantagens,
tais como simplificagéo do procedimento de imunizagéo, diminuigdo dos custos de produ-
cdo, administracao rapida, doses reduzidas para imunizacao e prolongamento da protecdo
imunoldgica. Além disso, tais vacinas tém vida util limitada, estabilidade térmica reduzida,
exigem condigOes especificas de transporte e armazenamento, e ha o risco de surgimento

de mutag¢des (Munang’andu; Paul; Evensen, 2016).
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As vacinas de subunidade preservam apenas 0S elementos imunogénicos
essenciais e descartam o0s elementos patogénicos irrelevantes ou prejudiciais que
desencadeiam a imunidade protetora. Deste modo, as vacinas de subunidade mantém
apenas 0s componentes imunogénicos eficazes, resultando em melhorias significativas e
estaveis nos efeitos imunoldgicos, maior confiabilidade e menos reagfes adversas no
organismo. Contudo, frequentemente requerem o uso de adjuvantes para producéo de uma
resposta imune protetora.

As vacinas injetaveis tém dominado o mercado devido a melhor eficacia na
prevencdo de infec¢cdes. Podendo ser injetadas via intraperitoneal, intramuscular e
subcutanea. No entanto, a técnica possui desvantagens, devido a laboriosidade e
necessidade de méo de obra qualificada. Métodos alternativos propostos, como a aplicacao
via oral e banho de imersdo, se mostram mais viaveis ao produtor devido a reducéo de
custos e facilidade da técnica, no entanto, ainda possuem desafios a serem superados
(Bogwald; Dalmo, 2019; Munang’andu; Paul; Evensen, 2016).

Estas vacinas aplicadas via mucosa estimulam primariamente a resposta das
branquias, do intestino e da pele do animal, através de células especializadas e estruturas
presentes nesses tecidos. Os MALTSs (tecidos linféides associados a mucosa) e GALTs
(tecidos linféides associados ao intestino) sdo estruturas das mucosas ricas em células
imunes, similares as placas de Peyer e tonsilas encontradas em mamiferos (Munang’andu
et al., 2015). As células B e as imunoglobulinas nos MALTs e GALTs desempenham papéis
importantes na imunidade da mucosa local (Yu et al., 2020).

O método de aplicacdo via banho de imerséo ocorre pela imersédo do animal, durante

breve periodo, em uma solucdo com os antigenos. Estudos mostram que a aplicacédo de

vacinas pela metodologia de imersao estimula a proliferacéo de células B IgT"' positivas
em 6rgaos sistémicos e aumento de IgT total no soro (Hoare et al., 2017). A técnica ainda
enfrenta desafios relacionados a formulagdo precisa dos antigenos, a capacidade de
manter a estabilidade desses compostos na agua, a eficacia da absorcéo pelos peixes e a
garantia de uma resposta imunoldgica satisfatoria para protecdo contra patdogenos
(Mutoloki; Munang'andu; Evensen, 2015; Mondal; Thomas, 2022).

Na aplicagdo via oral, os animais ingerem os antigenos e o principal alvo da
estimulacdo sao as estruturas do intestino dos animais. Esta formulagao tem sido avaliada
para uso em peixes desde a década de 1940 (Duff, 1942). No entanto, existem no mercado

poucos imunizantes. Estudos buscam reduzir a degradacdo estomacal com o
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desenvolvimento de formulacbes e métodos de entrega de antigenos (Mutoloki;
Munang'andu; Evensen, 2015). Diversos autores exploraram a utilizacdo de vacinas orais
encapsuladas em microesferas ou particulas como forma de superar esse desafio (Priya e
Kappalli,2022). Além disso, o0 uso de adjuvantes para auxiliar a ativacdo de resposta
imunologica pode ser um caminho para melhorar a eficiéncia destas formulag6es (Firdaus-
Nawi et al., 2012).

1.2 Justificativa

As vacinas tém se mostrado uma alternativa ambientalmente e economicamente vi-
aveis para o controle e prevencao de doencas na piscicultura. No entanto, o principal mé-
todo de aplicagéao, via i.p., possui desvantagens, relacionadas a laboriosidade, necessidade
de mao de obra qualificada e custos elevados, que dificultam o seu uso no pais. Deste
modo, surge a necessidade de metodologias que facilitem a aplicacdo dos imunizantes pe-
los produtores. Embora imunizantes para a aplicacéo via oral e via banho de imersao ja
sejam utilizados em outras espécies de peixes, ha poucos produtos voltados para a tilapi-
cultura. Este trabalho se propde a desenvolver imunizantes para aplicagao via oral e via
banho de imerséo em tilapias-do-Nilo e comparar a resposta imune, o impacto no cresci-

mento e na mortalidade dos animais ao longo do processo de producéo.

1.3 Hipotese

As mucosas sao estruturas com a presenca de grande namero de células imunes de
diferentes tipos. Estes animais possuem estruturas especializadas nas branquias,
intestinos e na pele que interagem com 0s microrganismos presentes, tornando-se uma via
para estimulacéo de resposta de protecdo a patégenos. Assim, os protocolos de imunizacao
gue utilizam via oral e via banho de imerséo tém o potencial de estimular o sistema imune

e proteger os animais.



22

2 OBJETIVOS
2.1 Geral

. avaliar candidatos vacinais para imunizacao via oral e via banho de imerséao contra
infeccdo por Aeromonas hydrophila e Streptococcus agalactiae em Tilapias-do-Nilo

(Oreochromis niloticus).

2.2 Especificos

. desenvolver candidatos vacinais bivalentes para aplicacdo via oral e via banho de
imersao em tilapias.

. administrar os imunizantes em tilapias criadas em tanques-rede no reservatério de
Itaipu, de Foz do Iguacu/PR.

. comparar a resposta imune humoral gerada pelas vacinas de via oral e via banho de
imersao.

. comparar a resposta imune e a capacidade de protecdo ao longo do processo de
producéo; e

. avaliar o impacto dos imunizantes no crescimento dos animais e na conversao

alimentar aparente.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Producéao dos antigenos e formulacédo do imunizante

Foram utilizadas linhagens de bactérias isoladas na regido e identificadas
previamente. A cepa de S. agalactiae foi caracterizada como pertencente ao sorotipo Ill. A
producdo dos antigenos foi realizada seguindo protocolo desenvolvido e testado sua
seguranca e eficacia previamente pelo nosso grupo de pesquisa (RIVAS et al., 2023). As
bactérias foram cultivadas em meio liquido de extrato de levedura por 12h em estufa a
32°C. O processo de inativacdo dos microrganismos foi realizado com o uso de formalina
a 5%, posteriormente lavados 4X com solucéo salina (PBS 1X).

A formulacdo do imunizante de administracdo via banho de imersao foi realizada
com a diluicdo do antigeno em PBS 1X. Para o protocolo de vacinacdo via racao, foi
formulado o imunizante a partir de uma emulséo 70/30 do antigeno e 6leo de coco. Os
antigenos foram diluidos em PBS 1X. A emulséo foi incorporada em uma mistura de milho,
farelo de soja e proteina animal e hidratada para a peletizacdo. Os pellets foram secados
por 12h a 30°C.

3.2 Protocolo de imunizagéo e delineamento experimental

Este trabalho avaliou dois protocolos de imunizacéo para tilapias, o primeiro com
uma dose inicial por banho de imersao + reforgo oral via racdo (BI+OR) e o segundo oral
via racao + reforgo oral via racdo (OR+OR). O estudo foi realizado no lago de Itaipu na
cidade de Foz do Iguacu. Todos os procedimentos realizados na presente pesquisa foram
aprovados pelo CEUA (Comité de Etica em Pesquisa com Animais) da UNILA, protocolo
n°. 2018/01.

Ao longo do estudo foi realizado o acompanhamento da evolucdo da biomassa dos
animais 30 dias, 60 dias e 120 dias ap0s a dose de refor¢o. As biometrias foram realizadas
com a coleta e pesagem de 50 animais por tanque para avaliar a média de massa dos
animais. Enquanto para a avaliagdo dos parametros imunologicos foram coletados sangue

dos animais 30, 60, 120 dias ap0s a vacinac¢ao da dose de reforco (Figura 2).

Figura 2. Delineamento experimental mostrando as aplicacdes das doses dos imunizantes, os repiques e
as coletas de sangue dos animais
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Nota explicativa: Inicialmente os animais receberam a primeira dose dos imunizantes com animais com 0,5
g. Os animais foram classificados e repicados com 5g e 50g de acordo com sua biomassa. Foram realizadas
coletas de sangue apés a segunda dose para avaliacdo dos resultados da vacinacao nos tempos 150 dias,
180 dias, 210 dias e 270 dias.

Fonte: dos autores, 2024.

3.2.1 Dose inicial de imunizagao por banho de imerséo e oral via ragao

A primeira dose foi realizada com animais com 0,5 g de massa, 0s animais foram
previamente depurados por 24 h. Os animais do grupo controle ndo receberam tratamento.
A imunizacao dos animais utilizando a metodologia de banho de imerséo foi realizada com
os animais distribuidos em pacotes de 6L, cada pacote continha 2000 animais (Figura 3).
Os animais foram incubados por 1 h em solu¢do com concentracdo de antigenos de 1x108
células/mL e posteriormente, distribuidos em tanques-redes com 6000 animais cada
tanque.

Para a aplicacdo via oral, os animais receberam o imunizante no alimento na
concentracao de 1x108 células/grama. A quantidade de racao/dia foi calculada em 10% da
biomassa por tanque e o imunizante foi distribuido 3 vezes ao longo de um dia. As tilapias
estavam distribuidas em tanques-redes com 6000 animais cada tanque. Os animais do
grupo controle receberam racéo livre de imunizante.

ApoOs 60 dias da aplicacdo do imunizante, foi realizado o repique dos grupos
vacinados e do controle. O protocolo buscou garantir a homogeneidade dos tanques e
controlar a densidade. Os animais com massa em torno de 5g foram alocados em tanques

de 6 M3 com 2000 peixes cada.
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Figura 3. Aplicag&o do imunizante via banho de imersé&o

4

Nota explicativa: Foi realizada a inje¢do da solugdo contendo o antigeno em sacos contendo os animais e
inflados com oxigénio.
Fonte: dos autores, 2024.

3.2.2 Reforgo oral via ragéao

Ao completar em torno de 50 g, os animais foram repicados e distribuidos em

tanques com dimensdes de 10 M3. Os tanques receberam cerca de 1000 peixes, sendo 3
tanques vacinados via imersédo, 3 tanques via racéo e 2 tanques controle. Este processo
garantiu que 0s grupos tivessem animais de massa homogénea. Apls sete dias, foi
realizada a aplicacdo da dose de reforco com o uso de imunizante via oral, 0os animais foram
previamente depurados por 24 h e receberam o imunizante impregnado no alimento na

concentracdo de 1x108 células/grama (Figura 4). A quantidade de racdo dia foi calculada
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em 5% da biomassa por tanque e o imunizante foi distribuido 3 vezes ao longo de um dia.

Os animais do grupo controle receberam racao livre de imunizante.

Figura 4. A aplicagcédo do imunizante via oral

Nota explicativa: a imunizagao foi feita com a racdo contendo o antigeno em sua formulacdo. A avaliacdo
em campo da vacina foi realizada no lago de Itaipu em Foz do Iguagcu em parceria com a empresa Alquimia
Pescados.

Fonte: dos autores, 2024.

3.3 Diagnéstico molecular das bacterioses

Foram coletados os 6rgédos (figado, cérebro e olhos) dos animais sintomaticos para

as estreptococoses e/ou septicemia por Aeromonas moéveis e semeados em agar sangue
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e cultivados a 30°C por 24h. Os microrganismos isolados foram primariamente triados por
coloracdo de gram e teste de catalase. As cepas foram preservadas em glicerol 50% e
armazenadas em freezer -80°C.

Para a extracdo do material gendmico, as bactérias isoladas foram cultivadas por 12
h em meio extrato de levedura (Kasvi, Sdo José dos Pinhais, Brasil) e submetidas ao
protocolo conforme instrucdes do fabricante (Viogene Biotek, New Taipei City, Taiwan). O
material obtido foi armazenado em freezer -80°C.

As andlises de S. agalactiae foram realizadas em um mix com volume total de 25 uL
contendo 1,6 yM de FIP e BIP, 0,2 uM F3 e B3 € 0,4 uM LF e LB, 1X tampao de reacao
Thermopol (20 mM Tris-HCI pH 8.8, 0,1 M KCI, 10 mM (NH4)2S04, 2 mM MgS0Oa4) (Cellco,
Sao Carlos, SP, Brasil), 0,8 M de betaina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), 6 mM
MgSO4, 2 mM dNTPs mix (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), 8 U Bst DNA polimerase
(Cellco, Sao Carlos, SP, Brasil) e 100 ng de DNA. As reacdes foram incubadas em
temperatura de 60°C por 60 minutos e posteriormente paradas a 90°C por 2 minutos.

Para A. hydrophila o mix da reacao teve um volume total de 25 pL contendo 1,6 uM
de FIP e BIP, 0,2 uM F3 e B3 e 0,4 uM LF e LB, 1X tamp&o de reagcdo Thermopol (20 mM
Tris-HCI pH 8.8, 0,1 M KCI, 10 mM (NH4)2S04, 2 mM MgSOa) (Cellco, Sao Carlos, SP,
Brasil), 1,6 M de betaina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), 6 mM MgSOQO4, 2 mM dNTPs
mix (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), 8 U Bst DNA polimerase (Cellco, Sao Carlos, SP,
Brasil) e 100 ng de DNA. As reacdes foram incubadas em temperatura de 63°C por 60
minutos e posteriormente parada a 90°C por 2 minutos.

Os primers utilizados especificos para deteccéo de A. hydrophila e S. agalactiae sé&o

apresentados na tabela 1.

Tabela 1. Primers utilizados nos ensaios moleculares LAMP para deteccdo de A. hydrophila e S. agalactiae

Bactérias Primers Referéncias
F3 ATATGATGCGCTTGAGCC SUEBSING, R.
B3 ACCACCGTTATTGATGACTG et al. 2013
FIP

GAGCAGCATTTGCATTAGCAACATATTTTGATGCTGAGACA
A. hydrophila AT GACAC

BIP

ACATCCTGAAATTGGAGAAGACTTTTTTCCTGACGAATATCT

TCTGGAAT

LF TGCATGGTGCTTATCATGATGT



28

LB AGGCGCTCTTAGCTGATGT

F3 CCGAAGGTGTTCCACTTCC ZHOU, Q.
B3 ATAACGGCAATCAGACCTTC et al, 2020
FIP

GCTGCGGAATGTTGTTGGTGTTTTGGTGTGGAAGTAGCGA
S. agalactiae TG

BIP

ACCTGGTGGGCTTCCGTATTTTGCCTTCTTGCTGTAGTCC

LF CCTGATAGGCGTCGTTCC

LB CCGTACTCTGAACTCCTACATG

Fonte: dos autores, 2024.

3.4 Titulo de aglutinacéao

O método foi realizado conforme Sahoo e colaboradores (2004). O teste foi realizado
com o antigeno de ambas as bactérias, S. agalactiae e A. hydrophila, separadamente.
Foram adicionados 20 uL do antigeno da bactéria (1,0 x 10° células/mL) e 20 uL dos soros
de peixes do grupo controle e do grupo vacinado nas diluicées 1:10, 1:100 e 1:1.000. Os

soros foram diluidos em solucdo PBS 1X.

3.5 Ensaio antimicrobiano

O ensaio foi realizado conforme Liu e colaboradores (2017). Ambas as bactérias
foram cultivadas em meio liquido a 32 °C por 12 h, lavadas em PBS e diluidas a 1 x 104
CFU/mL. O soro dos animais dos grupos controle e vacinados foram misturados com o
mesmo volume (30 pL) de suspensao de bactéria em tubos. Como controle, foi utilizado
meio liquido extrato de levedura no lugar do soro dos animais. Os tubos foram incubados a
32 °C por 2 h, apés esse periodo foram plagueados em agar sangue e armazenadas em
estufa a 32°C. O numero de colbnias foi avaliado apds 24 h e a atividade antibacteriana
seguindo a equacao:

Atividade antibacteriana (%) = numero de colbnias nas amostras tratado/numeros de

colbnias nas amostras controle.
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3.6 Analise estatistica

Os dados gerados no projeto seréo tratados e analisados utilizando ferramentas
estatisticas. Para verificar a significancia estatistica entre os grupos vacinados (imersao e
racao) e controle, foi utilizado o teste de Qui-quadrado (p<0,05). O calculo do Risco Relativo
(RR) (IC=95%) foi realizado para avaliar a for¢ca de associacdo entre a exposi¢cao a vacina
e seu efeito protetor. Para comparar o crescimento dos animais vacinados (imerséo e
racao) e controle, foi aplicado o teste de t (p < 0,05). Para a eficacia vacinal (EV) foi utilizada
a formula:

EV = (1 — Odds ratio) x 100
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4 RESULTADOS

4.1 Titulo de aglutinacao

O estudo avaliou o titulo de anticorpos aglutinantes para ambas as bactérias dos
grupos controle, imersédo + reforgo e racdo + refor¢co apés 30 dias a dose reforgo (Figura 5).
O grupo que recebeu a primeira dose via imersdo teve maior presenca de corpos de
aglutinacdo do que o grupo que recebeu primeira dose via racdo e o grupo controle. Em
adicdo, podemos notar que apenas 0 grupo vacinado via imersdo teve aglutinacdo na
diluicdo 1:100 e nenhum dos grupos teve aglutinagcdo na diluicdo 1:1000. Deste modo,
podemos notar que os protocolos vacinais adotados nos estudos séo capazes de gerar

anticorpos aglutinantes, mas em baixas quantidades.

Figura 5. Ensaio de imunoaglutinagdo com soros de animais dos grupos vacinados e controle
Imers&o + Reforco Racé&o + Reforco Controle

S. agalactise A. hydrophila S. agalsctise A. hydrophiia S. sgalactiae A. hydrophiia

1:100

1:1000

Nota explicativa: os soros incubados com antigenos bacterianos de S. agalactiae e A. hydrophila mostrando
a presenca de corpos aglutinados na diluicdo 1:10. Ndo houve formacédo de corpos de aglutinagdo no grupo
controle em nenhuma diluicao.

Fonte: dos autores, 2024.



31

4.2 Ensaio antimicrobiano

Os dados no grafico 3 revelam a porcentagem de inibicdo do crescimento em dois
grupos (grupo ragao e grupo imerséo) ao longo de 120 dias. Antes da aplicagéo da dose
reforgo (Dia 0), todos os grupos mostraram uma baixa inibicdo bacteriana. Entretanto, apds
30 dias da aplicacdo da segunda dose do imunizante, 0S grupos experimentaram uma
capacidade de inibicéo significativa, mostrando o impacto da dose refor¢o para geracao da
resposta imune das vacinas testadas. Ao longo dos 120 dias, o grupo vacinado via imersao
manteve uma melhor capacidade de inibicdo bacteriana do que o grupo que recebeu duas
doses via oral. Além disso, é possivel notar uma tendéncia de reducdo da resposta a
presenca de anticorpos inibidores ao longo do periodo de observacao de 120 dias. Assim,
podemos concluir que os protocolos vacinais desenvolvidos neste trabalho sao eficientes
em ativar uma resposta imunolégica de inibicao de A. hydrophila e S. agalactiae, no entanto,

reduzem significativamente apds 120 dias da aplicacdo da dose reforco.

Grafico 3. Avaliagdo dos anticorpos inibidores de crescimento bacteriano

A. hydrophila S. agalactiae
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Nota explicativa: O soro dos animais vacinados coletado antes da dose de reforgo e 30 dias, 60 dias, 90 dias
e 120 dias ap6s a dose de reforc¢o foi avaliado, a porcentagem de inibicao bacteriana foi calculada comparando
0 crescimento bacteriano dos grupos vacinados com o grupo controle. Os animais vacinados apresentaram
maior inibicdo 30 dias apos a vacinagdo, reduzindo gradativamente a atividade antibacteriana. O grupo
imerséo + refor¢co obteve melhores resultados.

Fonte: dos autores, 2024.

4.3 Mortalidade e biometria

Os animais coletados com sinais clinicos para as estreptococoses e septicemia por
Aeromonas moveis submetidos ao diagnostico molecular pela técnica de LAMP se

mostraram positivos aos patdgenos, sendo possivel visualizar casos de coinfeccao.
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Ao analisar a evolucdo do peso médio dos animais podemos notar um melhor
desempenho do grupo imersdo comparado com os demais nos tempos 0, 30 e 60 dias. No
entanto, na ultima biometria podemos visualizar um melhor desempenho dos animais do
grupo controle. Com relacdo ao grupo vacinado via ragcdo, um desempenho melhor € visto
apenas na ultima biometria. Podemos concluir que os tratamentos utilizados ndo tiveram
efeito significativo neste parametro. O melhor desempenho dos animais do grupo controle
pode ter sido gerado pela reducdo da densidade nos tanques gerado pela maior

mortalidade deste grupo (Gréfico 4).

Grafico 4. Acompanhamento da evolucdo das massas dos animais dos grupos vacinados e controle apds a
dose de reforco
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Nota explicativa: o grupo vacinado via imerséo teve melhores resultados nos primeiros 60 dias do periodo
avaliado. Enquanto o grupo controle ganhou mais biomassa no periodo final do estudo superando os grupos

vacinados.
Fonte: dos autores, 2024.

Acerca da mortalidade (Grafico 5), os grupos vacinados e o controle apresentaram
resultados similares nos 30 primeiros dias, apds esse periodo houve um aumento da
mortalidade no controle e no grupo racéo + reforgco. Os resultados mostram que 0 grupo
imerséao + reforco apresentou taxas mais baixas em comparagado com 0s outros grupos nos

intervalos de 60, 90 e 120 dias. Além disso, quando comparamos a mortalidade dos
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tratamentos com o controle, ambos os grupos vacinados racao + reforco (p=0,0005) e
imersao + reforco (p=0,0001) apresentaram diferenca estatistica significante (Tabela 2),
indicando uma que os protocolos foram capazes de reduzir a mortalidade dos animais. No
entanto, a comparacéo entre os tratamentos de racéo + reforco e imersédo + reforgco nao
mostra diferenca estatistica significativa (0,2209). Pode-se notar também que no tempo 120
dias da dose de reforco a taxa de mortalidade dos grupos vacinados e controle mostram
similares, corroborando os dados imunoldgicos, isto pode significar que os protocolos de

vacinacgao avaliados tendem a perder eficacia apds esse periodo.

Grafico 5. Comparacéo da taxa de mortalidade dos grupos vacinados e do grupo controle 30 dias, 60 dias,
90 dias e 120 dias apos a dose reforgo
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Nota explicativa: os grupos vacinados via oral e via imerséo tiveram menor taxa de mortalidade comparada
com o grupo controle. O grupo controle teve crescimento na taxa de mortalidade nos primeiros 90 dias apés
a dose de reforgo, enquanto o grupo vacinado via imersdo teve uma reducao da mortalidade neste periodo.
No entanto, nos Gltimos 30 dias de monitoramento a taxa de mortalidade dos grupos foi similar.

Fonte: dos autores, 2024.

Acerca da eficacia dos protocolos de vacinacao via imerséo + reforco (BI+OR) e via
ragao + reforco (OR+OR) desenvolvidos neste trabalho, tivemos resultado de 55,99% e
44,23%, respectivamente, mostrando que estas metodologias séo eficazes no controle das
bacterioses geradas por A. hydrophila e S. agalactiae. Os dados de mortalidade da tabela

2 evidenciam os indicadores de eficacia dos imunizantes.



34

Tabela 2. Mortalidade e eficacia dos imunizantes via imerséo + reforco e racao + reforco desenvolvidos
contra A. hydrophila e S. agalactiae.

Tratamento Mortes/Total Risco relativo EV (%)

BI+OR 51/3000 (1,7%) 0,45 55,99%

OR+OR 64/3000 (2,1%) 0.56 44,23%
Controle 76/2000 (3,8%) - -

Fonte: dos autores, 2024.
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5 DISCUSSAO

O segmento da aquicultura brasileira tem visto um crescente aumento de sua
produtividade nos ultimos anos, se destacando entre os principais produtores mundiais de
tilapias. Somado a esse cenario, temos os desafios gerados pelas mudancas climaticas
gue tendem a acelerar o surgimento de patégenos emergentes, impondo riscos a producao
piscicola. Para ampliar a atividade, sdo necessarias politicas para melhoramento na gestao
e a introducdo de inovagbes tecnoldgicas, visando alcancar um desenvolvimento
sustentavel em toda cadeia produtiva.

Atualmente a principal forma de imunizacdo de peixes tem sido a injecéo
intraperitoneal de antigenos inativados (Du et al., 2022). No entanto, tal via tende a ser mais
laboriosa e exige alto custo para aplicacao, o que dificulta o acesso dos pequenos e médios
produtores a esta tecnologia. A aplicacdo de vacinagdo em organismos aquaticos pode ser
cara, especialmente ao considerar a necessidade de equipamentos e instalagcoes
especializadas. Além disso, a logistica de vacinar peixes em ambientes de agua aberta
pode ser complexa e demorada, tornando dificil garantir que todos os individuos recebam
imunizagdo adequada. Deste modo, o desenvolvimento de metodologias acessiveis,
seguras e eficientes para a prevenc¢éo e combate a infeccbes é essencial para a atividade.

As formas de imunizacdo via mucosa apresentam resultados significativos na
geracdo de imunidade e reducdo da mortalidade. Schulz e colaboradores (2020)
compararam a imunizacdo contra A. salmonicida utilizando antigenos inativados via oral,
via imersédo e via injecao, e concluiram que as trés formulacbes podem ser eficazes em
reduzir a mortalidade. Apesar da menor eficiéncia das vacinas por via mucosa comparada
a via i.p., estas sdo interessantes para estratégias de aplicacdo em animais adultos. Além
disso, o uso de formas menos laboriosas e estressantes aos animais podem aumentar a
lucratividade na piscicultura devido ao seu baixo custo.

Nesse contexto, a presente pesquisa propde a integracao das vias de banho de
imersao e oral para otimizar a prevenc¢do de doencas em peixes, buscando também reduzir
0S custos associados a imunizacao. Neste trabalho, desenvolvemos duas estratégias para
a vacinacao de tilapias contra A. hydrophila e S. agalactiae. A primeira com uma dose inicial
por banho de imerséo + reforco oral via ragao (BI+OR) e a segunda oral via ragao + reforco
oral viaracao (OR+OR). A avaliagédo dos imunizantes foi conduzida em condi¢des de campo
sem a infeccao experimental dos animais, utilizando um cenario de producdo com infecgcao

natural. Com o apoio da técnica molecular de LAMP foi possivel detectar a presenca dos
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patégenos ao longo do periodo avaliado. Ambos os protocolos se mostram seguros para
0s animais e foram capazes de gerar resposta imunoldgica contra 0os patdgenos presentes
na formulacdo e reduzir a mortalidade dos animais tratados. Os imunizantes aplicados
BI+OR e OR+OR obtiveram uma eficacia de 55,99% e 44,23%, respectivamente. No
entanto, os imunizantes ndo foram eficientes em melhorar o ganho de biomassa dos
animais. Estes resultados se diferem da imunizacdo via i.p. para A. hydrophila e S.
agalactiae, a qual mostrou um ganho de biomassa de 22% no grupo vacinado em relacao
ao controle (Rivas et al., 2023).

Estudo com uso de antigenos de S. iniae e A. hydrophila incorporados na racao
conseguiu ativar resposta celular e humoral e aumentar a sobrevivéncia em peixes
vacinados, deste modo, demonstra que vacinas baseadas em ra¢do podem ser uma técnica
promissora para a imunizacao eficaz e em larga escala de peixes na industria da aquicultura
(Monir et al. 2020). Resultados similares na redugao da mortalidade foram encontrados por
Ali e colaboradores (2023) utilizando antigenos inativados de S. agalactiae e A. hydrophila
incorporados no pellet de racdo, RPS 80% e 90% respectivamente. Estes trabalhos também
evidenciam a estimulacdo do sistema imune no trato digestivo, mucosas da pele e no
sangue da tilapia. A administracdo desses antigenos de patdgenos especificos via racao
desencadeiou resposta imune celular e humoral, resultando em aumentos significativos na
sobrevivéncia dos peixes vacinados.

As vias de imunogenicidade em vacinas orais ainda sdo pouco conhecidas. Estudos
mostram que existe a formacéo local e sistémica de resposta aos antigenos apresentados
no sistema digestivo. No entanto, estes imunizantes tém como desafio a passagem pelas
condicbes acidas do trato digestivo, o qual leva a degradacdo dos antigenos. A
compartimentalizacdo da resposta imune em peixes tem sido discutida, anticorpos
especificos foram detectaveis em titulos mais elevados no extrato intestinal de peixes
imunizados por via oral do que nos soros, enquanto na imunizacao parenteral resultou em
titulos de anticorpos elevados e persistentes no soro, mas ndo nas secrecdes intestinais e
cutaneas (Mutoloki; Munang'andu; Evensen, 2015).

Quando olhamos a resposta imune gerada pelas metodologias desenvolvidas neste
trabalho, vemos que estas estimularam a producédo de anticorpos no soro dos animais
contra 0s antigenos presentes nas vacinas. A produgéo teve o seu pico em 30 dias apoés a
segunda dose, mas ndo foram persistem ao longo do periodo avaliado. A vacinacdo
aplicada via oral explora a forte presenca do sistema imune no trato digestivo. Ismail e

colaboradores (2017) avaliaram o uso de dose Unica e duas doses de vacinas com 0s
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antigenos incorporados na racao, no entanto, apenas o imunizante de duas doses gerou
resposta humoral por até 16 semanas e ambos aumentaram a taxa de sobrevivéncia dos
animais, RPS igual a 65,3 % e 75,1%, respectivamente.

Sobre a resposta imune, as formas vacinais avaliadas neste trabalho foram capazes
de gerar resposta imune humoral aglutinante e neutralizante contra S. agalactiae e A.
hydrophila. A vacinacao via imersdo se mostrou melhor na inducao de resposta imune e no
aumento da sobrevivéncia em comparacao a via oral. No entanto, a presenca de anticorpos
reduziu significativamente apdés um més da dose de reforgo, similar ao relatado em outros
trabalhos. Tu e colaboradores (2010) analisaram antigenos bactérias inativadas em
imunizantes via oral e mostraram um decréscimo no titulo de anticorpos apds 5 semanas
da imunizacdo. O uso do imunizante via banho de imersdo em duas doses ou em
combinacdo com outras vias de imunizagcdo parece ser eficaz em ampliar o tempo de
protecdo do imunizante (Chettri et al., 2013).

As abordagens da incorporacédo de antigenos na racao e aplicacdo de imunizante
via banho demonstram ser capaz de estimular o sistema imunolégico em varias areas,
incluindo o trato digestivo, mucosas da pele e circulacdo sanguinea dos peixes, gerando
respostas duradouras em alguns casos. Contudo, as pesquisas também ressaltam a
importancia da dosagem e do esquema de vacinag¢ao, como evidenciado pela necessidade
de multiplas doses para alcancar uma resposta imune mais prolongada e efetiva em alguns
estudos (Munang'andu; Evensen, 2018).

A imunizacao via banho de imerséo € interessante para uso em animais em estagio
de alevino, possibilitando a aplicacdo em massa. O uso de formulac&o polivalente via Bl
demonstrou fornecer protecéo significativa, RPS 84%, contra uma cepa heteréloga de F.
psychrophilum quando administrada a alevinos de truta arco-iris (4,7 + 1,0 g) por imersao
(Hoare et al., 2017). Skov e colaboradores (2018) também mostraram que a imunizacao
por imersdo em animais de menos de 10g com antigenos inativados pode gerar uma taxa
de sobrevivéncia de 100% em animais desafiados experimentalmente. No entanto,
resultados menos promissores foram observados ao comparar o uso de uma dose de
vacinagao com antigenos inativados via injecéo intraperitoneal (i.p.) e via banho de imerséo
(BI) contra S. agalactiae, obtendo resultados inferiores com o imunizante por imersao
(Evans et al., 2004).

A ampliacdo das tecnologias utilizadas na imunizagdo de peixes traz um cenério
promissor para a aquicultura (Munang’andu; Paul; Evensen, 2016; Du et al., 2022). Apesar

disso, poucos séo os artigos que avaliam as formulacdes desenvolvidas em teste de campo
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submetendo a condi¢des reais de producéo, se limitando aos testes laboratoriais. Rivas e
colaboradores (2023) mostram diferentes resultados de um imunizante bivalente para S.
agalactiae e A. hydrophila avaliado em laboratorio e em campo, onde utilizando isolados
regionais, houve na fase em campo uma reducao da eficacia vista na fase laboratorial.

Além disso, as variacdes genéticas dentro da mesma espécie de bactérias e a
presenca de diferentes sorotipos de S. agalactiae no ambiente de producdo também tém
devem ser destacados na eficacia dos imunizantes. Assim, 0 uso de cepas locais e a
producdo de formulagdes contendo dois ou mais sorotipos de S. agalactiae tendem a ter
resultados melhores na fase de campo (Kannika et al., 2022).

Apesar dos avancos na compreensao da resposta imune dos peixes teledsteos, a
diversidade nas respostas imunolégicas interespécies constitui um desafio substancial na
concepcao de vacinas eficazes para a imunizacdo de populagdes de peixes. A variagao no
sistema imunoldgico entre as diferentes espécies de peixes, consequentemente, uma
vacina que demonstra eficAcia em uma determinada espécie pode nao induzir uma
protecdo similar em outra, devido a estas disparidades (Munang'andu; Evensen, 2018).
Deste modo, compreender a funcdo e a especificidade da resposta imune em tilapias é
fundamental para o desenvolvimento de estratégias de manejo da saude desses peixes,

incluindo a criacdo de vacinas especificas para proteger contra patdgenos e doencas.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A proposta de integrar as vias de banho de imerséo e oral para otimizar a prevencao
de doencas em peixes se mostra uma estratégia inovadora e promissora. E fundamental
continuar a pesquisa nesse campo, considerando a diversidade de patogenos,
caracteristicas especificas das espécies e o desenvolvimento de novas formulacdes e
adjuvantes para maximizar os beneficios e superar as limitacdes dessas estratégias de
vacinacao. Apesar de alguns trabalhos indicarem variacdes nos resultados, a combinacao
dessas abordagens pode representar um avanco significativo na busca por métodos
eficientes e economicamente vidveis de imunizacdo em larga escala na aquicultura. Nossos
resultados obtidos corroboram a viabilidade destas metodologias como técnicas
promissoras para a imunizacdo em larga escala de peixes na aquicultura, representando
um avanco significativo na busca por métodos mais acessiveis, eficazes e praticos para

proteger a salde e a producdo desses animais.
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