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CARANDINA, Leticia. Utilizacdo da imunizacdo passiva com anticorpos anti-
Streptococcus agalactiae na protecédo de tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus). 2013.
45f. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncia Animal- &rea de concentragdo em Sanidade Animal) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina. 2013.

RESUMO

A piscicultura é uma atividade em amplo crescimento em todo mundo. O Brasil destaca-se
nesta atividade pelo seu vasto territorio e condi¢Ges climaticas favoraveis para o cultivo de
peixes. A tilapia € uma das principais espécies cultivadas no Brasil, pois apresenta diversas
qualidades, o que estimula o desenvolvimento de sistemas intensivo de criagdo, caracterizado
por altas densidades de estocagem e praticas de manejo constantes, causando estresse aos
peixes e propiciando o desenvolvimento de doencas. As maiores perdas econdémicas na
criacdo de tilapias sdo causadas por doencas de origem bacteriana, entre elas a estreptococose,
tendo como principal forma de tratamento, o uso de antimicrobianos. Entretanto, o uso
indevido destes quimioterapicos pode levar a selecdo de bactérias resistentes, além do impacto
ambiental pela contaminagdo de corpos hidricos. Métodos profilaticos tornam-se uma
importante ferramenta para o controle da estreptococose e surgem como alternativa ao uso dos
antimicrobianos. Diferentes vacinas inativadas foram desenvolvidas para uso comercial em
diversos paises, incluindo o Brasil, com a utilizacdo de uma vacina contra Streptococcus
agalactiae. Além das vacinas, estudos sobre a imunizacdo passiva estdo sendo realizados e
vem demonstrando eficiéncia na protecdo contra diferentes bactérias. O objetivo deste
trabalho foi avaliar a transferéncia passiva de anticorpos anti- S. agalactiae em tilapias do
Nilo (Oreochromis niloticus). Para isto, 36 tilapias foram distribuidas em quatro aquarios,
sendo dois para o grupo controle e dois para inoculagdo intraperitoneal (i.p.) da DL 50 para
producdo de anticorpos anti- S. agalactiae. No 21° e 28° dia foi coletado sangue para
obtencdo do soro hiperimune utilizado na transferéncia passiva. Em seguida, 30 tilapias foram
distribuidas em trés aquarios e submetidas a trés tratamentos (GI: controle; Gll: imunizada i.p.
com o soro hiperimune- inativado; GIII: imunizada i.p. com o soro hiperimune néo-
inativado). Apds 48 horas e sete, 14, 21, 28 e 35 dias foram realizadas coletas de sangue para
titulacdo de anticorpos anti- S. agalactiae utilizando o teste de aglutinacao direta. Para avaliar
a sobrevivéncia outras 30 tilapias foram distribuidas em trés aquéarios e submetidas a trés
tratamentos (GI: controle; GlI: imunizada i.p. com o soro hiperimune- inativado; GlII:
imunizada i.p. com o soro hiperimune ndo-inativado). Apos 48 horas da inoculacao, as tilapias
foram desafiadas i.p. com S. agalactiae e monitoradas duas vezes ao dia, por um periodo de
35 dias, para acompanhar a mortalidade. Os resultados deste trabalho mostraram que os titulos
séricos de anticorpos foram detectados pela aglutinacdo direta até o 21° dia pds-transferéncia
passiva, e neste mesmo periodo houve uma protecdo de 80% entre 0s grupos imunizados com
soro- inativado e soro ndo-inativado contendo anticorpos anti-S. agalactiae, ap6s desafio com
S. agalactiae. Ao final do experimento, 0 grupos soroinativado e soro ndo- inativado
apresentaram 60 e 80% de protecdo, respectivamente, enquanto que no grupo controle a
mortalidade foi de 100%.

Palavras-chave: Estreptococose. Imunidade. Peixes. Imunoglobulina. Soro.



CARANDINA, Leticia. Use of passive immunization with anti-Streptococcus agalactiae
antibodies in protection of Nile tilapia (Oreochromis niloticus). 2013. 45f. Dissertation
(Master Degree in Animal Science — concentration area in Animal Sanity) - State University
of Londrina, Londrina 2013.

ABSTRACT

Pisciculture is an activity in broad growth in the world and Brazil stands for it wide territory
and favorable weather conditions for fish farming. Tilapia is one of the major cultivates
species in Brazil for showing several qualities, stimulating the development of intensive
growth systems, characterized by high densities of storage and constantly handling causing
stress to fishes leading to occurrence of diseases. The biggest economic losses in tilapia
farming are cause for bacterial diseases like streptococcosis, which is mostly treated using
antimicrobials. However, the undue use of chemotherapics leads to development of resistant
bacteria besides the environmental impact through water contamination. Prophylactic
methods become an important tool for controlling streptococcosis and rises as an alternative
to the use of antimicrobials. Different inactivated vaccines were developed for commercial
use in several countries, including Brazil with the use of a vaccine against Streptococcus
agalactiae. Beyond vaccines, studies about passive immunization are being realized and have
demonstrated efficiency in protection against different bacteria. The aim of this work was to
evaluate the passive transference of anti-S. agalactiae antibodies in Nile tilapias
(Oreochromis niloticus). For this, 36 tilapias were distributed in four aquariums, two for the
control group and two for the group intraperitoneally inoculated (i.p.) with the DL 50 for anti-
S. agalactiae antibodies production. On the 21° and 28° day blood was collected for the
obtainment of hiperimmune serum used in passive transference. Then, 30 tilapias were
distributed in three aquariums and submitted to three treatments (GIl: control; GlI: i.p.
immunized with inactivated- hiperimmune serum; GlII: i.p. immunized with noninactivated
hiperimmune serum). After 48 hours and seven, 14, 21, 28 and 35 days there were realized
blood collections for anti-S. agalactiae antibodies titration using the direct agglutination test.
For survival evaluation 30 others tilapias were distributed in three aquariums and submitted to
three treatments (GI: control; GlI: i.p. immunized with inactivated- hiperimmune serum; GllII:
i.p. immunized with non- inactivated hiperimmune serum). After 48 hours of inoculation
tilapias were i.p. challenged with S. agalactiae and monitored twice a day for a 35 days period
to following the mortality. The results showed that serum titers where detected by direct
agglutination until the 21™ day after passive transference and during the same period the
protection between the groups immunized with inactivated serum and non- inactivated serum
contending anti-S. agalactiae antibodies was of 80% after challenge with S. agalactiae. At the
end of the experiment, the inactivated serum and non- inactivated serum groups showed 60
and 80% of protection, respectively, while in the control group the mortality was of 100%.

Key words: Streptococcosis. Immunity. Fishes. Immunoglobulin. Serum.
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1 REVISAO DE LITERATURA

RESUMO

A piscicultura é um dos segmentos da aquicultura que mais cresce no mundo e noBrasil, esta
atividade apresenta potencial para expansdo devido ao seu vasto territorio e condicdes
climéticas favoraveis. Dentre as espécies de peixes, a tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus)
se tornou a espécie mais cultivada no Brasil principalmente em sistemas intensivos de criagéo,
porém este tipo de cultivo torna os peixes mais susceptiveis a doencas infecciosas, entre elas a
estreptococose, considerada uma das mais importantes enfermidades na aquicultura. A alta
densidade de estocagem gera alteracdes na qualidade da agua e pode gerar estresse aos peixes
predispondo- os a infeccdo. Os principais sinais clinicos da estreptococose sdo anorexia,
letargia, natacdo erratica e escurecimento da pele, além de grave septicemia. O tratamento da
estreptococose é realizado pelo uso de antibioticos, entretanto seu uso de forma indevida pode
acarretar no desenvolvimento de estirpes resistentes e grande impacto ambiental. A vacinagéo
surge como uma alternativa na prevencdo de infecces e seu uso pode reduzir
consideravelmente a morbidade e mortalidade nos peixes. A maioria das vacinas s&o
administradas por via oral, imersdo ou inoculacdo intraperitoneal (i.p.), sendo esta Gltima, a
mais eficaz. Diversos estudos relatam a eficiéncia da vacinagdo, porém apresenta
desvantagens como 0 alto custo e ndo ser adequada para peixes jovens. Trabalhos sobre
imunizacdo passiva com anticorpos especificos contra diferentes espécies de estreptococos
demonstraram eficiéncia na protecdo de peixes apds desafio bacteriano. No mundo, diversas
vacinas comerciais inativadas ja sdo utilizadas e no Brasil esta disponivel comercialmente
uma vacina inativada administrada via i.p. em tilapias (O. niloticus) contra Streptococcus
agalactiae.

Palavras-Chave: Estreptococose. Imunidade. Peixes. Imunoglobulina. Soro.

ABSTRACT

Pisciculture is one of the segments in aquaculture with more growth in the world and in Brazil
this activity presents great potential for expansion due it wide territory and favorable weather
conditions. Among the species of fishes, Nile tilapia (Oreochromis niloticus) became the most
cultivated in Brazil majorly in intensive growth system, however this kind of growth makes
fishes more susceptible to infectious diseases like streptococcosis, considered one of the most
important disease in aquaculture. The high density of storage causes alterations in water
quality stressing and predisposing fishes to infections. The major clinical signs of
streptococcosis are anorexia, lethargy, spin swimming and skin darkening, besides severe
septicemia. The treatment of streptococcosis is realized through the use of antibiotics,
however using it wrongly can result in resistant bacteria and huge environmental impact.
Vaccination rises as an alternative to prevent infections and its use can reduce morbidness and
mortality in fishes. Most of vaccines are administrated by oral via, immersion or
intraperitoneal inoculation (i.p.), being that the most effective. Several studies review the
efficiency of vaccination but it presents disadvantages like high cost and is not adequate for
youth fishes. Papers about passive immunization with specifics antibodies against different
species of streptococcus showed efficiency in protection of fishes after bacterial challenge. In
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the world several commercial inactivated vaccines are used and in Brazil is commercially
available an inactivated vaccine administrated i.p. in Nile tilapias (O. niloticus) against
Streptococcus agalactie.

Keywords: Streptococcosis. Immunity. Fishes. Immunoglobulin. Serum.

1.1 — ESTREPTOCOCOSE EM PEIXES

A aquicultura, especialmente a piscicultura, € um dos segmentos da
producdo animal que mais cresce no Brasil e no mundo, sendo importante em praticamente
todos os continentes (CONTE, 2004). Em 2006, a producdo mundial de pescados, destinada
ao consumo humano, foi de 106 milhdes de toneladas. Desse total, 43% (45,5 milhdes de
toneladas) corresponderam a aquicultura. Globalmente, pescados e aquicultura suportam a
subsisténcia de aproximadamente 540 milhdes de pessoas (FAO, 2009; 2010).

O Brasil se insere no contexto mundial como um dos paises com grande
potencial para a piscicultura, pois além de possuir um vasto territério, suas condicGes
climaticas favorecem o cultivo de peixes de agua doce (KUBITZA, 1999). Dentre os peixes
qgue apresentam potencial para criacdo em tanques-rede, a tilapia do Nilo (Oreochromis
niloticus), se tornou a espécie mais cultivada no Brasil, sendo responsavel por
aproximadamente 40% do volume da aquicultura nacional. Esta espécie esta entre aquelas que
possuem caracteristicas desejaveis por terem boa aceitacdo, elevado valor comercial,
excelente conversdo alimentar e custos de producéo relativamente baixos (ZIMMERMANN;
HASPER, 2003).

Em 2009, a producéo de tilapias no Brasil foi de 132.957,8 toneladas, sendo
a Bahia e Ceara no Nordeste, Sdo Paulo no Sudeste e Parana no Sul, os principais polos de
producdo (ANUALPEC, 2011). Neste mesmo ano, o Parana contribuiu com 27.044 toneladas,
correspondendo a 20,3% da producéo total de tilapias (PARANA, 2011).

Plumb (1997) declarou que com a criacdo de til&pia em sistemas intensivos,
0s aspectos sanitarios tornaram-se um problema para os piscicultores. A alta densidade de
estocagem, consequentemente, arragoamento intensivo, com diminuic¢do da qualidade da agua
devido a diminuicdo de oxigénio, aumento de amonia, nitrito e gas carbonico, levam a uma
situacdo de estresse para os peixes, favorecendo enfermidades infecciosas e parasitarias
(PLUMB, 1997; SURESH, 1998).

Perez (1999) afirmou que o crescimento, muitas vezes, desordenado da

atividade foi acompanhado de um descontrole sanitario, o que colaborou com a producéo de
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pescado com qualidade duvidosa e alta taxa de mortalidade, decorrente principalmente de
doencas bacterianas.

Entre as enfermidades infecciosas em peixes, destacam-se as bacterioses
causadas por Streptococcus spp. (WU, 1970), Aeromonas sp., Pseudomonas sp., Vibrio sp.,
Flavobacterium columnare, Edwardsiella sp. (ROBERTS; SOMMERVILLE, 1982).

A estreptococose em peixes foi relatada pela primeira vez em 1957, em truta
arco iris no Japdo, por Hoshina et al. (1958) e desde entdo, esta enfermidade tém sido descrita
em outras especies (INGLIS et al., 1993), devendo ser considerada como um complexo de
doencas similares causadas por diferentes géneros e espécies capazes de lesar o sistema
nervoso central (TORANZO et al., 2005). A septicemia causada por Streptococcus spp. é um
importante problema sanitario em sistemas de criacdo intensiva de tilapia (Oreochromis spp.)
(SURESH, 1998).

Os estreptococos tém sido identificados como sendo o principal agente de
infeccdes bacterianas em peixes, responsavel por elevados prejuizos, no Japdo (KITAO et al.,
1981), Taiwan (MING-CHEN et al., 1985), Israel (HUBERT, 1989), Arabia Saudita (AL-
HARBI, 1994), Estados Unidos e América Central (PLUMB, 1997) e no Brasil (SALVADOR
et al., 2003; 2005; FIGUEIREDO et al., 2006).

Vérias especies de estreptococos foram descritas como causadora de
doencas em peixes como S. faecium (KUSUDA et al.,, 1976; MINAMI et al., 1979), S.
equisimilis (MINAMI et al., 1979), S. equi, S. pyogenes, S. zooepidemicus (UGAJIN, 1981) e
S. dysgalactiae (NOMOTO et al., 2004). Em til&pias, o primeiro relato de isolamento de
Streptococcus spp. foi descrito por Wu (1970), e atualmente, o S. iniae, isolado de
abscessossubcutaneos de golfinhos (Inia geoffrensis) de agua doce na Amazdnia, (PIER;
MADIN, 1976) e o S. agalactiae (KUSUDA; KOMATSU, 1978) séo considerados 0os mais
importantes patdgenos de tilapia (SHOEMAKER; KLESIUS, 1997).

Eldar et al. (1994) examinando tildpia e truta com meningoencefalite
descreveram duas novas espécies de estreptococos, uma delas ndo hemolitica e a outra alfa
hemolitica, denominadas, respectivamente, S. difficile e S. shilloi. Posteriormente, Eldar et al.
(1995) determinaram homologia genotipica de 70,0% a 100,0% entre as cepas de S. iniae e S.
shilloi, sugerindo que S. shilloi poderia ser considerado sinénimo do S. iniae. Bunch e
Bejerano (1997) observaram que em criacdes de tilapia do Nilo em baixas temperaturas
(15,0°C a 16,0°C) predominava o S. iniae e em temperaturas mais altas (26,0°C a 28,0°C) o S.
difficile.
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O S. iniae foi isolado de diversas espécies de peixes em varias partes do
mundo (KITAO et al., 1981; OHNISHI; JO, 1981; UGAIJIN, 1981; KAWAHARA;
KUSUDA, 1987; SAKAI et al., 1989), sendo considerado o mais importante patdgeno na
criacdo de tildpias pela American Tilapia Association (1998). Vérios autores apontaram o S.
iniae, entre o género estreptococos, como um dos agentes mais frequentes em tilapia
(PERERA; JOHNSON, 1994; ELDAR et al., 1995; BOWSER et al., 1998; EVANS et al.,
2000).

Evans et al. (2006) afirmaram existir mais de 50 espécies em 29 familias de
peixes de agua doce, estuarina e marinha, sensiveis ao S. iniae e S. agalactiae, mostrando
afacilidade de adaptacdo desses agentes a diferentes hospedeiros.

No Brasil, o primeiro isolamento de S. difficile identificado por homologia
de perfil bioguimico com a cepa referéncia (ND 2-22), foi realizado por Salvador et al.
(2005), a partir de tilapia do Nilo com sinais neuroldgicos (meningoencefalite), criadas em
sistema intensivo na regido norte do estado do Parana.

Vandamme et al. (1997) observaram que o S. difficile apresentava o
antigeno capsular Ib e proteina celular indistinguivel do S. agalactiae. Berridge et al. (2001)
também verificaram homologia significativa (97,7%) na seqliéncia de acidos nucléicos, entre
0 16S-23S rDNA, do S. difficile e S. agalactiae. Kawamura et al. (2005) por meio de técnicas
de biologia molecular sugeriram que S. difficile € sinbnimo de S. agalactiae.

Os estreptococos sdo bactérias oportunistas amplamente distribuidas no
ambiente aquatico e sua patogenicidade esta associada as condicGes de estresse relacionadas a
qualidade da agua e condigcdes de criacdo intensiva (BUNCH; BEJERANO, 1997). As
caracteristicas fisicas e quimicas da agua estdo diretamente relacionadas, sendo que a
mudanga de um parametro interfere com o outro, podendo acarretar problemas na criagdo
primaria (fitoplancton), secundaria (zooplancton) e finalmente nos peixes (CASTAGNOLLI,
1992). Baixas concentracdes de oxigénio dissolvido, niveis toxicos de aménia e nitrito,
mudancas bruscas de temperatura, alcalinidade total, pH, transparéncia da agua e dureza total,
sdo algumas das caracteristicas de agua responsaveis pela ocorréncia de mortalidade durante o
cultivo (ALABASTER; LLOYD, 1982; MCGEACHIN, 1987; PADUA, 1993;
FERNANDES; RANTIN, 1994).

Shoemaker et al. (2000) observaram em infec¢do experimental com S. iniae
um aumento da taxa de mortalidade das tilapias submetidas a alta densidade de estocagem,
devido a maiores quantidades de racdo e consequente reducdo da disponibilidade de oxigénio

dissolvido e qualidade da agua.
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Kitao et al. (1979) descreveram a presenca de elevado ndmero de
estreptococos na agua e em sedimentos de piscicultura durante os meses de verdo, enquanto
gue este nimero diminuiu durante o outono e inverno. Perera et al. (1997) sugeriram que
quando as condi¢des ambientais sdo favordveis, como grande quantidade de matéria organica,
0 meio aquético torna-se fonte permanente de estreptococos, permitindo a multiplicacdo
destemicrorganismo e consequente surto nos peixes.

O aumento da densidade de estocagem determina maior ocorréncia de
abrasdes de pele, consequentemente uma importante via de infeccdo (CLARK et al., 2000),
pois a auséncia de muco sobre a pele constitui-se em porta de entrada para patdgenos
obrigatorios ou oportunistas (PLUMB, 1997). Chang e Plumb (1996) tiveram dificuldades em
infectar tildpia com Streptococccus spp. antes que a pele sofresse injaria mecanica, enquanto
Clark et al. (2000), trabalhando em tanques com altas densidades de estocagem, observaram
maiores taxas de mortalidade de tilapia por S. iniae, provavelmente pela carga bacteriana mais
elevada e maior contato direto entre 0s peixes.

Evans et al. (2000) demonstraram que a mucosa do 6rgao olfativo e em
menor proporgdo, receptores da mucosa ocular, sdo pontos em que se pode processar 0
mecanismo de infeccdo com S. iniae em til4pia e robalo hibrido (Morone chrysops x Morone
saxatilis) imersos em aguas contendo o microrganismo. No robalo hibrido, o S. iniae pode
invadir o epitélio dos filamentos branquiais, penetrar na corrente sanguinea e disseminar por
todo o organismo, como nadadeiras, rins, coracdo e cérebro (EVANS et al., 2000;
MCNULTY et al., 2003).

Minami (1979) considerou os peixes refugos como fonte de infeccdo de
Streptococcus spp., enquanto Shoemaker et al. (2000) sugeriram que a ingestdo de olhos e
visceras de peixes mortos, por peixes saudaveis, acarreta em infecgdo estreptococica pela via
oral e olfatdria.

Segundo Rasheed e Plumb (1984) a introducdo do Streptococcus spp.
Diretamente no trato digestorio, provavelmente ndo seja capaz de afetar populacdes de peixes
saudaveis, porem se houver injurias na parede do intestino e/ou estdbmago produzida por
outras bactérias, produtos quimicos ou poluentes da dgua, 0 agente pode entdo penetrar nestes
locais e causar infeccéo.

Os peixes infectados por estreptococos podem apresentar anorexia e natacao
erratica com movimentos giratorios, como consequéncia da meningite. Macroscopicamente,
observasse o0 escurecimento da pele, exoftalmia uni ou bilateral, opacidade da cdrnea, pan-

oftalmite aguda com perda da visdo, hemorragias no opérculo e base das nadadeiras,
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ulceracdo da epiderme a superficie do corpo e hemorragias cutaneas difusas ou petéquias.
Outra consequéncia é a septicemia, observando-se ascite com liquido hemorréagico e
esplenomegalia e no cranio, congestdo difusa cerebral com liquido cefaloraquideano
hemorragico (PLUMB, 1999; PAVANELLI et al., 2008).

Em muitas espécies de peixes os olhos sdo particularmente afetados,
havendo edema e necrose do nervo oOptico e coroide, hemorragias dos vasos da retina para o
humor vitreo e necrose do cristalino. Nas branguias, pode haver hiperemia e necrose dos
vasos, provocando hemorragias massivas e morte. No figado ocorrem areas de necrose focal e
no baco, a arquitetura do tecido hematopoiético é destruida, e a pericardite é frequente
(PAVANELLI et al., 2008). Histologicamente ocorre severa inflamacdo granulomatosa,
pnoftalmite, meningoencefalite, necrose e vacuolizacdo dos hepatdcitos (EVANS et al.,
2000).

Um diagnoéstico presumivel da estreptococose € a presenca de sinais clinicos
caracteristicos da doenca e a demonstracdo da ocorréncia de bactérias cocos Gram-positivas
no cérebro, rim ou outros érgdos internos, porém o isolamento e subsequente verificacdo das
caracteristicas soroldgicas das bactérias permite a confirmacao do diagndstico (PAVANELLI
et al., 2008). Para o diagndstico laboratorial, os peixes doentes devem ser coletados e
encaminhados preferentemente vivos, além de fragmentos renais e cerebrais para a realizacdo
de exames histologicos e bacterioldgicos (KUBITZA, 2000; FIGUEIREDO et al., 2007a;
FIGUEIREDO et al., 2009).

Diferentemente dos mamiferos, o sistema imune adquirido dos peixes é
subdividido em resposta imune humoral e celular, envolvendo os 6rgéos e tecidos linfoides
(primarios e secundarios), células apresentadoras de antigeno (APCs), linfocitos T e B,
imunoglobulinas e 22 moléculas do sistema complemento. A resposta imune humoral dos
peixes diferencia-se dos vertebrados superiores por ndo apresentar a producdo de anticorpos
de classe 1gG na resposta imune humoral secundaria, apresentando a imunoglobulina IgM
como principal anticorpo da resposta imune humoral priméaria e secundaria (WATTS et al.,
2001).

Shoemaker e Klesius (1997) relataram dificuldades na utilizacdo de
antibidticos para as infecgcdes por Streptococcus spp., pois 0 patdgeno pode sobreviver no
interior de macrofagos onde as drogas antimicrobianas ndo os alcangam em concentragdes
efetivas. Nesta situacdo, apenas os sinais clinicos séo eliminados, havendo possibilidade de
ocorrer o desenvolvimento de estirpes bacterianas resistentes (NAKANISHI et al., 2002).
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A expansdo da aquicultura tem por consequiéncia o aumento da utilizacao de
produtos quimicos para o controle de parasitos e bactérias (RIGOS et al., 2005). Evans et al.
(2002) relataram que o S. agalactiae isolado de peixes naturalmente infectados foi sensivel a
oxitetraciclina, ampicilina, ciprofloxacina, amoxacilina com &cido clavulénico, cloranfenicol,
rifampicina e sulfa com trimetoprim, em ordem decrescente de sensibilidade e resistentes a
gentamicina e estreptomicina. No Brasil, Figueiredo et al. (2006) verificaram que o S.
agalactiae isolado de tilapias naturalmente infectadas, foram sensiveis a amoxacilina,
cloranfenicol, eritromicina, norfloxacina, tetraciclina, e a sulfonamida e resistentes ao acido
nalidixico, gentamicina e neomicina. Akinyemi e Fajana (2011) isolaram Streptococcus spp
da pele, cavidade bucal e branquias de peixes apresentando sensibilidade aos
antibidticosgentamicina, oflaxacin, sparfloxacin, cefuroxime, ciprofloxacin e caflazidime.

Segundo Rigos et al. (2005), os antibidticos mais utilizados na aquicultura
para tratar infecgdes bacterianas, sdo a oxitetraciclina (OTC) e o florfenicol (FFC). A OTC
tem amplo espectro de acdo contra as bactérias de peixes (BARRAGY, 1994) e o FFC ¢
caracterizado por alta biodisponibilidade em peixes, boa penetracdo nos tecidos e rapida
eliminacdo (HORSBERG et al., 1996), sendo estas importantes caracteristicas para uma
substancia utilizada no tratamento de animais produzidos para 0 consumo humano
(CARRASCHI, 2010). Apesar da indicacdo da OTC, no Brasil, apenas o FFC tem autorizacao
da Food and Drug Administration (FDA) para uso na aquicultura.

Os antibidticos podem ser administrados adicionados a racdo ou em banhos
de imersdo, sendo que a utilizacdo na alimentacdo ¢ mais conveniente do que o tratamento 23
diretamente na agua, pois a quantidade necessaria de antibiotico nesse tipo de tratamento é
menor, assim como o residuo gerado para o ambiente (FERREIRA et al., 2007).

Segundo Carraschi (2010), no Brasil h& poucas informacgdes sobre
asconcentracfes de antibidticos e como devem ser administrados na produgdo aquicola,
levando a utilizagcdo indevida em grandes quantidades. Ainda sdo escassas as informacdes
sobre 0 monitoramento da concentracdo e do impacto ambiental nos corpos hidricos,
especialmente, em relacdo a toxicidade aguda, risco de intoxicagdo das espécies de criacdo e
possiveis efeitos adversos deste tratamento.

Na piscicultura a utilizacdo de imunizacédo por diferentes vias de aplicacéo é
considerada uma alternativa ao uso de antimicrobianos (SACCHETINI et al., 2010),
entretanto este método apresenta vantagens e desvantagens (GUDDING et al., 1999).

Koca et al. (2011) relataram o uso de probidticos na aquicultura como uma

nova abordagem para tentar reduzir os impactos ecologicos causados pela antibioticoterapia,
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devido a acdo imunoestimuante dos probioticos, e segundo Romano e Mejia (2003), a
vacinacdo surge como alternativa na prevencdo de infecgbes. O primeiro relato sobre
imunizacdo de peixes € datado de 1930 (NYBELIN, 1935), mas somente na década de 70
ocorreu a intensificagdo das pesquisas e incentivo ao desenvolvimento de vacinas comerciais
(NEWMAN, 1993). Gudding (1999) relatou que a pratica da vacinacdo reduziu
consideravelmente a morbidade e mortalidade dos peixes, acarretando uma menor utilizagédo
de antibioticos.

A maioria das vacinas bacterianas é inativada e administrada por via oral,
imersdo ou injecdo i.p., sendo este Gltimo, dentre todos, 0 método mais confidvel e eficaz.
Entretanto, apresenta desvantagens como estresse extra para 0s peixes, custos, seguranga e
tempo requerido para administracdo e para o desenvolvimento de imunidade, além de ndo ser
adequada para peixes jovens, pequenos e frageis. Em contraste, a vacina¢do por imersdo é
pratica para uso em grande escala, principalmente para peixes pequenos, porém apresenta
desvantagens pela necessidade de maior volume e a protecdo geralmente € menor
(NAKANISHI; OTOTAKE, 1997).

Evans et al. (2004) pesquisaram duas vacinas inativadas elaboradas com S.
iniae e S. agalactiae inoculadas via i.p.. Na vacinacdo de tilapias com S. agalactiae e
posterior desafio 24 i.p. com cepa homdloga a vacina demonstrou alta protecéo, ocorrendo o
mesmo na vacinacdo com S. agalactiae por imersdo, sendo uma alternativa para vacinacdo de
peixes pequenos. Os autores ainda vacinaram tilapias com S. iniae e desafiaram com S.
agalactiae, acarretando no 6bito de todos os peixes, 0 que sugeriu ndo existir imunidade
cruzada entre estas duas espécies.

Shoemaker et al. (2006) avaliaram em tilapia a eficacia de vacina inativada
e liofilizada de S. iniae, administrada i.p. e via oral incorporada a racédo utilizando a tecnologia
Oralject’™ (vacina protegida). A porcentagem de sobrevivéncia relativa (PSR) na vacinagio
via oral foi de 63,1% e 100,0% na i.p., sugerindo que a vacinacdo oral € menos estressante,
eficaz e econbmica para grandes populacdes, embora a vacina injetavel tenha apresentado
maior taxa de sobrevivéncia.

Shelby et al. (2002), imunizaram til&pias passivamente i.p., utilizando soro
contendo anticorpo anti- S. iniae ndo- inativado (Gl), soro- inativado pelo calor (GlI) e soro
de peixes ndo- imunizados (GlII) e desafiaram com cepas de S. iniae inoculadas via i.p.. Os
grupos Gl e Gl apresentaram maiores taxas de sobrevivéncia, diferentemente do grupo Glll,
0 que sugeriu que a imunizacdo é dada pelos anticorpos anti- S. iniae presentes no soro

(ndoinativadoou inativado).
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Pasnik et al. (2006) utilizaram soro hiperimune para imunizar tilapias
passivamente. Este soro foi produzido ap0s a vacinagdo (vacina preparada para o
experimento) de peixes contra S. agalactiae e apds 90 dias, desafiados com S. agalactiae.
Com 25 dias de desafio, o sangue foi colhido e o soro obtido foi utilizado na imunizacao
passiva de outros peixes, 0s quais foram desafiados com S. agalactiae 72 horas ap6s a
imunizacdo. Os autores relataram uma mortalidade acumulada de 10% no grupo imunizado
passivamente e 72,7% no grupo controle, sugerindo que o anticorpo especifico anti- S.
agalactiae tem um papel priméario na imunidade contra infeccdo por S. agalactiae.

Shoemaker et al. (2012) testaram uma vacina morta bivalente (S. iniae e
Vibrio vulnificus) inoculada via i.p., em dois grupos de tilapias. No grupo desafiado com S.
iniae foi observada um Percentual Relativo de Sobrevivéncia (PRS) de 69 a 100% e no grupo
desafiado com V. vulnificus o PSR foi de 79 a 89%. Os autores concluiram que devido ao
estresse do manuseio e 0s custos para vacinar cada peixe, a melhor estratégia seria
combinarvacinas monovalentes em vacinas bivalentes.

Na Asia, ja existem vacinas inativadas comerciais para doencas de peixes,
como a elaborada com S. iniae e Lactococcus garviae (AquaVac™ Garvetil™, SHERING-
PLOUGH), administradas via i.p. e somente com S. iniae (Norvax® Strep Si, INTERVET),
administrada por imersao ou via i.p..

No Brasil, atualmente ja esta disponivel uma vacina comercial inativada
administrada via i.p. em tilapias (O. niloticus) contra S. agalactiae (AQUAVAC® STREP SA,
MSD Saude Animal). Segundo o fabricante, a vacina deve ser aplicada na dose de 0,05
mL/peixe, via i.p., em tildpias pesando pelo menos 15 gramas. Em 2011, SALVADOR et al.
realizaram um estudo para testar a eficacia desta vacina, a qual apresentou uma protecdo de

84% no grupo vacinado e posteriormente desafiado com S. agalactiae.
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2 OBJETIVOS

2.1 —OBJETIVO GERAL

Avaliar a protecdo da transferéncia passiva de anticorpos anti-
Streptococcus agalactiae em tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus) desafiadas com cepa

virulenta de S. agalactiae.

2.2 —OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Produzir soro hiperimune contende anticorpos anti- S. agalactiae;

e Determinar a protecdo da imunizacdo passiva apos desafio com S.
agalactiae;

e Determinar a titulacao e a persisténcia de anticorpos nos grupos

inoculados com soro anti- S. agalactiae- inativado e ndo- inativado.
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3 ARTIGO PARA PUBLICACAO*

Utilizacao da Imunizagéo Passiva com Anticorpos Antistreptococcus
Agalactiae na Protecao de Tilapias do Nilo

(Oreochromis niloticus)

Use of Passive Immunization with Antistreptococcus
Agalactiae Antibodies in Protection of Nile Tilapia

(Oreochromis Niloticus)

Resumo: O estresse provocado pela alta densidade de estocagem, arracoamento intensivo e
diminuicdo da qualidade da agua torna a tilapia mais susceptivel as doencas infecciosas entre
elas a estreptococose, considerada uma das mais importantes enfermidades na aquicultura,
causando altas taxas de mortalidade. O objetivo deste trabalho foi avaliar a protecdo da
transferéncia passiva de anticorpos anti-Streptococcus agalactiae em tilapias do Nilo
(Oreochromis niloticus) desafiadas com cepa virulenta de S. agalactiae e a taxa sobrevivéncia
pos-desafio i.p. com S. agalactiae. Apos determinacdo da DL 50 de S. agalactiae, 36 tilapias
foram distribuidas em quatro aquérios, dois para o grupo controle e dois para inoculacdo i.p.
com a DL 50 para producao de anticorpos anti- S. agalactiae. No 21° e 28° dia foi coletado
sangue para obtencdo do soro hiperimune utilizado na transferéncia passiva. Em seguida, 30
tilapias foram distribuidas em trés aquarios e submetidas a trés tratamentos (GlI: controle; GlI:
imunizada com o soro- inativado; GlII: imunizada com soro ndo-inativado). Apos 48 horas, e
7,14, 21, 28 e 35 dias foram realizadas coletas de sangue para titulacdo de anticorpos anti-S.
agalactiae utilizando o teste de aglutinacdo direta. Para avaliar a taxa de sobrevivéncia outras
30 tilapias foram distribuidas em trés aquarios e submetidas a trés tratamentos (GI: controle;
GII: imunizada com soro- inativado; GlllI: imunizada com soro ndo-inativado). Apds 48 horas
da inoculacdo, as tilapias foram desafiadas i.p. com 100 pL de S. agalactiae e monitoradas
duas vezes ao dia, por um periodo de 35 dias. Os resultados deste trabalho mostraram que 0s
titulos séricos de anticorpos foram detectados pela aglutinacdo direta até o 21° dia pos-
transferéncia passiva, e neste mesmo periodo houve uma protecdo de 80% entre 0s grupos
imunizados com soro- inativado e soro ndo-inativado contendo anticorpos anti-S. agalactiae,
apos desafio com S. agalactiae. Ao final do experimento, 0 grupos soro- inativado e soro ndo-
inativado apresentaram 60 e 80% de protecdo, respectivamente, enquanto que no grupo
controle a mortalidade foi de 100%. N&o houve diferenca estatistica significativa na taxa
protecdo entre 0s grupos imunizados.

Palavras-chave: Estreptococose. Imunidade. Peixes. Imunoglobulina. Soro.

Abstract: The stress caused by the high density of storage, intensive feeding and lower water
quality makes tilapia more susceptible to infectious diseases like streptococcosis, considered
one of the most important diseases in aquacultures, causing high rates of mortality. The aim
of this work was to evaluate the persistency and the titers of anti-Streptococcus agalactiae
antibodies passively transferred by intraperitoneal inoculation (i.p.) and the rate of mortality
after i.p. challenge with S. agalactiae in Nile tilapia (Oreochromis niloticus). After

1 Artigo editado de acordo com as normas de publicaco do periddico Ciéncia Rural.
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determining the DL 50 of S. agalactiae, 36 tilapias were distributed in four aquariums, two
for the control group and two for the group intraperitoneally inoculated (i.p.) with the DL 50
for anti-S. agalactiae antibodies production. On the 21° and 28° day blood was collected for
the obtainment of hiperimmune serum used in passive transference. Then, 30 tilapias were
distributed in three aquariums and submitted to three treatments (Gl: control; GllI: i.p.
immunized with inactivated- serum; GIII: i.p. immunized with non- inactivated serum). After
48 hours and seven, 14, 21, 28 and 35 days there were realized blood collections for anti-S.
Agalactiae antibodies titration using the direct agglutination test. For survival evaluation 30
others tilapias were distributed in three aquariums and submitted to three treatments (Gl:
control; GIl: i.p. immunized with inactivated- serum; GIIl: i.p. immunized with
noninactivated serum). After 48 hours of inoculation tilapias were i.p. challenged with 100 pL
of S. agalactiae and monitored twice a day for 35 days. The results of this work showed that
titers of antibodies were detected by direct agglutination until the 21° day after passive
transference and during the same period the protection between the groups immunized with
inactivated serum and non- inactivated serum contending anti-S. agalactiae antibodies was of
80% after challenge with S. agalactiae. At the end of the experiment, the inactivated serum
and non- inactivated serum groups showed 60 and 80% of protection, respectively, while in
the control group the mortality was of 100%. There was not statistical significant difference in
the survival rate between the immunized groups.

Keywords: Streptococcosis. Immunity. Fishes. Immunoglobulin. Serum.

Introducéo

A producao de tilapias tem apresentado um crescimento acelerado no Brasil
e no mundo (LOPERA BARRERO et al., 2006), principalmente em sistemas de criagéo
intensivos, devido a aceitacdo no mercado, rusticidade e alta produtividade (KUBITZA,
1997). Este tipo de sistema associado as praticas de manejo inadequadas e a falhas
nutricionais podem alterar a qualidade da &gua propiciando a ocorréncia de enfermidades
infecciosas (BARCELLOS et al., 2000).

Entre as enfermidades infecciosas em peixes, destacam-se as bacterioses
causadas por Streptococcus spp (WU, 1970) consideradas como um complexo de doengas
similares causadas por diferentes espécies capazes de lesar o sistema nervoso central
(TORANZO et al.,, 2005) e causar septicemia. As estreptococoses Sdao um importante
problema sanitario em sistemas de criacdo intensivo de tilapias (Oreochromis spp.)
(SURESH, 1998) e atualmente, o Streptococcus iniae e 0 Streptococcus agalactiae sdo
considerados 0s mais importantespatdgenos de tilapia no mundo (SHOEMAKER; KLESIUS,
1997).

Os antibidticos sdo os produtos mais utilizados no tratamento de infeccGes
em peixes, porém, o seu uso indiscriminado favorece a selecdo de bactérias, acarreta grande

impacto ambiental e pode deixar residuos nos alimentos destinados ao consumo humano
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(HOLMSTROM et al., 2003). Uma alternativa a utilizacdo destas drogas é a utilizacdo de
anticorpos, os quais podem prevenir doencas infecciosas promovendo uma protecdo imune
passiva artificial (ZEITLIN, 2000), realizada através da transferéncia do soro de
animaisimunizados para animais susceptiveis (TURGEON; ELAZHARY, 1992).

Na piscicultura a utilizacdo de imunizacgdo por diferentes vias de aplicacao é
considerada uma alternativa ao uso de antimicrobianos (SACCHETIN et al., 2010), entretanto
esse método apresenta vantagens e desvantagens (GUDDING et al., 1999). Especificamente
quanto & imunizacdo passiva em tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus) os estudos ainda sdo
escassos e justificam o presente trabalho que teve como objetivo avaliar a prote¢do da
transferéncia passiva de anticorpos anti- Streptococcus agalactiae em tilapias do Nilo
(Oreochromis niloticus) desafiadas com cepa virulenta de S. agalactiae e o percentual

relativode sobrevivéncia em tildpias do Nilo (O. niloticus).

Material e Métodos

Local e Acondicionamento dos Peixes

O experimento foi realizado no Laboratério de Imunopatologia de Peixes
(LIPPE), da Universidade Estadual do Norte do Parana . Campus Luiz Meneghel
(UENP/CLM), Bandeirantes.

No LIPPE, os peixes foram submetidos a quarentena em caixas de fibra de
vidro com capacidade para 500L de agua e taxa de renovagdo de 2L por minuto, por um
periodo de 30 dias e, posteriormente, transportados e mantidos em aclimatacdo por sete dias,
tempo necessario para que a concentracdo plasmética de cortisol voltasse aos niveis basais
(BARTON, 2002), na Unidade de Infeccdo Experimental de Organismos Aquaticos, dotada
de adequada infraestrutura com biosseguranca para descontaminacdo da agua e de todo
omaterial utilizado nos procedimentos de infec¢do experimental.

Foram utilizadas 126 tilapias do Nilo (O. niloticus) com peso médio de 100
gramas ( 10), provenientes da mesma desova. Os peixes foram alimentados duas vezes ao
dia com racdo extrusada (FISHTM 30% de proteina bruta, Cooperativa Integrada), na
proporcao de 3% do peso vivo, atendendo as exigéncias nutricionais para tilapias (FURUYA
etal., 2001; GONCALVES, 2003).
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Controle da Qualidade da Agua

Os aquarios continham agua de poc¢o artesiano declorificada com fluxo
continuo e aeracdo realizada por compressor de ar, distribuidas por mangueiras de PVC
(6mm) e pedra porosa. A limpeza foi realizada diariamente por sifonagem. Diariamente, 0
oxigénio dissolvido e a temperatura foram medidos com o equipamento YSI 55 (Yellow
Spring Instrument, Yellow Springs, OH, USA) e semanalmente, o pH, nitrito e amonia foram
mensurados pelo teste bioquimico Acqua-imagen®.Durante o0 experimento, a média da
concentragdo de oxigénio dissolvido foi mantida em 5.3+0.5 mg/L, temperatura em 28+0.9°C,
pH em 6.8+ 0.4, nitritos em 0.30 mg/L e amdnia em 0.04 mg/L, valores dentro da referéncia

para o bem- estar dos peixes.

Anestesia e Coleta de Sangue

Os peixes foram anestesiados com solucdo aquosa de 6leo de cravo
(Eugenol®) na proporcdo de trés mL para 10 L de &gua. Inicialmente, 1 mL da solucdo
concentrada de 6leo de cravo foi diluido em 10 mL de alcool 70°GL. Desta dilui¢do, foram
adicionados 3 mL em um recipiente com 10 L de agua (DELBON, 2006), onde 0s peixes
foram alocados. Estes eram considerados anestesiados quando, ap6s aproximadamente dois
minutos, estivessem quase imdveis no fundo do recipiente, mantidos ativos os movimentos
operculares.

A coleta de sangue dos animais foi realizada através de puncdo da veia
caudal, com auxilio de seringas e agulhas descartaveis. Apds a coleta, o sangue foi
centrifugado a 2000 g durante cinco minutos e o soro obtido foi mantido a -40C até o

momento de sua utilizag&o.

Preparacéo do S. Agalactiae para Determinagéo da DL50

Para a determinacdo da DL 50 de S. agalactiae foi utilizada amostra de S.
agalactiae isolada de tildpias infectadas naturalmente e identificadas segundo as
caracteristicas culturais, morfologicas, tintoriais e bioquimicas (VANDAMME et al., 1997;
SALVADOR et al., 2005). A cepa de S. agalactiae foi semeada em 500 mL de caldo BHI
(Brain Heart Infusion-DIFICO®) e incubada por cinco dias a 29°C, em aerofilia. Apos

centrifugacdo a 4000 g (4°C)/20 min. o sobrenadante foi desprezado e a massa bacteriana
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ressuspendida em 500 MI de PBS e novamente centrifugada. Essa operacao foi realizada por
mais trés vezes e a massa bacteriana obtida foi diluida em PBS de modo a conter 10*, 10° e
10® UFC/mL, correspondente ao grau quatro, seis e oito da escala de MacFarland. Foram
utilizados 30 peixes distribuidos ao acaso em trés aquarios, contendo 10 peixes cada. Os
peixes dos aquarios um, dois e trés foram inoculados i.p. com as concentragdes 10 10° e 10°
UFC/ml de S. agalactiae respectivamente e a DL 50 foi determinada ap6s observacao por 15
dias (SALVADOR, 2008).

Producéo de Soro Hiperimune

Foram utilizados 36 peixes distribuidos ao acaso em quatro aquarios,
contendo nove peixes cada. O controle, mantido em dois aquarios, foi inoculado i.p. com 0,5
mL PBS/MI 0,15M, pH 7,2 estéril/animal. Os peixes produtores foram inoculados i.p. com
0,5 mL de 1 x 10® UFC/mL (DL 50) de S. agalactiae inativado (40°C/30 min. em banho-
maria) /animal. Previamente a primeira inoculacao foi coletado sangue de todos os peixes. Os
peixes foram inoculados duas vezes com intervalo de 14 dias e tiveram o sangue coletado no
21° e 28° dia. As amostras de soro obtidas foram tituladas individualmente e reunidas em um
.pool. e entdo formada duas aliquotas, uma de soro- inativado a 56°C/30 min. em banho-maria
para inativacdo do complemento e outra de soro ndo- inativado. Estas aliquotas foram

mantidas a -4°C até o0 momento de sua utilizagéo.
Titulac@o de Anticorpos Séricos

O titulo de imunoglobulinas M nas amostras de soro foi determinado pela
técnica de aglutinacdo direta de S. agalactiae na presenca de anticorpos especificos no soro
(LARSEN; MELLERGAARD, 1984).

A prova de aglutinacdo direta modificada por Eto et al. (2011) foi realizada
com amostras de soro inativadas a 56°C/30 min. e foram depositadas em placas de
microtitulacdo de 12 pocos com fundo em U. Em todos os pogos foram adicionados 25 iL de
PBS e no primeiro poco 25 iL de soro- inativado. Apds a homogeneizacao da solugdo foram
transferidos 25 iL para o poco seguinte, sendo repetido este processo até o 11° poco, e entdo
desprezado 0 mesmo volume da solugdo. Em seguida, foi adicionado volume igual de
antigeno bacteriano inativado de S. agalactiae em cada poco, e a placa mantida inicialmente

em estufa a 37°C/1 hora e a seguir a 4°C/22 horas. A leitura visual das placas foi realizada
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comparando-se o padrdo de sedimentacdo do pogo controle (12° pogo) contendo apenas PBS
e antigeno bacteriano de S. agalactiae, com os padrdes de sedimentacdo dos demais pogos. O
titulo de anticorpos total foi identificado como a maior diluicdo em que se observou uma
reacdo de aglutinacdo. O resultado da titulagdo foi expresso em numeros decimais apds o
calculo do logaritmo base dois (Log2) dos titulos detectados. Este procedimento foi realizado

em todas as amostras de soro analisadas neste trabalho.

Inoculacédo de Anticorpos Anti-S. Agalactiae

Foram utilizados 30 peixes distribuidos ao acaso em trés aquarios, contendo
10 peixes cada. Cada peixe do grupo | (controle) foi inoculado com 100 pL PBS 0,15M, pH
7,2 estéril via i.p.; do grupo Il com 100 uL do “pool” de soro- inativado via i.p. e do grupo Ill
com 100 pL do “pool” de soro nédo- inativado via i.p.. Antes da imunizagdo passiva foram
coletadas amostras de sangue de cada peixe dos trés grupos para avaliar a titulacdo de
anticorpos anti-S. agalactiae. Foram realizadas coletas de sangue de todos os peixes dos trés
grupos com 48 horas e com sete, 14, 21, 28 e 35 dias apds a inoculagdo. A titulacdo dos
anticorpos séricos foirealizada em cada amostra de soro pelo método de aglutinacdo direta
(LARSEN; MELLERGAARD, 1984).

Desafio Bacteriano e Sobrevivéncia

Foram utilizados 30 peixes, distribuidos ao acaso em trés aquarios, contendo
10 peixes cada e submetidos ao mesmo tratamento do experimento anterior, sendo o grupo |
(controle) inoculado via i.p. com 100 pL PSB 0,15M, pH 7,2 estéril, o grupo Il com 100 pL
do “pool” de soro-inativado e o grupo 111 com 100 pL do “pool” de soro ndo- inativado e apds
48 horas da inoculacéo, os 30 peixes foram desafiados via i.p. com a DL 50 (1 x 108 UFC/mL
de S. agalactiae). Os grupos foram observados diariamente, no periodo da manha e da tarde,
acompanhando-se os sinais clinicos e sobrevivéncia, seguindo até o final do experimento, aos
35 dias. Todos os peixes mortos foram submetidos a necropsia para observacdo de lesGes

macroscopicas e cultura microbioldgica para confirmacao de S. agalactiae.
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Andlise Estatistica

Para analise estatistica dos resultados foi empregado o software GraphPad
Prim, aplicando o teste Qui- quadrado e Graph Prisma para analise de variancia (ANOVA)
seguida do teste de Tukey. As diferengas foram consideradas significativas quando p<0,05.

Resultados

Nos peixes inoculados com S. agalactiae para a producdo de soro
hiperimune, foram detectados titulos médios (Log2) de anticorpos nas amostras de soro,
coletado no 21° e no 28° dia, de 1,44 e 2,39, respectivamente (Figura 1).

Na inoculacdo de anticorpos anti- S. agalactiae, a maior media de titulos de
anticorpos nos peixes do Grupo Il (soro- inativado) foi detectada na coleta realizada no 7° dia
e no Grupo Il (soro ndo-inativado), na coleta com 48 horas. No Grupo Il foi detectado aos 14
dias a diminuicdo da média do titulo de anticorpos que se manteve igual no 21° dia, enquanto
no Grupo I, a diminuicdo da média do titulo de anticorpos ocorreu no sétimo dia,
diminuindo gradativamente no 14° e 21° dia. Em ambos os grupos os titulos de anticorpos
foramdetectados somente até o 21° dia pos- inoculacéo (Figura 2).

Na avaliacdo da sobrevivéncia apés desafio bacteriano, o Grupo | (controle)
apresentou 100% de mortalidade no 10° dia de experimento. Nos Grupos 1l e 11l, no 21° dia
de experimento a porcentagem relativa de sobrevivéncia (PRS) foi de 80%, e ao final do
experimento, com 35 dias, 0 grau de protecao foi de 40% no Grupo Il e 70% no Grupo Il
(Figura 3). N&o houve diferenca estatistica significativa (p<0,05) entre os Grupos Il e

I11,apenas quando comparados ao Grupo I.

Discussao

As duas inoculacOes, realizadas com 14 dias de intervalo, mostrou nas
coletas realizadas no 21° e 28° dia uma elevacdo média dos titulos séricos (Log2) de
anticorpos. Diferentemente deste trabalho, que utilizou S. agalactiae inativado, Shelby et al.
(2002) utilizaram sub-dose de S. iniae virulento, e também obtiveram aos 28 dias pos-
inoculagdo, elevagdo na média do titulo de anticorpos.

Na transferéncia passiva de anticorpos anti- S. agalactiae, 0s grupos

inoculados com soro- inativado e com soro ndo-inativado ndo mostraram diferencas
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estatisticas significativas (p<0,05) nas medias de titulos de anticorpos, obtidas pela prova de
aglutinacéo direta, na coleta realizada com 48 horas e sete dias pos- inoculacdo. Entretanto,
nas coletas com 14 e 21 dias houve diferenca estatistica significativa (p<0,05) quando
comparadas aos tempos anteriores, tanto para o grupo inoculado com soro- inativado como
para 0 grupo soro nao-inativado.

Na literatura ndo ha dados sobre 0 acompanhamento de titulos de anticorpos
produzidos e transferidos passivamente em peixes. Entretanto, Akhlaghi et al. (1996) apds
produzirem anticorpos anti- Streptococcus spp em ovelhas e coelhos e inocular em peixes
detectaram, pelo ELISA, aumento dos titulos séricos de anticorpos 24 horas apds a
inoculacéo, e significante diminuicdo aos 30 dias, porém titulos muito baixos foramdetectados
até 90 dias. E provavel que a deteccdo de anticorpos por este longo periodo tenha sido
possivel pelo alto limiar de deteccdo do ELISA, quando comparado com a aglutinacdo direta.

Na avaliagdo da taxa de sobrevivéncia foi obsevado no Grupo I, 100% de
mortalidade até o 10° dia do experimento. Neste mesmo periodo houve apenas uma morte em
cada um dos grupos Il e I1l. Nestes mesmos grupos, até o 24° dia do experimento, foram
observadas duas mortes por grupo, correspondendo a 80% de protecdo. No Grupo Il foram
observadas do 25° ao 28° dia, outras duas mortes, protecdo de 60%, enquanto no Grupo Ill, a
terceira morte ocorreu somente no 33° dia do experimento, correspondendo a 70% de
protecdo. O Grupo Il apresentou ao final do experimento, uma protecédo de 40%.

Shelby et al. (2002) imunizaram passivamente tilapias via i.p. com soro
anti- S. iniae inativado e soro anti- S. iniae ndo- inativado e desafiaram via i.p. com S. iniae
virulento apos 48 horas. Estes autores observaram que ndo houve diferenca estatistica
significativa entre a taxa de mortalidade observada no grupo soro anti- S. iniae inativado
(3,3%) e no grupo soro néo- inativado (0,0%), concluindo que o complemento ou as citocinas
presentes no soro ndo- inativado ndo foram responsaveis pela protegdo contra o S. iniae.

Neste trabalho analisando os resultados obtidos na titulagdo de anticorpos
(Figura2) com a porcentagem relativa de sobrevivéncia (Figura 3), observa-se, nos grupos
soro-inativado e soro ndo-inativado, relaco direta entre a diminuicéo dos titulos de anticorpos
transferidos passivamente e a diminuicdo da taxa de sobrevivéncia, entretanto ndo houve
diferenca estatistica significativa na taxa de sobrevivéncia, entre os grupos inoculados com
soro- inativado e ndo- inativado, sugerindo que anticorpos especificos contra S. agalactiae
foram importantes para a protecdo dos peixes imunizados passivamente e que o complemento

presente no soro ndo- inativado n&o implicou em protegéo extra.
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A imunizacdo passiva gquando comparada a vacinacgdo, apresenta uma
protecdo imediata, pois as imunoglobulinas estdo sendo inoculadas diretamente no animal,
enguanto que a vacina exige um tempo minimo de resposta de 7 dias ap6s a inoculagdo do

antigenopara a formacao de anticorpos pelo préprio sistema imune do animal.

Conclusoes

Os peixes que receberam a imunizagdo passiva e posteriormente desafiados
com S. agalactiae tiveram uma protecdo parcial de 80% (Grupo Il e Ill) até o 21° dia de
experimento e ao final deste, uma protecdo de 40% (Grupo Il) e 70% (Grupo Il1) quando
comparados ao grupo controle (0%, Grupo ).

A inoculagdo da DL 50 de S. agalactiae em tilapias do Nilo (O. niloticus)
produziutitulos de anticorpos anti- S. agalactiae suficiente para ser utilizado na transferéncia
passiva.

Anticorpos anti- S. agalactiae foram detectados, pelo método de aglutinacéo
direta, atéo 21° dia p6s- inoculagdo em tilapias do Nilo (O. niloticus).

Futuramente, estes dados mostram a possibilidade da utilizacdo profilatica
do soro hiperimune anti- S. agalactiae na protecdo imediata em casos de surto de S.

agalactiae, em tilapias no Nilo (O. niloticus).
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Figura 1 - Média dos titulos séricos (Log2) de anticorpos anti- Streptococcus
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Figura 3 — Porcentagem relativa de sobrevivéncia em tilapias do Nilo (Oreochromis
niloticus) inoculadas com soro- inativado e soro ndo- inativado contendo
anticorpos anti- Streptococcus agalactiae e desafiadas 48 horas apds com
DL 50 (1 x 108UFC/mL) de S. agalactiae.
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4 CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho sugerem que:

e A inoculacdo da DL 50 (1 x 108 UFC/mL) de S. agalactiae em tilapias
do Nilo (O. niloticus) foi eficiente para estimular a producdo de
anticorpos anti- S. agalactiae;

e A deteccdo dos titulos séricos de anticorpos anti- S. agalactiae, pelo teste
de aglutinacdo direta, foi possivel até o 21° dia pds- inoculacdo com
soro- inativado e ndo-inativado;

e Na avaliacdo da porcentagem relativa de sobrevivéncia, a inoculagéo i.p.
em tilapias do Nilo (O. niloticus) com soro anti- S. agalactiae- inativado
e ndo- inativado e desafiadas com S. agalactiae demonstrou protecdo de
40 e 70%, respectivamente, sugerindo que a imunizagdo passiva foi
eficiente na protecdo imediata dos peixes.
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