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RIVAS, Acucena Veleh. Vacina bivalente contra infeccdo por Aeromonas sobria e Streptococcus
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RESUMO

O Brasil é um dos maiores produtores de tilapia (Oreochromis niloticus, Linnaeus 1758) do mundo,
entretanto, um dos principais fatores que limitam essa producao € a ocorréncia de infec¢fes causadas
por Aeromonas spp. e Streptococcus spp. Este trabalho teve como objetivo avaliar uma vacina
bivalente contra Aeromonas sobria e Streptococcus agalactiae por administracao intraperitoneal (i.p.)
em tilapias-do-Nilo provenientes de tanques de producdo, sob condi¢cdes experimentais. Foram
selecionados 92 peixes (50g) de tanques comerciais para 0 experimento, as bactérias foram isoladas
e identificadas a partir de peixes com sinais clinicos de bacterioses. Ambas culturas de bactérias foram
inativadas e ajustadas para 1 x 107 células / dose. Os grupos controle (46) e vacinado (46) receberam
via i.p. 50uL de solugdo salina estéril (NaCl 0,9%) ¢ 50uL da vacina, respectivamente. O teste de
aglutinacdo foi realizado apds 30 dias da imunizacdo. A infeccdo experimental foi realizada com 1 x
108 células / dose via i.p. de ambas as bactérias ap6s 30 dias de vacinagio. Na analise estatistica foram
realizados o teste de qui-quadrado (corrigido de Yates), o célculo de Risco Relativo (RR), a
Porcentagem Relativa de Sobrevivéncia (RPS), o teste de Mann-Whitney, o teste de Log-rank (Curvas
de Sobrevivéncia) e o teste T de Student. Fragmentos de pele, figado e baco foram coletados de peixes
de cada grupo experimental, acondicionados em paraformaldeido e submetidos ao processamento
tipico para cortes histoldgicos e analisados quanto as alteracdes estruturais e celulares. Os testes de
aglutinacdo mostraram atividade aglutinante com soros de peixes vacinados para os antigenos de
ambas as bactérias nas trés diluicdes testadas. Os resultados de eficacia foram p = 0,0042, RR = 0,13
(IC 95%: 0,02-0,75) e RPS = 91%. A mortalidade no grupo vacinado foi de 01 (2,94%) e no grupo
controle foi de 11 (32,35%). A vacina impediu sinais clinicos das doengas no grupo vacinado. O
grupo controle mostrou sinais clinicos classicos das doencas. As alteracGes histoldgicas dos 6rgaos
analisados dos grupos vacinado e controle ndo apresentaram diferencas significativas. A vacina

bivalente testada protegeu a tilapia contra infec¢bes em condicdes experimentais.

Palavras-chave: Aquicultura; Imunoprotecéo; Bacterioses; Peixes.
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RIVAS, Acucena Veleh. Bivalent vaccine against infection by Aeromonas sobria and
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ABSTRACT

Brazil is one of the largest tilapias (Oreochromis niloticus, Linnaeus 1758) producers in the world,
however, one of the main factors that limit this production is the occurrence of infections caused by
Aeromonas spp. and Streptococcus spp. This work aimed to evaluate a bivalent vaccine against
Aeromonas sobria and Streptococcus agalactiae by intraperitoneal (i.p.) administration in Nile tilapia
from production tanks, under experimental conditions. 92 fish (50g) were selected from commercial
tanks for the experiment, and the bacteria were isolated and identified from fish with clinical signs of
bacteriosis. Both cultures of bacteria were inactivated and adjusted to 1 x 107 cells / dose. The control
(46) and vaccinated (46) groups received via i.p. S0uL of sterile saline solution (NaCl 0.9%) and
50uL of the vaccine, respectively. The agglutination test was performed 30 days after immunization.
The experimental infection was performed with 1 x 108 cells / dose via i.p. of both bacteria after 30
days of vaccination. In the statistical analysis, the chi-square test (corrected by Yates), the calculation
of Relative Risk (RR), the Relative Percentage of Survival (RPS), the Mann-Whitney test, the Log-
rank test (Survival Curves) and Student's t test were performed. Skin, liver and spleen fragments were
collected from fish from each experimental group, stored in paraformaldehyde and subjected to
typical processing for histological cuts and analyzed for structural and cellular changes. The
agglutination tests showed agglutinating activity with vaccinated fish sera for the antigens of both
bacteria in the three dilutions tested. The efficacy results were p = 0.0042, RR = 0.13 (95% CI: 0.02-
0.75) and RPS = 91%. Mortality in the vaccinated group was 01 (2.94%) and in the control group it
was 11 (32.35%). The vaccine prevented clinical signs of disease in the vaccinated group. The control
group showed classic clinical signs of the diseases. The histological changes in the organs analyzed
in the vaccinated and control groups did not show significant differences. The tested bivalent vaccine

protected tilapia against infections under experimental conditions.

Key words: Aquaculture; Immunoprotection; Bacterioses; Fish.
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1.INTRODUCAO

A Tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus Linnaeus, 1758) € uma das espécies de
peixes mais cultivadas no mundo, devido as suas caracteristicas bioldgicas, como o alto e rapido
ganho de peso comercial, sua alta resisténcia a criagdo em altas densidades, doencas e variacOes de
temperaturas, tendo menor indice de mortalidade e producdo com menor custo operacional
comparadas a outras espécies de cultivo (KUBITZA, 2010; FRANCA, 2016).

Entretanto, a intensificacdo desses sistemas com altas estocagens pode alterar a
qualidade da agua e do estado nutricional dos peixes, contribuindo para um quadro de estresse crénico
e para a imunossupressdo dos sistemas de defesa dos peixes, favorecendo a disseminacdo de
patogenos e resultando na perda parcial ou total da producdo (HIRSCH et al., 2006; XU et al., 2012).

Dentre as principais bactérias que frequentemente acometem 0s peixes e
apresentam maior impacto econdmico na produgdo comercial estdo: Aeromonas Staner, 1943 e
Streptococcus Rosenbach, 1884 (KUBITZA, 2008; LEIRA et al., 2017). Com frequéncia,
diagnosticos positivos para infecgdes por bactérias desses géneros sao realizados no mesmo peixe
doente, evidenciando uma associacdo entre estas enfermidades (SCHERING-PLOUGH, 2007). O
surgimento de infec¢des nos diferentes sistemas de cultivo de peixes representa um importante fator
de impacto na sanidade, afetando o rendimento da producéo e da qualidade do produto que chega a
mesa do consumidor (MEIRELLES, 2010).

Atualmente, a principal medida terapéutica empregada em caso de surtos por
bactérias é o uso de antibidticos, muitas vezes de forma indiscriminada e desnecessaria, gerando
problemas para as saudes animal, humana e ambiental e demonstrando necessidade de formas de
prevencdo das doencas, através de imunoprofilaxia por meio de vacinacdo (PADUA & MENEZES
FILHO, 2014).

Amplamente utilizadas devido aos beneficios econémicos, as vacinas produzidas a
partir de células inativadas sdo produzidas visando a protecdo dos peixes contra diversas doencas
bacterianas (DUMRONGPHOL et al., 2009). Diante disso, pretende-se avaliar a capacidade
imunoprotetora de uma vacina bivalente contra Aeromonas sobria e Streptococcus agalactiae
aplicada por via intraperitoneal em Tilapias-do-Nilo (Oreochromis niloticus) provenientes de tanques
de producéo do Oeste do Parana, Brasil, sob condi¢es experimentais.
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1.1 Revisao de Literatura

1.1.1 Aspectos da producéo de tilapia-do-Nilo no Brasil

Segundo a Associagdo Brasileira da Piscicultura (PEIXE BR, 2020), a Til&pia-do-
Nilo é a espécie mais importante de peixes cultivados do Brasil, representando 57% da producéo total
de peixes de cultivo, com 432.149 toneladas em 2019, consolidando a quarta posicdo entre os maiores

produtores de tilapia mundiais (Figura 1).

Figura 1 - Peixes de cultivo produzidos no Brasil em 20109.
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Fonte: PEIXE BR, IBGE, elaborag&o da autora.

A producdo de Tilépia esta presente em 110.072 propriedades por todo territorio
brasileiro, 55,6% dessas propriedades estdo localizadas na regido Sul, 23% na regido Sudeste, 12%
na regido Nordeste, 5,3% na regido Norte e 4,1% na regido Centro-Oeste do pais (Figura 2) (IBGE,
2017).
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Figura 2 - Propriedades produtoras de tilapia por regido, Brasil, 2018.
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Fonte: PEIXE BR, IBGE, elaboragéo da autora.

O estado que mais produz tilapias no Brasil é o Parana, que em 2019 produziu cerca
de 146.212 toneladas (33,8%) da producao nacional de tilapias (PEIXE BR, 2020). De acordo com o
Departamento de Economia Rural (DERAL), a regido Oeste do Parana concentra 69% da producéo
de peixes do estado, seguida pelas regiGes Leste com 14%, e Sul e Norte que somam 17% (PEIXE
BR, 2020) (Figura 3).

Figura 3 - Participacdo do Estado do Parana na producdo total de tilapias no Brasil, 2019 e Participacao regional na

producdo total de tilapias no Parand, Brasil, 2019.

500.000
450.000
400.000
Outros
350.000 Estados
g 300.000 285.937
g 250.000
2 200.000 Outras
150.000 Regibes
100.000 Parana 45.326
146.212 Oeste
50.000 100 886
0.000
Producéo Nacional Total Producéo Estadual Total

Fonte: PEIXE BR, elaboracdo da autora.
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Representando cerca de US$ 12 milhdes (4% do total), em 2019, a piscicultura é o
segundo mais importante segmento de exportaces de pescado do Brasil (que no todo obteve US$
275 milhdes em exportacdes), sendo predominado pela exportacdo da tilapia, que representa 81,36%
(US$ 9.750.193) do volume total exportado (PEIXE BR, 2020) (Figura 4).

Figura 4 — Exportaces brasileiras da psicultura em 2019 (toneladas).

6000

5322.49

5000

4000

Toneladas
w
o
o
o

2000
1220.35
1000
0
Tilapias Outras espécies

Fonte: PEIXE BR, elaboracdo da autora.

A producdo mundial de pescados tem um crescimento anual médio de cerca de 3%
(GERVASIO, 2018). Devido a abundancia de agua, aproximadamente 12% dos recursos hidricos
mundiais, e 70% do territério em regides de clima tropical, o Brasil € um dos paises com maior
potencial de producdo de tilapia do mundo (LIMA, 2001). Igarashi (2018) concluiu que, com o
adequado investimento e manejo, a tilapicultura podera ter maior importancia para o crescimento
socioeconémico do Brasil, com potencial para aumentar a exportacdo para outros paises.

Na produgdo comercial em agua doce, os sistemas de cultivo mais utilizados séo
semi-intensivos e intensivos, tendo como meios produtivos mais comuns 0s Vviveiros escavados e 0S
tanques-rede (SEBRAE, 2014). O cultivo de tilapias em tanques-rede apresenta vantagens em relacdo
aos viveiros escavados, como a rapida implantacdo e retorno do investimento, alta produtividade,
controle da populacéo e maior facilidade de manejo e despesca (AYROZA, CARMO & AYROZA,
2011).

O sistema intensivo tem sido 0 mais vantajoso, possibilitando ao produtor obter

uma maior producéo e lucro com o cultivo de tilapias (IGARASHI, 2018). O sistema intensivo de
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tanques-rede no Brasil consiste na utilizacao de aguas publicas federais e estaduais oriundas de usinas
hidroelétricas, para instalacdo dos tanques onde sdo confinados os peixes em altas densidades (80 a
250 kg/m®) e alimentados com ragdo (ROCHA, KUBITZA & COSTA, 2011; SCHULTER &
VIEIRA FILHO, 2017).

Um dos principais fatores que limitam a producéo da tilapicultura no Brasil séo a
ocorréncia de doencas causadas por algumas bactérias presentes na agua e na microbiota dos peixes
que desencadeiam doencas quando o hospedeiro esta debilitado, constituindo importantes patégenos
na piscicultura intensiva, devido ao carater oportunista que causam significativos impactos
econémicos na producdo comercial de tilapias (LEIRA et al., 2017).

A transmissdo horizontal dessas bactérias ocorre de forma direta pelo contato com
peixes e/ou alimentos contaminados, e indireta pelo contato com a agua, o lodo ou substrato dos
sistemas de criacdo e, até mesmo, em equipamentos como redes, roupas, tanques de transporte, onde
podem permanecer durante um longo periodo (KUBITZA, 2001; LIM, WEBSTER, 2006). A
transmissao vertical em peixes ndo foi confirmada até o0 momento (MARCUSSO, 2017).

Além de sinais clinicos que comprometem a vida dos peixes, outros sinais, como
por exemplo as lesGes cutaneas, depreciam a qualidade do produto final, impossibilitando sua
comercializacdo (FIGUEIREDO et al., 2008).

De acordo com a legislacdo sanitaria para produtos de origem animal (BRASIL,
2017), as seguintes caracteristicas devem ser observadas na inspecdo de peixes a serem
comercializados: superficie do corpo limpa, com relativo brilho metélico e reflexos multicores
préprios da espécie, sem qualquer pigmentacao estranha; olhos claros, vivos, brilhantes, luzentes,
convexos, transparentes, ocupando toda a cavidade orbitaria; branquias ou guelras roseas ou
vermelhas, Gmidas e brilhantes com odor natural, proprio e suave; abdémen com forma normal, firme,
ndo deixando impressdo duradoura a pressdo dos dedos; escamas brilhantes, bem aderentes a pele, e
nadadeiras apresentando certa resisténcia aos movimentos provocados; carne firme, consisténcia
elastica, da cor propria da espécie; visceras integras, perfeitamente diferenciadas, peritdnio aderente

a parede da cavidade celomatica; anus fechado; e odor proprio, caracteristico da espécie.

1.1.2 Principais bactérias que acometem tilapias em tanques de producéo

1.1.2.1 Aeromonas Stanier, 1943.

As bactérias do género Aeromonas abrangem 36 espécies e 12 subespécies

descritas, sdo bastonetes gram negativos, anaerdbios facultativos, podendo ser méveis ou imdveis
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(JANDA & ABBOTT, 2010; EUZEBY, 2020). Aeromonas crescem em &gar sangue formando
colbnias circulares de 1-3 mm de didmetro, de coloragdo branca acinzentada, apds 24-48 horas de
incubagdo a 35°C e sdo melhor identificadas usando testes de cultura, coloragdo de Gram e testes
bioquimicos (PARKER & SHAW, 2011; BATRA, et al., 2016).

As principais espécies patogénicas do género Aeromonas sdo: A. hydrophila
(Chester 1901) Stanier 1943, A. caviae (ex Eddy 1962) Popoff 1984 e A. sobria Popoff e Veron, 1981
(TOMAS, 2012). A incidéncia global exata de infeccdes por Aeromonas ¢ desconhecida, sendo as
diversas espécies desse género encontradas em ambientes aquaticos, solo, alimentos, animais
invertebrados, répteis, anfibios, peixes, aves e mamiferos, incluindo humanos e animais domésticos
(JANDA & ABBOTT, 2010; PEIXOTO et al., 2012). Nos ultimos anos, varios estudos indicaram
presenca de Aeromonas spp. em produtos de consumo humano obtidos em supermercados (JANDA
& ABBOTT, 2010). Em peixes, sdo considerados invasoras secundarias, pois se instalam ao mesmo
tempo que outros organismos patoldgicos (PAVANELLI et al., 2008).

A patogenicidade de Aeromonas spp. esta associada a diversos fatores de viruléncia
que auxiliam no estabelecimento da infec¢do, permitindo a invasdo e colonizagdo da bactéria,
evitando o sistema de defesa do hospedeiro e causando danos (BATRA et al., 2016). Alguns desses
fatores como fimbria (adesinas filamentosas), flagelo, capsula polissacaridica e capsula-S, ajudam a
proteger a bactéria da fagocitose e do sistema complemento, e facilitam a sua adesdo ao hospedeiro
(SALYERS & WHITT, 2002).

A producdo de varias exotoxinas e enzimas como as hemolisinas, proteases, lipases
e elastases causam danos celulares e teciduais (BATRA et al., 2016). Os sistemas de secrecdo
facilitam a translocacdo de proteinas, os tipos Il e Il (T2SS e T3SS), presentes em Aeromonas,
permitem escapar da resposta imune do hospedeiro (TAVARES et al., 2015; BATRA et al., 2016).
Outra caracteristica desse género é a formacdo de biofilmes, que permitem sua persisténcia em
sistemas de distribui¢do de agua ou locais de processamento de alimentos (TAVARES et al., 2015).

As infecgdes em seres humanos ocorrem por via oral, através de agua e alimentos
contaminados, e por via cutanea, em piscicultores e manipuladores de alimentos, sendo caracterizadas
por quadros de gastroenterite, septicemia, infeccdo respiratoria, sindrome urémica hemolitica,
peritonite e feridas cutaneas (FIGUEIREDO et al., 2008; PARKER & SHAW, 2011; ABD-EL-
MALEK, 2017).

Em peixes, Aeromonas spp. acometem principalmente figado, baco, rins, cérebro,
branquias e musculatura esquelética, apresentando lesbes hemorragicas em diferentes regides do
corpo, lesdes ulcerativas, falta de apetite (anorexia), letargia, hemorragias, alteracdo na coloragéo das
branquias, sintomatologia nervosa, septicemia, degeneracdo das células hepéticas e do epitélio dos
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tubos renais, necrose das nadadeiras e morte (SCHERING-PLOUGH, 2007; FIGUEIREDO et al.,
2008, GRAF, 2015).

No Brasil, ndo h& dados sobre as perdas econémicas referentes a esta bacteriose,
mas sabe-se de seu grande impacto econdmico nas criacdes de tilapias (SCHERING-PLOUGH,
2007).

1.1.2.2 Streptococcus Rosenbach, 1884

O género Streptococcus abrange atualmente 129 espécies e 23 subespécies descritas
(EUZEBY, 2020). Dentre essas, destaca-se a espécie Streptococcus agalactiae Lehmann e Neumann,
1896, que causa grandes prejuizos na aquicultura no Brasil (BOTREL et al., 2010), sendo considerada
0 principal risco sanitario para criacbes comerciais de tilapia-do-Nilo no pais (LEIRA et al., 2017).

Streptococcus agalactiae pertence ao grupo B de Lancefield (GBS), sdo células
esféricas ou ovoides, imdveis, ndo esporuladas, anaerdbicas facultativas, gram-positivas, catalase
negativa, formam pares ou cadeias, B-hemoliticas (hemdlise completa), sendo caracterizadas por suas
capsulas polissacaridicas e apresentando 9 sorotipos conhecidos (sorotipos | a IX) (FIGUEIREDO,
2017). Os sorotipos mais comuns em peixes no mundo séo la, Ib e 111 (KAWASAKI et al., 2018) e 0
no Brasil, o sorotipo Ib é o mais prevalente (BARONY et al., 2017).

S. agalactiae apresenta fatores de viruléncia, como as toxinas formadoras de poros,
que sao a B-hemolisina/citolisina (B-H/C, CylE) e o fator CAMP (Cfb) que desencadeiam a lise das
células do hospedeiro; fatores de evasdo imune como o polissacarideo capsular rico em &cido sialico
(CPS), que previne o reconhecimento da bactéria, o superoxido dismutase (SodA) e o pigmento (reno-
polieno) que desintoxicam o oxigénio singlete e superoxido, a C5a peptidase (ScpB) e a protease
serina (CspA) que promovem aderéncia da bactéria e previnem o recrutamento de neutréfilos e a
morte das bactérias por fagocitose; os fatores de resisténcia aos peptideos antimicrobianos (AMPS)
como a alanilacdo do acido lipoteicoico, proteina de ligacdo a penicilina (PBP) e pili; e fatores de
adesdo e invasdo da célula hospedeira como as Proteina A (FbsA) e B (FbsB) de ligagdo ao
fibrinogénio, proteina de ligacdo a laminina (Lmb), proteinas repetidas ricas em serina (Srr) 1 e 2,
adesina bacteriana imunogénica (BibA), proteina aC e gene associado a invasdo (lagA) (FACKLAM,
2002; RAJAGOPAL, 2010).

A espécie S. agalactiae tem sido isolada de animais homeotérmicos terrestres ou
heterotérmicos aquaticos, indicando ampla diversidade de hospedeiros (EVANS et al., 2002).
Romano e Mejia (2003) relataram infec¢Bes por Streptococcus em manipuladores de tilapias

infectadas, mais frequentes em mulheres, por terem maior contato com o preparo dos alimentos.
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Em humanos, S. agalactiae € a causa mais comum de infeccdo bacteriana fatal em
recém-nascidos, por septicemia e meningite, e em adultos pode causar, bacteremia, pneumonia,
endocardite, artrite, infecgdes de tecidos, pele e trato urinario (EVANS et al., 2006; RAJAGOPAL,
2010; DELANNOY et al., 2013).

Os sinais clinicos classicos de infec¢do por S. agalactiae em peixes sdo anorexia,
escurecimento da pele, sintomas nervosos associados a natacdo erratica, letargia, exoftalmia,
opacidade de cdrnea, hemorragias difusas pelo corpo, na base das nadadeiras e nos opérculos,
ulceracdo da epiderme, congestdo branquial, hepatomegalia, esplenomegalia, e morte (SALVADOR
et al., 2005; SCHERING-PLOUGH, 2007; MARCUSSO et al., 2015). Ha também a ocorréncia de
estreptococose clinica atipica, onde observa-se peixes letargicos e surto de mortes sem sinais clinicos
externos (LEAL & FIGUEIREDO, 2018).

A estreptococose geralmente se manifesta na fase de engorda das tilapias, quando
0 produtor ja investiu muito em alimento e manejo desses animais (FACIMOTO, 2018). Séo
estimadas perdas anuais acima de 150 milhGes de dolares associadas ao género Streptococcus na
piscicultura mundial, e no Brasil, apesar de ndo existirem dados estatisticos associados as perdas
econdmicas por esta patologia, estimam-se enormes prejuizos econémicos (SHOEMAKER et al.,
2000; SCHERING-PLOGH, 2007).

1.1.3 Mecanismos de defesa de peixes

O sistema imune dos peixes € responsavel pela destruicdo de microrganismos
através de dois mecanismos de defesa que atuam na prevencdo de surto de doencas: 0S mecanismos
de defesa inatos (ndo especifico) e os mecanismos de defesa adaptativos (especifico), ambos divididos
em fatores de defesa mediada por células e fatores humorais (BILLER-TAKAHASHI, 2014).

A imunidade inata é composta por barreiras fisicas de defesa (como o0 muco, as
escamas e a pele) que atuam para impedir a entrada de patdégenos; por células de defesa que séo
responsaveis pela destruicdo de patdgenos (inflamacao, fagocitose, fagocitose com celulas acessorias
e citoxicidade néo especifica); e substancias encontradas no muco, soro e ovos dos peixes que inibem
o0 crescimento de microrganismos infecciosos (lisozima, sistema complemento, proteina C reativa,
interferon, lectina e transferrina) (YANO, 1996; KUBITZA & KUBITZA, 2013).

Na imunidade adaptativa, a defesa mediada por células acontece apds a fagocitose
da bactéria pelas células do sistema inato, onde fragmentos da fagocitose ligam-se a marcadores
superficiais das células apresentadoras de antigenos (macrofagos, células dendriticas e linfocitos B)
e sdo apresentados aos linfocitos T com ajuda do complexo principal de histocompatibilidade de
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classe Il (MHC II), ativando os linfocitos B; e na defesa humoral, os linfocitos B se dividem e formam
celulas que sofrem diferenciacdo, originando os plasmacitos (linfocitos B ativados) que produzem
anticorpos especificos para cada antigeno, e as células de memoria, que ficam inativas, mas prontas
para responder a um posterior contato com o antigeno (KUBITZA & KUBITZA, 2013; BILLER-
TAKAHASHI & URBINATI, 2014; ABBAS et al., 2015) (Figura 5).

Figura 5 - Sistema imunolégico de peixes.
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Fonte: Traduzido de Biller-Takahashi & Urbinati, 2014.

As moléculas de anticorpos possuem uma estrutura simétrica do nicleo composta
de duas cadeias leves idénticas e duas cadeias pesadas idénticas, que consistem em regides variaveis
de aminoterminal (V) (reconhecimento do antigeno) e regiGes carboxiterminais constantes (C); as
regides C das cadeias pesadas medeiam as funcdes efetoras e com base nas suas diferencas estruturais
dividem-se as moléculas de anticorpos em classes (isotipos) (ABBAS, 2015). Em peixes teleosteos,
trés diferentes isotipos de cadeia pesada de Ig foram identificados: IgM, IgD e IgT/Z, sendo
encontrados na pele, no intestino, no muco branquial, na bilis e sistemicamente no plasma
(MASHOOF & CRISCITIELLO, 2016).

A imunidade adaptativa produz respostas mais efetivas a exposicOes repetidas ao

mesmo antigeno, que sdo mais capazes de eliminar o antigeno do que as respostas primarias, devido
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a sua memoria imunoldgica, proporcionada pela ativacdo dos linfocitos da memdria que foi induzida
durante a resposta imune primaria, sendo uma das razGes pelas quais as vacinas conferem protecéo
duradoura contra infeccbes (ABBAS et al., 2015).

1.1.4 Vacinas para peixes

Atualmente, a principal medida terapéutica empregada em surtos de bacterioses é o
uso de antibioticos, que utilizados de forma indiscriminada podem afetar a biodiversidade das
comunidades de fitoplancton e zooplancton, pela poluicéo e degradacdo do meio ambiente, além da
possibilidade de ocorréncia de selecdo e disseminacgdo de estirpes bacterianas resistentes, e a presenca
de residuos de antimicrobianos nos peixes e meio ambiente que podem afetar os humanos através da
cadeia alimentar (SMITH et al., 1994; ABUTBUL et al., 2004; BURRIDGE et al., 2010).

Existem dois antimicrobianos aprovados para uso na aquicultura no Brasil, a
oxitetraciclina (OTC) e o florfenicol (FFC), sendo apenas esse Ultimo autorizado para tratamento de
doencas em tilapia-do-Nilo (SINDAN, 2018). Além desses, outros aprovados para uso em outras
espécies ou mesmo ndo aprovados, sao ilegalmente utilizados (ASSANE, 2018).

Uma alternativa ao uso de antibidticos na prevencao de infeccGes € a vacinacao dos
peixes, que induz a formacdo de anticorpos especificos, conferindo protecdo e seguranca para 0
hospedeiro imunizado (CHAKRAVARTI et al., 2001). A protecdo vacinal contra Streptococcus
agalactiae é sorotipo-especifica, pois cada sorotipo possui uma estrutura quimica diferente, e portanto
0s anticorpos produzidos contra um deles ndo sdo capazes de reagir com o0s demais e neutraliza-los,
dessa forma, a eficacia da vacina pode variar devido a existéncia de diferentes sorotipos e ao perfil
genético das cepas circulantes (FIGUEIREDO, 2017).

Os sistemas de entrega de antigenos utilizados nas vacinas em tilapias podem ser
classificados em vacinas replicativas e ndo replicativas (MUNANG’ANDU et al., 2014). O sistema
replicativo compreende vacinas vivas atenuadas, usando passagem serial e tratamento quimico para
atenuar cepas virulentas em cepas avirulentas; vacinas de vetores vivos heter6logos, que codificam a
proteina antigénica de um patogeno virulento inserido em outros organismos replicativos que néo
causam doenca no hospedeiro vacinado; e vacinas de DNA que s&o feitas usando diferentes proteinas
de superficie de bactérias codificadas em plasmideos de vetores (MUNANG’ANDU et al., 2016).

O sistema néo replicativo inclui as vacinas inativadas de células inteiras, aplicadas
com adjuvantes que aumentam sua imunogenicidade e que sdo consideradas seguras por nao
apresentarem perigo de reversdo para viruléncia; as vacinas de subunidades, desenvolvidas para

codificar proteinas antigénicas especificas; e vacinas extracelulares, que utilizam proteinas
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extracelulares de bactérias para producdo de imunidade protetora contra diferentes doencas de peixes
(PASNIK et al., 2005; MUNANG’ANDU et al., 2014; MUNANG’ANDU et al., 2016; STRATEV
& ODEYEME, 2016).

Os sistemas de administracdo usados para administrar vacinas em tilapias podem
ser divididos em vacinacao parenteral (injecdo intraperitoneal e intramuscular) e mucosa (vacinacao
por imersdo, spray e oral) (MUNANG’ANDU et al., 2016, STRATEV & ODEYEME, 2016). A
administracdo de adjuvantes com antigenos manifesta respostas de anticorpos significativamente
superiores em peixes, 0s adjuvantes a base de Oleo sdo os mais eficazes quando injetados
intraperitonealmente (MORRISON & NOWAK, 2002).

Algumas varidveis podem afetar a resposta de anticorpos em peixes: a temperatura
da agua, a concentracdo do antigeno (dose e/ou reforco), o antigeno e os diluentes adjuvantes, a via
de administracdo, a idade e o tamanho do peixe, 0 historico genético, entre outros (MORRISON &
NOWAK, 2002).

Os peixes sdo animais heterotermos, tendo sua temperatura variada em funcdo da
temperatura da agua, as tilapias sdo peixes tropicais que apresentam conforto térmico entre 27 a 32°C
(KUBTIZA, 2000). Dessa forma, esse fator € fundamental para eficiéncia da resposta imune, que
varia conforme a zona de conforto térmico do animal, levando a um retardo ou até ineficiéncia na
montagem da resposta imunoldgica (FIGUEIREDO, 2009).

A escolha do microrganismo para o preparo da vacina deve levar em conta a
viruléncia da amostra, para que haja uma inducéo eficiente da resposta imune, e a incorporacdo de
substancias (adjuvantes) que potencializem a inducdo e tempo da resposta imune, mas que ndo
provoquem lesdes nos tecidos dos animais que podem acarretar em descarte da carcacga
(FIGUEIREDO, 2009).

A idade minima para a administracdo de vacinas é ap6s a maturacdo dos 6rgdos
imunes, quando o sistema imune dos peixes estd completamente desenvolvido, para que as vacinas
sejam eficientes, porém ainda sdo necessarios estudos especificos para cada espécie para
determinacéo da idade ideal (FIGUEIREDO, 2009).

1.2 Justificativa

O consumo de peixes tém aumentado mundialmente nos ultimos anos, e o Brasil se

insere nesse contexto, atendendo uma demanda de 14,4 kg por habitante/ano, acima do recomendado
pela Organizacdo Mundial de Saude e com grande potencial de ampliacéo de producdo, para que além
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da demanda nacional atenda também a exportacdo para outros paises, sendo esse um segmento de
grande relevancia para a economia nacional. A Organizagdo das NacGes Unidas para a Alimentacao
e a Agricultura estima que, em 2025, o Brasil registre um crescimento de 104% na producéo de pesca
e aquicultura.

Para que essa ampliacdo seja realizada de forma consciente e sustentavel, tendo em
vista a necessidade da producdo em altas densidades de estocagem, deve-se investir em pesquisas e
produtos que, juntamente com o adequado manejo, proporcionem a reducao de perdas por patdgenos
e melhorem a qualidade do produto.

Além da importancia econdmica, o investimento na prevencao de doencas de peixes
atua também na prevencdo da contaminagdo de seres humanos, visto que tratam-se de zoonoses, que
por vezes podem ser resistentes aos antibioticos mais comumente utilizados, sendo capazes de trazer
sérias consequéncias nos casos mais graves de infeccdo, principalmente para os grupos de risco. A
antibioticoterapia como medida de controle dessas doencas também pode acarretar em residuos de
antibioticos na carne dos peixes e no meio ambiente.

Dessa forma, a industria necessita de estratégias para a minimizagdo desses efeitos
negativos, sendo a vacinacdo dos peixes de producdo uma ferramenta ja utilizada em paises
produtores de pescados em tangues artificiais, e que tem se expandido nos ultimos anos. Entretanto,

ainda ha escassez no mercado de uma vacina comercial de alta eficacia para as produgdes brasileiras.

2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar a capacidade imunoprotetora de uma vacina bivalente contra Aeromonas
sobria e Streptococcus agalactiae em tilapias-do-Nilo (Oreochromis niloticus) provenientes de

tanques de producéo do Oeste do Parand, Brasil, sob condi¢des experimentais.

2.2 Especificos

- Desenvolver e administrar por via intraperitoneal (i.p.) uma vacina bivalente com
cepas de A. sobria e S. agalactiae em tilapias-do-Nilo;
- Avaliar a atividade aglutinante do soro das tilapias-do-Nilo apos aplicacdo da

vacina bivalente;
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- Infectar os individuos vacinados e ndo-vacinados com A. sobria e S. agalactiae
30 dias apos a vacinacao;

- Analisar a vacina através de medidas de eficicia de vacinas até 30 dias apos a
infeccdo experimental;

- Verificar a ocorréncia de alteracbes histologicas em pele, figado e baco das

tildpias-do-Nilo apds a vacinacgdo e apos a infecgdo experimental.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Peixes e periodo pré-experimental

O experimento foi conduzido no Laboratorio de Tecnologia de Producdo de
Vacinas da Universidade Federal da Integracdo Latino-Americana - UNILA - Brasil. Para as analises
foram utilizadas um total de 92 tilapias (Oreochromis niloticus), com peso médio de 50g, de origem
comercial das cidades de Toledo e Foz do Iguagu, no oeste do Parana. Os peixes foram distribuidos
em dois aquarios com 200L de agua desclorada, com fluxo de 1000 litros/hora, aeracdo continua e
temperatura controlada a 30°C. A alimentacao era fornecida duas vezes ao dia com racdo comercial
(36% de proteina bruta) na proporg¢éo de 1% de peso vivo por dia e a limpeza era realizada diariamente
por sucgdo. Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentagio
Animal (CEUA) da UNILA, protocolo 001/2018 (Anexo ).

3.2 Isolamento e cultivo das cepas bacterianas

Foram isoladas Aeromonas sobria e Streptococcus agalactiae de tilapias com sinais
clinicos de bacterioses de tanques de producdo de Foz do Iguagu e Toledo. Para os isolamentos das
cepas vacinais e das cepas de infeccdo experimental foram coletadas amostras de fragmentos de rim,
figado, baco, coracdo e cérebro. As amostras foram inoculadas em meio de agar sangue e
acondicionadas em estufa a 28°C por 48h. Apos o crescimento das colonias, estas foram previamente

identificadas através dos testes de catalase e coloragdo de Gram.



26

3.3 Identificacdo bioquimica das cepas isoladas

A identificagdo bacteriana automatizada foi realizada utilizando o equipamento
VITEK® 2 Compact (bioMérieux, Inc.), de acordo com as instrucdes do fabricante. Para a
identificacdo das estirpes foi empregado o cartdo GN (cartdo para identificacdo de bactérias gram-
negativas) e o cartdo GP (cartdo para identificacdo de bactérias gram positivas). Coldnias de culturas
com 24 horas foram suspensas em solucdo de NaCl 0,45%. Apos a identificacdo, as cepas foram
cultivadas em meio liquido de infusdo de cérebro e coracdo (BHI) e incubadas em incubadora shaker
a 30°C por 48h. As analises foram feitas pelo Laboratdrio de Analises Clinicas do Hospital Ministro

Costa Cavalcanti.

3.4 ldentificacdo do sorotipo da cepa isolada de S. agalactiae

Apos a identificacdo bioquimica de Streptococcus agalactiae, as cepas foram
submetidas a analise de soroaglutinacdo para determinagdo do sorotipo com os Kits comerciais Strep
B Latex Ib (Statens Serum Institute, Dinamarca) lote LBIb-P1 e Strep B Latex Il (Statens Serum
Institute, Dinamarca) lote LSBIII-1-8, de acordo com as recomendacdes do fabricante. As analises
foram feitas pelo Laboratério de Doencas de Animais Aquaticos (AQUAVET) da Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG).

3.5 Desenvolvimento da vacina bivalente

Para o preparo da vacina, as culturas foram inativadas por adicdo de formalina
tamponada a 10%, concentragéo final de 3%, em incubadora Shaker, em temperatura ambiente por
24h. Uma aliquota de cada cultura foi semeada em agar sangue para confirmacgdo da inativagao das
células. As culturas inativadas foram centrifugadas a 6000 RPM por 30 minutos, a 4°C. Os pellets
das culturas foram lavados e ressuspendidos em solugdo salina estéril a 0,9%. A concentracao
bacteriana foi determinada por contagem em camara Neubauer, obtendo uma concentragéo final de 2
x 108 células/mL para S. agalactiae e 9 x 108 células/mL para A. sobria. Para a dose da vacina, a
concentracdo de cada cepa foi ajustada para 1 x 107 células/dose e misturadas a um adjuvante
(MONTANIDE™ [SA). Apos a homogeneizagdo da vacina, a mesma teve o pH ajustado e foi
refrigerada durante 48h para anélise da estabilidade.
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3.6 Delineamento e infeccdo experimental

Para a vacinacdo e infeccdo experimental, os peixes foram anestesiados com
eugenol e pesados individualmente. No grupo tratamento, 46 individuos receberam uma dose de 50uL
da vacina por via intraperitoneal (i.p.) € no grupo controle, 46 individuos receberam 50uL de solucéo
salina estéril (NaCl 0,9%) por via i.p. A inducdo da infeccdo experimental foi realizada 30 dias apds
a vacinagdo, onde a concentragio das cepas isoladas de ambas bactérias foi ajustada para 1x108
celulas/dose e foram aplicadas doses de 50uL por via i.p em todos os individuos de cada grupo
(Tabela 1).

Tabela 1 — Delineamento experimental da vacina de Streptococcus agalactiae e Aeromonas sobria aplicada por via
intraperitoneal (i.p.) em tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) em Foz do Iguagu-PR.

. o Vacinacgao Desafio Eutanasia
Grupo  Tipo de tratamento  N° de tilapias ] _ )
Dia 0 Dia 30 Dia 60
1 | Controle | 46 Né&o 1.p. Sim
2 | Vacinado | 46 | i.p. | i.p. | Sim

Fonte: a autora, 2019.

3.7 Teste de aglutinacéo de antigenos

O teste de aglutinacdo foi conduzido 30 dias apds a vacinagdo. Foram coletados
soros de 2 peixes de cada grupo experimental. O teste foi realizado com o antigeno de ambas
bactérias, S. agalactiae e A. sobria, separadamente. Foram adicionados 20 pL do antigeno da bactéria
e 20 uL dos soros de peixes do grupo controle e do grupo vacinado nas dilui¢des 1:10, 1:100 e 1:1000.

Os soros foram diluidos em solucéo salina estéril (NaCl 0,9%).

3.8 Avaliacao clinico-patoldgica de peixes

A avaliacgéo dos sinais clinicos foi realizada diariamente nos periodos de p6s-vacina
e pos-desafio onde as mudangas externas macroscépicas e as mudangas comportamentais que foram
observadas foram anotadas em uma ficha de andlise. Foram anotadas a primeira apari¢do de uma

alteracdo em um peixe em cada grupo separadamente.
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As alteracdes foram analisadas com base nas alteragdes comuns para aeromonose e
estreptococose, como: anorexia, exoftalmia, distensdo do abdémen, natagdo errética, lesdo da pele,
olhos opacos, escurecimento da pele, letargia, hemorragia, lesdes hemorragicas, erosdo das
nadadeiras, ulceracdo, descamacdo, baixa alimentacdo, fluido na cavidade visceral, necrose das

branquias, alteracdo na coloracao e/ou tamanho dos 6rgéos, deterioracao dos 6rgdos e morte.

3.9 Andlises histopatoldgicas

Foram coletados fragmentos de pele da regido intracelomatica de 5 peixes de cada
grupo experimental, uma semana apds a vacinacdo (T1), de 3 peixes de cada grupo, duas semanas
apos a vacinacdo (T2) e de 2 peixes de cada grupo, trés semanas ap6s a vacinagdo (T3). Ao fim do
experimento, todos os peixes sobreviventes foram submetidos a eutanasia por aprofundamento do
plano anestésico, necropsiados e foram coletados fragmentos de figado e bago de 4 peixes de cada
grupo experimental. As amostras foram acondicionadas em paraformaldeido e refrigeradas até o
momento da analise histopatoldgica. As amostras foram encaminhadas para a Universidade Federal
do Espirito Santo (UFES) e foram submetidas ao processamento para a realizacdo de cortes
histologicos de Sum, corados com hematoxilina e eosina. As laminas foram analisadas, quanto as
alteracdes estruturais e celulares, e classificadas pela intensidade da leséo: (0) Ausente, (1) Discreta,

(2) Moderada e (3) intensa ou severa.

3.10 Anélise Estatistica

Para verificar a significancia estatistica entre os grupos vacinados e controle, foi
utilizado o teste de Qui-quadrado corrigido por Yates (nivel de significancia de 5%). O calculo do
Risco Relativo (RR) (1C=95%) foi realizado para verificar a for¢ca de associa¢do entre a exposicao a
vacina e o seu efeito protetor. Para avaliar os pesos dos grupos controle e vacinado, foi aplicado o
teste de Mann-Whitney (p <0,05). Para comparacao das Curvas de Sobrevivéncia foi aplicado o teste
Log-rank (Mantel-Cox) (p <0,05). A analise dos resultados histologicos foi realizada através do teste
T de Student. Para os calculos mencionados, foi utilizado o pacote estatistico GraphPad Prism. A

eficacia da vacina foi calculada como porcentagem de sobrevivéncia relativa (RPS), segundo Amend
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(1981): RPS =1 — (% mortalidade dos animais vacinados / % mortalidade dos animais controle) x
100.

4. RESULTADOS

4.1. ldentificacdo bacteriana de Aeromonas sobria e Streptococcus agalactiae

A identificacdo bacteriana obteve 99% de probabilidade para Aeromonas sobria e

98% de probabilidade para Streptococcus agalactiae, conforme Tabelas 2 e 3.

Tabela 2 - Relatério de Laboratério do equipamento Vitek2 Compact mostrando a identificacdo de Aeromonas sobria

APPA - ADO - PyrA - IARL - dCEL - BGAL +
H2S -  BNAG + AGLTp - dGLU + GGT - OFF +
BGLU - dMAL + dMAN - dMNE + BXYL - BAlap -
ProA + LIP - PLE - TyrA - URE - dSOR -
SAC + dTAG - dTRE + CIT - MNT - S5KG -
ILATk - AGLU - SUCT - NAGA - AGAL - PHOS -
GlyA - 0ODC - LDC - IHISa - CMT + BGUR -
O129R + GGAA + IMLTa - ELLM + ILATa -

Cartdo: GN (Gram-negativo); 99% Probabilidade. Confianga: Excelente identifica¢do. - = negativo; + = positivo; (-) or
(+) = reagBes fracas perto do limiar de teste. 5KG = 5-Keto-D-gluconate; ADO = Adonitol; AGAL = Alpha-
galactosidase; AGLTp = Glutamyl Arylamidase pNA; AGLU = Alpha-glucosidase; APPA = Ala-Phe-arylamidase;
BAlap = Beta-alanine arylamidase pNA; BGAL = Beta-galactosidase; BGLU = Beta-glucosidase; BGUR = Beta-
glucoronidase; BNAG = Beta-N-acetyl-glucosaminidase; BXYL = Beta-xylosidase; CIT = Citrate (Sodium); CMT =
Coumarate; dCEL = D-cellobiose; dGLU = D-glucose; dMAL = D-maltose; dMAN = D-manitol; dMNE = D-mannose;
dSOR = D-sorbitol; dTAG = D-tagatose; dTRE = D-trelose; ELLM = Ellman; GGAA = Glu-Gly-Arg-arylamidase;
GGT = Gamma-glutamyl-transferase; GlyA = Glycine arylamidase; H2S = H2S production; IARL = L-arabitol; IHISa
= L-histidine assimilation; ILATa = L-lactate assimilation; ILATk = L-lactate alkalinisation; IMLTa = L-malate
assimilation; LDC = Lysine decarboxylase; LIP = Lipase; MNT = Malonate; NAGA = Beta-N-acetyl-
galactosaminidase; O129R = 0/129 Resistance; ODC = Ornithine decarboxylase; OFF = Fermentation/Glucose; PHOS
= Phosphatase; PLE = Palatinose; ProA = L-proline arylamidase; PyrA = L-pyrrolydonyl-arylamidase; SAC =
Saccharose/Sucrose; SUCT = Succinate alkalinisation; TryA = Tyrosine arylamidase; URE = Urease.

Fonte: a autora, Vitek2, 2019.

Tabela 3 - Relatério de Laborat6rio do equipamento Vitek2 Compact mostrando a identificagdo de Streptococcus

agalactiae.
AMY - PIPLC - dXYL - ADH1 + BGAL - AGLU -
APPA - CDEX - AsSpA - BGAR - AMAN - PHOS +

LeuA + ProA - BGURr - AGAL - PyrA - BGUR -
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AlaA + TyrA - dSOR - URE - POLYB + dGAL +
drRIB - ILATk - LAC - NAG + dMAL + BACI +
NOVO + NC6.5 - dMAN - dMNE  + MBDG + PUL -
dRAF - O129R - SAL + SAC + dTRE + ADH2s +
OPTO +

Cartdo: GP (Gram-positivo); 98% Probabilidade. Confianca: Excelente identificagfo. - = negativo; + = positivo; (-) or (+)
= reac0es fracas perto do limiar de teste. ADH1 = arginine dihydrolase; ADH2S = arginine dihydrolase; AGAL = alpha-
galactosidase; AGLU = alpha-glucosidase; AlaA = alanine arylamidase; AMAN = alpha-mannosidase; AMY =
amygdalin; APPA = ala-phe-pro arylamidase; AspA = L-aspartic acid arylamidase; BACI = bacitracin resistance; BGAL
= beta-galactosidase; BGAR = b-galactopurinosidase; BGUR = beta-glucorinidase; BGURr = beta-glucorinidase; CDEX
= alpha-cyclodextrin; dGAL = galactose; dMAL = maltose; dMAN = mannitol; dMNE = mannose; dRAF = raffinose;
dRIB = ribose; dSOR = sorbitol; dTRE = trehalose; dXYL = xylose; LAC = lactose; LeuA = L-leucine arylamidase;
ILATK = lactate; MBDG = methyl-beta-D-glucopyranoside; NAG = N-acetyl-glucosamine; NC6.5 = growth in 6.5; NaCl;
NOVO = novobiocin resistance; O129R = 0/129 resistance; OPTO = optochin resistance; PHOS = alkaline phosphatase;
PIPLC = phosphatidylinositol-Phospholipase C; POLYB = polymixin B resistance; ProA = Pro arylamidase beta-
glucuronidase; PUL = pullulan; PyrA = L-pyroglutamic acid arylamidase; SAC = sucrose; SAL = salicin; TyrA =tyrosine
arylamidase; URE = urease.

Fonte: a autora, Vitek2, 2019.

O resultado da sorotipagem especifica para as amostras de Streptococcus

agalactiae apresentou serem do sorotipo IlI.

4.2. Eficécia da vacina bivalente contra Aeromonas sobria e Streptococcus agalactiae

Os resultados da eficacia da vacina contra A. sobria e S. agalactiae inoculada via
i.p em tilapias foram P=0,0042, indicando significancia estatistica entre os grupos, RR=0,13 (IC 95%:
0,02 - 0,75), indicando que ha um risco diminuido de que os individuos expostos (vacinados)
desenvolvam a doenca, e RPS=91% (Tabela 4).

Tabela 4 - Eficacia de uma vacina bivalente contra Aeromonas sobria e Streptococcus agalactiae inativados aplicada por
via intraperitoneal em tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus). * Qui-quadrado corrigido por Yates; RR = Risco Relativo;
RPS = Porcentagem Relativa de Sobrevivéncia.

Tratamento Obitos/Total (%) P*(<0,05) RR (IC 95%) RPS%
Vacinado 1/34 (2,94)
Controle 11/34 (32,34) 0,0042 0.13 o

Fonte: a autora, 2019.

4.3. Aglutinagdo de antigenos pos vacina

Os testes de aglutinacdo apresentaram alta atividade aglutinante com os soros de

peixes vacinados para 0s antigenos de ambas bactérias nas trés dilui¢fes testadas (1:10, 1:100 e
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1:1000) ap6s 30 dias da aplicacdo da vacina por via i.p. Os soros dos peixes do grupo controle ndo

apresentaram aglutinacdo para os antigenos de ambas bactérias (Figura 6).

Figura 6 - Visualizacéo do teste de aglutinagdo com os antigenos de Aeromonas sobria e Streptococcus agalactiae e
soros de tilapias-do-Nilo dos grupos controle e vacinado, nas dilui¢gdes 1:10, 1:100 e 1:1000. Objetiva 40x.

Aeromonas sobria Streptococcus agalactiae
Controle Vacinado Controle Vacinado

1:1000

Fonte: autora, 2019.

4.4. Mortalidade de tilapias dos grupos controle e vacinado ap6s desafio experimental

A mortalidade do grupo vacinado foi de 01 (2,94%) e do grupo controle de 11
(32,34%). No grupo vacinado, o peixe morreu no 18° dia p6s infeccdo experimental, porém néo
apresentou sinais clinicos das doencas.

No grupo controle, os 11 peixes morreram nos dias 12, 15, 21, 22 e 30 ap0s a
infeccdo experimental. As curvas de sobrevivéncia dos grupos controle e vacinados apresentaram

diferencas significativas (P = 0,0035) (Figura 7).
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Figura 7 - Sobrevivéncia de tilapias-do-Nilo vacinadas e nao-vacinadas (controle) ap6s infeccéo intraperitoneal com
1x108 células/dose de Aeromonas sobria e 1x108 células/dose de Streptococcus agalactiae durante o periodo
experimental de 30 dias. P = 0,0035.
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Fonte: a autora, 2019.

No dia da vacinagéo, os peixes dos grupos controle e vacinados apresentaram um
peso médio de 50,2 + 17,2 g e 50,0 £ 19,2 g, respectivamente, sem diferenca significativa (P =
0,7133). Trinta dias ap0s a vacinacao e antes da infeccdo experimental, 0s peixes dos grupos controle
e vacinado apresentaram peso médio de 119,3 + 27,9 g e 103,3 + 23,7 g, com diferenca significativa
(P = 0,0092). Sessenta dias ap0s a vacinacdo e trinta dias ap0s a infeccdo experimental, 0s peixes
controle e vacinados apresentaram peso médio de 150,0 + 50,3 g e 164,2 + 33,7 g, respectivamente,
ndo apresentando diferenca significativa (P = 0,2197) (Figura 8).

Figura 8 - Variacao do peso dos peixes dos grupos controle e vacinado durante o experimento: dia da vacinacgéo (P =
0,7133), dia da infeccdo experimental (P = 0,0092) e dia da eutanasia (P = 0,2197).

Peso Inicial Peso Pré-Infeccio Peso Pos-Infeccio
(Dia da Vacinagio) (30 dias Pés-Vacinacio) (60 dias Pés-Vacinacio)
100 200 250
T 200 —
80 —|— 1501
C C e
s 60 o 2 150
8 & 100 &
40 100 J_
20 l 50 50
0 T T 0 T T 0 T T
.é.&b . § é&@ . é;? 63@ . .;@‘éj
& & F & & &
& R O & O R

Fonte: a autora, 2019.
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4.5. Protecdo da vacina bivalente contra sinais clinicos de infec¢do por Aeromonas sobria e
Streptococcus agalactiae

Os peixes de ambos 0s grupos apresentaram baixa ingestdo alimentar apds a
inoculacédo de solucdo salina e vacina, que retornou ao normal no dia seguinte (Figura 9). Os peixes
dos grupos controle e vacinado ndo apresentaram lesdo na regido de inoculacdo (Figura 10). Ao final
do experimento, os peixes do grupo vacinado nao apresentaram sinais clinicos macroscopicos.

Os sinais clinicos dos peixes do grupo controle foram: hemorragias; deterioracéo e
hemorragia das nadadeiras; lesbes ulcerativas; liquido amarelo ou com sangue presente na cavidade
visceral; branquias com excesso de muco e presenca de areas necroéticas (amareladas ou marrons);
figado deteriorado e hemorragico; vesicula biliar escura e cor palida dos érgdos; anorexia; cor da pele
alterada; letargia; natacdo irregular (indicando envolvimento do sistema nervoso central) e olhos

opacos (Tabela 5) (Figura 11).

Tabela 5 — Ficha de anélise das caracteristicas fisicas externas e internas e caracteristicas de comportamento observadas
nos periodos pds-vacinacdo e pds-infeccdo e na necropsia, nos grupos controle e vacinado. DPV = Dias Pés-Vacinacao;
C = Peixe(s) do grupo controle; V = Peixe(s) do grupo vacinado.

Dias Pés-Infecgao
Sinais Clinicos 1 DPV Necropsia
1 456 712 15 17 18 202122 29 30
Anorexia C
Exoftalmia
Distenséo do Abdémen C C
Natac&o Errética C
Lesdo da pele cccc C
Olhos opacos C C
Escurecimento da pele C
Letargia C
Hemorragia ccC C
LesBes hemorragicas C
Eroséo das nadadeiras C
Ulceragéo
Descamacao
Baixa alimentacéo VvC VC C
Fluido na cavidade visceral C
Necrose das branquias
Alteracdo na coloracao dos 6rgaos
Alteracdo no tamanho dos 6rgédos
Deterioragdo dos 6rgédos C
Morte c C Vv cC C
Fonte: a autora, 2019.
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Figura 9 — Peixes dos grupos controle (a) e vacinados (b) apds administra¢do via i.p. de 50 pL de solucao salina estéril

(NaCl 0,9%) e dose da vacina, respectivamente.

a)

Fonte: Adrieli Barboza de Souza, 2019.
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Figura 10 - Regido intraperitoneal dos peixes dos grupos controle (2) e vacinado (b) sem lesdes no local de inoculagcéo

(L1).

a)

Fonte: Adrieli Barboza de Souza, 2019.
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Figura 11 — a) Peixes do grupo controle ap6s infeccdo experimental por A. sobria e S. agalactiae apresentando
hemorragias (HE) pelo corpo e nadadeiras, deterioracdo das nadadeiras (DN), lesdes ulcerativas (LU), palidez cutanea
(PC), liquido amarelado/sanguinolento na cavidade visceral (LCV) , deterioracdo de 6rgdos (DO), excesso de muco nas
branquias (EMB), necrose (NB) e palidez das branquias (PB), deterioracdo (DO) e hemorragia (HE) do figado. b)

Peixes do grupo vacinado com aparéncia saudavel, sem sinais clinicos externos e internos.

2) pN HE

Fonte: Adrieli Barboza de Souza, 2019.
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4.6.Analise Histopatoldgica

A analise histopatologica de figado das tilapias de ambos 0s grupos apresentaram:
congestdo, degeneracdo microgoticular difusa ou multifocal e infiltrado inflamatério mononuclear
difuso ou multifocal. As analises de bago das tilapias de ambos os grupos apresentaram: hiperplasia
de polpa branca (grupo vacinado) e de poupa vermelha (grupo controle) e hemossiderose. Ndo houve

diferenca estatistica entre os grupos vacinado e controle (Figura 12).

Figura 12 — Resultado da analise histopatoldgica de figado e bago de tilapias-do-Nilo vacinadas e ndo-vacinadas
(controle) ap6s infeccdo intraperitoneal com 1x108 células/dose de Aeromonas sobria e 1x10% células/dose de
Streptococcus agalactiae durante o periodo experimental de 30 dias. Os grupos ndo apresentaram diferencas

estatisticamente significativas.
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Fonte: autora, 2020.

As analises histologicas teciduais da regido intraperitoneal das tilapias do grupo
vacinado apresentaram: deposicao de coldgeno perpendicular a musculatura, areas focais de formagéo
de cartilagem, hiperqueratose e hiperplasia no T2 e melandcitos subepiteliais no T3. O grupo controle
apresentou: infiltrado inflamatorio no T1, hiperplasia, degeneracdo microgoticular do musculo e

autoélise no T3.
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5. DISCUSSAO

Nas duas Ultimas décadas, 0 consumo per capita de peixes aumentou em mais de
100%, atingindo um recorde de 20 kg ano! em 2014 (FAO, 2016). No Brasil, a piscicultura
movimenta cerca de R$ 4 bilhGes/ano e gera 1 milh&o de empregos diretos, com produgdo estimada
em 722.560 mil toneladas anuais, sendo 400.280 mil/ton/ano de tilapia, 287.910 mil/ton/ano de
“Peixes Nativos” e 34.370 mil/ton/ano de outras espécies (PEIXE BR, 2020). A preferéncia de
piscicultores e empresarios pela tilapia se da por fatores como: a facilidade de criacéo, resisténcia as
doencas, sabor da carne, bem como a utilizacao de sua pele, na medicina, industria farmacéutica e em
artefatos de couro (CAMOLEZE, 2019).

No Brasil, a criagdo da tilapia para fins comerciais e econdmicos teve inicio em
1990, no estado do Parana, sendo a regido oeste do estado pioneira na implementacéao de frigorificos
dedicados exclusivamente ao processamento de tilapias, e em pouco tempo tornando o estado no
maior produtor nacional e mantendo essa posicéao através de investimentos na producéo (KUBTIZA,
2003; PEIXE BR, 2020).

Segundo Gentry (2017), existem condicBGes para a producdo mundial anual de
peixes ser cada vez maior. Entretanto, um dos problemas que dificulta o aproveitamento do potencial
de expansédo da piscicultura é o volume de perdas causadas por doencas bacterianas associado ao
surgimento de varias cepas resistentes aos poucos antimicrobianos disponiveis para uso legal no setor
(ASSANE, 2018).

Vacinacdo, quimioterapia e uso de estimulantes sdo as estratégias comprovadas
mais utilizadas mundialmente na piscicultura, visando alternativas para a eficiéncia e otimizacdo da
criacdo de peixes, com reducdo do estresse, fortalecimento do sistema imunolégico e da satde dos
animais, bem como o combate as doengas (BALDISSEROTTO et al.,, 2014). O sucesso na
piscicultura ndo depende de apenas um fator, mas sim de um conjunto de agOes, e dessa forma a
imunizacdo dos peixes atua como um complemento importante na obtencéo de produtos de qualidade
e consequentemente maior rendimento na producgéo.

Estudos (MELO et al., 2015; MUNANG’ANDU et al., 2016; LIU et al., 2016) que
analisaram diversos protocolos vacinais em tilapias demonstram que as vacinas inativadas de células
inteiras correspondem ao sistema de entrega de antigeno mais utilizado, por nao representarem risco
de reversdo a viruléncia. O sistema de administracdo intraperitoneal € comumente o mais utilizado e
apresenta melhores resultados comparado a outros sistemas, como por banho de imerséo, via spray

ou via oral (adicionados a ragdo), visto que esses sistemas, apesar de serem de mais facil manejo, ndo
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estimulam a producdo de anticorpos de forma eficaz (LAMERS et al., 1985; EVANS et al. 2004;
LONGHI et al., 2012; MUNANG’ANDU et al., 2016; LIU et al., 2016).

A aglutinacdo € funcdo dos anticorpos, que possuem uma acdo mais especifica entre
0s antigenos, sendo produzidos pelos plasmdcitos (ELLIS, 1999; BARBUIO, 2013). No estudo de
Klesius et al. (2000), tilapias-do-Nilo apresentaram maior aglutinacdo ap0s vacina i.p. contra
Streptococcus iniae. Carpas (SELVARAJ et al., 2004) e esturjoes (KHOSHBAVAR-ROSTAMI et
al., 2007) imunizados com A. hydrophila também apresentaram maior titulo de aglutinacdo apos a
vacinacdo. Tilapias-do-Nilo vacinadas por via i.p. com vacina polivalente, incluindo A. hydrophila
na composicdo, apresentaram titulo de aglutinacdo do soro superior nos dois periodos de avaliacdo
para todas as bactérias (SILVA et al., 2009). Corroborando com esses resultados, no presente estudo
a aglutinacdo se mostrou aumentada para A. sobria e S. agalactiae nas 3 dilui¢cdes testadas apds 30
dias da vacinacdo, confirmando gue a vacina induziu a producédo de anticorpos para ambas bacteérias.

Além da escolha dos melhores sistemas de entrega de antigeno e de administracéo
da vacina, a sua eficacia em condic¢fes naturais € um fator de grande relevancia. Kozinska e
Antychowicz (2001) imunizaram carpas (18-220g) por via i.p. com 5x10® células de A. sobria
inativadas por formalina e relataram uma RPS de 100% ap06s o desafio (28 dias apds imunizacao) por
injecdo subcutanea com 3x10’ células, mas apenas quando mantiveram a temperatura a 12°C, no
grupo com temperatura a 23°C, a RPS foi de 17%, ndo sendo viavel para a realidade dos tanques de
producdo, onde a temperatura costuma ser elevada, principalmente na estacao de verao, onde ocorrem
a maior parte dos surtos de doencas. Nosso estudo apresentou uma vacina eficaz em ambiente a 30°C,
mimetizando a condicdo de estresse térmico durante 30 dias pds desafio.

Em alguns estudos vacinais para tilapias, as concentracfes bacterianas nas doses
dos desafios experimentais foram menores do que as concentragdes bacterianas da vacina testada.
Evans et al. (2004), (2005) e Pasnik (2006) utilizando uma vacina com 4x10° de S. agalactiae
administrada por via i.p. em tilapias (30g) proporcionou prote¢do, com RPS de 0 a 83,4% ap0s
desafios com concentracdes menores, de 2.6x10% e 1.5x10* UFC/peixe. Resultados desta natureza
devem ser analisados com amplo cuidado, pois um desafio experimental muito baixo pode gerar
resultados que talvez ndo condizem com a realidade; € uma pratica em estudos vacinais que a dose
infectante seja maior que a dose vacinal. Neste sentido, visando mimetizar a ocorréncia de surtos
bacterianos em tanques de produgdo, onde as bactérias se replicariam em grandes quantidades,
sobretudo em periodos de forte calor, a infeccdo experimental do presente estudo testou uma dose
(1x108 células/dose) com concentragdo bacteriana maior que da dose vacinal (1x10° células/dose),

demonstrando que mesmo sob essas condigdes a vacina foi capaz de proteger o grupo vacinado.
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Outro fator importante na utilizacdo de vacinas intraperitoneais € a relacdo custo-
beneficio, onde a eficacia da vacina seja alta o suficiente em relagdo aos custos com a vacina e a mao-
de-obra necesséria para a vacinacao individual dos peixes. Pretto-Giordano et al. (2010) analisaram
uma vacina inativada com 2.0x108 UFC/mL de S. agalactiae administradas via i.p. em uma dose
(RR 0,16 [0,10 - 0,27]) e duas doses (RR 0,03 [0,01 - 0,11]) com intervalo de 21 dias, onde 0os RPS
foram de 83,6% e 96,6%, respectivamente, demonstrando que a aplicacdo de mais de uma dose
vacinal aumenta a protecdo das tilapias. Entretanto, o investimento necessario para a repeticdo da
dose vacinal pode ndo representar a realidade na producéo em larga escala, tornando a vacinagdo um
método menos atrativo para 0s produtores. A vacina bivalente apresentada no presente estudo foi
capaz de conferir alta protecdo as tilapias vacinadas com apenas uma dose, durante o periodo
analisado de 30 dias e em condicdes de alta estocagem e estresse térmico.

Outro desafio da vacinacgéo de tilapias é a capacidade de proteger contra diversos
patdgenos e seus sorotipos e genotipos. No Brasil, ha apenas uma vacina comercial disponivel para a
prevencgéo da estreptococose, sendo composta por uma amostra inativada de S. agalactiae sorotipo
Ib, a qual esta sendo comercializada desde 2012 e que em ensaios experimentais por via i.p.,
demonstrou ser capaz de induzir protecdo em Tilapias-do-Nilo desafiadas com S. agalactiae sorotipo
Ib (SALVADOR, 2012). Em 2016, surtos atipicos de mortalidade em tilapias foram observados em
lotes vacinados contra S. agalactiae sorotipo Ib na regido nordeste do Brasil, onde peixes doentes
foram coletados durante esses casos e foi realizado o primeiro relato cientifico de S. agalactiae do
sorotipo 111 no Brasil (CHIDEROLLI et al., 2017).

Chen et al. (2012) relataram uma vacina i.p. com 2.5x10° células/mL de S.
agalactiae e demonstraram que a imunidade protetora ndo foi associada apenas aos sorotipos de S.
agalactiae, mas também relacionada a seus genétipos de PFGE (eletroforese em gel de campo
pulsado), concluindo ser dificil adquirir uma Unica cepa que possa proteger contra todas as cepas
genotipicas do mesmo sorotipo. O estudo de Barony (2017) também demonstrou que o S. agalactiae
sofre mutagdes genéticas em pequena escala em cada local onde ¢ isolado e com intervalo de poucos
anos.

Dessa forma, ainda faltam informagGes a respeito da protecdo multipla para os
varios sorotipos de S. agalactiae, sendo importante desenvolver uma vacina para os produtores de
uma regido que utilize a mesma variante isolada na regido (FACIMOTO, 2018). Tendo em vista a
importancia da regido oeste do Parana para a tilapicultura nacional, uma vacina autdctone que proteja
contra os principais patdgenos que circulam na regido torna-se essencial para um melhor desempenho

na producdo de tilapias.
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Estudos (FIRDAUS-NAWI, 2013; HE et al., 2014; LIU et al., 2016) demonstram
que a incorporacao de adjuvante na vacina confere maior protecdo para as tilapias inoculadas com a
vacina que possui adjuvante do que as tilapias imunizadas com vacina sem adjuvante. O adjuvante
utilizado na vacina bivalente do presente estudo, MONTANIDE™ [SA (emulsdes de agua em 6leo),
é indicado para injec@es intraperitoneais em peixes, contra infecgdes por: Streptococcus, Aeromonas,
Vibrio, Yersinia e Pasteurella (SEPPIC, 2019). A vacina bivalente incorporada com esse adjuvante
demonstrou ndo ser toxica para peixes do grupo vacinado, com a quantidade utilizada, ndo
apresentando les@o no local do inoculo. Este fator é de suma importancia, uma vez que um candidato
vacinal ndo deve deixar lesdes na regido de inéculo, a ndo ser nos primeiros dias ap6s a vacinacao,
em decorréncia do processo inflamatorio previsto. No entanto, com o passar dos dias a inflamacao
regride por completo. Sendo assim, no atual estudo a vacina bivalente demonstrou ser atdxica e indcua
para 0s animais, comprovando sua seguranca.

Além de proteger contra a mortalidade das tilapias, a vacina evitou sinais clinicos
de aeromonose e estreptococose no grupo vacinado. Apés a imunizagdo, 0s grupos controle e
vacinado apresentaram baixa ingestdo de alimento apenas no dia posterior, indicando estresse pelo
manejo aplicado. O grupo controle apresentou sinais clinicos de ambas as doencas: hemorragias;
deterioracdo e hemorragia das nadadeiras; lesGes ulcerativas; liquido amarelo ou com sangue presente
na cavidade visceral; branquias com excesso de muco e presenca de areas necroticas; figado
deteriorado e hemorragico; vesicula biliar escura e cor pélida dos 6rgdos; anorexia; cor da pele
alterada; letargia; natacdo irregular e olhos opacos. Esse sinais foram semelhantes aos sinais clinicos
descritos por varios pesquisadores: lesdes hemorragicas em diferentes regiGes do corpo, hemorragias
na base das nadadeiras e nos opérculos, lesdes ulcerativas, falta de apetite (anorexia), letargia,
alteracdo na coloracdo das branquias, sintomatologia nervosa, septicemia, degeneracao das células
hepaticas e do epitélio dos tubos renais, necrose das nadadeiras, escurecimento da pele, alteracfes no
sistema nervoso associados a natacdo errdtica, exoftalmia, opacidade de cornea, ulceracdo da
epiderme, congestdo branquial, hepatomegalia, esplenomegalia e morte (SALVADOR et al., 2005;
SCHERING-PLOUGH, 2007; FIGUEIREDO et al., 2008; MARCUSSO et al., 2015; GRAF, 2015).

Apos o desafio experimental, os sinais clinicos foram analisados até 30 dias depois,
tempo que ndo foi prolongado devido a viabilidade de manutencdo dos tanques com 0s peixes
sobreviventes, e uma vez que muitos peixes do grupo controle, embora ndo estivessem mortos,
apresentavam consideravel degradacdo tecidual nas escamas, hemorragias nas nadadeiras e por
diferentes regides do corpo, além de letargia. Diante disto, levando em consideracdo as questdes

éticas, o experimento foi encerrado com 30 dias pos-desafio experimental.
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Antes do desafio experimental, os peixes do grupo vacinado apresentavam pesos
significativamente menores que o grupo controle e, apos a infeccdo experimental, o grupo vacinado
apresentava pesos mais altos, enquanto os peixes sobreviventes do grupo controle apresentavam
maior variabilidade de pesos. A diferenca entre os grupos no periodo pos-infeccdo ndo foi
significativa, os peixes sobreviventes do grupo controle apresentaram pesos altos, mas a grande perda
de biomassa desse grupo em relacdo ao grupo vacinado deve ser considerada. Além disto, deve ser
levado em consideracao que, a maior parte dos peixes do grupo controle apresentavam diversas lesdes
nas escamas, e ao analisarmos questdes praticas e legais, em condi¢cfes de producdo, peixes com
lesGes na pele ndo podem ser comercializados, de acordo com a legislacdo sanitaria para produtos de
origem animal (BRASIL, 2017). Diante disto, € possivel inferir que praticamente nenhum peixe do
grupo controle estaria apto para comercializagdo in natura.

A andlise histopatoldgica de pele, figado e baco de ambos 0s grupos vacinado e
controle ndo apresentou diferencas estatisticamente significativas. A pele dos peixes do grupo
controle apresentaram infiltrado inflamat6rio mononuclear, caracterizado por uma grande quantidade
de leucdcitos acumulados em um local de resposta inflamatoria, na primeira semana apds inoculagéo
de solucdo salina esteéril, hiperplasia e degeneragdo macro e microgoticular, apés trés semanas. Os
achados histologicos de pele da tilapias do grupo vacinado demonstraram que 2 a 3 semanas apos a
imunizacdo, o local de inoculacdo da vacina passou por processo cicatricial, este fator é importante,
porque o local de vacinacdo deve ser regenerado normalmente, sem apresentar lesées no momento
do abate do pescado. A lesdo tecidual (perfuracdo da agulha) coloca elementos sanguineos em contato
com o colageno e outras substancias da matriz extracelular, provocando degranulacéo de trombdcitos
e ativacao das cascatas de coagulacdo e do complemento (CAMPQOS et al., 2007). Steckert et al.
(2018) concluiram que alteracdes como hiperplasia podem estar presentes em animais ndo doentes,
sugerindo uma adaptacao dos peixes ao ambiente de confinamento.

Ambos grupos apresentaram individuos com congestdo do figado, que ocorre
devido a insuficiéncia cardiaca direta, que aumenta a pressdo do sangue na veia cava inferior, veias
supra-hepaticas e veias centroglobulares em sequéncia, levando a dilatacdo destas e dos sinusoides
da porcdo central dos I6bulos hepaticos (BURITY et al., 2019). Um estudo histopatologico
(STECKERT et al., 2018) realizado com tilapias em confinamento demonstrou que 98,3% dos
animais analisados apresentaram congestdo no figado, entretanto ndo foram observadas mortalidade
e sinais clinicos de doengas nos animais, que apresentavam boas condi¢cbes de saude, sem
interferéncias no crescimento, concluindo ser uma caracteristica comum em peixes cultivados, ndo

sendo indicador de processo patoldgico
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O figado de tilapias de ambos os grupos apresentaram infiltrados inflamatorios e
degeneracdo microgoticular, caracterizada por um acumulo excessivo de triglicerideos nas células,
onde os vacuolos coalescem e ocupam grande parte do citoplasma, que pode ser causada por agentes
toxicos, hipdxia (baixo teor de oxigénio), alteracdes na dieta e distdrbios metabdlicos de origem
genetica (BURITY et al., 2019). Os mesmos achados histopatolégicos de figado de tilapia em
confinamento foram encontrados por Steckert et al. (2018), entretanto, essas lesdes podem ser
causadas por diversos fatores, como exemplo, os alimentos comerciais que causam acimulo de
gordura, degeneracdo da membrana das células hepaticas e vacuolizacdo de hepatdcitos, que podem
causar distarbios circulatérios, concluindo ser dificil estabelecer um limiar do que é saudavel e
patoldgico no figado de peixes de cultivo (COZ-RAKOVAC et al., 2005; BILEN E BILEN, 2013).

O baco de tilapias possui uma estrutura septada dividindo-o histologicamente em
polpa branca (menor porcdo), formada por vasos sanguineos e linfocitos; e polpa vermelha
(predominante) com a presenca de grande quantidade de células sanguineas, canais sinusdides que
contém células de defesa e os centros de melanomacréfagos, que sdo agregados pigmentados de
macrofagos (BARBUIO, 2013). Os pigmentos que constituem os centros de melanomacréfagos sdo
lipofusina, melanina, cerdide e hemossiderina (BALAMURUGAN et al., 2012). A hemossiderina é
um pigmento resultante da degradacéo da hemoglobina e que contém ferro, seu acimulo excessivo é
chamado hemossiderose, (BURITY et al., 2019) e foi observado em peixes de ambos grupos do
presente estudo.

A hemossiderose geralmente ocorre como resultado da quebra excessiva ou
acelerada de eritrocitos e a quebra de hemossiderina pode ser encontrada no tecido hematopoiético
do baco (THIVAGARAJAH et al., 1998). Um estudo (LEDIC NETO et al., 2013) com tilapias
saudaveis sobre a suplementacao de racdo de peixes com propolis relatou que ambos grupos de peixes
(racdo ndo suplementada e racéo suplementada) apresentaram hemossiderose no bago sem diferencas
significativas, apesar de também apresentarem contagem alta de eritrocitos no sangue, portanto sem
indicacdo de anemia por destruicdo de eritrocitos. Em outro estudo (STECKERT et al., 2018), 100%
das tilapias de cultivo analisadas apresentaram alteragdes com centros de melanomacrofagos no baco,
sugerindo que sejam devido ao estresse crénico em que 0S peixes sao expostos no ambiente de
culturivo.

Lesdes celulares ocorrem quando a célula falha em manter homeostase diante de
estimulos e estressores, que podem ser alteracdes na qualidade da agua, alta densidade de estocagem,
nutricdo desequilibrada ou manejo inadequado, que favorecem o surgimento de infecgdes e alteracdes

teciduais (MCGAVIN E ZACHARY, 2013). Peixes saudaveis ndo sdo caracterizados pela auséncia
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total de alteragdes histologicas, podendo apresentar normalmente reacGes inflamatdrias e distarbios
estruturais moderados (BERNET et al., 2004; STECKERT et al., 2018).

Devido aos diversos fatores que podem causar alteracdes histoldgicas e aos grupos
estudados ndo apresentarem diferencas significativas nos achados histologicos, ndo se pode afirmar
que as lesdes teciduais dos 6rgédos analisados, tanto do grupo controle como grupo vacinado, tenham
sido causadas pelas bactérias utilizadas na infec¢do experimental. Portanto, reforca-se a ideia de que,
apesar de grande importancia para a sanidade na producdo do pescado, a vacinagdo sozinha nédo
garante o melhor proveito da producéo de tilapias, além da imunizacdo, sdo necessarias estratégias

para a correta densidade de estocagem, agua e alimentacdo de qualidade e boas praticas de manejo.

6. CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo mostraram que uma vacina bivalente inativada de
A. sobria e S. agalactiae, produzida a partir de cepas obtidas da regido oeste do Parana - Brasil e
administrada por via i.p., estimulou o sistema imune e protegeu tilapias-do-Nilo (Oreochromis
niloticus) contra as infeccdes por essas bactérias, obtendo uma RPS de 91%, sob condicdes
experimentais.

As alteracOes histologicas dos 6rgdos analisados dos grupos vacinado e controle
ndo obtiveram diferencas significativas, apresentando lesdes celulares comuns a peixes de cultivo,
ndo sendo possivel definir as causas das alteracdes.

A efetividade da vacina bivalente apresentada podera ser confirmada através de
estudos em larga escala, com a imunizacdo de peixes de tanques de producdo sob as condicdes

normais de cultivo.
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