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RESUMO 

 

 

O Brasil apresenta potencial para o desenvolvimento da aquicultura, e tem sido impulsionado 

pela expansão dos cultivos de tilápia do Nilo em tanques-rede nos diversos reservatórios 

existentes no país. A tilápia do Nilo (Oreochromis niloticus) é a espécie mais cultivada nos 

reservatórios aquícolas brasileiros, devido a sua rusticidade, rápido crescimento, tolerância à 

baixa qualidade da água e considerável resistência às doenças. Entretanto, a bactéria 

Streptococcus agalactiae é responsável por elevadas taxas de mortalidade, prejudicando o 

crescimento e o desenvolvimento das tilapiculturas no país. Apesar de já existir uma vacina 

comercial disponível, sua proteção é conferida apenas contra o sorotipo Ib, não impedindo 

que as tilápias adquiram a doença quando expostas á outros sorotipos deste patógeno. Em 

2017, o sorotipo III ocasionou mortalidade e grandes prejuízos em pisciculturas na região do 

nordeste brasileiro em decorrência da sua virulência, multirresistência e ausência de proteção 

vacinal. O objetivo deste trabalho foi desenvolver uma vacina bivalente, utilizando duas cepas 

isoladas de S. agalactiae, sorotipos Ib e III (S13 e S73). Foram utilizadas 480 tilápias do Nilo 

de 30 gramas, distribuídas em 12 caixas de 150L, com 40 peixes por tratamento. O 

delineamento experimental constituiu-se em três grupos controles (negativo e positivos para 

cada sorotipo) e nove vacinados (grupos vacinados com vacina monovalente e desafiados com 

cepa homóloga e heteróloga 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 

(108 UFC/mL) e após 21 dias, foram desafiados (0.1 mL i.p) com dosagem de 7.6 x 109 UFC/ 

peixe do patógeno).  A eficácia das vacinas monovalentes foi observada nos grupos que foram 

desafiados com cepas homólogas aos das vacinas, demonstrando a ausência de proteção 

cruzada entre os sorotipos. Os grupos que receberam as vacinas bivalentes demonstraram 

maior proteção quando foram desafiados com as duas cepas (RPS = 96.16%). Não houve 

diferença 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 proteção e sua 

utilização no campo será uma ferramenta de grande importância na redução dos prejuízos 

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 III 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 III 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 109 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 III 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 INTRODUÇÃO 

 

O desenvolvimento da piscicultura no Brasil tem sido impulsionado pela 

expansão dos cultivos de tilápia do Nilo em tanques-rede nos diversos reservatórios existentes 

(FAO, 2018). Nesse âmbito, a tilápia do Nilo, Oreochromis niloticus é a principal espécie 

cultivada no país, com uma produção de 239,09 mil toneladas, representando quase metade 

(47,1%) do total da piscicultura no Brasil (IBGE, 2017). É uma espécie que se caracteriza 

pela sua rusticidade, rápido crescimento, tolerância à baixa qualidade da água e considerável 

resistência ás doenças (LITTLE et al., 2008).  

Fatores predisponentes que levam á uma condição de estresse nos peixes, 

como por exemplo, temperaturas abaixo de 28ºC, elevada densidade animal pela utilização de 

sistemas intensivos e falhas em medidas sanitárias preventivas (quarentena, aquisição de 

alevinos de produtores livres de doenças, vacinação, dentre outras) estão relacionadas ao 

surgimento de doenças virais, parasitárias e, de forma destacada, as bacterianas 

(FIGUEIREDO et al., 2006; MIAN et al., 2009; CHIDEROLI et al., 2017). 

Dentre as bacterioses encontradas em tilápias, destacam-se as principais 

espécies ou gêneros de patógenos bacterianos relacionados ás 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 etiológicos que causa septicemia e meningoencefalite em 

plantéis do mundo inteiro (EVANS et al., 2002). Dados da literatura reportam a ocorrência 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 infecção 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 características 

fenotípicas de cápsula (Ia, Ib, II, III a IX) (SLOTVED et al., 2007). Embora, o sorotipo Ib seja 

o mais comumente associado á surtos de estreptococose em tilápias no Brasil, o sorotipo Ia e 

alguns isolados não-sorotipáveis podem ser encontrados no país (GODOY et al., 2013). No 

ano de 2017, foi descrito um surto com elevada mortalidade na região nordeste do Brasil 
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causado pelo sorotipo III, em tilápias previamente vacinadas, alertando os produtores ao novo 

sorotipo circulante nos plantéis (CHIDEROLI et al., 2017). 

O S. agalactiae é um dos patógenos que mais causa prejuízos na 

tilapicultura nacional nas pisciculturas do país e apresenta resistência á alguns 

antimicrobianos (FIGUEIREDO et al., 2006). Desta forma, o uso de vacinas na aquicultura é 

uma alternativa eficaz ás boas práticas de manejo a fim de diminuir os efeitos negativos do 

uso de fármacos e consequentemente, a presença de resíduos de medicamentos em produtos 

animais (um risco à saúde humana), melhorando assim a saúde (animal e humana), o bem-

estar dos animais, a cadeia alimentar humana e o crescimento da produção de maneira 

econômica (MEEUSEN et al., 2007; RINGØ; ERIK; INGVILL, 2014).  

Visto que ainda não há uma vacina que proteja contra um novo sorotipo 

circulante no país, (o sorotipo III), objetivou-se neste trabalho desenvolver e avaliar a eficácia 

in vivo de uma bacterina produzida com dois sorotipos associados para S. agalactiae, Ib e III. 
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2 REVISÃO 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 é comensal da flora bacteriana em seres humanos (EL BEITUNE; 

DUARTE; MAFFEI, 2005). São fermentadoras de hidratos de carbono, catalase negativa, 

imóveis, apresentam um padrão de β-hemólise e por definição, todos os GBS possuem um 

antígeno (polissacarídeo capsular) do grupo B associado à parede celular como já descrito por 

Lancefield em 1933.  A imunidade protetora à infecção pelo GBS pode ser desencadeada pela 

cápsula polissacarídica e também por diferentes proteínas de superfície (LANCEFIELD et al., 

1975).  

As cepas tipo Ia, Ib e II expressam as proteínas α e β, sendo a α mais 

frequente e as cepas do tipo III expressam a proteína Rib. Embora as proteínas α e Rib 

apresentem ampla identidade, elas não reagem de forma cruzada imunologicamente 

(STÅLHAMMAR-CARLEMALM; STENBERG; LINDAHL, 1993). Em 2002, 68 anos 

depois que Lancefield publicou seu trabalho (LANCEFIELD, 1933), os genomas do sorotipo 

III - GBS (GLASER et al., 2002) e do sorotipo V- GBS (TETTELIN et al., 2002) foram 

sequenciados favorecendo uma maior caracterização de fatores de virulência previamente 

conhecidos do GBS ampliando os conhecimentos da patogênese desta bactéria (BURNHAM; 

TYRRELL, 2003). 

A maioria dos GBS podem ser classificados em 10 sorotipos de acordo com 

as características fenotípicas de cápsula (Ia, Ib, II, III a IX) e até 9% de isolados invasivos não 

são sorotipáveis (SLOTVED et al., 2007). Os sorotipos Ia e III são os sorotipos mais 

frequentes de S. agalactiae patogênicos transmitidos por humanos, vacas e tilápias (LI et al., 

2013; DOGAN et al., 2005). E os sorotipos Ia e Ib são os mais encontrados em frutos do mar 

(VAN DER MEE-MARQUET et al., 2009). Entretanto, surtos em todo o mundo 

demonstraram que os sorotipos Ia, Ib e III são os mais comuns isolados de tilápias infectadas 

(CHIDEROLI et al., 2017; EVANS; KLESIUS; SHOEMAKER, 2004; SUANYUK et al., 

2008).  
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2.2 BACTERIOSES E TILÁPIA 

 

A Tilápia (Oreochromis spp.) é a espécie mais difundida e cultivada na 

aquicultura mundial com potencial aumento na produção, atingindo 400.280 toneladas em 

2018, com crescimento de 11,9% em relação ao ano anterior (PEIXE BR, 2019). O termo 

tilápia refere-se a uma série de espécies da Família Cichlidae; no entanto, a espécie mais 

comum é a Tilápia do Nilo (Oreochromis niloticus) (FAO, 2018). Entretanto, apesar de sua 

resistência em condições de estresse pode ser suscetível á infecções causadas por bactérias 

oportunistas como as pertencentes aos gêneros Streptococcus, Pseudomonas, Vibrio, 

Flexibacter, Edwarsiella e Aeromonas (PLUMB, 1999), o que pode levar á perdas 

consideráveis nas tilapiculturas. Desta forma, devido ao cultivo intensivo em sistemas tanque 

rede (alta densidade e criação intensiva), a ocorrência de surtos de doenças infecciosas foi 

caracterizada como um dos principais impedimentos para o completo desenvolvimento de 

cultura de tilápia no Brasil (MIAN et al., 2009). 

Os fatores de virulência da bactéria estão relacionados com a invasão, 

replicação e evasão do sistema imune dos hospedeiros, além de provocarem lesões durante a 

patogênese da doença (VILCHES et al., 2004). Leucócitos (monócitos, neutrófilos, basófilos) 

desempenham um papel importante na defesa imunológica inespecífica do sistema inato do 

peixe (MISRA et al., 2006) e a redução de monócitos é comum em processos inflamatórios 

(SILVA et al., 2012). Além de produzirem citocinas, os monócitos, são células primárias na 

apresentação de antígenos em teleósteos, como a tilápia do Nilo, e têm funções de célula de 

defesa no sangue periférico (DALMO; BOGWALD, 2008). 

Embora, as patogêneses das infecções da maioria dos patógenos em tilápias 

ainda não estejam totalmente descritas, compreende-se que uma vez que a bactéria penetre 

nas barreiras celulares para alcançar a corrente sanguínea ou os tecidos, uma resposta 

imunológica é desencadeada pelo o organismo do hospedeiro e as células fagocíticas, 

incluindo os neutrófilos e macrófagos, partem para combater esta resposta. (DORAN; NIZET, 

2004). Adicionalmente, a bactéria pode permanecer viável no hospedeiro como um organismo 

comensal por longos períodos e estabelecer uma infecção em indivíduos suscetíveis, 

sugerindo que a bactéria possa ser capaz de “enganar” o sistema imunológico do hospedeiro 

(CUMLEY et al., 2012). 

A bactéria S. agalactiae pode sobreviver dentro das células do hospedeiro, 

por exemplo, em macrófagos e, quando isso ocorre resulta em uma proteção do 

microrganismo de moléculas antimicrobianas ativas no sangue, possibilitando que ele avance 
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para o cérebro dos peixes e estabeleça uma infecção crônica como a meningoencefalite 

(ELDAR et al., 1995; IREGUI et al., 2016). Em contrapartida, a resposta imune humoral 

demora aproximadamente uma semana para iniciar sua ação, neste período o patógeno pode 

alcançar o SNC (Sistema Nervoso Central) do hospedeiro, dificultando a ação de anticorpos. 

Além disso, a resposta humoral primária e secundária dos peixes tem a imunoglobulina IgM 

como fundamental anticorpo, não produzindo anticorpos da classe IgG (WATTS; MUNDAY; 

BURKE, 2001). 

Outros fatores ligados ao manejo inadequado deprimem a resposta 

imunológica das tilápias, e ajudam a intensificar o contato entre os animais o que contribui 

para a maior ocorrência de enfermidades e morte em sistemas intensivos de tilapiculturas. 

Fatores como a inadequada nutrição (rações com baixas taxas de proteína), pouca renovação 

de água (como consequência elevados níveis de amônia), alta densidade animal, ocasionam 

exaustão nos plantéis (PASNIK et al., 2005).  

Notadamente, parâmetros hematológicos são importantes indicadores de 

saúde dos peixes (DE PEDRO et al., 2005; MARTINS et al., 2008), e mudanças na proporção 

de células sanguíneas podem ser indicativo de uma doença ou exposição a produtos químicos 

(DE PEDRO et al., 2005). 

 

2.3 EPIDEMIOLOGIA DA ESTREPTOCOCOSE  

 

A estreptococose é uma doença emergente que afeta mais de 45 espécies de 

peixes tanto de água doce como de água salgada em aquiculturas na África, Austrália e 

Europa. Além disso, 12 países do continente americano já tiveram a doença notificada em 

tilapiculturas existentes (CONROY, 2009). A distribuição dos sorotipos podem variar de 

acordo com região geográfica, o perfil da população estudada e a fonte da bactéria isolada 

(DOGAN et al., 2005). Os sorotipos Ia, II, III e V são os mais comumente isolados nos 

Estados Unidos e em alguns países europeus (DOGAN et al., 2005; GHERARDI et al., 2007). 

Já os sorotipos VI a IX raramente são descritos no mundo (EKELUND et al., 2003; 

SLOTVED et al., 2007). Nesse âmbito, 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 Austrália (BOWATER et al., 2012).  

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

Nilo (O. niloticus) cultivadas na Tailândia, foram relatados a ocorrência de genótipos raros de 
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S. agalactiae relacionando-os com isolados de humanos, peixes e outros GBS zoonóticos. 

Entretanto, ao final do estudo concluíram que as tilápias infectadas pertenciam aos sorotipos 

Ia e III. E os diferentes sorotipos identificados indicaram que os surtos de GBS em todo o país 

não tinham relação, sugerindo que os isolados poderiam ter se originado de diferentes fontes. 

Além disso, descreveram que os efeitos dos fatores ambientais e a imunização contra a 

estreptococose, causada por diferentes sorotipos, estariam relacionados à virulência da 

bactéria (SUANYUK et al., 2008).  

Pereira et al. (2010), em um trabalho inédito com caracterização de cepas de 

S. agalactiae isoladas de peixes, bovinos leiteiros e humanos, demonstraram que as cepas 

analisadas dos três hospedeiros naturais não 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 ligação genética não é 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 Ia, III e V) de humano, vaca e tilápia e a relação evolutiva entre 

estas cepas vindo de diferentes fontes. Ao final, confirmaram que as cepas de GBS com os 

sorotipos Ia, III e V de humanos e vacas poderiam infectar tilápias e induzir sinais clínicos 

sob condições experimentais.  

Em 2016 no Peru, foi relatado o primeiro isolamento de S. agalactiae 

diagnosticado por PCR em tempo real em criadouros de tilápias apresentando características 

das principais alterações histopatológicas causadas por essa bactéria nos tecidos (ORTEGA 

ASENCIOS et al., 2016). No mesmo ano, Areechon et al. (2016) demonstraram que os 

isolados de tilápias, em pisciculturas na Tailândia, infectadas com sorotipo III apresentava 

uma maior virulência quando comparado ao sorotipo Ia. Adicionalmente, estudos referentes 

so sorotipo III de S. agalactiae isolados de peixes sugerem um elevado potencial zoonótico 

para seres humanos (inclusive adultos saudáveis 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 tilápias pela primeira vez 

no Norte do Estado do Paraná (SALVADOR et al., 2003). Em 2006, a bactéria foi relatada 

pela primeira vez em casos de surtos de meningoencefalite em tilápias do Nilo em dois 

estados brasileiros, Minas Gerais e Espírito Santo (FIGUEIREDO et al., 2006). Em 

contrapartida, a ocorrência de sorotipos Ia, Ib, II, III, IV e V foi descrito em poucos estudos 

realizados com isolados de humanos originados das regiões Sul e Sudeste (BENCHETRIT et 

al., 1982, PINTO et al., 2013). 
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2.4 HISTÓRICO DAS LINHAGENS S13, S73 

 

A linhagem S13 foi isolada, pelo Laboratório de Bacteriologia em Peixes 

(LABBEP) da Universidade Estadual de Londrina, de um esfregaço ocular em abril de 2015 a 

partir de um surto que ocorreu em uma fazenda de tilápia no norte do estado do Paraná. Em 

estudos realizados pela equipe LABBEP, o genoma completo dessa cepa foi sequenciado e 

depositado no NCBI GenBank, classificando-a como sequência tipo 552 (ST-552) pela 

análise Multilocus (MLST) (FACIMOTO et al., 2017). Desta forma, o genoma completo da 

linhagem S13 contribuiu para a dinâmica epidemiológica e a patogenicidade desse agente. 

Por outro lado, a linhagem S73 foi isolada e descrita pela primeira vez no 

país (CHIDEROLI et al., 2017), pelo LABBEP, de amostras do rim, cérebro e baço, entre 

agosto e dezembro de 2016 a partir de surtos que ocorreram em seis fazendas de tilápia 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 tilápia. Além disso, o surgimento dessa 

nova cepa circulante sugeriu que poderia ter ocorrido falhas nas barreiras sanitárias dos 

plantéis, já que os peixes eram vacinados ou, uma infecção devido a contaminação ambiental 

com o patógeno deste sorotipo oriundo de outros hospedeiros. 

 

2.5 RELAÇÃO PATÓGENO HOSPEDEIRO 

 

A cápsula polissacarídica é um importante fator de virulência na patogênese 

da estreptococose, pois, permite que a bactéria fuja dos mecanismos inatos de defesa do 

hospedeiro. Além disso, a perda da expressão da cápsula resulta na perda da sua virulência. 

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 única 

mutação específica na expressão da cápsula resultava em um GBS mutante avirulento. Assim, 

evidenciaram o papel da cápsula tipo III como principal fator de virulência para o sorotipo III 

GBS (RUBENS et al., 1987).  

Segundo Nizet (2002) outro fator de virulência da bactéria S. agalactiae 

GBS são as β-hemolisinas ou seja, citotoxinas que apresentam um importante papel na lesão 

tecidual e disseminação sistêmica da doença e está associado á graves infecções humanas. 

Leucócitos humanos, células epiteliais e endoteliais respondem de forma variável á essas β-
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hemolisinas, com liberação de pró-inflamatórios e / ou fatores de defesa quimiotática, como 

IL-8 e peptídeos antimicrobianos. E, a capacidade de detectar e responder á liberação das 

toxinas é possivelmente adaptativa e serve para orientar a resposta imune inata do hospedeiro 

a conter o organismo na superfície epitelial da mucosa. 

Em 2015, Evans e seus colaboradores realizaram um estudo transversal com 

tilápias do Nilo (Oreochromis niloticus) para verificar se havia diferenças patogênicas entre 

cepas de S. agalactiae isolados de várias regiões geográficas (USA, Brasil, Honduras, Israel e 

Kuwait) em diferentes concentrações. Ao final do estudo, concluíram que os isolados das 

Américas (EUA, Brasil e Honduras) foram mais virulentos do que os isolados do Oriente 

Médio e Ásia (Israel e Kuwait). Além disso, destacaram possíveis indicadores de aumento da 

virulência, ou seja, a origem geográfica, a origem das espécies de peixes, a atividade 

hemolítica, 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 está associado á sua 

persistência no ambiente, ocorrência de recidivas pós tratamento e posterior desenvolvimento 

de meningoencefalite crônica em peixes (ISIAKU et al., 2017). E no estudo de Chideroli et al. 

(2017) foi demonstrado que o sorotipo III (linhagem S73) apresenta um maior potencial para 

a produção de biofilme quando comparado ao sorotipo Ib (linhagem S13).  

Além disso, outro fator que tem influência na persistência da bactéria no 

ambiente é a água. Em um estudo realizado na Tailândia, mostrou que as tilápias do Nilo 

criadas em altas temperaturas era suscetível à estreptococose associada à transmissão do 

sorotipo Ia de S. agalactiae pela água. Deste modo, para países tropicais como a Tailândia, a 

suscetibilidade à infecção devido à altas temperaturas pode ser expressivamente importante, 

especialmente em períodos de verão. Portanto, o estudo da relação entre peixes, S. agalactiae 

e condições ambientais, deve ser levado em conta (RODKHUM; KAYANSAMRUAJ; 

PIRARAT, 2011). 

Diferentes isolados de Streptococcus variam em sua virulência de acordo 

com o hospedeiro tilápia do Nilo, mas essas variações são influenciadas não só pela 

temperatura, mas também pela salinidade da água na qual eles são mantidos. Além disso, a 

lesão no epitélio, a estirpe e a dose infectante são importantes fatores que contribuem para a 

suscetibilidade da doença (CHANG; PLUMB, 1996). 

Sob condições naturais a transmissão 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 contaminação da água nos sistemas de criação 

(AGNEW; BARNES, 2007; BOWATER et al., 2012 ). 

Além disso, estudos realizados com larvas e juvenis de tilápias sugeriram 

pouca ou nenhuma transmissão vertical da doença (HERNÁNDEZ; FIGUEROA; IREGUI, 

2009; JIMÉNEZ et al., 2011). No entanto, trabalhos recentes avaliaram uma possível 

transmissão vertical da estreptococose e o padrão de tropismo tecidual desta bactéria através 

dos testículos e ovários dos reprodutores em tilápias vermelhas (Oreochromis spp.). E, 

embora todos os reprodutores fossem assintomáticos, as bactérias estavam presentes em quase 

todos os órgãos. Logo, confirmaram que tanto S. agalactiae como o S. iniae podem ser 

transmitidos verticalmente (PRADEEP et al., 2016).  

Os sinais clínicos característicos da estreptococose consistem em ascite, 

letargia, anorexia, exoftalmia, opacidade de córnea uni e bi lateral, natação errática, 

enegrecimento de pele e relativa mortalidade. Além disso, na autopsia, os achados patológicos 

revelam ascite, meningite, hepato e esplenomegalia (FIGUEIREDO et al., 2006; 

SALVADOR et al., 2003). 

Os sinais da doença não são patognomônicos, porém, a natação errática 

pode ser um indicador alarmante e de triagem para o diagnóstico da doença. No entanto, a 

primeira etapa é o isolamento da bactéria dos órgãos cérebro, rim cranial e baço. E, com a 

ocorrência de cocos Gram-positivos realiza-se a prova da catalase, teste CAMP e posteriores 

testes sorológicos e moleculares confirmatórios (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 gênica capsular pela aglutinação do látex é também um método 

de diagnóstico com base em anticorpos policlonais específicos para as 10 cápsulas 

reconhecidas Ia, Ib e II, III a IX (AFSHAR et al., 2011). Além disso, a análise histológica e o 

uso de outras técnicas como a de impregnação de prata é possível identificar cocos 

abundantes no parênquima cerebral.  Logo, o diagnóstico é realizado com características 

fenotípicas e genéticas da bactéria (SALVADOR et al., 2005). 

O uso de antimicrobianos é uma prática 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 eleição (RIGOS et al., 2004). No entanto, esse manejo 

leva á seleção de bactérias resistentes e causa desequilíbrios 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 à penicilina, ceftriaxona e clindamicina (CHU et al., 2016), há 

poucas informações sobre mudanças no perfil de resistência a antimicrobianos de cepas de 

peixe no Brasil (CHIDEROLI et al., 2017). No estudo de Chideroli, os isolados pertencentes 

ao sorotipo III foram resistentes à ampicilina, norfloxacina, todos os aminoglicosídeos 

testados e fluoroquinolonas, sulfametoxazol com trimetoprim e tetraciclina. Ressalta-se que 

linhagens do sorotipo Ib isoladas de peixes geralmente possuem baixa frequência de 

resistência à antibacterianos, sendo a mais comum a resistência a estreptomicina encontrada 

no isolados do banco de cepas do LABBEP (dados ainda não publicados). 

Recentemente, novas perspectivas surgiram com o intuito de diminuir o uso 

de antimicrobianos e melhorar a imunidade dos peixes. Nesse âmbito, houve o surgimento 

dos probióticos e prebióticos para uso em animais de criação e na aquicultura. Estes tem a 

função de alterar as bactérias intestinais para obter efeitos favoráveis no ganho de peso, 

melhorar a resistência aos patógenos e estimular a imunidade do hospedeiro (KOH et al., 

2016). Notadamente, a vacinação é a medida profilática mais importante para o controle da 

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

 

2.6 VACINAS BACTERIANAS 

 

2.6.1 Histórico  

 

No início do século XX, ocorreu a primeira campanha para vacinação 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, após 13 

anos, desenvolveram uma cepa atenuada não virulenta do patógeno BCG (Bacille Calmette-

Guérin) para cobaias e bovinos. E, embora a vacina BCG tenha sido usada pela primeira vez 

em seres humanos e animais; estudos demonstraram uma eficácia limitada no bovino sendo, 

portanto, usado apenas para humanos (VAN HOUTEN et al., 2010; SINGHAL; BISHT; 

JOSHI, 2010; SUAZO; ESCALERA; TORRES, 2003). 

A maior compreensão da resposta imune não só aos agentes patogênicos 

inativos ou atenuados, mas também ás toxinas e polissacarídeos capsulares favoreceu a 

descoberta de novas vacinas bacterianas. Na década de 1920, as vacinas contra o toxóide do 

tétano e a difteria resultaram em efeitos protetores contra essas doenças. 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 toxóides da difteria e do tétano, levando a vacina 

DPT, a primeira a imunizar contra mais de um patógeno (ANDRÉ, 2003).  

Quanto ao polissacarídeo capsular, as vacinas foram desenvolvidas contra 

pneumococos, meningococos e Haemophilus influenzae b. A descoberta de que a combinação 

polissacarídeo-proteína induzia uma melhor resposta imune proporcionou o uso de novos 

antígenos potenciais (SANTOSHAM et al., 1991). 

 

2.6.2 Vacinas para Peixes  

 

Com o surgimento de resistência de certos patógenos aos antimicrobianos e 

a preocupação de que os fármacos antibacterianos usados na aquicultura poderiam prejudicar 

a saúde animal humana e ambiental, levou ao desenvolvimento de pesquisas com vacinação 

em peixes a partir dos anos de 1960 (MUISWINKEL, 2008). Já, em 1976 a primeira vacina 

foi licenciada nos EUA contra Yersinea ruckeri, por via de administração oral, e em 1981 uma 

vacina intraperitoneal com adjuvante oleoso contra A.salmonicida (PLANT; LAPATRA, 

2011). 

O uso de vacinas como método imunoprofilático na aquicultura tem 

aumentado consideravelmente. Entretanto, a vacinação em peixes é ainda uma área 

relativamente recente, tanto cientificamente como na capacidade de transferência de 

tecnologia para as indústrias (GUDDING; LILLEHAUG; EVENSEN, 1999).  Desta forma, 

vacinas dos principais patógenos encontrados na piscicultura ainda estão em processo de 

desenvolvimento (KLESIUS; EVANS; SHOEMAKER, 2004; AGNEW; BARNES, 2007; 

TONHEIM; BØGWALD; DALMO, 2008).  

Atualmente, existem vacinas para mais de 17 espécies de peixes que 

protegem contra 22 diferentes doenças bacterianas e 6 doenças virais. As vacinas estão 

disponíveis em mais de 40 países e são mais usadas em espécies de elevado valor comercial 

(BRUDESETH et al., 2013). Os peixes podem ser imunizados de três formas, pelas vias 

intraperitoneal, oral e por banho de imersão (LONGHI; PRETTO-GIORDANO; MÜLLER, 

2012). A via de administração oral é realizada pela ração e é uma forma rápida e pouco 

custosa para o produtor. Já a via intraperitoneal exige maior manejo e pode levar os peixes a 

um nível de stress. No entanto sua eficácia é maior pela sua durabilidade e ultimamente ser 

um método mais utilizado em tilapiculturas (CORBEIL; KURATH; LAPATRA, 2000). 

Outro método de administração da vacina que pode ser empregado para 

peixes é a imersão (SOMMERSET et al., 2005), podendo ser por banho, mergulho, ou 
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pulverização. Esses são métodos baratos e exigem pouco manejo (PLANT; LAPATRA, 

2011). Entretanto, o grau e o período da proteção imune podem ser variáveis (KIBENGE et 

al., 2012). Além disso, estudos demonstraram que a temperatura e o tamanho do peixe são 

fatores importantes e que influenciam na eficácia da imunização e devem ser levados em 

conta durante a elaboração de protocolos de vacinação em tilápias cultivadas (SOTO et al., 

2014).  

 

2.6.3 Vacina contra Streptococcus Agalactiae 

 

Uma gama de vacinas contra patógenos bacterianos extracelulares em 

peixes foram produzidas através da inativação de bactérias inteiras e posterior combinação 

com adjuvante, administradas por via intraperitoneal e obtendo resultados satisfatórios 

durante a imunização (SOMMERSET et al., 2005). 

No Brasil a vacina comercializada contra S. agalactiae em peixes 

(AQUAVAC® STREP SA, MSD Saúde Animal) é inativada e administrada de forma 

intraperitonealmente (LONGHI; PRETTO-GIORDANO; MÜLLER, 2012), no entanto só 

protege contra o sorotipo Ib. E nesse mesmo contexto, uma variedade de vacinas contra a 

estreptococose em peixes já foram desenvolvidas, utilizando a inativação com o calor ou 

formol como técnicas padrão já descritas em inúmeros trabalhos (EVANS; KLESIUS; 

SHOEMAKER, 2004; PRETTO-GIORDANO et al., 2010; SALVADOR et al., 2012). 

Entretanto, não há ainda uma vacina que confira proteção contra os 10 

sorotipos do S. agalactiae GBS, ocorrendo surtos com alta mortalidade, devido à prevalência 

de diferentes sorotipos e perfis genéticos na mesma região, sugerindo a necessidade de 

desenvolver uma vacina polivalente. Além disso, observa-se ausência de padronização do 

protocolo que pode resultar em viés nos resultados do estudo e uma conclusão duvidosa 

(EVANS; KLESIUS; SHOEMAKER, 2004; PASNIK et al., 2005; LIU; ZHANG; LU, 2013; 

WU et al., 2013). 

 

2.6.4 Vacinas Biotecnológicas 

 

A maior parte das vacinas disponíveis para bactérias foram desenvolvidas a 

partir de microorganismos, atenuados ou inativados a partir de proteínas e / ou carboidratos 

derivados de agentes patogênicos. Nas últimas 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 eficácia 

das respostas imunes humorais e celulares, que são fundamentais fatores para o sucesso das 

vacinas atualmente disponíveis (PLOTKIN, 2008). 

Em geral, características distintivas de algumas bactérias podem dificultar o 

desenvolvimento de vacinas como, por exemplo, a capacidade das bactérias de trocar 

elementos genéticos móveis (MGES). MGES são 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 resistência aos antimicrobianos além, de novos fatores 

de virulência (MALACHOWA; DeLEO, 2010). Desta forma, uma alternativa para o 

desenvolvimento de vacinas eficazes contra espécies bacterianas que apresentam ampla 

variabilidade genética é a utilização de genes com alvos conservados para o desenvolvimento 

de vacinas de DNA ou proteínas recombinantes (SETTE; RAPPUOLI, 2010). 

Recentemente, a vacinologia reversa vem ganhando espaço na produção de 

vacinas recombinantes, sua análise basicamente identifica genes candidatos para vacinas 

através de pipelines da imunoinformática, utilizando dados dos genomas de patógenos 

bacterianos, in silico. Assim, essas vacinas utilizam genes conservados dentro da espécie ou 

gênero, como forma de desenvolver vacinas universais contra esses agentes patogênicos 

(SETTE; RAPPUOLI, 2010). 

Comparado a outros tipos de proteínas, proteínas de superfície bacteriana, 

especialmente as de âncora da superfície da parede celular, estão totalmente expostas ao 

sistema imunológico do hospedeiro e são capazes de induzir um alto nível de respostas 

imunes. Portanto, as proteínas de superfície bacteriana podem servir como alvo útil para o 

desenvolvimento de vacinas recombinantes (NAVARRE; SHNEEWIND, 1999; 

CORDWELL, 2006; BAUMS; VALENTIN-WEINGAND, 2009). 

Estudos já realizados mostram que as vacinas biotecnológicas de candidatos 

vacinais proteicos selecionados por bioinformática (vacinologia reversa) são promissoras 

quando empregadas na predição 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 doenças em peixes. E até o presente momento só há uma 

vacina de DNA recombinante comercialmente licenciada para peixes, uma vacina contra o 

vírus 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 ação e devem ser selecionados baseados na rota de 

administração e na imunidade requerida pelo tipo de vacina particular (imunidade humoral, 

celular ou mucosa) (ELLIS, 1988). São misturados ás bacterinas através da emulsificação, de 

forma a induzir uma alta eficácia e uma proteção duradoura devido à liberação lenta do 

antígeno (BRUDESTH et al., 2013). 

Há vários tipos disponíveis como a substância completa e incompleta 

(emulsão de óleo mineral) de Freund, óleos leves semelhantes ao óleo mineral, 

lipopolissacarídeos bacterianos e até mesmo adjuvantes moleculares, ou seja, exotoxinas, 

quimiosinas e citocinas que atuam como adjuvantes em peixes. O adjuvante dos ß-glucanos 

tem apresentado resultados satisfatórios quando usado nas vacinas de peixes orais (PETIT; 

WIEGERTJES, 2016; SKOV et al., 2012) pois, incluem fácil incorporação na alimentação 

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 são necessários para 

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

  

A vacina bivalente, confere elevada proteção contra dois sorotipos de 

Streptococcus agalactiae, sorotipos Ib e III, em tilápias 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 III (S13 e S73). 

 

4.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

  Avaliar de forma comparativa a eficácia da vacina bivalente com as 

monovalentes; 

  Avaliar a proteção vacinal in vivo frente ao desafio experimental com 

as cepas S13 e S73, de animais vacinados pela vacina bivalente; 

  Avaliar a porcentagem relativa de sobrevivência dos peixes imunizados 

com a vacina bivalente para de S. agalactiae; 
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5 ARTIGO PARA PUBLICAÇÃO 1 

 2 
Development and validation of a bivalent vaccine against two serotypes of 3 

Streptococcus agalactiae in Nile tilapia (Oreochromis niloticus) 4 

(formatado de acordo com as normas do periódico Fish and Shellfish 5 

Immunology–  Qualis Capes A1 ) 6 

ABSTRACT 7 

 8 
Streptococcus agalactiae is a gram-positive bacterium responsible for an emerging 9 
disease that affects more than 45 species of freshwater and saltwater fish worldwide. 10 
Serotypes Ia, Ib and III are most commonly isolated from infected tilapia (Oreochromis 11 
niloticus). In this study, the isolates S13 (serotype Ib) and S73 (serotype III) were 12 
evaluated for use in a bivalent vaccine administered intraperitoneally in juvenile tilapia. 13 

Vaccine efficiency was determined by measuring the mortality rate after vaccinated 14 
animals were challenged with the same isolates. The treatments consisted of three 15 

control groups (negative and positive) and nine vaccinated groups, composed of two 16 
groups vaccinated with the commercial vaccine, two groups with bacterin S13, two 17 
groups with bacterin S73 and three groups with the bivalent vaccine. The protective 18 
efficacy of bivalent vaccines was demonstrated by the relative percentage survival 19 

(RPS) - 96.16%. These results suggest that the bivalent vaccine tested provides 20 
protection against S. agalactiae infection in cultured tilapia, even when compared to 21 

commercially available vaccine. 22 

 23 
Keywords: Aquaculture. Fish pathogen. RPS. Vaccination strategies. 24 

 25 

1. Introdução 26 

Streptococcus agalactiae é uma bactéria gram-positiva de alta morbidade que 27 

causa septicemia em peixes, humanos, cães, vacas, cavalos e porquinhos-da-índia, 28 

levando à alta prevalência de meningoencefalite, miocardite e coroidite [1,2]. A 29 

estreptococose é uma das doenças que mais causa prejuízos em aquiculturas do mundo 30 

todo, afetando mais de 45 espécies de peixes tanto de água doce como de água salgada 31 

[3]. Sua classificação ocorre de acordo com as características fenotípicas de cápsula (Ia, 32 

Ib, II, III a IX) [4], sendo os sorotipos Ia, Ib e III os mais comumente isolados de 33 

tilápias infectadas em surtos descritos mundialmente [5].  34 

A tilápia (Oreochromis spp.) é a espécie mais difundida e cultivada no mundo, 35 

com potencial aumento na produção, atingindo 1.6 milhões de toneladas em 2016. O 36 

termo tilápia refere-se a uma série de espécies da família Cichlidae, no entanto, a 37 

espécie mais comum é a tilápia do Nilo (Oreochromis niloticus) [6]. É uma espécie 38 

rústica e de rápido crescimento, apresenta tolerância à baixa qualidade de água e 39 

considerável resistência às doenças [7], contudo entre as espécies de água doce 40 
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cultivadas, o maior impacto econômico causado pela bactéria S. agalactiae ocorre em 41 

criações de tilápias do Nilo [8], principalmente no verão [2,9]. 42 

A imunoprofilaxia, além de ser uma medida sanitária eficaz na prevenção, 43 

controle e erradicação de doenças, reduz o uso de antimicrobianos na aquicultura, 44 

prática favorável para o desenvolvimento e crescimento de um meio ambiente aquático 45 

sustentável [10]. Os patógenos inativados por formalina são rotineiramente utilizados 46 

em vacinas para peixes, pois é um método de inativação que não afeta a indução da 47 

imunidade protetora das vacinas. No entanto, a sua efetividade e biossegurança 48 

dependerá das condições de cultivo, forma de produção e vias de inoculação nos 49 

animais [11].  50 

No Brasil a estreptococose ocorre principalmente pelo sorotipo Ib, no entanto 51 

isolados pertencentes ao sorotipo Ia já foram descritos em surtos da doença [12], e o 52 

sorotipo III foi recentemente isolado de tilápias previamente vacinadas, na região do 53 

Nordeste brasileiro [5]. Embora haja uma vacina comercial disponível no país sua 54 

proteção é conferida apenas contra o sorotipo Ib, não protegendo as tilápias dos demais 55 

sorotipos. 56 

No presente estudo desenvolvemos uma vacina bivalente, usando os sorotipos Ib 57 

e III de S. agalactiae. Além disso, demonstramos que a imunização intraperitoneal pode 58 

induzir imunidade protetora eficiente em tilápias desafiadas com os mesmos sorotipos 59 

utilizados na vacina. 60 

 61 

2. Material e Métodos 62 

2.1. Animais, Condição Ética e Experimental 63 

O experimento foi realizado no Laboratório de Bacteriologia e Peixe (LABBEP), 64 

da Universidade Estadual de Londrina (UEL), Londrina, Paraná (Latitude 23° 17′ 34″ S, 65 

Longitude 51° 10′ 24″ O). No LABBEP, os alevinos da espécie Tilápia do Nilo (O. 66 

niloticus), com peso médio de 6 gramas, foram submetidos a quarentena em caixas de 67 

fibra de polietileno (Fortlev, BR) com capacidade para 2000 L de água e taxa de 68 

renovação de 8L por minuto, por um período de 30 dias e, posteriormente, transportados 69 

para caixas de fibra de polietileno de 150L (Fortlev, BR) e mantidos sob aclimatação 70 

durante 10 dias. 71 

Foram utilizadas 480 tilápias com peso médio de 30 gramas, provenientes da 72 

mesma desova. Os peixes foram alimentados duas vezes ao dia (período da manhã – 73 

09h00min e período da tarde – 16h00min) com ração extrusada Nutripiscis TR 32
®

 com 74 
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32% de proteína bruta (Presence, BR), de acordo com as exigências nutricionais para o 75 

desenvolvimento e crescimento das tilápias [13].  76 

As caixas continham água declorificada vindas de um reservatório com fluxo 77 

contínuo e aeração realizada por um compressor de ar Air Pump SC - 3500 (Boyu, 78 

China), distribuídas por mangueiras de silicone (5 mm) e pedra porosa. A limpeza e a 79 

renovação da água foram realizadas de acordo com a qualidade da água com taxa de 80 

renovação volumétrica de 10%. Diariamente eram medidos os níveis de oxigênio e 81 

temperatura da água sendo mensurados também valores de pH, amônia e cloro pelos 82 

testes bioquímicos LabconTest (Alcon, BR) pH Tropical, Amônia Tóxica e Cloro Test, 83 

respectivamente. Durante o experimento, a temperatura foi mantida em 25 ± 0.8°C, pH 84 

em 6.6 ± 0.8 e amônia em 0.04 mg/L, valores dentro da referência e, os animais foram 85 

mantidos num fotoperíodo de 12 horas de luz.  86 

O projeto foi realizado mediante a aprovação do Comitê de Ética e 87 

Experimentação Animal da Universidade Estadual de Londrina (CEUA) protocolo 88 

n.19685.2017.53. 89 

 90 

3. Desenvolvimento da Vacina Bacteriana 91 

3.1. Cultivo  92 

Os isolados (SisGen Nº A76D95A), S. agalactiae S13 (sorotipo Ib, 93 

NZ_CP018623.1) e S73 (sorotipo III, NZ_CP030845.1), previamente isolados de 94 

tilápias do Nilo (O. niloticus) e armazenados no banco de bactérias do LABBEP, foram 95 

cultivados em ágar Nutriente (Kasvi, Itália) acrescentado de 5% de sangue ovino 96 

desfibrinado e incubados a 28ºC/48h. Os isolados foram adicionados aos pré-inóculos, 97 

3.0 mL de caldo BHI (Brain Heart Infusion – Kasvi, Itália), e incubados a 28ºC/10h e 98 

8h a 120 RPM (Incubadora Refrigerada com Agitação - Tecnal TE 422). Em seguida, os 99 

pré-inóculos foram adicionados aos inóculos (50 mL de caldo BHI) e novamente 100 

submetidos à incubação com agitação, durante 20 e 15 horas para os isolados S13 e S73, 101 

respectivamente. Uma alíquota (1,0 mL) foi utilizada para determinar a concentração 102 

bacteriana por espectrofotometria (Modelo Cintra 5), comprimento de onda de 600nm, 103 

densidade óptica (OD) de 0,459 para o isolado S13 e 0,808 para o isolado S73, e 104 

contagem em placas (UFC mL-1) de ágar Nutriente acrescido de 5% de sangue ovino 105 

desfibrinado. Os inóculos apresentaram uma concentração estimada de 10
9 

UFC/mL 106 

para a preparação da vacina. 107 

 108 
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3.2. Inativação  109 

Os inóculos foram centrifugados (Thermo Scientific™ Heraeus Megafuge 8R 110 

Centrifuge, USA) a 4000 x g/15 min, a 4ºC, lavados (três vezes) com 10 mL de solução 111 

Tampão fosfato-salino - PBS (Phosphate Buffered Saline) (1X, pH 7.4) e foram 112 

inativados por adição de formalina 1% (Biotec, BR), a 4°C, por 48 h. As culturas 113 

inativadas foram lavadas e centrifugadas novamente para total retirada da formalina e ao 114 

final cada pellet foi diluído em PBS estéril no volume de 10 mL, correspondendo a uma 115 

concentração final de 10
8
 UFC mL

-1
. Uma alíquota de cada cultura foi semeada em ágar 116 

Nutriente acrescentado de 5% de sangue ovino desfibrinado para confirmar a inativação 117 

das células e os pellets foram mantidos em refrigeração até o momento do uso.  118 

 119 

3.3. Emulsificação 120 

Os pellets foram emulsionados, com o auxílio de um aparato de emulsão, em 121 

PBS (pH 7.4) adicionado de adjuvante oleoso Montanide™ ISA 763 A VG (Seppic, 122 

França) na proporção 1:1 para gerar uma emulsão estável. A qualidade da emulsão foi 123 

testada gotejando uma gota das mesmas em uma placa de Petri (90 x 15 mm, Kasvi, 124 

Itália) com água destilada estéril gelada (6ºC). Caso a gota não se dissociasse e 125 

mantivesse estável por 15 segundos a emulsão era considerada de boa qualidade. 126 

 127 

4. Vacinação 128 

Com os animais anestesiados por curta duração de tempo utilizando-se 129 

benzocaína (Ethyl 4-aminobenzoato, 98% - Acros Organics, USA), 50 mg/l por 60 130 

segundos, foi realizada a inoculação das bacterinas com injeção de 0,1 mL dos 131 

tratamentos na cavidade peritoneal e PBS no grupo controle, para assegurar o mesmo 132 

estresse em todos os peixes. Ao final, os animais receberam dose referente a 10
8 133 

UFC/mL da vacina bacterina, ministrada de acordo com seu grupo experimental. 134 

Foram utilizados cinco tratamentos para cada desafio com os isolados S13 e S73. 135 

Os tratamentos foram constituídos de três grupos controle (negativo e positivo) e nove 136 

grupos vacinados, compostos por dois grupos vacinados com a vacina comercial, dois 137 

grupos com a bacterina S13, dois grupos com a bacterina S73 e três grupos com a 138 

vacina bivalente (Tabela 1).  139 

 140 

 141 



41 

 

Tabela 1 - Grupos experimentais utilizados para avaliar a eficácia de vacina bivalente 142 

(sorotipos Ib e III) de Streptococcus agalactiae, em tilápias do Nilo (O. niloticus). 143 

Grupos (Sigla) Descrição dos tratamentos 

CN (G1) Peixes imunizados com PBS
*
 + Adjuvante e não desafiados 

CP S13 (G2) Peixes imunizados com PBS + Adjuvante e desafiados com 

linhagem S13  

CP S73 (G3) Peixes imunizados com PBS + Adjuvante e desafiados com 

linhagem S73  

VAC CM Dsf S13 (G4) Peixes imunizados com vacina comercial e desafiados com 

linhagem S13 

VAC CM Dsf S73 (G5) Peixes imunizados com vacina comercial e desafiados com 

linhagem S73 

VAC S13 Dsf S13 (G6) Peixes imunizados com vacina linhagem S13 e desafiados 

com linhagem S13  

VAC S13 Dsf S73 (G7) Peixes imunizados com vacina linhagem S13 e desafiados 

com linhagem S73  

VAC S73 Dsf S13 (G8) Peixes imunizados com vacina linhagem S73 e desafiados 

com linhagem S13 

VAC S73 Dsf S73 (G9) Peixes imunizados com vacina linhagem S73 e desafiados 

com linhagem S73 

VAC Bi Dsf S13 (G10) Peixes imunizados com vacina linhagens S13 e S73 e 

desafiados com linhagem S13 

VAC Bi Dsf S73 (G11) Peixes imunizados com vacina linhagens S13 e S73 e 

desafiados com linhagem S73 

VAC Bi Dsf S13 S73 

(G12) 

Peixes imunizados com vacina linhagens S13 e S73 e 

desafiados com linhagens S13 e S73 
* PBS Tampão fosfato-salino 144 
 145 

 146 
5. Desafio Pós-Vacinal 147 

Após 21 dias da última dose da vacina, o desafio bacteriano foi realizado e os 148 

animais foram expostos aos isolados S13 e S73, de acordo com seu grupo experimental, 149 

na dosagem de 7,6 x 10
9
 UFC/peixe por via intraperitoneal. 150 

 151 

6. Avaliação dos Efeitos Pós-Imunização 152 

Após o desafio, os peixes foram observados três vezes ao dia, durante 23 dias, 153 

quanto à mortalidade e a ocorrência de sinais clínicos como anorexia, natação errática, 154 

letargia, exoftalmia, opacidade de córnea uni ou bilateral e os óbitos. 155 

156 
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7. Reisolamento e Diagnóstico Microbiológico 157 

Os animais que vieram a óbito foram submetidos ao diagnóstico microbiológico 158 

para reisolamento bacteriano em meio de cultura ágar Nutriente com 5% de sangue 159 

ovino desfibrinado. Para isso, fragmentos do cérebro foram semeados, de acordo as 160 

características morfológicas das colônias, coloração de gram, hemólise em ágar sangue, 161 

provas da catalase, teste CAMP, somente para o isolado S73 [14] e prova de 162 

soroaglutinação utilizando o Latex Assay kit® (Immulex™ Streptococcus Group B 163 

Type Ib, Statens Serum Institut, Denmark) somente para o isolado S13, associados com 164 

a patogenia observada, os microrganismos foram identificados 165 

Ao final do experimento todos os animais sobreviventes foram eutanasiados por 166 

imersão em benzocaína (200 mg/L por 60s) e submetidos ao diagnóstico microbiológico 167 

para confirmação do status de livres de S. agalactiae. 168 

 169 

8. Análise Estatística 170 

Para verificar a significância estatística entre a mortalidade dos grupos 171 

vacinados e do grupo controle, utilizou-se o teste exato de Fisher, com nível de 172 

significância de 5%. Para isso, utilizou-se o programa estatístico OpenEpi versão 3.01. 173 

A eficácia da vacina foi calculada como porcentagem de sobrevivência relativa (RPS), 174 

RPS = [1 – (% mortalidade dos animais vacinados/% mortalidade dos animais 175 

controle)] x 100 [15]. 176 

 177 

9. Resultados 178 

9.1. Eficácia da Vacina 179 

A eficácia das vacinas monovalentes foi observada nos grupos desafiados com 180 

os isolados homólogos aos das vacinas, apresentando RPS maiores que 50%. Os grupos 181 

que receberam as vacinas bivalentes demonstraram maior proteção quando desafiados 182 

com os dois isolados (RPS = 96.16%) (Tabela 2). Não houve diferença significativa 183 

entre a eficiência protetiva da vacina com o isolado S13 produzida pelo LABBEP e a 184 

vacina comercial (p>0,05). 185 

 186 

 187 

 188 
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Tabela 2 - Eficácia de vacina bivalente (sorotipos Ib e III) contra Streptococcus 189 

agalactiae em tilápias do Nilo (Oreochromis niloticus) mantidas em condições 190 
experimentais. 191 

Tratamentos Óbitos/Total (%) p valor RPS
a
 

VAC CM Dsf S13 2/38 (5.26) 
0,000* 82.4561 

Controle S13 13/40 (30) 

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 -6.25 

Controle S73 16/38 (42.10) 

VAC S73 Dsf S13 8/35 (22.85) 
0,162 23.8095 

Controle S13 13/40 (30) 

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) 
0,000* 80.2083 

Controle S73 16/38 (42.10) 

VAC Bi Dsf Bi 1/36 (2.77) 0,000*                         96.1581 
*As diferenças foram consideradas significativas em P <0,05 no Teste Exato de Fisher. 192 
a 
Porcentagem relativa de sobrevivência. 193 

 194 
 195 

9.2. Mortalidade Cumulativa 196 

A média da mortalidade percentual dos grupos imunizados com as vacinas 197 

monovalentes foi de 21.72%, demostrando menores taxas para os grupos desafiados 198 

com os isolados homólogos aos das vacinas, e a média da mortalidade percentual dos 199 

grupos imunizados com a vacina bivalente foi de 7.5%.  O grupo VAC S13 Dsf S73 200 

apresentou maior taxa de mortalidade (44.73%) entre todos os grupos vacinados e o 201 

grupo VAC Bi Dsf Bi a menor taxa (2.77%). A mortalidade dos controles positivos foi 202 

maior no grupo CPS73 (42.10%) comparado ao grupo CPS13 (32.5%). Os grupos 203 

vacinados foram significativamente protegidos, em comparação aos não vacinados 204 

(Figura 1). 205 

 206 
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 207 
Figura 1 - Mortalidade cumulativa de tilápias do Nilo (Oreochromis niloticus) aos 208 

23 dias pós desafio experimental. As tilápias foram vacinadas com VAC CM, VAC 209 
S13, VAC S73, VAC Bi (S13 e S73) e PBS (grupo controle) no dia 0. Esses grupos 210 
foram desafiados contra S. agalactiae aos 21 dias após a imunização e a mortalidade foi 211 
observada durante 23 dias após o desafio. 212 

 213 

9.3. Efeitos Pós-Vacinal 214 

A mortalidade nos peixes teve início a partir da primeira semana pós desafio, 215 

para o grupo controle positivo e para os grupos vacinados desafiados com o isolado 216 

S73, com um pico no segundo dia para os grupos CPS73, VAC CM Dsf S73 e VAC 217 

S73 Dsf S73. Os peixes não apresentaram sinais clínicos, caracterizando-se como uma 218 

doença de evolução aguda.  219 

A partir da segunda semana os grupos desafiados com o isolado S13, grupo 220 

controle positivo e grupos vacinados, começaram a morrer, com um pico no 14º dia para 221 

o grupo CPS13 e no 9º dia para o grupo VAC S13. Inicialmente os peixes apresentaram 222 

letargia e anorexia evoluindo para exoftalmia uni e bilateral, opacidade de córnea e 223 

natação errática, caracterizando-se como uma doença de evolução crônica. A partir da 224 

terceira semana, observou-se uma recuperação gradativa para todos os grupos e taxas 225 

menores de mortalidade quando comparadas à primeira e segunda semanas (Figura 2). 226 

A necropsia, todos os animais que vieram a óbito após o desafio apresentaram 227 

lesões macroscópicas características de estreptococcia (septicemia e meningoencefalite). 228 

Dos sobreviventes eutanasiados, apenas os grupos controles, CN e CPS73, e o grupo 229 

vacinado, VAC CM Dsf S13, não apresentaram lesões. 230 

 231 
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 232 
Figura 2 - Percentagem de mortalidade de tilápias do Nilo (Oreochromis niloticus) 233 
vacinadas contra Streptococcus agalactiae de acordo com as 3 semanas pós desafio 234 
experimental. 235 
 236 

 237 

9.4. Reisolamento e Diagnóstico Microbiológico 238 

Todos os animais que vieram a óbito pós-desafio apresentaram 100% de 239 

isolamento bacteriano, demonstrando no exame bacteriológico as mesmas 240 

características morfológicas e bioquímicas do isolado utilizado no desafio. Dos 241 

sobreviventes eutanasiados submetidos ao diagnóstico bacteriológico, os grupos 242 

controles, CN e CPS73, assim como o grupo vacinado, VAC CM Dsf S13, não 243 

apresentaram isolamento bacteriano, ao contrário dos demais grupos, que se 244 

comportaram como portadores da doença. Os grupos que receberam as vacinas 245 

monovalentes e foram desafiados com isolados homólogos aos da vacina apresentaram 246 

menores taxas de reisolamento quando comparados aos grupos que foram desafiados 247 

com isolados heterólogos, sendo o grupo VAC CM Dsf S73 o que apresentou maior 248 

taxa de isolamento (44%).  249 

Os grupos que foram imunizados com a vacina bivalente apresentaram maior 250 

taxa de reisolamento quando desafiados com o isolado S73 (15.15%) em comparação 251 

aos desafiados com o isolado S13 (6.45%), e o grupo controle CPS13 apresentou maior 252 

taxa de reisolamento quando comparado a todos os grupos (66.67%) (Figura 3). 253 

 254 
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 255 
Figura 3 - Percentagem de reisolamento bacteriano de tilápias do Nilo (Oreochromis 256 
niloticus) sobreviventes pós desafio experimental consideradas portadores 257 
assintomáticos para Streptococcus agalactiae. 258 

 259 

10 Discussão 260 

Os resultados deste estudo mostraram que a vacina bivalente inativada produzida 261 

com dois sorotipos da bactéria S. agalactiae, sorotipo Ib e III, e administrada por via 262 

intraperitoneal, forneceu uma melhor proteção (RPS de 96.16%) quando comparada às 263 

outras bacterinas monovalentes (RPS acima de 50% para as vacinas). Em estudo 264 

semelhante, Evans et al. [16] demonstraram que a vacina inativada para S. agalactiae 265 

(Ib), administrada de forma intraperitoneal, forneceu uma excelente proteção às tilápias 266 

(RPS de 80 % em tilápias de 30g e RPS de 25% em tilápias de 5g) quando comparada 267 

ao banho de imersão (RPS de 35% em tilápias de 30g e 34% em tilápias de 30g). 268 

Entretanto, desafiaram os peixes com doses menores (1.5 x 10
4
 UFC/peixe) quando 269 

comparado à dose infectante utilizada no presente trabalho (7.6 x 10
9
 UFC/peixe).  270 

Neste estudo, a RPS foi acima de 80% para a vacina inativada bivalente, 271 

demonstrando uma alta proteção frente ao desafio experimental, acima dos valores 272 

frequentemente encontrados em outros estudos. A presente pesquisa também revelou 273 

que os grupos desafiados com os sorotipos homólogos aos da vacina obtiveram uma 274 

proteção significativa (RPS acima de 50%) quando comparados aos grupos controle 275 

positivo de cada patógeno. Contudo, o mesmo não pode ser verificado quando o desafio 276 

foi realizado com sorotipos heterólogos aos da vacina. Estudos já realizados em outras 277 
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espécies também demonstraram que não há proteção cruzada entre os diferentes 278 

sorotipos de S. agalactiae [17,18,19]. 279 

Chideroli et al. [5], em 2017, em um surto de mortalidade na região nordeste do 280 

Brasil, isolaram o sorotipo III GBS (Streptococcus grupo B de Lancefield) de tilápias 281 

com sinais de estreptococose previamente imunizadas com a vacina comercial contendo 282 

a bactéria considerada altamente virulenta e resistente a antibacterianos. Desta forma, os 283 

autores sugeriram que a vacina comercial não protege contra o novo sorotipo, o que 284 

reforça a importância dos resultados positivos (RPS 96.16%) com a vacina bivalente 285 

observados no presente estudo.  286 

Em estudo também realizado com tilápias do Nilo (O. niloticus), os autores 287 

demonstraram que uma vacina bacterina polivalente, produzida com isolados de três 288 

bactérias (Aeromonas hydrophila, Pseudomonas aeroginosa e Enterococcus durans), 289 

administrada por diferentes vias (intraperitoneal, oral e imersão), aumentava 290 

significantemente a resposta imunológica dos peixes pós desafio, em comparação aos 291 

não vacinados, sendo a via intraperitoneal a que apresentou melhor e mais rápida 292 

resposta imune [20]. A eficácia das vacinas produzidas com mais de um isolado ocorre 293 

devido ao aumento de epítopos, receptores específicos, proliferação de células e 294 

proteínas específicas, gerados quando os animais são expostos a mais de um antígeno. O 295 

reconhecimento leva à produção de células T de memória, que persistirá após a infecção 296 

[21].  297 

Inúmeros estudos estão sendo realizados a fim de desenvolver vacinas 298 

produzidas com mais de um antígeno, que estimulem melhores respostas imunológicas 299 

nos peixes contra infecções causadas pela bactéria S. agalactiae. Os resultados 300 

mostraram que as combinações das proteínas recombinantes com as células inteiras 301 

desencadearam uma maior e melhor resposta imune quando comparado ás vacinas 302 

individuais [22,23]. Entretanto, o número e as características de cada cepa e/ou 303 

componente da célula bacteriana que será selecionada para a produção das vacinas com 304 

mais de um antígeno devem ser cuidadosamente elegidos para evitar efeitos inibitórios 305 

na resposta específica dos peixes [24]. 306 

O presente estudo evidenciou diferentes tempos de mortalidade pós imunização 307 

entre os tratamentos, de acordo com o comportamento e as características de cada cepa 308 

para S. agalactiae, demonstrando a evolução da doença e o aparecimento de sinais 309 

clínicos. Assim, o grupo controle positivo para a cepa S13 e os tratamentos desafiados 310 

com esta cepa, apresentaram uma doença de característica crônica com o aparecimento 311 
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de sinais clínicos e óbitos a partir da segunda semana, com picos no 15º dia. Já, para o 312 

controle positivo para a cepa S73 e os grupos desafiados com a cepa, a doença 313 

apresentou-se de forma aguda, com óbitos na primeira semana e picos de mortalidade já 314 

no segundo dia. Os sinais de infecção por S. agalactiae na tilápia tipicamente incluíram 315 

sinais clínicos agudos como septicemia, exoftalmia, opacidade da córnea, melanose, 316 

anormalidades de natação, inchaço e hemorragia nos órgãos internos [25,26]. A morte 317 

geralmente ocorre dentro de um curto período de aproximadamente 10 dias [27].  318 

Corroborando com este estudo, Longhi et al. [28] ao testarem uma vacina 319 

inativada para S. agalactiae (Ib), em doses diferentes, após o desafio evidenciaram 320 

mortalidade dos peixes a partir do segundo dia, com pico entre o oitavo e décimo dia. 321 

Além disso, a partir do 11° dia após o desafio recuperaram gradativamente o apetite, 322 

assim como na presente pesquisa, em que se observou uma recuperação gradativa e 323 

diminuição da mortalidade a partir da terceira semana do experimento. 324 

Adicionalmente, enquanto o início da doença e a observação clínica nos 325 

permitiram diferenciar os sorotipos com base nos sinais evidentes e sua evolução, os 326 

achados patológicos na necropsia revelaram que as infecções pelo isolado S13 ou S73 327 

apresentaram características comuns de meningoencefalite e septicemia nos grupos 328 

controles positivos que vieram a óbito.  329 

Deve-se ressaltar que alguns animais sobreviventes dos grupos que receberam a 330 

vacina bivalente apresentaram-se assintomáticos e sem lesões macroscópicas presentes. 331 

Suwannasang et al. [29], avaliando as manifestações patológicas da estreptococose de 332 

acordo com os dias após a infecção com S. agalactiae para os sorotipos, Ia e III, 333 

revelaram que o sorotipo III apresentou sinais característicos da doença em poucos 334 

indivíduos de peixe quando comparado ao sorotipo Ia. Isso ocorreu devido a 335 

mortalidade precoce causada pelo sorotipo III, já para o sorotipo Ia a mortalidade foi 336 

mais tardia o quadro clínico foi mais evidente. De forma similar, os dados aqui 337 

apresentados são semelhantes para o sorotipo III e, adicionalmente, o sorotipo Ib se 338 

comportou com um padrão similar ao sorotipo Ia do estudo supracitado. 339 

Neste trabalho, com exceção do grupo controle para o isolado S73 e do grupo 340 

VAC CM desafiado com seu isolado homólogo, houve reisolamento bacteriano das 341 

tilápias amostradas e sobreviventes a infecção. Este resultado revela melhor eficácia e 342 

segurança da vacina comercial disponível no país. A presença de portadores 343 

assintomáticos, como observado na presente pesquisa, é de fato algo que ocorre com 344 

frequência na estreptococose. Isso acontece porque a bactéria consegue atravessar a 345 



49 

 

barreira hematoencefálica e sobreviver dentro dos fagócitos, se protegendo dos 346 

mecanismos de defesa do hospedeiro [30].  347 

Mian et al. [2] demonstraram que animais saudáveis quando tiveram contato 348 

direto com peixes assintomáticos, portadores da bactéria, e que foram introduzidos ao 349 

plantel, apresentaram sinais clínicos da estreptococose após 24 a 72 horas e, após 10 350 

dias, apresentaram 100% de mortalidade dos peixes. Cumley et al. [31] evidenciaram 351 

que não há diferenças significativas entre sorotipos na capacidade de sobrevivência 352 

dentro dos fagócitos do hospedeiro. Os autores ainda sugeriram que as diferenças na 353 

virulência e epidemiologia da estreptococose podem ocorrer por diferenças na 354 

colonização ou no crescimento extracelular, já que expressam proteínas de superfície na 355 

parede celular da bactéria que resultam em maior aderência ao epitélio do hospedeiro. 356 

Logo, a presença de portadores assintomáticos para a estreptococose é um grande e 357 

frequente problema à biossegurança nos plantéis, pois pode favorecer a permanência do 358 

agente, levando a recidivas da doença e a difícil erradicação dessa importante doença na 359 

produção de tilápia. 360 

 361 

11. Conclusão 362 

A vacina bivalente para S. agalactiae, produzida com os isolados S13 e S73, 363 

apresentou elevada eficácia e sobrevivência significativa das tilápias imunizadas quando 364 

comparada às outras bacterinas monovalentes. Entretanto, uma pequena proporção 365 

(14.28%) dos animais sobreviventes imunizados com a vacina bivalente permaneceu 366 

como portadores assintomáticos da bactéria. 367 
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6 CONSIDERAÇÕES FINAIS  

  

Novos estudos estão sendo realizados com o intuito de melhorar limitações da 

vacina bivalente para que com isso, um melhor controle da presença do patógeno possa 

ser alcançado nas tilapiculturas nacionais. 


