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contra dois sorotipos de Streptococcus agalactiae em tilapias do Nilo (Oreochromis
niloticus). 2019. 53 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia Animal) - Universidade Estadual de
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RESUMO

O Brasil apresenta potencial para o desenvolvimento da aquicultura, e tem sido impulsionado
pela expansdo dos cultivos de tilapia do Nilo em tanques-rede nos diversos reservatorios
existentes no pais. A tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) é a espécie mais cultivada nos
reservatorios aquicolas brasileiros, devido a sua rusticidade, rapido crescimento, tolerancia a
baixa qualidade da &gua e consideravel resisténcia as doencas. Entretanto, a bactéria
Streptococcus agalactiae € responsavel por elevadas taxas de mortalidade, prejudicando o
crescimento e o desenvolvimento das tilapiculturas no pais. Apesar de ja existir uma vacina
comercial disponivel, sua protecdo é conferida apenas contra o sorotipo Ib, ndo impedindo
que as tilapias adquiram a doenca quando expostas & outros sorotipos deste patdégeno. Em
2017, o sorotipo 111 ocasionou mortalidade e grandes prejuizos em pisciculturas na regido do
nordeste brasileiro em decorréncia da sua viruléncia, multirresisténcia e auséncia de protecéao
vacinal. O objetivo deste trabalho foi desenvolver uma vacina bivalente, utilizando duas cepas
isoladas de S. agalactiae, sorotipos Ib e 111 (§13 e S73). Foram utilizadas 480 tilapias do Nilo
de 30 gramas, distribuidas em 12 caixas de 150L, com 40 peixes por tratamento. O
delineamento experimental constituiu-se em trés grupos controles (negativo e positivos para
cada sorotipo) e nove vacinados (grupos vacinados com vacina monovalente e desafiados com
cepa homodloga e heter6loga e grupo de animais vacinados com a vacina bivalente e
desafiados separadamente com as cepas de cada sorotipo e desafiados com as duas cepas
concomitantemente). No dia 0, os peixes foram imunizados com 0,1 mL i.p das bacterinas
(10® UFC/mL) e ap6s 21 dias, foram desafiados (0.1 mL i.p) com dosagem de 7.6 x 10° UFC/
peixe do patogeno). A eficécia das vacinas monovalentes foi observada nos grupos que foram
desafiados com cepas homdlogas aos das vacinas, demonstrando a auséncia de protecdo
cruzada entre os sorotipos. Os grupos que receberam as vacinas bivalentes demonstraram
maior protecdo quando foram desafiados com as duas cepas (RPS = 96.16%). N&o houve
diferenga significativa entre a vacina comercial quando os animais foram desafiados com o
sorotipo Ib e a vacina produzida neste trabalho. O presente estudo demonstrou que a vacina de
S. agalactiae bivalente, produzida com as cepas S13 e S73, apresentou elevada protecéo e sua
utilizacdo no campo serd uma ferramenta de grande importancia na redugdo dos prejuizos
causados pela estreptococose.

Palavras chaves: bacterioses; tilapicultura; estreptococose; imunoprofilaxia.
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ABSTRACT

Brazil has demonstrated a great potential in aquaculture which is promoted due to the
expansion of tilapia production all over the country. Nile tilapia (Oreochromis niloticus) is the
main species farmed in Brazil, mainly due to the rusticity, rapid growth, tolerance to water
quality and considerable resistance to diseases. However, bacteria of the species
Streptococcus agalactiae is a major threat to production inducing high levels of mortality in
tilapia farms. Despite the availability of a commercial vaccine, protection levels only showed
good results against S. agalactiae serotype Ib, which lead the occurrence of outbreaks in
tilapia farms when affected by other serotypes that are circulating in the country. In 2017, a S.
agalactiae serotype Il caused high loss and mortality in tilapia farms in the Northeast region
of Brazil due to its high virulence, multi resistance and lack of vaccine protection. The main
goal of this study is to develop a bivalent vaccine using the serotypes Ib and IIl of S.
agalactiae (strains S13 and S73). A total of 480 tilapias were allocated in 12 water
tanks/groups with 40 fish in each. The arrangement of the experiment consisted of three
control groups (negative and positive for each serotype) and nine vaccinated groups (groups
vaccinated with monovalent vaccine and challenged with homologous and heterologous strain
and group of animals vaccinated with the bivalent vaccine and challenged with the strains of
each serotype separately and challenged with the two strains concomitantly). The vaccinated
groups received a dose of the bacterin in day 0 with 0.1 mL i.p (108 UFC/mL), and after 21
days fish were administered with 0.1 mL i.p (7.6 x 10° UFC/fish of pathogen). The efficacy of
monovalent vaccines was observed in the groups infected with homologous strains
demonstrating the lack of cross-protection between the serotypes. Groups vaccinated with the
bivalent inoculum demonstrated a better protection when challenged with the two different
strains (RPS= 96.16%). No statistical significance of protection were observed between
commercial vaccine and vaccine produced in this work when challenged with serotype Ib
strain. These results demonstrate that the bivalent vaccine induces protection in fish
challenged with streptococcosis caused by the serotype Ib and Ill and its use in the field
would be of great importance to reduce losses caused by this disease.

Keywords: bacterioses; tilapia culture; streptococcosis; immunoprophylaxis.
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1 INTRODUCAO

O desenvolvimento da piscicultura no Brasil tem sido impulsionado pela
expansdo dos cultivos de tilapia do Nilo em tanques-rede nos diversos reservatorios existentes
(FAO, 2018). Nesse ambito, a tilapia do Nilo, Oreochromis niloticus é a principal espécie
cultivada no pais, com uma producdo de 239,09 mil toneladas, representando quase metade
(47,1%) do total da piscicultura no Brasil (IBGE, 2017). E uma espécie que se caracteriza
pela sua rusticidade, rapido crescimento, toleréncia a baixa qualidade da dgua e consideravel
resisténcia &s doencas (LITTLE et al., 2008).

Fatores predisponentes que levam & uma condicdo de estresse nos peixes,
como por exemplo, temperaturas abaixo de 28°C, elevada densidade animal pela utilizacdo de
sistemas intensivos e falhas em medidas sanitarias preventivas (quarentena, aquisi¢cdo de
alevinos de produtores livres de doencas, vacinagdo, dentre outras) estdo relacionadas ao
surgimento de doencas virais, parasitarias e, de forma destacada, as bacterianas
(FIGUEIREDO et al., 2006; MIAN et al., 2009; CHIDEROLI et al., 2017).

Dentre as bacterioses encontradas em tilapias, destacam-se as principais
espécies ou géneros de patdgenos bacterianos relacionados as enfermidades em peixes no
Brasil: Streptococcus agalactiae, S. iniae, S. dysgalactiae, Flavobacterium columnare e
Francisella noatunensis subsp. orientalis (LEAL; TAVARES; FIGUEIREDO et al., 2014;
MIAN et al., 2009; NETTO; LEAL; FIGUEIREDO, 2011). A bactéria S. agalactiae surgiu
como um dos principais agentes etiologicos que causa septicemia e meningoencefalite em
plantéis do mundo inteiro (EVANS et al., 2002). Dados da literatura reportam a ocorréncia de
surtos causados pela bactéria em tilapiculturas em mais de 10 estados Brasileiros
(FIGUEIREDO et al., 2006; MIAN et al., 2009; PEREIRA et al., 2010; SALVADOR et al.,
2003; MAINARDI et al., 2016). Casos de infeccdo por essa bactéria ocasionam altas taxas de
mortalidade, que podem atingir até 90% do plantel (ELDAR et al., 1995; EVANS et al., 2002;
MIAN et al., 2009).

A maioria das linhagens de S. agalactiae GBS (Streptococcus grupo B de
Lancefield — GBS) podem ser classificados em 10 sorotipos de acordo com as caracteristicas
fenotipicas de capsula (la, Ib, I, Il a IX) (SLOTVED et al., 2007). Embora, o sorotipo Ib seja
0 mais comumente associado & surtos de estreptococose em tilapias no Brasil, o sorotipo la e
alguns isolados ndo-sorotipaveis podem ser encontrados no pais (GODOY et al., 2013). No

ano de 2017, foi descrito um surto com elevada mortalidade na regido nordeste do Brasil
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causado pelo sorotipo 11, em tildpias previamente vacinadas, alertando os produtores ao novo
sorotipo circulante nos plantéis (CHIDEROLI et al., 2017).

O S. agalactiae é um dos patdgenos que mais causa prejuizos na
tilapicultura nacional nas pisciculturas do pais e apresenta resisténcia a alguns
antimicrobianos (FIGUEIREDO et al., 2006). Desta forma, o uso de vacinas na aquicultura é
uma alternativa eficaz &s boas praticas de manejo a fim de diminuir os efeitos negativos do
uso de farmacos e consequentemente, a presenca de residuos de medicamentos em produtos
animais (um risco a saude humana), melhorando assim a sadde (animal e humana), o bem-
estar dos animais, a cadeia alimentar humana e o crescimento da produgdo de maneira
econdémica (MEEUSEN et al., 2007; RING@; ERIK; INGVILL, 2014).

Visto que ainda ndo h& uma vacina que proteja contra um novo sorotipo
circulante no pais, (o sorotipo Ill), objetivou-se neste trabalho desenvolver e avaliar a eficacia

in vivo de uma bacterina produzida com dois sorotipos associados para S. agalactiae, Ib e I11.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 STREPTOCOCCUS AGALACTIAE

A bactéria Streptococcus agalactiae também denominada Streptococcus
grupo B de Lancefield — GBS apresenta morfologia cocos Gram positivo, dispostos em
cadeias ou aos pares e € comensal da flora bacteriana em seres humanos (EL BEITUNE;
DUARTE; MAFFEI, 2005). Sdo fermentadoras de hidratos de carbono, catalase negativa,
imoveis, apresentam um padrdo de B-hemolise e por definicdo, todos os GBS possuem um
antigeno (polissacarideo capsular) do grupo B associado a parede celular como ja descrito por
Lancefield em 1933. A imunidade protetora a infeccdo pelo GBS pode ser desencadeada pela
capsula polissacaridica e também por diferentes proteinas de superficie (LANCEFIELD et al.,
1975).

As cepas tipo la, Ib e II expressam as proteinas o e [, sendo a o mais
frequente e as cepas do tipo Il expressam a proteina Rib. Embora as proteinas o ¢ Rib
apresentem ampla identidade, elas ndo reagem de forma cruzada imunologicamente
(STALHAMMAR-CARLEMALM; STENBERG; LINDAHL, 1993). Em 2002, 68 anos
depois que Lancefield publicou seu trabalho (LANCEFIELD, 1933), os genomas do sorotipo
Il - GBS (GLASER et al., 2002) e do sorotipo V- GBS (TETTELIN et al., 2002) foram
sequenciados favorecendo uma maior caracterizacdo de fatores de viruléncia previamente
conhecidos do GBS ampliando os conhecimentos da patogénese desta bactéria (BURNHAM,;
TYRRELL, 2003).

A maioria dos GBS podem ser classificados em 10 sorotipos de acordo com
as caracteristicas fenotipicas de capsula (la, Ib, I1, 11l a IX) e até 9% de isolados invasivos nao
sdo sorotipaveis (SLOTVED et al., 2007). Os sorotipos la e Ill sdo os sorotipos mais
frequentes de S. agalactiae patogénicos transmitidos por humanos, vacas e tilapias (LI et al.,
2013; DOGAN et al., 2005). E os sorotipos la e Ib sdo os mais encontrados em frutos do mar
(VAN DER MEE-MARQUET et al.,, 2009). Entretanto, surtos em todo o mundo
demonstraram que 0s sorotipos la, Ib e 11l sdo os mais comuns isolados de tilapias infectadas
(CHIDEROLI et al., 2017; EVANS; KLESIUS; SHOEMAKER, 2004; SUANYUK et al.,
2008).
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2.2 BACTERIOSES E TILAPIA

A Tilapia (Oreochromis spp.) € a espécie mais difundida e cultivada na
aquicultura mundial com potencial aumento na producao, atingindo 400.280 toneladas em
2018, com crescimento de 11,9% em relacdo ao ano anterior (PEIXE BR, 2019). O termo
tilapia refere-se a uma serie de espécies da Familia Cichlidae; no entanto, a espécie mais
comum ¢ a Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) (FAO, 2018). Entretanto, apesar de sua
resisténcia em condicdes de estresse pode ser suscetivel & infeccBes causadas por bactérias
oportunistas como as pertencentes aos géneros Streptococcus, Pseudomonas, Vibrio,
Flexibacter, Edwarsiella e Aeromonas (PLUMB, 1999), o que pode levar & perdas
consideraveis nas tilapiculturas. Desta forma, devido ao cultivo intensivo em sistemas tanque
rede (alta densidade e criacdo intensiva), a ocorréncia de surtos de doencas infecciosas foi
caracterizada como um dos principais impedimentos para o completo desenvolvimento de
cultura de tilapia no Brasil (MIAN et al., 2009).

Os fatores de viruléncia da bactéria estdo relacionados com a invasdo,
replicacdo e evasdo do sistema imune dos hospedeiros, além de provocarem lesdes durante a
patogénese da doenca (VILCHES et al., 2004). Leucdcitos (mondcitos, neutrofilos, basofilos)
desempenham um papel importante na defesa imunol6gica inespecifica do sistema inato do
peixe (MISRA et al., 2006) e a redugdo de mondcitos é comum em processos inflamatérios
(SILVA et al., 2012). Além de produzirem citocinas, os mondcitos, sdo células primarias na
apresentacdo de antigenos em teledsteos, como a tilapia do Nilo, e tém funcgdes de célula de
defesa no sangue periférico (DALMO; BOGWALD, 2008).

Embora, as patogéneses das infeccdes da maioria dos patdgenos em tilapias
ainda ndo estejam totalmente descritas, compreende-se que uma vez que a bactéria penetre
nas barreiras celulares para alcancar a corrente sanguinea ou os tecidos, uma resposta
imunolégica é desencadeada pelo o organismo do hospedeiro e as células fagociticas,
incluindo os neutrofilos e macrofagos, partem para combater esta resposta. (DORAN; NIZET,
2004). Adicionalmente, a bactéria pode permanecer viavel no hospedeiro como um organismo
comensal por longos periodos e estabelecer uma infeccdo em individuos suscetiveis,
sugerindo que a bactéria possa ser capaz de “enganar” o sistema imunologico do hospedeiro
(CUMLEY et al., 2012).

A bactéria S. agalactiae pode sobreviver dentro das células do hospedeiro,
por exemplo, em macrofagos e, quando isso ocorre resulta em uma protecdo do

microrganismo de moléculas antimicrobianas ativas no sangue, possibilitando que ele avance
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para 0 cérebro dos peixes e estabeleca uma infeccdo crénica como a meningoencefalite
(ELDAR et al., 1995; IREGUI et al., 2016). Em contrapartida, a resposta imune humoral
demora aproximadamente uma semana para iniciar sua acéo, neste periodo o patdégeno pode
alcancar o SNC (Sistema Nervoso Central) do hospedeiro, dificultando a a¢do de anticorpos.
Além disso, a resposta humoral primaria e secundéria dos peixes tem a imunoglobulina IgM
como fundamental anticorpo, ndo produzindo anticorpos da classe IgG (WATTS; MUNDAY;
BURKE, 2001).

Outros fatores ligados ao manejo inadequado deprimem a resposta
imunologica das tilapias, e ajudam a intensificar o contato entre os animais o que contribui
para a maior ocorréncia de enfermidades e morte em sistemas intensivos de tilapiculturas.
Fatores como a inadequada nutricdo (racdes com baixas taxas de proteina), pouca renovacao
de &gua (como consequéncia elevados niveis de amonia), alta densidade animal, ocasionam
exaustdo nos plantéis (PASNIK et al., 2005).

Notadamente, parametros hematoldgicos sdo importantes indicadores de
salde dos peixes (DE PEDRO et al., 2005; MARTINS et al., 2008), e mudancas na propor¢do
de células sanguineas podem ser indicativo de uma doenca ou exposicao a produtos quimicos
(DE PEDRO et al., 2005).

2.3 EPIDEMIOLOGIA DA ESTREPTOCOCOSE

A estreptococose € uma doenca emergente que afeta mais de 45 espécies de
peixes tanto de agua doce como de agua salgada em aquiculturas na Africa, Australia e
Europa. Além disso, 12 paises do continente americano ja tiveram a doenca notificada em
tilapiculturas existentes (CONRQY, 2009). A distribuicdo dos sorotipos podem variar de
acordo com regido geografica, o perfil da populacdo estudada e a fonte da bactéria isolada
(DOGAN et al., 2005). Os sorotipos la, IlI, 11l e V s&o os mais comumente isolados nos
Estados Unidos e em alguns paises europeus (DOGAN et al., 2005; GHERARDI et al., 2007).
Ja os sorotipos VI a IX raramente sdo descritos no mundo (EKELUND et al., 2003,
SLOTVED et al., 2007). Nesse ambito, o S. agalactiae - GBS vem causando surtos com alta
morbidade e mortalidade em peixes selvagens, (EVANS; KLESIUS; SHOEMAKER, 2004;
JAFAR et al., 2008) na garoupa gigante de Queensland e em algumas espécies de peixes
selvagens na Australia (BOWATER et al., 2012).

Estudos realizados em tilapias vermelhas (Oreochromis sp.) e tilapias do

Nilo (O. niloticus) cultivadas na Tailandia, foram relatados a ocorréncia de gendtipos raros de



16

S. agalactiae relacionando-os com isolados de humanos, peixes e outros GBS zoonéticos.
Entretanto, ao final do estudo concluiram que as tilapias infectadas pertenciam aos sorotipos
la e I1l. E os diferentes sorotipos identificados indicaram que os surtos de GBS em todo o pais
ndo tinham relacdo, sugerindo que os isolados poderiam ter se originado de diferentes fontes.
Além disso, descreveram que os efeitos dos fatores ambientais e a imunizagdo contra a
estreptococose, causada por diferentes sorotipos, estariam relacionados a viruléncia da
bactéria (SUANYUK et al., 2008).

Pereira et al. (2010), em um trabalho inédito com caracterizacdo de cepas de
S. agalactiae isoladas de peixes, bovinos leiteiros e humanos, demonstraram que as cepas
analisadas dos trés hospedeiros naturais ndo apresentavam parentesco genético, embora
algumas cepas de bovinos e humanos tenham sido capazes de infectar os peixes e causar
sinais de meningoencefalite. Assim, sugeriram que a ligacdo genética ndo € um pré-requisito
para que S. agalactiae atravesse a barreira interespécie de diferentes hospedeiros. Chen et al.
(2015), em um estudo semelhante ao de Pereira et al. (2010), investigou a patogenicidade de
isolados de GBS (sorotipos la, Il e V) de humano, vaca e tilapia e a relacdo evolutiva entre
estas cepas vindo de diferentes fontes. Ao final, confirmaram que as cepas de GBS com 0s
sorotipos la, I1l e V de humanos e vacas poderiam infectar tilapias e induzir sinais clinicos
sob condigdes experimentais.

Em 2016 no Peru, foi relatado o primeiro isolamento de S. agalactiae
diagnosticado por PCR em tempo real em criadouros de tilapias apresentando caracteristicas
das principais alteracGes histopatologicas causadas por essa bactéria nos tecidos (ORTEGA
ASENCIOS et al., 2016). No mesmo ano, Areechon et al. (2016) demonstraram que 0S
isolados de tildpias, em pisciculturas na Tailandia, infectadas com sorotipo Il apresentava
uma maior viruléncia quando comparado ao sorotipo la. Adicionalmente, estudos referentes
so sorotipo Il de S. agalactiae isolados de peixes sugerem um elevado potencial zoondtico
para seres humanos (inclusive adultos saudaveis que consumiram peixe cru) (IP et al., 2016;
MARGARET et al., 2006; TAN et al., 2016).

No Brasil, a bactéria S. agalactiae foi isolada de tilapias pela primeira vez
no Norte do Estado do Parana (SALVADOR et al., 2003). Em 2006, a bactéria foi relatada
pela primeira vez em casos de surtos de meningoencefalite em tilapias do Nilo em dois
estados brasileiros, Minas Gerais e Espirito Santo (FIGUEIREDO et al., 2006). Em
contrapartida, a ocorréncia de sorotipos la, Ib, Il, 11l, IV e V foi descrito em poucos estudos
realizados com isolados de humanos originados das regides Sul e Sudeste (BENCHETRIT et
al., 1982, PINTO et al., 2013).
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2.4 HISTORICO DAS LINHAGENS S13, 573

A linhagem S13 foi isolada, pelo Laboratério de Bacteriologia em Peixes
(LABBEP) da Universidade Estadual de Londrina, de um esfregaco ocular em abril de 2015 a
partir de um surto que ocorreu em uma fazenda de til&pia no norte do estado do Parana. Em
estudos realizados pela equipe LABBEP, 0 genoma completo dessa cepa foi sequenciado e
depositado no NCBI GenBank, classificando-a como sequéncia tipo 552 (ST-552) pela
analise Multilocus (MLST) (FACIMOTO et al., 2017). Desta forma, o genoma completo da
linhagem S13 contribuiu para a dindmica epidemioldgica e a patogenicidade desse agente.

Por outro lado, a linhagem S73 foi isolada e descrita pela primeira vez no
pais (CHIDEROLI et al., 2017), pelo LABBEP, de amostras do rim, cérebro e baco, entre
agosto e dezembro de 2016 a partir de surtos que ocorreram em seis fazendas de tilapia do
Nilo no nordeste do Brasil. Neste mesmo estudo, Chideroli et al. (2017) demonstraram através
de testes de susceptibilidade a agentes antimicrobianos que a cepa era multirresistente e
altamente virulenta em ensaios in vivo em juvenis de tilapia. Além disso, o surgimento dessa
nova cepa circulante sugeriu que poderia ter ocorrido falhas nas barreiras sanitarias dos
plantéis, ja que os peixes eram vacinados ou, uma infec¢do devido a contaminacdo ambiental

com o patogeno deste sorotipo oriundo de outros hospedeiros.

2.5 RELACAO PATOGENO HOSPEDEIRO

A cépsula polissacaridica € um importante fator de viruléncia na patogénese
da estreptococose, pois, permite que a bactéria fuja dos mecanismos inatos de defesa do
hospedeiro. Além disso, a perda da expressdo da capsula resulta na perda da sua viruléncia.
Este fato foi comprovado em um trabalho realizado em 1987 por Rubens e colaboradores
através de um modelo experimental com ratos neonatais, onde foi demonstrado que uma Unica
mutacao especifica na expressdo da capsula resultava em um GBS mutante avirulento. Assim,
evidenciaram o papel da capsula tipo Il como principal fator de viruléncia para o sorotipo 11l
GBS (RUBENS et al., 1987).

Segundo Nizet (2002) outro fator de viruléncia da bactéria S. agalactiae
GBS sdo as B-hemolisinas ou seja, citotoxinas que apresentam um importante papel na lesao
tecidual e disseminacdo sistémica da doenca e esti associado & graves infeccbes humanas.

Leucocitos humanos, células epiteliais e endoteliais respondem de forma variavel a essas -



18

hemolisinas, com liberacdo de pré-inflamatorios e / ou fatores de defesa quimiotatica, como
IL-8 e peptideos antimicrobianos. E, a capacidade de detectar e responder & liberacdo das
toxinas é possivelmente adaptativa e serve para orientar a resposta imune inata do hospedeiro
a conter o organismo na superficie epitelial da mucosa.

Em 2015, Evans e seus colaboradores realizaram um estudo transversal com
tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus) para verificar se havia diferencas patogénicas entre
cepas de S. agalactiae isolados de varias regides geograficas (USA, Brasil, Honduras, Israel e
Kuwait) em diferentes concentracGes. Ao final do estudo, concluiram que os isolados das
Américas (EUA, Brasil e Honduras) foram mais virulentos do que os isolados do Oriente
Médio e Asia (Israel e Kuwait). Além disso, destacaram possiveis indicadores de aumento da
viruléncia, ou seja, a origem geografica, a origem das espécies de peixes, a atividade
hemolitica, a tipagem genética e a atividade CAMP (EVANS; PASNIK; KLESIUS, 2015).

A bactéria S.agalactiae possui a capacidade de desenvolver biofilme no
meio ambiente, ou seja, agregados de bactérias ligadas. Este fator esta associado & sua
persisténcia no ambiente, ocorréncia de recidivas pds tratamento e posterior desenvolvimento
de meningoencefalite cronica em peixes (ISIAKU et al., 2017). E no estudo de Chideroli et al.
(2017) foi demonstrado que o sorotipo Il (linhagem S73) apresenta um maior potencial para
a producéo de biofilme quando comparado ao sorotipo Ib (linhagem S13).

Alem disso, outro fator que tem influéncia na persisténcia da bactéria no
ambiente € a agua. Em um estudo realizado na Tailandia, mostrou que as tilapias do Nilo
criadas em altas temperaturas era suscetivel a estreptococose associada a transmissdo do
sorotipo la de S. agalactiae pela agua. Deste modo, para paises tropicais como a Tailandia, a
suscetibilidade a infeccdo devido a altas temperaturas pode ser expressivamente importante,
especialmente em periodos de verdo. Portanto, o estudo da relacdo entre peixes, S. agalactiae
e condicbes ambientais, deve ser levado em conta (RODKHUM; KAYANSAMRUAJ;
PIRARAT, 2011).

Diferentes isolados de Streptococcus variam em sua viruléncia de acordo
com o hospedeiro tildpia do Nilo, mas essas variagdes sdo influenciadas ndo sO pela
temperatura, mas também pela salinidade da agua na qual eles sdo mantidos. Além disso, a
lesdo no epitélio, a estirpe e a dose infectante sdo importantes fatores que contribuem para a
suscetibilidade da doenca (CHANG; PLUMB, 1996).

Sob condicGes naturais a transmisséo da estreptococose ocorre pela via

horizontal, ou seja, contato direto entre os peixes sadios com os doentes e alimentos
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contaminados ou, contato indireto pela contaminacdo da agua nos sistemas de criacdo
(AGNEW; BARNES, 2007; BOWATER et al., 2012 ).

Além disso, estudos realizados com larvas e juvenis de tilapias sugeriram
pouca ou nenhuma transmisséo vertical da doenca (HERNANDEZ; FIGUEROA; IREGUI,
2009; JIMENEZ et al., 2011). No entanto, trabalhos recentes avaliaram uma possivel
transmissao vertical da estreptococose e o padrdo de tropismo tecidual desta bactéria através
dos testiculos e ovarios dos reprodutores em tilapias vermelhas (Oreochromis spp.). E,
embora todos os reprodutores fossem assintomaticos, as bactérias estavam presentes em quase
todos os 6rgdos. Logo, confirmaram que tanto S. agalactiae como o S. iniae podem ser
transmitidos verticalmente (PRADEEP et al., 2016).

Os sinais clinicos caracteristicos da estreptococose consistem em ascite,
letargia, anorexia, exoftalmia, opacidade de coOrnea uni e bi lateral, natacdo errética,
enegrecimento de pele e relativa mortalidade. Além disso, na autopsia, os achados patoldgicos
revelam ascite, meningite, hepato e esplenomegalia (FIGUEIREDO et al.,, 2006;
SALVADOR et al., 2003).

Os sinais da doenca ndo sdo patognomonicos, porém, a natacao erratica
pode ser um indicador alarmante e de triagem para o diagndstico da doenca. No entanto, a
primeira etapa é o isolamento da bactéria dos 6rgdos cerebro, rim cranial e bago. E, com a
ocorréncia de cocos Gram-positivos realiza-se a prova da catalase, teste CAMP e posteriores
testes soroldgicos e moleculares confirmatérios (EVANS et al., 2002). Ressalta-se que o teste
de CAMP para o sorotipo Ib de S. agalactiae isolado de hospedeiro heterotérmico é CAMP
negativo (EVANS; PASNIK; KLESIUS, 2015).

A tipagem génica capsular pela aglutinacdo do latex é também um método
de diagnostico com base em anticorpos policlonais especificos para as 10 capsulas
reconhecidas la, Ib e I, 111 a IX (AFSHAR et al., 2011). Além disso, a analise histoldgica e o
uso de outras técnicas como a de impregnacdo de prata é possivel identificar cocos
abundantes no parénquima cerebral. Logo, o diagnostico é realizado com caracteristicas
fenotipicas e genéticas da bactéria (SALVADOR et al., 2005).

O uso de antimicrobianos é uma pratica rotineira usada para o controle da
estreptococose nas tilapiculturas do Brasil, principalmente em casos de surtos. E nesse
contexto, a oxitetraciclina é a droga de eleicdo (RIGOS et al., 2004). No entanto, esse manejo
leva & selecdo de bactérias resistentes e causa desequilibrios na microbiota ou no habitat do
peixe (YOUSEFIAN; AMIRI, 2009).
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Embora cepas de S. agalactiae isoladas de peixes tenham sido encontradas
na China e sejam resistentes a penicilina, ceftriaxona e clindamicina (CHU et al., 2016), ha
poucas informacgdes sobre mudancas no perfil de resisténcia a antimicrobianos de cepas de
peixe no Brasil (CHIDEROLI et al., 2017). No estudo de Chideroli, os isolados pertencentes
ao sorotipo Il foram resistentes a ampicilina, norfloxacina, todos os aminoglicosideos
testados e fluoroquinolonas, sulfametoxazol com trimetoprim e tetraciclina. Ressalta-se que
linhagens do sorotipo Ib isoladas de peixes geralmente possuem baixa frequéncia de
resisténcia a antibacterianos, sendo a mais comum a resisténcia a estreptomicina encontrada
no isolados do banco de cepas do LABBEP (dados ainda ndo publicados).

Recentemente, novas perspectivas surgiram com o intuito de diminuir o0 uso
de antimicrobianos e melhorar a imunidade dos peixes. Nesse ambito, houve o surgimento
dos probioticos e prebidticos para uso em animais de criacdo e na aquicultura. Estes tem a
funcdo de alterar as bactérias intestinais para obter efeitos favoraveis no ganho de peso,
melhorar a resisténcia aos patdgenos e estimular a imunidade do hospedeiro (KOH et al.,
2016). Notadamente, a vacinacdo € a medida profilatica mais importante para o controle da

estreptococose em peixes (LIU, G. et al., 2016).

2.6 VACINAS BACTERIANAS

2.6.1 Historico

No inicio do século XX, ocorreu a primeira campanha para vacinagdo com
bactérias atenuadas em seres humanos. Albert Calmette e Camille Guérin fizeram sucessivas
passagens de uma cepa bacteriana em um meio de cultura contendo bile bovina e, ap6s 13
anos, desenvolveram uma cepa atenuada ndo virulenta do patégeno BCG (Bacille Calmette-
Guerin) para cobaias e bovinos. E, embora a vacina BCG tenha sido usada pela primeira vez
em seres humanos e animais; estudos demonstraram uma eficicia limitada no bovino sendo,
portanto, usado apenas para humanos (VAN HOUTEN et al., 2010; SINGHAL,; BISHT;
JOSHI, 2010; SUAZO; ESCALERA; TORRES, 2003).

A maior compreensdo da resposta imune ndo sO aos agentes patogénicos
inativos ou atenuados, mas também &s toxinas e polissacarideos capsulares favoreceu a
descoberta de novas vacinas bacterianas. Na década de 1920, as vacinas contra o toxoide do
tétano e a difteria resultaram em efeitos protetores contra essas doencas. Mais tarde,

descobriu-se que a vacina inativada contra a tosse convulsa resultou em melhores resultados
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quando empregado em conjunto com os toxdides da difteria e do tétano, levando a vacina
DPT, a primeira a imunizar contra mais de um patégeno (ANDRE, 2003).

Quanto ao polissacarideo capsular, as vacinas foram desenvolvidas contra
pneumococos, meningococos e Haemophilus influenzae b. A descoberta de que a combinacéo
polissacarideo-proteina induzia uma melhor resposta imune proporcionou 0 uso de novos
antigenos potenciais (SANTOSHAM et al., 1991).

2.6.2 Vacinas para Peixes

Com o surgimento de resisténcia de certos patdgenos aos antimicrobianos e
a preocupacdo de que os farmacos antibacterianos usados na aquicultura poderiam prejudicar
a saude animal humana e ambiental, levou ao desenvolvimento de pesquisas com vacinagdo
em peixes a partir dos anos de 1960 (MUISWINKEL, 2008). Ja, em 1976 a primeira vacina
foi licenciada nos EUA contra Yersinea ruckeri, por via de administragéo oral, e em 1981 uma
vacina intraperitoneal com adjuvante oleoso contra A.salmonicida (PLANT; LAPATRA,
2011).

O uso de vacinas como método imunoprofildtico na aquicultura tem
aumentado consideravelmente. Entretanto, a vacinacdo em peixes é ainda uma érea
relativamente recente, tanto cientificamente como na capacidade de transferéncia de
tecnologia para as industrias (GUDDING; LILLEHAUG; EVENSEN, 1999). Desta forma,
vacinas dos principais patdgenos encontrados na piscicultura ainda estdo em processo de
desenvolvimento (KLESIUS; EVANS; SHOEMAKER, 2004; AGNEW; BARNES, 2007;
TONHEIM; BAGWALD; DALMO, 2008).

Atualmente, existem vacinas para mais de 17 espécies de peixes que
protegem contra 22 diferentes doencas bacterianas e 6 doencas virais. As vacinas estdo
disponiveis em mais de 40 paises e sdo mais usadas em espécies de elevado valor comercial
(BRUDESETH et al., 2013). Os peixes podem ser imunizados de trés formas, pelas vias
intraperitoneal, oral e por banho de imersdo (LONGHI; PRETTO-GIORDANO; MULLER,
2012). A via de administracdo oral € realizada pela racdo e é uma forma réapida e pouco
custosa para o produtor. J& a via intraperitoneal exige maior manejo e pode levar 0s peixes a
um nivel de stress. No entanto sua eficacia é maior pela sua durabilidade e ultimamente ser
um método mais utilizado em tilapiculturas (CORBEIL; KURATH; LAPATRA, 2000).

Outro método de administracdo da vacina que pode ser empregado para

peixes é a imersdo (SOMMERSET et al., 2005), podendo ser por banho, mergulho, ou
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pulverizacdo. Esses sdo métodos baratos e exigem pouco manejo (PLANT; LAPATRA,
2011). Entretanto, o grau e o periodo da protecdo imune podem ser varidveis (KIBENGE et
al., 2012). Além disso, estudos demonstraram que a temperatura e o tamanho do peixe sdo
fatores importantes e que influenciam na eficacia da imunizacdo e devem ser levados em
conta durante a elaboracdo de protocolos de vacinagdo em tilapias cultivadas (SOTO et al.,
2014).

2.6.3 Vacina contra Streptococcus Agalactiae

Uma gama de vacinas contra patégenos bacterianos extracelulares em
peixes foram produzidas através da inativacdo de bactérias inteiras e posterior combinacédo
com adjuvante, administradas por via intraperitoneal e obtendo resultados satisfatorios
durante a imunizagdo (SOMMERSET et al., 2005).

No Brasil a vacina comercializada contra S. agalactiae em peixes
(AQUAVAC® STREP SA, MSD Saude Animal) é inativada e administrada de forma
intraperitonealmente (LONGHI; PRETTO-GIORDANO; MULLER, 2012), no entanto so
protege contra o0 sorotipo Ib. E nesse mesmo contexto, uma variedade de vacinas contra a
estreptococose em peixes ja foram desenvolvidas, utilizando a inativacdo com o calor ou
formol como técnicas padrdo ja descritas em inumeros trabalhos (EVANS; KLESIUS;
SHOEMAKER, 2004; PRETTO-GIORDANO et al., 2010; SALVADOR et al., 2012).

Entretanto, ndo h& ainda uma vacina que confira protecdo contra os 10
sorotipos do S. agalactiae GBS, ocorrendo surtos com alta mortalidade, devido a prevaléncia
de diferentes sorotipos e perfis genéticos na mesma regido, sugerindo a necessidade de
desenvolver uma vacina polivalente. Além disso, observa-se auséncia de padronizacdo do
protocolo que pode resultar em viés nos resultados do estudo e uma conclusdo duvidosa
(EVANS; KLESIUS; SHOEMAKER, 2004; PASNIK et al., 2005; LIU; ZHANG; LU, 2013;
WU et al., 2013).

2.6.4 Vacinas Biotecnoldgicas

A maior parte das vacinas disponiveis para bactérias foram desenvolvidas a
partir de microorganismos, atenuados ou inativados a partir de proteinas e / ou carboidratos
derivados de agentes patogénicos. Nas Ultimas décadas, com o aparecimento da biologia

molecular e estudos genéticos desenvolveram novas ferramentas para pesquisa e
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desenvolvimento de novas vacinas. Essas ferramentas podem permitir o aumento da eficacia
das respostas imunes humorais e celulares, que séo fundamentais fatores para o sucesso das
vacinas atualmente disponiveis (PLOTKIN, 2008).

Em geral, caracteristicas distintivas de algumas bactérias podem dificultar o
desenvolvimento de vacinas como, por exemplo, a capacidade das bactérias de trocar
elementos genéticos méveis (MGES). MGES sdo segmentos de DNA que se movimentam
entre e dentro das células bacterianas e permite que as bactérias se adaptem rapidamente a
novos ambientes, adquirindo genes de resisténcia aos antimicrobianos além, de novos fatores
de viruléncia (MALACHOWA; DeLEO, 2010). Desta forma, uma alternativa para o
desenvolvimento de vacinas eficazes contra espécies bacterianas que apresentam ampla
variabilidade genética é a utilizacdo de genes com alvos conservados para o desenvolvimento
de vacinas de DNA ou proteinas recombinantes (SETTE; RAPPUOLLI, 2010).

Recentemente, a vacinologia reversa vem ganhando espago na producéo de
vacinas recombinantes, sua analise basicamente identifica genes candidatos para vacinas
através de pipelines da imunoinformatica, utilizando dados dos genomas de patdgenos
bacterianos, in silico. Assim, essas vacinas utilizam genes conservados dentro da espécie ou
género, como forma de desenvolver vacinas universais contra esses agentes patogénicos
(SETTE; RAPPUOLLI, 2010).

Comparado a outros tipos de proteinas, proteinas de superficie bacteriana,
especialmente as de ancora da superficie da parede celular, estdo totalmente expostas ao
sistema imunoldgico do hospedeiro e sdo capazes de induzir um alto nivel de respostas
imunes. Portanto, as proteinas de superficie bacteriana podem servir como alvo util para o
desenvolvimento de vacinas recombinantes (NAVARRE; SHNEEWIND, 1999;
CORDWELL, 2006; BAUMS; VALENTIN-WEINGAND, 2009).

Estudos ja realizados mostram que as vacinas biotecnoldgicas de candidatos
vacinais proteicos selecionados por bioinformatica (vacinologia reversa) sdao promissoras
quando empregadas na predi¢do de alvos vacinais contra S. agalactiae (MAIONE et al., 2005;
PEREIRA et al., 2013). Contudo, existem poucos estudos utilizando estas ferramentas para o
desenvolvimento de vacinas contra doengas em peixes. E até o presente momento s6 ha uma
vacina de DNA recombinante comercialmente licenciada para peixes, uma vacina contra o
virus da necrose hematopoiética infeciosa (IHNV) (LORENZEN; LAPATRA, 2005;
KURATH; PURCELL; GARVER, 2007; KURATH, 2008).

2.6.5 Adjuvantes
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Os adjuvantes, embora pouco relatados como uso na aquicultura,
apresentam diversos mecanismos de acdo e devem ser selecionados baseados na rota de
administracdo e na imunidade requerida pelo tipo de vacina particular (imunidade humoral,
celular ou mucosa) (ELLIS, 1988). Sdo misturados &s bacterinas através da emulsificacdo, de
forma a induzir uma alta eficacia e uma protecdo duradoura devido a liberacdo lenta do
antigeno (BRUDESTH et al., 2013).

Ha varios tipos disponiveis como a substancia completa e incompleta
(emulsdo de Oleo mineral) de Freund, Oleos leves semelhantes ao Gleo mineral,
lipopolissacarideos bacterianos e até mesmo adjuvantes moleculares, ou seja, exotoxinas,
guimiosinas e citocinas que atuam como adjuvantes em peixes. O adjuvante dos -glucanos
tem apresentado resultados satisfatorios quando usado nas vacinas de peixes orais (PETIT;
WIEGERTIJES, 2016; SKOV et al., 2012) pois, incluem facil incorporacdo na alimentacéo
dos peixes (DADAR et al., 2017). Recentemente, a IL-8 do “peixe gato” foi clonada e usada
como um adjuvante juntamente com a vacina de subunidade do S. iniae, desta forma
mostraram que a IL-8 é um bom imunopotenciador, porém, mais estudos sdo necessarios para

que isso possa ser usado em outras vacinas (WANG et al., 2016).



25

REFERENCIAS

AFSHAR, B.; BROUGHTON, K.; CRETI, R.; DECHEVA, A.; HUFNAGEL, M.; KRIZ, P.;
LAMBERTSEN, L.; LOVGREN, M.; MELIN, P.; OREFICI, G.; POYART, C.; RADTKE,
A.; RODRIGUEZ-GRANGER, J.; SKOV SZRENSEN, U. B.; TELFORD, J.; VALINSKY,
L.; ZACH, L. International external quality assurance for laboratory identification and typing
of Streptococcus agalactiae (group B streptococci). Journal of Clinical Microbiology,
Washington, v. 49, n. 4, p. 1475-1482, 2011.

AGNEW, W.; BARNES, A. C. Streptococcus iniae: an aquatic pathogen of global veterinary
significance and a challenging candidate for reliable vaccination. Veterinary Microbiology,
Amsterdam, v. 122, n. 1-2, p. 1-15, 2007.

ANDRE, F. E. Vaccinology: past achievements, present roadblocks and future promises.
Vaccine, Amsterdam, v. 21, p. 593-595, 2003.

AREECHON, N.; KANNIKA, K.; HIRONO, I.; KONDO, H.; UNAJAK, S. Draft genome
sequences of Streptococcus agalactiae serotype la and I11 isolates from tilapia farms in
Thailand. Genome Announcements, Whashington, v. 4, p. 5132-5133, 2016.

BAUMS, C. G.; VALENTIN-WEIGAND, P. Surface-associated and secreted factors of
Streptococcus suis in epidemiology, pathogenesis and vaccine development. Animal Health
Research Reviews, Wallingford, v. 10, n. 1, p. 65-83, 20009.

BENCHETRIT, L. C.; FRACALANZZA, S. E.; PEREGRINO, H.; CAMELO, A. A;;
SANCHES, L. A. Carriage of Streptococcus agalactiae in women and neonates and
distribution of serological types: a study in Brazil. Journal of Clinical Microbiology,
Washington, v. 15, p. 787-90, 1982.

BOWATER, R. O.; FORBES-FAULKNER, J.; ANDERSON, I. G.; CONDON, K.;
ROBINSON, B.; KONG, F.; GILBERT, G. L.; REYNOLDS, A.; HYLAND, S,;
MCPHERSON, G.; BRIEN, J. O.; BLYDE, D. Natural outbreak of Streptococcus agalactiae
(GBS) infection in wild giant Queensland grouper, Epinephelus lanceolatus (Bloch), and
other wild fish in northern Queensland, Australia. Journal of Fish Diseases, Oxford, v. 35, n.
3, p. 173-186, 2012.

BRUDESETH, B. E.; WIULSROD, R.; FREDRIKSEN, B. N.; LINDMO, K.; LOKLING, K
BORDEVIK, M.; STEINE, N.; KLEVAN, A.; GRAVNINGEN, K. Status and future
perspectives of vaccines for industrialised fin-fish farming. Fish and Shellfish Immunology,
London, v. 35, n. 6, p.1759-1768, 2013.

BURNHAM, C. A.; SHOKOPLES, S. E.; TYRRELL, G. J. Virulence factors of group B
streptococci. Reviews in Medical Microbiology, [S. |.], v. 14, n. 4, p. 109-118, 2003.

CHANG, P. H.; PLUMB, J. A. Effects of Salinity on Streptococcus Infection of Nile Tilapia
Oreochromis niloticus. Journal of Applied Aquaculture, Binghamton, v. 6, n. 1, p. 39-45,
1996.

CHEN, M.; WANG, R.; LUO, F. G.; HUANG, Y.; LIANG, W. W.; HUANG, T.; LEI, A. Y;
GAN, X.; LI, L. P. Streptococcus agalactiae isolates of serotypes la, Il and V from human



26

and cow are able to infect tilapia. Veterinary Microbiology, Amsterdam, v. 180, n. 1-2, p.
129-135, 2015.

CHIDEROLLI, R. T.; AMOROSO, N.; MAINARDI, R. M.; SUPHORONSKI, S. A.; PADUA,
S. B.; ALFIERI, A. F.; ALFIERI, A. A.; MOSELA, M.; MORALEZ, A. T. P.; OLIVEIRA,
A. G.; ZANOLO, R.; DI SANTIS, G. W.; PEREIRA, U. P. Emergence of a new multidrug-
resistant and highly virulent serotype of Streptococcus agalactiae in fish farms from Brazil.
Aquaculture, Binghanton, v. 479, p. 45-51, 2017.

CHU, C.; HUANG, P. Y.; CHEN, H. M.; WANG, Y. H.; TSAI, I.; LU, C. C.; CHEN, C. C.
Genetic and pathogenic difference between Streptococcus agalactiae serotype la fish and
human isolates. BMC Microbiology, London, v. 16, n. 1, p. 1-9, 2016.

CONROY, G. Estreptococaocis en tilapia: prevalencia de las especies de Streptococcus en
América Latina y sus manifestaciones patoldgicas. In: MEMORIAS de Streptococcus en
peces de aguas calidas. México: Intervet, 2009. p. 15-20.

CORBEIL, S.; KURATH, G.; LAPATRA, S. E. Fish DNA vaccine against infectious
hematopoietic necrosis virus: efficacy of various routes of immunisation. Fish Shellfish
Immunology, London, v. 10, p. 711-723, 2000.

CORDWELL, S. J. Technologies for bacterial surface proteomics. Current Opinion in
Microbiology, London, v. 9, p. 320-329, 2006.

CUMLEY, N. J,; SMITH, L. M.; ANTHONY, M.; MAY, R. C. The CovS/CoVR acid
response regulator is required for intracellular survival of group B Streptococcus in
macrophages. Infection and Immunity, Whashington, v. 80, n. 5, p. 1650-1661, 2012,

DADAR, M.; DHAMA, K.; VAKHARIA, V. N.; HOSEINIFAR, S. H. Advances in
Aquaculture Vaccines Against Fish Pathogens: Global Status and Current Trends. Reviews in
Fisheries Science and Aquaculture, [S. 1], v. 25, n. 3, p. 184-217, 2017.

DALMO, R. A.; BOGWALD, J. B-glucans as conductors of immune symphonies. Fish
Shellfish Immunology, London, v. 25, n. 4, p. 384-396, 2008.

DE PEDRO, N.; GUNJARRO, A. I.; LOPEZ-PATINO, M. A.; MARTINEZ-ALVAREZ, R.;
DELGADO, M. J. Daily and seasonal variations in hematological and biochemical parameters
in the tench, Tinca tinca Linnaeus, 1758. Aquaculture Research, Oxford, v. 36, n. 12, p.
1185-1196, 2005.

DOGAN, B.; SCHUKKEN, Y. H.; SANTISTEBAN, C.; BOOR, K. J. Distribution of
serotypes and antimicrobial resistance genes among Streptococcus agalactiae isolates from
bovine and human hosts. Journal of Clinical Microbiology, Washington, v. 43, n. 12, p.
5899-5906, 2005.

DORAN, K. S.; NIZET, V. Molecular pathogenesis of neonatal group B streptococcal
infection: No longer in its infancy. Molecular Microbiology, Copenhagem, v. 54, n. 1, p. 23—
31, 2004.

EKELUND, K.; SLOTVET, H. C.; NIELSEN, H. U.; KALTOFT, M. S; KONRADSEN, H.
B. Emergence of invasive serotype VIII group B Streptococcal infections in denmark.
Journal of Clinical Microbiology, Washington, v. 41, n. 9, p. 4442-4444, 2003.



27

EL BEITUNE, P.; DUARTE, G.; MAFFEI, C. M. L. Colonization by Streptococcus
agalactiae during pregnancy: maternal and perinatal prognosis. The Brazilian Journal of
Infectious Diseases, Salvador, v. 9, n. 4, p. 276-82, 2005.

ELDAR, A.; BEJERANO, Y.; LIVOFF, A.; HOROVITCZ, A.; BERCOVIER, H.
Experimental streptococcal meningo-encephalitis in cultured fish. Veterinary Microbiology,
Amsterdam, v. 43, n. 1, p. 33-40, 1995.

ELLIS, A.E. General principles of fish vaccination. In: ELLIS, A. E. (Ed.). Fish vac-
cination. London: Academic Press Limited, 1988. p. 1-19.

EVANS, J. J.; KLESIUS, P. H.; GILBERT, P. M.; SHOEMAKER, C. A.; SARAWI, M. A;;
LANDSBERG, J.; DUREMDEZ, R.; MARZOUK, A.; ZENKI, S. Characterization of
B-haemolytic Group B Streptococcus agalactiae in cultured seabream, Sparus auratus L., and
wild mullet, Liza klunzingeri (Day), in Kuwait. Journal of Fish Diseases, Oxford, v. 25, n.
12, p. 505-513, 2002.

EVANS, J. J.; KLESIUS, P. H.; SHOEMAKER, C. A. Efficacy of Streptococcus agalactiae
(group B) vaccine in tilapia (Oreochromis niloticus) by intraperitoneal and bath immersion
administration. Vaccine, Amsterdam, v. 22, n. 27-28, p. 3769-3773, 2004.

EVANS, J. J.; PASNIK, D. J.; KLESIUS, P. H. Differential pathogenicity of five
Streptococcus agalactiae isolates of diverse geographic origin in Nile tilapia (Oreochromis
niloticus L.). Aquaculture Research, Oxford, v. 46, n. 10, p. 2374-2381, 2015.

FACIMOTO, C.; CHIDEROLI, R.T.; GONCALVES, D.D.; CARMO, A. O
KALAPHOTAKIS, E.; PEREIRA, U. P. Whole-Genome Sequence of Isolated from a Fish
Eye from a Nile Tilapia Farm in Southern Brazil. Genome Announcements, Whashington, v.
5, n. 35, p. 9-10, Aug. 2017.

FAO - FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS. The
state of world fisheries and aquaculture, Roma, 2018. Disponivel em:
http://www.fao.org/fishery/sofia/en. Acesso em: 20 nov. 2018.

FIGUEIREDO, H. C. P.; CARNEIRO, D. O.; FARIA, F. C.; COSTA, G. M. Streptococcus
agalactiae associado a meningoencefalite e infeccdo sistémica em tilapia-do-nilo
(Oreochromis niloticus) no Brasil. Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Belo Horizonte, v. 58, n. 4, p. 678-680, 2006.

GHERARDI, G.; IMPERI, M.; BALDASSARRI, L.; PARARACCHIA, M.; ALFARONE,
G.; RECCHIA, S.; OREFICI, G.; DICUONZO, G.; CRETI, R. Molecular epidemiology and
distribution of serotypes, surface proteins, and antibiotic resistance among group B
streptococci in Italy. Journal of Clinical Microbiology, Washington, v. 45, n. 9, p. 2909-
2916, 2007.

GLASER, P.; RUSNIOK, C.; BUCHRIESER, C.; CHEVALIER, F.; FRANGEUL, L.;
MSADEK, T.; ZOUINE, M.; COUVE, E.; LALIOUI, L.; POYART, C.; TRIEU-CUOT, P.;
KUNST, F. Genome sequence of Streptococcus agalactiae, a pathogen causing invasive
neonatal disease. Molecular Microbiology, Copenhagem, v. 45, n. 6, p. 1499-1513, 2002.

GODOY, D. T.; CARVALHO-CASTRO, G. A;; LEAL, C. A,; PEREIRA, U. P.; LEITE, R.
C.; FIGUEIREDO, H. C. Genetic diversity and new genotyping scheme for fish pathogenic



28

Streptococcus agalactiae. Letters in Applied Microbiology, Oxford, v. 57, n. 6, p. 476-83,
Dec. 2013.

GUDDING, R.; LILLEHAUG, A.; EVENSEN, O. Recent developments in fish vaccinology.
Veterinary Immunology and Immunopathology, New York, v. 72, p. 203-212, 1999.

HERNANDEZ, E.; FIGUEROA, J.; IREGUI, C. Streptococcosis on a red tilapia,
Oreochromis sp., farm: A case study. Journal of Fish Diseases, Oxford, v. 32, n. 3, p. 247—
252, 20009.

IBGE. Producéo da pecuéaria municipal. 2017. Disponivel em:
http://www.ibge.gov.br/home/estatistica/pesquisas/pesquisa_resultados.php?id_pesquisa=21.
Acesso em: 10 nov. 2017.

IP, M.; ANG, |.; FUNG, K.; LIYANAPATHIRANA, V.; LUO, M. J.; LAI, R. Hypervirulent
Clone of Group B Streptococcus Serotype 111 Sequence Type 283, Hong Kong, 1993-2012.
Emerging Infectious Diseases, Atlanta, v. 22, n. 10, p. 1800-3, 2016.

IREGUI, C. A.; COMAS, J.; VASQUEZ, G. M.; VERJAN, N. Experimental early
pathogenesis of Streptococcus agalactiae infection in red tilapia Oreochromis spp. Journal of
Fish Diseases, Oxford, v. 39, n. 2, p. 205-215, 2016.

ISIAKU, A. |.; SABRI, M. Y.; INA-SALWANY, M. Y.; HASSAN, M. D.; TANKO, P. N.;
BELLO, M. B. Biofilm is associated with chronic streptococcal meningoencephalitis in fish.
Microbial Pathogenesis, London, v. 102, p. 59-68, 2017.

JAFAR, Q. A,; SAMEER, A. Z.; SALWA, A. M.; SAMEE, A. A.; AHMED, A. M.; Al-
SHARIFI, F. Molecular investigation of Streptococcus agalactiae isolates from
environmental samples and fish specimens during a massive fish kill in Kuwait Bay. Pakistan
Journal of Biological Sciences, Faisalabad, v. 11, n. 21, p. 2500-4, Nov. 2008.

JIMENEZ, A.; TIBATA, V.; JUNCA, H.; ARIZA, F.; VERJAN, N.; IREGUI, C. Evaluating
a nested-PCR assay for detecting Streptococcus agalactiae in red tilapia (Oreochromis sp.)
tissue, Aquaculture, Binghanton, v. 321, p. 203-206, 2011.

KIBENGE, F. S. B.; GODOQOY, M. G.; FAST, M.; WORKENHE, S.; KIBENGE, M. T.
Countermeasures against viral diseases of farmed fish. Antiviral Research, Amsterdam, v.
95, p. 257-281, 2012.

KLESIUS, P. H.; EVANS, J. J.; SHOEMAKER, C. A. Warmwater fish vaccinology in catfish
production. Animal Health Research Reviews, Wallingford, v. 5, n. 2, p. 305-311, 2004.

KOH, C. B.; ROMANO, N.; ZAHRAH, A. S.; NG, W. K. Effects of a dietary organic acids
blend and oxytetracycline on the growth, nutrient utilization and total cultivable gut
microbiota of the red hybrid tilapia, Oreochromis sp., and resistance to Streptococcus
agalactiae. Aquaculture Research, Oxford, v. 47, n. 2, p. 357-369, 2016.

KURATH, G. Biotechnology and DNA vaccines for aquatic animals. Revue Scientifique et
Technique, Paris, v. 27, n. 1, p. 175-196, 2008.



29

KURATH, G.; PURCELL, M. K.; GARVER, K. A. Fish rhabdovirus models for
understanding host response to DNA vaccines. CAB Reviews, Washington, v. 2, n. 48, p. 1-
12, 2007.

LANCEFIELD, B. R. C.; MCCARTY, M.; EVERLY, W. N.; MULTIPLE MOUSE-
PROTECTIVE ANTIBODIES DIRECTED. Special reference to antibodies effective against
protein antigens the experiments presented in the present paper were designed to determine
whether the protein antigens of Types Ib and Ic are significant in. The Journal of
Experimental Medicine, New York, v. 142, n. 5, 1975.

LANCEFIELD, R. C. A serological differentiation of human and other groups of hemolytic
streptococci. Journal of Experimental Medicine, New York, v. 57, p. 571-595, 1933.

LEAL, A. G.; TAVARES, G. C.; FIGUEIREDO, H. C. P. Outbreaks and genetic diversity of
Francisella noatunensis subsp orientalis isolated from farm-raised Nile tilapia (Oreochromis
niloticus) in Brazil. Genetics and Molecular Research, Ribeirdo Preto, v. 13, n. 3, p. 5704-
5712, 2014.

LI, L.; WANG, R.; LIANG, W.; GAN, X.; HUANG, T.; HUANG, Y.; LI, J.; SHI, Y.; CHEN,
M.; LUO, H. Rare serotype occurrence and PFGE genotypic diversity of Streptococcus
agalactiae isolated from tilapia in China. Veterinary Microbiology, Amsterdam, v. 167, n.
3-4,p. 719-724, 2013.

LITTLE, D. C.; MURRAY, F. J.; LESCHEN, W.; BOYD, K.; WATTERSON, A.; YOUNG,
A. Options for producing a warm water fish in the UK: limits to “Green Growth™? Trends in
Food Science &Technology, Cambridge, v. 19, p. 255-264, 2008.

LIU, G.; ZHANG, W.; LU, C. Comparative genomics analysis of Streptococcus agalactiae
reveals that isolates from cultured tilapia in China are closely related to the human str. BMC
Genomics, London, v. 14, p. 775, 2013.

LIU, G.; ZHU, J.; CHEN, K.; GAO, T.; YAO, H.; LIU, Y.; ZHANG, W.; LU, C.
Development of Streptococcus agalactiae vaccines for tilapia. Diseases of Aquatic
Organisms, Oldendorf, v. 122, n. 2, p. 163-170, 2016.

LONGHI, E.; PRETTO-GIORDANO, L. G.; MULLER, E. E. Avaliacéo da eficécia de vacina
autoctone de Streptococcus agalactiae inativado aplicada por banho de imersdo em tilapia do
Nilo (Oreochromis niloticus). Semina: Ciéncias Agréarias, Londrina, v. 33, p. 3191-3200,
2012.

LORENZEN, N.; LaPATRA, S. E. DNA vaccines for aquacultured fish. Review Science
Technology, Paris, v. 24, p. 201-213, 2005.

MAINARDI, R. M.; LIMA JUNIOR, E. A.; RIBEIRO JUNIOR, J. C.; BELOTI, V.;
CARMO, A. O.; KALAPOTHAKIS, E.; GONCALVES, D. D.; PADUA, S. B.; PEREIRA,
U. P. Complete genome sequence of Streptococcus agalactiae strain S25 isolated from
peritoneal liquid of Nile tilapia. Genome Announcements, Washington, v. 4, n. 4, 2016.

MAIONE, D.; MARGARIT, I.; RINAUDO, C. D.; MASIGNANI, V.; MORA. M.;
SCARSELLI, M.; TETTELIN, H. Identification of a Universal Group B Streptococcus
Vaccine by Multiple Genome Screen. Science, New York, v. 309, n. 5731, p. 148-150, 2005.



30

MALACHOWA, N.; DeLEO, F. R. Mobile genetic elements of Staphylococcus aureus.
Cellular and Molecular Life Sciences, Basel, v. 67, n. 18, p. 3057-3071, 2010.

MARGARET, |.; CHEUK, E. S. C.; TSUI, M. H. Y.; KONG, F.; LEUNG, T. N.; GILBERT,
G. L. Identification of a Streptococcus agalactiae Serotype I11 Subtype 4 Clone in Association
with Adult Invasive Disease in Hong Kong. Journal of Clinical Microbiology, Washington,
v. 44, n. 11, p. 4252-4254, 2006.

MARTINS, M. L.; MOURINO, J. L.; AMARAL, G. V.; VIEIRA, F. N.; DOTTA, G,
JATOBA, A. M. B.; PEDROTTI, F. S.; JERONIMO, G. T.; BUGLIONE-NETO, C. C.;
PEREIRA, J. G. Haematological changes in Nile tilapia experimentally infected with
Enterococcus sp. Brazilian Journal of Biology, S&o Carlos, v. 68, n. 3, p. 631-637, 2008.

MEEUSEN, E. N. T.; WALKER, J.; PETERS, A.; PASTORET, P.; JUNGERSEN, G.
Current status of veterinary vacines. Clinical Microbiology Reviews, Washington, v. 20, n.
3, p. 489-510, 2007.

MIAN, G. F.; GODOY, D. T.; LEAL, C. A. G.; YUHARA, T. Y.; COSTA, G. M;
FIGUEIREDO, H. C. P. Aspects of the natural history and virulence of S. agalactiae infection
in Nile tilapia. Veterinary Microbiology, Amsterdam, v. 136, p. 180-183, 2009.

MISRA, S.; SAHU, N. P.; PAL, A. K.; XAVIER, B.; KUMAR, S.; MUKHERJEE, S. C. Pre-
and post-challenge immunohaematological changes in Labeo rohita juveniles fed gelatinised
or non-gelatinised carbohydrate with n-3 PUFA. Fish & Shellfish Immunology, New York,
v. 21, p. 346-356, 2006.

MUISWINKEL, W. B. V. A history of fish immunology and vaccination 1. The early days.
Fish and Shellfish Immunology, London, v. 25, n. 4, p. 397-408, 2008.

NAVARRE, W. W.; SCHNEEWIND, O. Surface proteins of gram-positive bacteria and
mechanisms of their targeting to the cell wall envelope. Microbiology and Molecular
Biology Reviews, New York, v. 63, p. 174-229, 1999.

NETTO, L. N.; LEAL, C. A. G.; FIGUEIREDO, H. C. P. Streptococcus dysgalactiae as an
agent of septicaemia in Nile tilapia, Oreochromis niloticus (L.). Journal of Fish Diseases,
Oxford, v. 34, p. 251-254, 2011.

NIZET, V. Streptococcal B-hemolysins: Genetics and role in disease pathogenesis. Trends in
Microbiology, Cambridge, v. 10, n. 12, p. 575-580, 2002.

ORTEGA ASENCIOS, Y.; SANCHEZ, F. B.; MENDIZABAL, H. B.; PUSARI, K. H.;
ALFONSO, H. O.; SAYAN, A. M.; FIGUEIREDO, M. A. P.; MANRIQUE, W. G.; BELO,
M. A. A.; CHAUPE, N. S. First report of Streptococcus agalactiae isolated from
Oreochromis niloticus in Piura, Peru: Molecular identification and histopathological lesions.
Aquaculture Reports, Orono, v. 4, p. 74-79, 2016.

PASNIK, D. J.; EVANS, J. J.; PANANGALA, V. S.; KLESIUS, P. H.; SHELBY, R. A;;
SHOEMAKER, C. A. Antigenicity of Streptococcus agalactiae extracellular products and
vaccine efficacy. Journal of Fish Diseases, Oxford, v. 28, n. 4, p. 205-212, 2005.

PEREIRA, U. P.; SOARES, S.C.; BLOM, J.; LEAL, C. A. G.; RAMOS,R. T. J,;
GUIMARAES, L. C.; OLIVEIRA, L. C.; ALMEIDA, S. S.; HASSAN, S. S.; SANTOS, A.



31

R.; MIYOSHI, A.; SILVA, A.; TAUCH, A.; BARH, D.; AZEVEDO, V.; FIGUEIREDO, C.
P. Complete genome sequence of Streptococcus agalactiae strain SA20-06, a fish pathogen
associated to meningoencephalitis outbreaks. Standards in Genomic Sciences, London, v.
25, n. 8, p. 188-197, 2013.

PETIT, J.; WIEGERTIJES, G. F. Long-lived effects of administering b-glucans: indications
for trained immunity in fish. Developmental and Comparative Immunology, Elmsford, v.
64, p. 93-102, 2016.

PEIXE BR. ASSOCIAQAO BRASILEIRA DA PISCICULTURA. Anuéario Peixe BR da
Piscicultura. p. 146, 2019.

PINTO, T. C. A;; COSTA, N. S.; VIANNA SOUZA, A.R.; SILVA, L. G.; CORREA, A. B ;
FERNANDES, F. G.; OLIVEIRA, I. C.; MATTOS, M. C.; ROSADO, A. S.; BENCHETRIT,
L. C. Distribution of serotypes and evaluation of antimicrobial susceptibility among human
and bovine Streptococcus agalactiae strains isolated in Brazil between 1980 and 2006.
Brazilian Journal of Infectious Diseases, Salvador, v. 17, n. 2, p. 131-136, 2013.

PLANT, K. P.; LAPATRA, S. E. Advances in fish vaccine delivery. Developmental and
Comparative Immunology, Elmsford, v. 35, n. 12, p. 1256-1262, 2011.

PLOTKIN, S. A. Vaccines: correlates of vaccine-induced immunity. Clinical Infectious
Diseases, Chicago, v. 47, n. 3, p. 401409, 2008.

PLUMB, J. A. Health maintenance and principal microbial diseases of cultured fishes.
Ames, lowa: lowa State University Press, 1999.

PRADEEP, P. J.; SUEBSING, R.; SIRTHAMMAJAK, S.; KAMPEERA, J.; KITRAKORN,
S.; SAKSMERPROME, V.; TURNER, W.; PALANG, I.; VANICHVIRIYAKIT, R;
SENAPIN, S.; JEFFS, A.; KIATPATHOMCHAI, W.; WITHYACHUMANARNKUL, B.
Evidence of vertical transmission and tissue tropism of Streptococcosis from naturally
infected red tilapia (Oreochromis spp.). Aquaculture Reports, Orono, v. 3, p. 58-66, 2016.

PRETTO-GIORDANO, L. G.; MULLER, E. E.; KLESIUS, P.; SILVA, V. G. Efficacy of an
experimentally inactivated Streptococcus agalactiae vaccine in Nile tilapia (Oreochromis
niloticus) reared in Brazil. Aquaculture Research, Oxford, v. 41, p. 1539-1544, 2010.

RIGOS, G.; NENGAS, I.; ALEXIS, M.; ATHANASSOPOULOU, F. Bioavailability of
oxytetracycline in sea bass, Dicentrarchus labrax (L.). Journal of Fish Diseases, Oxford, v.
27,n. 2, p. 119-122, Feb. 2004.

RING@, E.; OLSEN, R. E.; JENSEN, I.; ROMERO, J.; LAUZON, H. L. Application of
vaccines and dietary supplements in aquaculture: possibilities and challenges. Reviews in
Fish Biology and Fisheries, London, v. 24, n. 4, p. 1005-1032, Dec. 2014.

RODKHUM, C.; KAYANSAMRUAJ, P.; PIRARAT, N. Effect of water temperature on
susceptibility to Streptococcus agalactiae serotype la infection in nile tilapia (Oreochromis
niloticus). Thai Journal of Veterinary Medicine, Bangkok, v. 41, n. 3, p. 309-314, 2011.

RUBENS, C. E.; WESSELS, M. R.; HEGGEN, L. M.; KASPER, D. L. Transposon
mutagenesis of type 111 group B Streptococcus: correlation of capsule expression with



32

virulence. Proceedings of the National Academy of Sciences of the U. S. A, Washington, v.
84, n. 20, p. 7208-7212, 1987.

SALVADOR, R.; MULLER, E. E.; LEONHARDT, J. H.; PRETTO-GIORGANO, L. G.;
DIAS, J. A; FREITAS, J. C.; MORENO, A. M. Isolamento de Streptococcus spp de til&pias
do nilo (Oreochromis niloticus) e qualidade da agua de tanques rede na Regido Norte do
Estado do Paran4, Brasil Isolation of Streptococcus spp from nile tilapia (Oreochromis
niloticus) and quality of water. Semina: Ciéncias Agrarias, Londrina, v. 24, p. 35-42, 2003.

SALVADOR, R.; MULLER, E. E.; FREITAS, J. C.; LEONHARDT, J. H.; PRETTO-
GIORDANDO, L. G.; DIAS, J. D. Isolation and characterization of Streptococcus spp. group B
in Nile tilapias (Oreochromis niloticus) reared in hapas nets and earth nurseries in the
northern region of Parana State, Brazil. Ciéncia Rural, Santa Maria, v. 35, n. 6, p. 1374—
1378, 2005.

SALVADOR, R.; TOAZZA, C. S.; MORAES, J. R. E; MORAES, F. R. Inflammatory
responses of Nile tilapia Oreochromis niloticus to Streptococcus agalactiae: effects of
vaccination and yeast diet supplement. Diseases of Aquatic Organisms, Oldendorf, v. 98, p.
235-241, 2012.

SANTOSHAM, M.; WOLFF, M.; REID, R.; HOHENBOKEN, M.; BATEMAN, M. The
efficacy in Navajo infants of a conjugate vaccine consisting of Haemophilua influenzae type b
polysaccharide and Neisseria meningitidis outer-membrane protein complex. The New
England Journal of Medicine, Boston, v. 324, n. 25, p. 1767-1772, 1991.

SETTE, A.; RAPPUOLLI, R. Reverse vaccinology: developing vaccines in the era of
genomics. Immunity, Cambridge, v. 33, n. 4, p. 530-541, 2010.

SILVA, B. C.; MOURINO, J. L. P.; VIEIRA, F. N.; JATOBA, A.; SEIFFERT, W. Q.;
MARTINS, M. L. Haemorrhagic septicaemia in the hybrid surubim (Pseudoplatystoma
corruscans x Pseudoplatystoma fasciatum) caused by Aeromonas hydrophila. Aquaculture
Research, Oxford, v. 43, p. 908-916, 2012.

SINGHAL, N.; BISHT, T.; JOSHI, B. Immunoprophylaxis of Tuberculosis: An Update of
Emerging Trends. Archivum Immunologiae et Therapiae Experimentalis, Warszawa, v.
58, n. 2, p. 97-106, 2010.

SKQV, J.; KANIA, P. W.; HOLTEN-ANDERSEN, L.; FOUZ, B.; BUCHMANN, K.
Immunomodulatory effects of dietary b-1,3- glucan from Euglena gracilis in rainbow trout
(Oncorhynchus mykiss) immersion vaccinated against Yersinia ruckeri. Fish Shellfish
Immunology, London, v. 33, p. 111-120, 2012.

SLOTVED, H.-C.; KONG, F.; LAMBERTSEN, L.; SAUER, S.; GILBERT, G. L. Serotype
IX, a Proposed New Streptococcus agalactiae Serotype. Journal of Clinical Microbiology,
Washington, v. 45, n. 9, p. 2929-2936, 2007. Disponivel em:
http://jcm.asm.org/cgi/doi/10.1128/JCM.00117-07. Acesso em: 26 set. 2018.

SOMMERSET, |.; KROSS@Y, B.; BIERING, E.; FROST, P. Vaccines for fish in
aquaculture. Expert review of vaccines, London, v. 4, n. 1, p. 89-101, 2005.

SOTO, E.; BROWN, N.; GARDENFORS, Z. O.; YOUNT, S.; REVAN, F.; FRANCIS, S;
KEARNEY, M. T.; CAMUS, A. Effect of size and temperature at vaccination on



33

immunization and protection conferred by a live attenuated Francisella noatunensis
immersion vaccine in red hybrid tilapia. Fish & Shellfish Immunology, London, v. 41, n. 2,
p. 593-599, 2014.

STALHAMMAR-CARLEMALM, M.; STENBERG, L.; LINDAHL, G. Protein rib: a novel
group B streptococcal cell surface protein that confers protective immunity and is expressed
by most strains causing invasive infections. The Journal of experimental medicine, New
York, v. 177, n. 6, p. 1593-603, 1993.

SUANYUK, N.; KONG, F.; KO, D.; GILBERT, G. L.; SUPAMATTAYA, K. Occurrence of
rare genotypes of Streptococcus agalactiae in cultured red tilapia Oreochromis sp. and Nile
tilapia O. niloticus in Thailand-Relationship to human isolates? Aquaculture, Binghanton, v.
284, p. 35-40, 2008.

SUAZO, F. M.; ESCALERA, A. M. A.; TORRES, R. M. G. A review of M. bovis BCG
protection against TB in cattle and other animals species. Preventive Veterinary Medicine,
Amsterdam, v. 58, p. 1-13, 2003.

TAN, S.; LIN, Y.; FOO, K.; KOH, H. F.; TOW, C.; ZHANG, Y.; ANG, L. W.; CUI, L,
BADARUDDIN, H.; OOIL, P. L.; LIN, R. T.; CUTTER, J. Group B Streptococcus Serotype
I11 Sequence Type 283 Bacteremia Associated with Consumption of Raw Fish, Singapore.
Emerging Infectious Diseases, Atlanta, v. 22, n. 11, p. 1970-1973, 2016.

TETTELIN, H.; MASIGNANI, V.; CIESLEWICZ, M. J.; EISEN, J. A.; PETERSON, S;
WESSELS, M. R. Complete genome sequence and comparative genomic analysis of an
emerging human pathogen, serotype V Streptococcus agalactiae. Proceedings of the
National Academy of Sciences of the U. S. A, Washington, v. 99, p. 12391-12396, 2002.

TONHEIM, T. C.; BAGWALD, J.; DALMO, R. A. What happens to the DNA vaccine in
fish? A review of current knowledge. Fish & shellfish immunology, London, v. 25, n. 1-2, p.
1-18, Mar. 2008.

VAN HOUTEN, N. E.; HENRY, K. A.; SMITH, G. P.; SCOTT, J. K. Engineering
filamentous phage carriers to improve focusing of antibody responses against peptides.
Vaccine, Amsterdam, v. 28, n. 10, p. 2174-2185, 2010.

VAN DER MEE-MARQUET, N.; DOMELIER, A. S.; SALLOUM, M.; VIOLETTE, J,;
ARNAULT, L.; GAILLARD, N.; BIND, J. L. Molecular Characterization of Temporally and
Geographically Matched Streptococcus agalactiae Strains. Foodborne Pathogens and
Disease, Larchmont, v. 6, n. 10, p. 1177-1183, 2009.

VILCHES, S.; URGELL, C.; MERINO, S.; CHACON, M. R.; SOLER, L.; CASTRO-
ESCARPULLI, G.; FIGUERAS, M. J.; TOMAS, J. M. Complete type I11 secretion system of
a mesophilic Aeromonas hydrophila strain. Applied and Environmental Microbiology,
Washington, v. 70, p. 6914-6919, 2004.

WANG, E.; WANG, J.; LONG, B.; WANG, K.; HE, Y.; YANG, Q.; CHEN, D.; GENG, Y ;
HUANG, X.; OUYANG, P.; LAI, W. Molecular cloning, expression and the adjuvant effects
of interleukin-8 of channel catfish (Ictalurus Punctatus) against Streptococcus iniae. Science
Reports, London, v. 6, p. 29310, 2016.



34

WATTS, M.; MUNDAY, B. L.; BURKE, C. M. Immune responses of teleost fish.
Australian Veterinary Journal, Oxford, v. 79, p. 570-574, 2001.

WU, Y. R.; GONG, Q. F.; FANG, H.; LIANG, W. W.; CHEN, M.; ELE, R. J. Effect of
Sophoraflavescens on non-specific immune response of tilapia (GIFT Oreochromis niloticus)
and disease resistance against Streptococcus agalactiae. Fish Shellfish Immunology,
London, v. 34, p. 220-227, 2013.

YOUSEFIAN, M.; AMIRI, M. S. A review of the use of prebiotic in aquaculture for fish and
shrimp. African Journal of Biotechnology, Nairobi, v. 8, n. 25, p. 7313-7318, 20009.



3 HIPOTESE

A vacina bivalente, confere elevada protecdo contra dois sorotipos de

Streptococcus agalactiae, sorotipos Ib e 111, em tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus).
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver uma vacina bacterina utilizando duas cepas isoladas de

Streptococcus agalactiae, sorotipos Ib e 111 (S13 e S73).

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Auvaliar de forma comparativa a eficacia da vacina bivalente com as
monovalentes;

e Auvaliar a protecdo vacinal in vivo frente ao desafio experimental com
as cepas S13 e S73, de animais vacinados pela vacina bivalente;

e  Auvaliar a porcentagem relativa de sobrevivéncia dos peixes imunizados

com a vacina bivalente para de S. agalactiae;
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5 ARTIGO PARA PUBLICACAO

Development and validation of a bivalent vaccine against two serotypes of
Streptococcus agalactiae in Nile tilapia (Oreochromis niloticus)
(formatado de acordo com as normas do periédico Fish and Shellfish

Immunology— Qualis Capes Al)

ABSTRACT

Streptococcus agalactiae is a gram-positive bacterium responsible for an emerging
disease that affects more than 45 species of freshwater and saltwater fish worldwide.
Serotypes la, Ib and I11 are most commonly isolated from infected tilapia (Oreochromis
niloticus). In this study, the isolates S13 (serotype Ib) and S73 (serotype Ill) were
evaluated for use in a bivalent vaccine administered intraperitoneally in juvenile tilapia.
Vaccine efficiency was determined by measuring the mortality rate after vaccinated
animals were challenged with the same isolates. The treatments consisted of three
control groups (negative and positive) and nine vaccinated groups, composed of two
groups vaccinated with the commercial vaccine, two groups with bacterin S13, two
groups with bacterin S73 and three groups with the bivalent vaccine. The protective
efficacy of bivalent vaccines was demonstrated by the relative percentage survival
(RPS) - 96.16%. These results suggest that the bivalent vaccine tested provides

protection against S. agalactiae infection in cultured tilapia, even when compared to
commercially available vaccine.

Keywords: Aquaculture. Fish pathogen. RPS. Vaccination strategies.

1. Introducéo

Streptococcus agalactiae € uma bactéria gram-positiva de alta morbidade que
causa septicemia em peixes, humanos, cédes, vacas, cavalos e porquinhos-da-india,
levando & alta prevaléncia de meningoencefalite, miocardite e coroidite [1,2]. A
estreptococose € uma das doencas que mais causa prejuizos em aquiculturas do mundo
todo, afetando mais de 45 espécies de peixes tanto de dgua doce como de dgua salgada
[3]. Sua classificacdo ocorre de acordo com as caracteristicas fenotipicas de capsula (la,
Ib, I, 1l a 1X) [4], sendo os sorotipos la, Ib e Il 0os mais comumente isolados de
tilapias infectadas em surtos descritos mundialmente [5].

A tilapia (Oreochromis spp.) é a espécie mais difundida e cultivada no mundo,
com potencial aumento na producédo, atingindo 1.6 milhdes de toneladas em 2016. O
termo tilapia refere-se a uma série de espécies da familia Cichlidae, no entanto, a
espécie mais comum ¢ a tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) [6]. E uma espécie
ristica e de rapido crescimento, apresenta tolerancia a baixa qualidade de agua e

considerdvel resisténcia as doengas [7], contudo entre as espécies de agua doce
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cultivadas, o maior impacto econdmico causado pela bactéria S. agalactiae ocorre em
criacBes de tilapias do Nilo [8], principalmente no verdo [2,9].

A imunoprofilaxia, além de ser uma medida sanitaria eficaz na prevencéo,
controle e erradicacdo de doencas, reduz o uso de antimicrobianos na aquicultura,
pratica favoravel para o desenvolvimento e crescimento de um meio ambiente aquatico
sustentavel [10]. Os patdgenos inativados por formalina sdo rotineiramente utilizados
em vacinas para peixes, pois € um metodo de inativacdo que ndo afeta a inducdo da
imunidade protetora das vacinas. No entanto, a sua efetividade e biosseguranca
dependerd das condi¢des de cultivo, forma de producdo e vias de inoculagdo nos
animais [11].

No Brasil a estreptococose ocorre principalmente pelo sorotipo Ib, no entanto
isolados pertencentes ao sorotipo la ja foram descritos em surtos da doenca [12], e o
sorotipo 1l foi recentemente isolado de tilapias previamente vacinadas, na regido do
Nordeste brasileiro [5]. Embora haja uma vacina comercial disponivel no pais sua
protecdo é conferida apenas contra o sorotipo Ib, ndo protegendo as tilapias dos demais
sorotipos.

No presente estudo desenvolvemos uma vacina bivalente, usando os sorotipos 1b
e Il de S. agalactiae. Além disso, demonstramos que a imunizacao intraperitoneal pode
induzir imunidade protetora eficiente em tilapias desafiadas com os mesmos sorotipos

utilizados na vacina.

2. Material e Métodos
2.1. Animais, Condic&o Etica e Experimental

O experimento foi realizado no Laboratério de Bacteriologia e Peixe (LABBEP),
da Universidade Estadual de Londrina (UEL), Londrina, Parana (Latitude 23° 17’ 34" S,
Longitude 51° 10’ 24” O). No LABBEP, os alevinos da espécie Tilapia do Nilo (O.
niloticus), com peso médio de 6 gramas, foram submetidos a quarentena em caixas de
fibra de polietileno (Fortlev, BR) com capacidade para 2000 L de agua e taxa de
renovacdo de 8L por minuto, por um periodo de 30 dias e, posteriormente, transportados
para caixas de fibra de polietileno de 150L (Fortlev, BR) e mantidos sob aclimatacao
durante 10 dias.

Foram utilizadas 480 tilapias com peso médio de 30 gramas, provenientes da
mesma desova. Os peixes foram alimentados duas vezes ao dia (periodo da manhad —

09h00min e periodo da tarde — 16h00min) com ragdo extrusada Nutripiscis TR 32 com
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32% de proteina bruta (Presence, BR), de acordo com as exigéncias nutricionais para o
desenvolvimento e crescimento das tilapias [13].

As caixas continham agua declorificada vindas de um reservatério com fluxo
continuo e aeracgdo realizada por um compressor de ar Air Pump SC - 3500 (Boyu,
China), distribuidas por mangueiras de silicone (5 mm) e pedra porosa. A limpeza e a
renovacdo da agua foram realizadas de acordo com a qualidade da &gua com taxa de
renovacdo volumétrica de 10%. Diariamente eram medidos os niveis de oxigénio e
temperatura da dgua sendo mensurados também valores de pH, amdnia e cloro pelos
testes bioquimicos LabconTest (Alcon, BR) pH Tropical, Am6nia Toxica e Cloro Test,
respectivamente. Durante o experimento, a temperatura foi mantida em 25 £ 0.8°C, pH
em 6.6 £ 0.8 e ambnia em 0.04 mg/L, valores dentro da referéncia e, os animais foram
mantidos num fotoperiodo de 12 horas de luz.

O projeto foi realizado mediante a aprovagdo do Comité de Etica e
Experimentacdo Animal da Universidade Estadual de Londrina (CEUA) protocolo
n.19685.2017.53.

3. Desenvolvimento da Vacina Bacteriana
3.1. Cultivo

Os isolados (SisGen N° A76D95A), S. agalactiae S13 (sorotipo Ib,
NZ_CP018623.1) e S73 (sorotipo Ill, NZ_CP030845.1), previamente isolados de
tilapias do Nilo (O. niloticus) e armazenados no banco de bactérias do LABBEP, foram
cultivados em &gar Nutriente (Kasvi, Italia) acrescentado de 5% de sangue ovino
desfibrinado e incubados a 28°C/48h. Os isolados foram adicionados aos pré-indculos,
3.0 mL de caldo BHI (Brain Heart Infusion — Kasvi, Italia), e incubados a 28°C/10h e
8h a 120 RPM (Incubadora Refrigerada com Agitacdo - Tecnal TE 422). Em seguida, 0s
pré-inoculos foram adicionados aos in6culos (50 mL de caldo BHI) e novamente
submetidos a incubacdo com agitacéo, durante 20 e 15 horas para os isolados S13 e S73,
respectivamente. Uma aliquota (1,0 mL) foi utilizada para determinar a concentragdo
bacteriana por espectrofotometria (Modelo Cintra 5), comprimento de onda de 600nm,
densidade o6ptica (OD) de 0,459 para o isolado S13 e 0,808 para o isolado S73, e
contagem em placas (UFC mL-1) de agar Nutriente acrescido de 5% de sangue ovino
desfibrinado. Os indculos apresentaram uma concentragdo estimada de 10° UFC/mL

para a preparagéo da vacina.
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3.2. Inativagéo

Os inoculos foram centrifugados (Thermo Scientific™ Heraeus Megafuge 8R
Centrifuge, USA) a 4000 x g/15 min, a 4°C, lavados (trés vezes) com 10 mL de solucéo
Tampéo fosfato-salino - PBS (Phosphate Buffered Saline) (1X, pH 7.4) e foram
inativados por adicdo de formalina 1% (Biotec, BR), a 4°C, por 48 h. As culturas
inativadas foram lavadas e centrifugadas novamente para total retirada da formalina e ao
final cada pellet foi diluido em PBS estéril no volume de 10 mL, correspondendo a uma
concentracéo final de 10 UFC mL™. Uma aliquota de cada cultura foi semeada em agar
Nutriente acrescentado de 5% de sangue ovino desfibrinado para confirmar a inativacao

das células e os pellets foram mantidos em refrigeracdo até o momento do uso.

3.3. Emulsificacéo

Os pellets foram emulsionados, com o auxilio de um aparato de emulsdo, em
PBS (pH 7.4) adicionado de adjuvante oleoso Montanide™ ISA 763 A VG (Seppic,
Franca) na propor¢do 1:1 para gerar uma emulsdo estavel. A gqualidade da emulséo foi
testada gotejando uma gota das mesmas em uma placa de Petri (90 x 15 mm, Kasvi,
Itdlia) com agua destilada estéril gelada (6°C). Caso a gota ndo se dissociasse e
mantivesse estavel por 15 segundos a emulsdo era considerada de boa qualidade.

4. Vacinacao

Com os animais anestesiados por curta duracdo de tempo utilizando-se
benzocaina (Ethyl 4-aminobenzoato, 98% - Acros Organics, USA), 50 mg/l por 60
segundos, foi realizada a inoculacdo das bacterinas com injecdo de 0,1 mL dos
tratamentos na cavidade peritoneal e PBS no grupo controle, para assegurar 0 mesmo
estresse em todos os peixes. Ao final, os animais receberam dose referente a 10°
UFC/mL da vacina bacterina, ministrada de acordo com seu grupo experimental.

Foram utilizados cinco tratamentos para cada desafio com os isolados S13 e S73.
Os tratamentos foram constituidos de trés grupos controle (negativo e positivo) e nove
grupos vacinados, compostos por dois grupos vacinados com a vacina comercial, dois
grupos com a bacterina S13, dois grupos com a bacterina S73 e trés grupos com a
vacina bivalente (Tabela 1).
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Tabela 1 - Grupos experimentais utilizados para avaliar a eficacia de vacina bivalente

(sorotipos Ib e I11) de Streptococcus agalactiae, em tilapias do Nilo (O. niloticus).

Grupos (Sigla)

Descrigdo dos tratamentos

CN (G1)
CP S13 (G2)

CP S73 (G3)
VAC CM Dsf S13 (G4)
VAC CM Dsf S73 (G5)
VAC S13 Dsf S13 (G6)
VAC S13 Dsf S73 (G7)
VAC S73 Dsf S13 (G8)
VAC S73 Dsf S73 (G9)
VAC Bi Dsf S13 (G10)
VAC Bi Dsf S73 (G11)

VAC Bi Dsf S13 S73
(G12)

Peixes imunizados com PBS™ + Adjuvante e néo desafiados
Peixes imunizados com PBS + Adjuvante e desafiados com
linhagem S13

Peixes imunizados com PBS + Adjuvante e desafiados com
linhagem S73

Peixes imunizados com vacina comercial e desafiados com
linhagem S13

Peixes imunizados com vacina comercial e desafiados com
linhagem S73

Peixes imunizados com vacina linhagem S13 e desafiados
com linhagem S13

Peixes imunizados com vacina linhagem S13 e desafiados
com linhagem S73

Peixes imunizados com vacina linhagem S73 e desafiados
com linhagem S13

Peixes imunizados com vacina linhagem S73 e desafiados
com linhagem S73

Peixes imunizados com vacina linhagens S13 e S73 e
desafiados com linhagem S13

Peixes imunizados com vacina linhagens S13 e S73 e
desafiados com linhagem S73

Peixes imunizados com vacina linhagens S13 e S73 e
desafiados com linhagens S13 e S73

*PBS Tampao fosfato-salino

5. Desafio Pos-Vacinal

Apos 21 dias da ultima dose da vacina, o desafio bacteriano foi realizado e 0s

animais foram expostos aos isolados S13 e S73, de acordo com seu grupo experimental,

na dosagem de 7,6 x 10° UFC/peixe por via intraperitoneal.

6. Avaliacdo dos Efeitos P6s-Imunizagédo

Apbs o desafio, os peixes foram observados trés vezes ao dia, durante 23 dias,

quanto a mortalidade e a ocorréncia de sinais clinicos como anorexia, natagéo erratica,

letargia, exoftalmia, opacidade de cornea uni ou bilateral e os obitos.
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7. Reisolamento e Diagndstico Microbioldgico

Os animais que vieram a ébito foram submetidos ao diagndstico microbioldgico
para reisolamento bacteriano em meio de cultura agar Nutriente com 5% de sangue
ovino desfibrinado. Para isso, fragmentos do cerebro foram semeados, de acordo as
caracteristicas morfolégicas das colénias, coloracdo de gram, hemolise em agar sangue,
provas da catalase, teste CAMP, somente para o isolado S73 [14] e prova de
soroaglutinacdo utilizando o Latex Assay kit® (Immulex™ Streptococcus Group B
Type Ib, Statens Serum Institut, Denmark) somente para o isolado S13, associados com
a patogenia observada, os microrganismos foram identificados

Ao final do experimento todos os animais sobreviventes foram eutanasiados por
imersdo em benzocaina (200 mg/L por 60s) e submetidos ao diagndstico microbiolégico

para confirmacdo do status de livres de S. agalactiae.

8. Andlise Estatistica

Para verificar a significancia estatistica entre a mortalidade dos grupos
vacinados e do grupo controle, utilizou-se o teste exato de Fisher, com nivel de
significancia de 5%. Para isso, utilizou-se o programa estatistico OpenEpi versao 3.01.
A eficécia da vacina foi calculada como porcentagem de sobrevivéncia relativa (RPS),
RPS = [1 — (% mortalidade dos animais vacinados/% mortalidade dos animais
controle)] x 100 [15].

9. Resultados
9.1. Eficéacia da Vacina

A eficéacia das vacinas monovalentes foi observada nos grupos desafiados com
os isolados homologos aos das vacinas, apresentando RPS maiores que 50%. Os grupos
que receberam as vacinas bivalentes demonstraram maior protecdo quando desafiados
com os dois isolados (RPS = 96.16%) (Tabela 2). Nao houve diferenca significativa
entre a eficiéncia protetiva da vacina com o isolado S13 produzida pelo LABBEP e a

vacina comercial (p>0,05).
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Tabela 2 - Eficacia de vacina bivalente (sorotipos Ib e Ill) contra Streptococcus
agalactiae em tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus) mantidas em condigfes
experimentais.

Tratamentos Obitos/Total (%) p valor RPS?
VAC CM Dsf S13 2/38 (5.26)
* 2.4561
Controle S13 13/40 (30) 0,000 82.456
VAC CM Dsf S73 15/40 (37.5)
0,312 10.9375
Controle S73 16/38 (42.10)
VAC S13 Dsf S13 4/33 (12.12)
0,001* 59.596
Controle S13 13/40 (30)
VAC S13 Dsf S73 17/38 (44.73) 0.397 6.95
Controle S73 16/38 (42.10)
VAC S73 Dsf S13 8/35 (22.85)
162 23.
Controle S13 13/40 (30) 0.16 3809
VAC S73 Dsf S73 3/38 (7.89)
0,000* 81.25
Controle S73 16/38 (42.10)
VAC Bi Dsf S13 4/35 (11.42)
0,001* 61.9048
Controle S13 13/40 (30)
VAC Bi Dfs S73 3/36 (8.33)
* 2
Controle S73 16/38 (42.10) 0,000 80.2083
VAC Bi Dsf Bi 1/36 (2.77) 0,000* 96.1581

*As diferencas foram consideradas significativas em P <0,05 no Teste Exato de Fisher.
#Porcentagem relativa de sobrevivéncia.

9.2. Mortalidade Cumulativa

A média da mortalidade percentual dos grupos imunizados com as vacinas
monovalentes foi de 21.72%, demostrando menores taxas para 0s grupos desafiados
com os isolados homologos aos das vacinas, e a média da mortalidade percentual dos
grupos imunizados com a vacina bivalente foi de 7.5%. O grupo VAC S13 Dsf S73
apresentou maior taxa de mortalidade (44.73%) entre todos 0s grupos vacinados e o
grupo VAC Bi Dsf Bi a menor taxa (2.77%). A mortalidade dos controles positivos foi
maior no grupo CPS73 (42.10%) comparado ao grupo CPS13 (32.5%). Os grupos
vacinados foram significativamente protegidos, em comparacdo aos ndo vacinados
(Figura 1).
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Figura 1 - Mortalidade cumulativa de tildpias do Nilo (Oreochromis niloticus) aos
23 dias pos desafio experimental. As tilapias foram vacinadas com VAC CM, VAC
S13, VAC S73, VAC Bi (S13 e S73) e PBS (grupo controle) no dia 0. Esses grupos
foram desafiados contra S. agalactiae aos 21 dias apds a imunizacdo e a mortalidade foi
observada durante 23 dias ap0s o desafio.

9.3. Efeitos Pds-Vacinal

A mortalidade nos peixes teve inicio a partir da primeira semana pés desafio,
para 0 grupo controle positivo e para 0s grupos vacinados desafiados com o isolado
S73, com um pico no segundo dia para os grupos CPS73, VAC CM Dsf S73 e VAC
S73 Dsf S73. Os peixes ndo apresentaram sinais clinicos, caracterizando-se como uma
doenca de evolucao aguda.

A partir da segunda semana os grupos desafiados com o isolado S13, grupo
controle positivo e grupos vacinados, comegaram a morrer, com um pico no 14° dia para
0 grupo CPS13 e no 9° dia para o grupo VAC S13. Inicialmente os peixes apresentaram
letargia e anorexia evoluindo para exoftalmia uni e bilateral, opacidade de cdrnea e
natacdo erratica, caracterizando-se como uma doenca de evolucdo crbnica. A partir da
terceira semana, observou-se uma recuperacdo gradativa para todos oS grupos e taxas
menores de mortalidade quando comparadas a primeira e segunda semanas (Figura 2).

A necropsia, todos 0s animais que vieram a Obito ap6s o desafio apresentaram
lesGes macroscopicas caracteristicas de estreptococcia (septicemia e meningoencefalite).
Dos sobreviventes eutanasiados, apenas os grupos controles, CN e CPS73, e 0 grupo
vacinado, VAC CM Dsf S13, ndo apresentaram lesdes.

--CN

—i—CP S13

——CP 873

——VAC CM Dsf 513

—e—-VAC CM Dsf §73

——VAC S13 Dsf 513

—VAC S13 Dsf 873
VAC S73DsfSI3

——VAC 573 Dsf 873

~#-VAC Bi Dsf S13
VAC Bi Dsf 873
VAC Bi Dsf B1
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Figura 2 - Percentagem de mortalidade de tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus)
vacinadas contra Streptococcus agalactiae de acordo com as 3 semanas pés desafio
experimental.

9.4. Reisolamento e Diagndéstico Microbiologico

Todos os animais que vieram a Obito pos-desafio apresentaram 100% de
isolamento  bacteriano, demonstrando no exame bacteriologico as mesmas
caracteristicas morfoldgicas e bioquimicas do isolado utilizado no desafio. Dos
sobreviventes eutanasiados submetidos ao diagndstico bacteriolégico, 0s grupos
controles, CN e CPS73, assim como o grupo vacinado, VAC CM Dsf S13, néo
apresentaram isolamento bacteriano, ao contrario dos demais grupos, que se
comportaram como portadores da doenca. Os grupos que receberam as vacinas
monovalentes e foram desafiados com isolados homoélogos aos da vacina apresentaram
menores taxas de reisolamento quando comparados aos grupos que foram desafiados
com isolados heterélogos, sendo o grupo VAC CM Dsf S73 o0 que apresentou maior
taxa de isolamento (44%).

Os grupos que foram imunizados com a vacina bivalente apresentaram maior
taxa de reisolamento quando desafiados com o isolado S73 (15.15%) em comparagéo
aos desafiados com o isolado S13 (6.45%), e o grupo controle CPS13 apresentou maior

taxa de reisolamento quando comparado a todos os grupos (66.67%) (Figura 3).
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256  Figura 3 - Percentagem de reisolamento bacteriano de tilapias do Nilo (Oreochromis
257 niloticus) sobreviventes pds desafio experimental consideradas portadores
258  assintomaticos para Streptococcus agalactiae.

259

260 10 Discusséo

261 Os resultados deste estudo mostraram que a vacina bivalente inativada produzida
262  com dois sorotipos da bactéria S. agalactiae, sorotipo Ib e Ill, e administrada por via
263 intraperitoneal, forneceu uma melhor protecdo (RPS de 96.16%) quando comparada as
264  outras bacterinas monovalentes (RPS acima de 50% para as vacinas). Em estudo
265 semelhante, Evans et al. [16] demonstraram que a vacina inativada para S. agalactiae
266  (Ib), administrada de forma intraperitoneal, forneceu uma excelente protecédo as tilapias
267 (RPS de 80 % em tilapias de 30g e RPS de 25% em tilapias de 5g) quando comparada
268 ao banho de imersdo (RPS de 35% em tilapias de 30g e 34% em tilapias de 30g).
269  Entretanto, desafiaram os peixes com doses menores (1.5 x 10 UFC/peixe) quando
270  comparado & dose infectante utilizada no presente trabalho (7.6 x 10° UFC/peixe).

271 Neste estudo, a RPS foi acima de 80% para a vacina inativada bivalente,
272 demonstrando uma alta protecdo frente ao desafio experimental, acima dos valores
273 frequentemente encontrados em outros estudos. A presente pesquisa também revelou
274  que os grupos desafiados com os sorotipos homologos aos da vacina obtiveram uma
275  protecdo significativa (RPS acima de 50%) quando comparados aos grupos controle
276  positivo de cada patdgeno. Contudo, 0 mesmo ndo pode ser verificado quando o desafio

277  foi realizado com sorotipos heterologos aos da vacina. Estudos ja realizados em outras
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espécies também demonstraram que ndo ha protecdo cruzada entre os diferentes
sorotipos de S. agalactiae [17,18,19].

Chideroli et al. [5], em 2017, em um surto de mortalidade na regido nordeste do
Brasil, isolaram o sorotipo 111 GBS (Streptococcus grupo B de Lancefield) de tilapias
com sinais de estreptococose previamente imunizadas com a vacina comercial contendo
a bactéria considerada altamente virulenta e resistente a antibacterianos. Desta forma, os
autores sugeriram que a vacina comercial ndo protege contra 0 novo sorotipo, 0 que
reforca a importancia dos resultados positivos (RPS 96.16%) com a vacina bivalente
observados no presente estudo.

Em estudo também realizado com tilapias do Nilo (O. niloticus), os autores
demonstraram que uma vacina bacterina polivalente, produzida com isolados de trés
bactérias (Aeromonas hydrophila, Pseudomonas aeroginosa e Enterococcus durans),
administrada por diferentes vias (intraperitoneal, oral e imersdo), aumentava
significantemente a resposta imunoldgica dos peixes pds desafio, em comparagdo aos
ndo vacinados, sendo a via intraperitoneal a que apresentou melhor e mais rapida
resposta imune [20]. A eficacia das vacinas produzidas com mais de um isolado ocorre
devido ao aumento de epitopos, receptores especificos, proliferacdo de células e
proteinas especificas, gerados quando os animais sdo expostos a mais de um antigeno. O
reconhecimento leva a producdo de células T de memdria, que persistird apos a infeccao
[21].

Inimeros estudos estdo sendo realizados a fim de desenvolver vacinas
produzidas com mais de um antigeno, que estimulem melhores respostas imunolégicas
nos peixes contra infeccbes causadas pela bactéria S. agalactiae. Os resultados
mostraram que as combinagfes das proteinas recombinantes com as células inteiras
desencadearam uma maior e melhor resposta imune quando comparado &s vacinas
individuais [22,23]. Entretanto, 0 nimero e as caracteristicas de cada cepa e/ou
componente da celula bacteriana que sera selecionada para a producao das vacinas com
mais de um antigeno devem ser cuidadosamente elegidos para evitar efeitos inibitorios
na resposta especifica dos peixes [24].

O presente estudo evidenciou diferentes tempos de mortalidade pds imunizacao
entre os tratamentos, de acordo com o comportamento e as caracteristicas de cada cepa
para S. agalactiae, demonstrando a evolugdo da doenca e o aparecimento de sinais
clinicos. Assim, o grupo controle positivo para a cepa S13 e os tratamentos desafiados

com esta cepa, apresentaram uma doenca de caracteristica crénica com o aparecimento
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de sinais clinicos e 6bitos a partir da segunda semana, com picos no 15° dia. Ja, para o
controle positivo para a cepa S73 e 0s grupos desafiados com a cepa, a doenca
apresentou-se de forma aguda, com Obitos na primeira semana e picos de mortalidade ja
no segundo dia. Os sinais de infeccdo por S. agalactiae na tilapia tipicamente incluiram
sinais clinicos agudos como septicemia, exoftalmia, opacidade da cérnea, melanose,
anormalidades de natacdo, inchago e hemorragia nos 6rgdos internos [25,26]. A morte
geralmente ocorre dentro de um curto periodo de aproximadamente 10 dias [27].

Corroborando com este estudo, Longhi et al. [28] ao testarem uma vacina
inativada para S. agalactiae (Ib), em doses diferentes, apds o desafio evidenciaram
mortalidade dos peixes a partir do segundo dia, com pico entre o oitavo e décimo dia.
Além disso, a partir do 11° dia apds o desafio recuperaram gradativamente o apetite,
assim como na presente pesquisa, em que se observou uma recuperacdo gradativa e
diminuicdo da mortalidade a partir da terceira semana do experimento.

Adicionalmente, enquanto o inicio da doenca e a observacdo clinica nos
permitiram diferenciar os sorotipos com base nos sinais evidentes e sua evolugdo, 0s
achados patoldgicos na necropsia revelaram gue as infecgdes pelo isolado S13 ou S73
apresentaram caracteristicas comuns de meningoencefalite e septicemia nos grupos
controles positivos que vieram a 6bito.

Deve-se ressaltar que alguns animais sobreviventes dos grupos que receberam a
vacina bivalente apresentaram-se assintomaticos e sem lesdes macroscopicas presentes.
Suwannasang et al. [29], avaliando as manifestacBes patoldgicas da estreptococose de
acordo com os dias apés a infeccdo com S. agalactiae para os sorotipos, la e IlI,
revelaram que o sorotipo Ill apresentou sinais caracteristicos da doenca em poucos
individuos de peixe quando comparado ao sorotipo la. 1Isso ocorreu devido a
mortalidade precoce causada pelo sorotipo Ill, ja para o sorotipo la a mortalidade foi
mais tardia o quadro clinico foi mais evidente. De forma similar, os dados aqui
apresentados sd@o semelhantes para o sorotipo 11l e, adicionalmente, o sorotipo Ib se
comportou com um padrao similar ao sorotipo la do estudo supracitado.

Neste trabalho, com excegéo do grupo controle para o isolado S73 e do grupo
VAC CM desafiado com seu isolado homologo, houve reisolamento bacteriano das
tilapias amostradas e sobreviventes a infec¢do. Este resultado revela melhor eficacia e
seguranga da vacina comercial disponivel no pais. A presenca de portadores
assintomaticos, como observado na presente pesquisa, é de fato algo que ocorre com

frequéncia na estreptococose. Isso acontece porque a bactéria consegue atravessar a
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barreira hematoencefalica e sobreviver dentro dos fagdcitos, se protegendo dos
mecanismos de defesa do hospedeiro [30].

Mian et al. [2] demonstraram que animais saudaveis quando tiveram contato
direto com peixes assintomaticos, portadores da bactéria, e que foram introduzidos ao
plantel, apresentaram sinais clinicos da estreptococose apds 24 a 72 horas e, ap6s 10
dias, apresentaram 100% de mortalidade dos peixes. Cumley et al. [31] evidenciaram
que ndo ha diferencas significativas entre sorotipos na capacidade de sobrevivéncia
dentro dos fagocitos do hospedeiro. Os autores ainda sugeriram que as diferencas na
viruléncia e epidemiologia da estreptococose podem ocorrer por diferengas na
colonizagdo ou no crescimento extracelular, ja que expressam proteinas de superficie na
parede celular da bactéria que resultam em maior aderéncia ao epitélio do hospedeiro.
Logo, a presenca de portadores assintomaticos para a estreptococose € um grande e
frequente problema a biosseguranca nos plantéis, pois pode favorecer a permanéncia do
agente, levando a recidivas da doenca e a dificil erradicacdo dessa importante doenca na

producdo de tilapia.

11. Concluséo

A vacina bivalente para S. agalactiae, produzida com os isolados S13 e S73,
apresentou elevada eficéacia e sobrevivéncia significativa das tilapias imunizadas quando
comparada as outras bacterinas monovalentes. Entretanto, uma pequena proporcao
(14.28%) dos animais sobreviventes imunizados com a vacina bivalente permaneceu

como portadores assintomaticos da bactéria.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Novos estudos estdo sendo realizados com o intuito de melhorar limitacdes da
vacina bivalente para que com isso, um melhor controle da presenca do patdégeno possa

ser alcangado nas tilapiculturas nacionais.



