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RESUMO

A piscicultura é atualmente um dos segmentos da produgdo animal que mais cresce
no Brasil e com enorme potencial de expansdo. Entre as espécies de peixes
cultivados, a tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) € uma das mais importantes, € no
estado do Parana ocupa a primeira posicdo. O cultivo intensivo de peixes,
dependendo da qualidade da agua, alimentagdo e manejo, tornam os peixes mais
susceptiveis as doencgas. Entre as infec¢gdes de origem bacteriana, a causada por
Streptococcus agalactiae € a de maior repercussao econdmica em tilapias cultivadas
em regides de aguas quentes. Para minimizar os impactos da estreptococose em
cultivos intensivos de peixes, diferentes tipos de vacinas estreptocoécicas, com ou
sem adicdo de extrato de produtos extracelulares ou adjuvantes, vém sendo
estudadas. Os objetivos deste trabalho foram verificar a taxa de mortalidade, sinais
clinicos e lesdes macroscopicas em tilapias inoculadas experimentalmente com
diferentes concentracdes de

S. agalactiae e avaliar a eficacia da vacina inativada de S. agalactiae para tilapia do
Nilo (Oreochromis niloticus). Para o preparo das inoculagbes experimentais e da
vacina de células inativadas, foi utilizado S. agalactiae isolado de tilapias
naturalmente infectadas. Para a determinacdo da taxa de mortalidade os peixes
foram moculados pela via intraperitoneal (i.p) com doses infectantes variando de 1,0

X 10 a15x 10 UFC/peixe, em trés periodos diferentes. Para a eficacia da vacina,
dois grupsos de peixes, com peso aproximado de 20g, foram inoculados com 0,1 mL

(2,0 x 10 UFC/mL) por via i.p. Um grupo (Tratamento 1) foi vacinado com uma dose
e o outro (Tratamento 2) com duas, com intervalo de 21 dias. O grupo controle foi
inoculado por via i.p. com 0,1 mL de “Tryptic Soy Broth”. Os peixes foram
desafiados, 30 dias apos 6a aplicagdo da vacina, com a cepa homodloga de S.

agalactiae, 0,1 mL (3 x 10 UFC/peixe) por via i.p. € monitorados durante 16 dias.
Nos peixes inoculados com diferentes doses infectantes de S. agalactiae, os sinais
clinicos observados foram anorexia, letargia, natacdo erratica, exoftalmia e ascite.
As lesbes macroscopicas foram hemorragia na pele, esplenomegalia, hepatomegalia
com palidez do 6rgédo e aderéncias viscerais. As taxas de mortalidade nos grupos
inoculados variaram de 67,5 a 90,0%. S. agalactiae foi re-isolado em todos os peixes
inoculados experimentalmente. Houve diferenca estatisticamente significativa
(p=0,0045) entre os coeficientes de mortalidade dos peixes vacinados com uma e
duas doses da vacina e a porcentagem relativa da sobrevivéncia (RPS) foi de 83,6%
e de 96,4%, respectivamente. Os resultados mostram que o S. agalactiae isolado de
tilapias naturalmente infectadas reproduziu a doenca em condigdes experimentais e
0s peixes vacinados com uma e duas doses da vacina apresentaram protecéo eficaz
ao desafio experimental.

Palavras-chave: Streptococcus agalactiae. Vacina inativada. Piscicultura. Sinais
clinicos. Porcentagem relativa de sobrevivéncia (RPS).
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ABSTRACT

Aquaculture is one of the most developing areas in animal production in Brazil. Nile
tilapia (Oreochromis niloticus) now constitutes the most important fish farmed in
Parana. Because of bad water quality, feeding and handling conditions, fish are very
susceptible to infectious diseases in intensive farming systems. Streptococcus
agalactiae has proven to be the main cause of infection in tilapia farmed in hot water
regions. Different streptococcus vaccine types, with or without adding ECP or
adjuvant were experimentally researched. The objectives of this work were to
evaluate mortality rate, clinical signs and macroscopic lesions in Nile tilapia
(Oreochromis niloticus) inoculated experimentally with different concentrations of S.
agalactiae and evaluate the efficacy of S. agalactiae inactivated vaccine for Nile
tilapia (Oreochromis niloticus). The experimental doses and cells inactivated vaccine
were prepared with a S. agalactiae strain isolated from naturally infected fish (UEL
12). In order to determine the rportality rat8e the fish were inoculated with

concentrations ranging from 6.0 x 10 to 1,5 x 10 CFU/fish, in three different periods.
To evaluate vaccine efficacy,gtwo fish groups, average weight of 20g, were

inoculated with 0,1 mL (2.0 x 10 CFU/mL) by intraperitoneal injection. A group of fish
(Treatment 1) received one dose of the vaccine and the other (Treatment 2) was
given two doses 21 days apart. The unvaccinated control was inoculated with 0.1 mL
of "Tryptic Soy Broth" by intraperitoneal injection. The fish were challenged 30 days
after the vaccination with a homologous strain of S. agalactiae with 0.1 mL (3.0 x

6

10 CFU/fish) by intraperitoneal injection and monitored for 16 days. The following
clinical signs were observed in fish inoculated with different concentrations: anorexia,
lethargy, erratic swimming, exophthalmia and abdominal distension. The
macroscopic lesions were skin hemorrhage, splenomegaly, hepatomegaly with
paleness in this organ and abdominal adherence. The mortality rates in experimental
groups varied from 67, 5 to 90,0%. S. agalactiae was re-isolated in all analyzed fish.
There was significant difference (p=0,0045) between Treatments 1 and 2 concerning
mortality rates, and the relative survival percentage (RPS) was of 83,6% and 96,4%,
respectively. The results showed that S. agalactiae isolated from naturally infected
tilapia reproduced the disease in experimental conditions and vaccinated fish with
one and two doses showed efficient protection against experimental challenge.

Keywords: Streptococcus agalactiae. Inactivated vaccine. Tilapia. Clinical signs.
Rate mortality.
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1 INTRODUGCAO

Nos diferentes segmentos da producdo de proteina animal, a
aquicultura é a que mais cresceu nos ultimos 10 anos. A produgdo brasileira
corresponde aproximadamente a 1% da mundial (CAPOBIANCO, 2006). Dentro da
aquicultura, a piscicultura ocupa a primeira posigdo em produgao (47,4%)
correspondendo a 53,9% do valor total da atividade (FAO, 2006).

Com o crescimento da populagdo mundial, a produgao de peixe
cultivado, ao contrario do estoque de peixes marinhos, também vem aumentando,
constituindo-se em importante fonte de proteina para o homem (NAYLOR et al.,
2000). A carne de peixe tem um perfil nutricional superior as outras carnes, sendo
uma excelente fonte de proteina e energia digestivel, rica em Omega-3, vitaminas
lipossoluveis A, D e E, vitaminas hidrossoluveis do Complexo B e minerais como
calcio, fésforo, ferro, iodo e selénio (TACON, 2000).

A tilapia é o terceiro tipo de peixe mais cultivado no mundo, com a
perspectiva de se tornar um dos produtos aquicolas de comércio internacional mais
importante do século 21 (CAPOBIANCO, 2006). O Brasil se insere no contexto
mundial como um dos paises com grande potencial para a piscicultura, pois além de
possuir um vasto territorio, suas condi¢des climaticas favorecem o cultivo de peixes
de agua doce (KUBITZA, 1999). Em 2004, o Brasil, foi considerado o sétimo maior
produtor de tilapia do mundo, mas responsavel por apenas 4,07% da produgao total
(FAO, 2006). O estado do Parana contribuiu com 11.921 toneladas, correspondendo
a 72% da producdo de peixes do estado (PARANA, 2005). A producdo nacional de
tilapia destina-se principalmente a pesque-pagues, comércio de peixe inteiro em
feiras e supermercados e venda de filé congelado, com menos de 10% da produgéo
sendo exportada (CAPOBIANCO, 2006).

O aumento da producao de tilapias tem ocorrido principalmente em
sistemas de cultivo intensivo que se caracterizam por alta taxa de estocagem. O
maior contato entre os peixes, praticas de manejo constantes e inadequadas e
falhas nutricionais podem alterar a qualidade da agua propiciando a ocorréncia de
enfermidades infecciosas (PLUMB, 1997; SHOEMAKER et al., 2000). O maior
problema sanitario em sistemas de cultivo intensivo de tilapias é a estreptococose

(SURESH, 1999), que faz parte de um complexo de doengas similares causadas por
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diferentes géneros e espécies de bactérias capazes de lesar o sistema nervoso
central (TORANZO et al., 2005). Os principais sinais clinicos observados em tilapias
com infeccdo natural por Streptococcus spp. sao comportamento anormal
relacionado com natacao erratica, letargia, exoftalmia uni ou bilateral, opacidade de
cérnea, anorexia, ascite e escurecimento da pele (PLUMB, 1997; EVANS et al.,
2002).

O controle de doengas bacterianas em pisciculturas deve estar
associada a praticas adequadas de manejo, qualidade da agua, densidade de
estocagem, fornecimento de alimentagado balanceada e emprego de antibacterianos.
A utilizacdo de antibidticos, muitas vezes de forma incorreta, predispde ao
aparecimento de linhagens de microrganismos resistentes, riscos ao meio ambiente
e eventual presenca de residuos no produto final que colocam em risco a saude do
consumidor (SHOEMAKER; KLESIUS, 1997). Neste contexto a imunoprofilaxia deve
ser considerada como uma importante alternativa.

Diferentes tipos de vacinas estreptocdocicas, com ou sem adi¢ao de
extrato de produtos extracelulares ou adjuvantes foram estudadas
experimentalmente (KLESIUS et al., 2004). A maioria das pesquisas refere-se a S.
iniae (ELDAR et al., 1997; KLESIUS et al., 2000; EVANS et al., 2004). Eldar et al.
(1995a) pesquisaram dois tipos de vacinas, uma com células inativadas e a outra
com concentrado de produtos extracelulares de S. difficile. Nos ultimos 10 anos a
vacinagao tem se tornado uma ferramenta importante para prevencdo de doencas
infecciosas em peixes marinhos e de agua doce cultivados.

Atualmente ja estdo disponiveis em alguns paises da Asia, vacinas
comerciais elaboradas com S. iniae e Lactococcus garviae (AquaVac™ Garvetil™,
AquaVac™ Garvetil™Oral, Schering-Plough Ltd) e de S. iniae (Norvax® Strep Si,
INTERVET).

Esta pesquisa teve como objetivos estudar a taxa de mortalidade,
sinais clinicos, lesbes macroscopicas em tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus)
inoculadas experimentalmente com diferentes concentragbes de S. agalactiae e

avaliar a eficacia da vacina de células inativadas de S. agalactiae.
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2 REVISAO DE LITERATURA

A aquicultura mundial teve um crescimento expressivo nos ultimos
cinglenta anos. Na década de 50 a producéo foi de aproximadamente um milhao de
toneladas, e no ano de 2004 atingiu 59.4 milhées de toneladas, com crescimento
médio de 8,8% ao ano. Desse total, 69,6% correspondeu a producédo da China,
21,9% ao restante da Asia e regido do Pacifico, 3,9% a Europa, 2,3% a América
Latina e Caribe, 1,3% a América do Norte e 1,1% a Africa. O maior crescimento
médio anual foi de 21,3%, verificado na América Latina e regido do Caribe. Na
aquicultura a piscicultura ocupa a primeira posicdo em produgdo (47,4%)
correspondendo a 53,9% do valor econdmico total da atividade (FAO, 2006).

Nos diferentes segmentos da producao de proteina animal, segundo
dados de estatistica da FAO, a aquicultura é a que mais cresceu nos ultimos 10
anos com taxa de crescimento anual de 9,4% seguida da avicultura de 5,1%,
suinocultura de 3,1%, a bovinocultura de 1,2% e caprinocultura 1,0% (BONDAD-
REANTASO et al., 2005).

A piscicultura é um dos segmentos da produgdo animal que
apresenta maior desenvolvimento no mundo e no Brasil (PEREZ, 1999). E uma
atividade relativamente nova e que tem se firmado como uma exploragao
economicamente rentavel. Com o crescimento da populagdo mundial, a producao de
peixe cultivado, ao contrario do estoque de peixes marinhos, também vem
aumentando, constituindo-se em importante fonte de proteina para o homem
(NAYLOR et al., 2000). A carne de peixe tem um perfil nutricional superior as outras
carnes, sendo uma excelente fonte de proteina e energia digestivel, rica em Omega-
3, vitaminas lipossoluveis A, D e E, vitaminas hidrossoluveis do Complexo B e
minerais como calcio, foésforo, ferro, iodo e selénio (TACON, 2000).

No contexto mundial, a tilapia ocupa posicao de destaque entre as
especies de agua doce cultivadas, superada apenas em producdo pelas carpas
(KUBITZA, 2000). A tilapia pode tornar-se um dos produtos aquicolas de comeércio
internacional mais importante do século 21 (CAPOBIANCO, 2006). A producdo de
tilapias tem se expandido, apresentando crescimento anual acima de 14% desde
1984 (SURESH, 1999). De acordo com as estatisticas da FAO (LOVSHIM, 1997),
em 1990 foram produzidas 390 mil toneladas de tilapias cultivadas e em 1996 houve
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um crescimento significativo, sendo produzidas 800 mil toneladas. Segundo dados
da FAO (2006), os dez maiores produtores de tilapia produziram em 2004, um total
de 1.694.998,00 toneladas, sendo a China responsavel por 52,93% dessa producéo.
O Brasil com uma producdo de 69.078 toneladas (4,07%), foi classificado como o
sétimo maior produtor. O estado do Parana contribuiu com 11.921 toneladas de
tilapias, correspondendo a 72% da producgdo total de peixes do estado (PARANA,
2005).

O Brasil se insere no contexto mundial como um dos paises com
grande potencial para a piscicultura, pois além de possuir um vasto territorio, suas
condigdes climaticas favorecem o cultivo de peixes de agua doce (KUBITZA, 1999).
Observa-se grande contraste entre as regides, tanto pela espécie de peixe
produzida, quanto pela tecnologia de producdo utilizada. A maior produgédo é
verificada na regido Sul, onde se estima que 43,2% dos peixes sejam produzidos em
cativeiro. Entre as espécies cultivadas, destacam-se as carpas, tilapia, jundia e
“catfish”. A regido Sudeste é a mais tecnificada, destacando-se a produgao intensiva
em viveiros e tanques-rede, estimando que 24,9% da produgdo esteja concentrada
nos estados dessa regido. As principais espécies cultivadas sao tilapia, pacu e
tambaqui. A balanga comercial do setor em 2004 apresentou crescimento nas
exportagcdes de produtos com maior valor agregado, como filés de peixe, filé
defumado, preparagdes e conservas (DALTON et al., 2005). Dentre os trés produtos
da aquicultura mais importados pelos EUA entre os anos de 2000 e 2005, a maior
taxa média de crescimento anual foi de tilapia com 31%. A produgao nacional de
tilapia destina-se principalmente a pesque-pagues, comércio de peixe inteiro em
supermercados e feiras e venda de filé congelado (CAPOBIANCO, 2006).

Bozano e Romero (2001) relataram que nos ultimos 10 anos, o
sistema de criagdo mais utilizado no Brasil foi o de tanque-rede. Fitzsimmons (2001)
afirmou que o Brasil sera o maior produtor de tilapia das Américas nas proximas
duas décadas.

O crescimento, muitas vezes, desordenado da atividade tem sido
acompanhado de um descontrole sanitario, o que tem colaborado com a produgao
de pescado com qualidade duvidosa e alta taxa de mortalidade, decorrente
principalmente de doengas bacterianas (PEREZ, 1999).

Com a criagcao de tilapia em sistemas intensivos, os aspectos

sanitarios tornaram-se um problema para os piscicultores (PLUMB, 1997). A alta
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densidade de estocagem, consequentemente, arragcoamento intensivo, com
diminuicdo da qualidade da agua devido a diminuigdo de oxigénio, aumento de
amonia, nitrito e gas carbdnico, levam a uma situagcdo de estresse para os peixes,
tornando-os susceptiveis as doengas (PLUMB, 1997; SHOEMAKER et al., 2000).
Com o objetivo de minimizar os problemas sanitarios os produtores utilizam, muitas
vezes de forma indiscriminada, antibacterianos e produtos quimicos, prejudiciais ao
meio ambiente (KLESIUS et al., 2004).

O maior problema sanitario em sistemas de cultivo intensivo de
tilapias é a estreptococose (SURESH, 1999). Outras doengas bacterianas foram
descritas como a septicemia por Aeromonas hydrophila, Edwardsiella tarda e
Pseudomonas fluorescence, septicemia hemorragica por Vibrio anguilarum e Vibrio
vulnificus e necroses por Flavobacterium columnaris (ROBERTS; SOMMERVILLE,
1982).

A estreptococose em peixes foi relatada pela primeira vez em 1957,
em truta arco-iris no Japao, por Hoshina et al. (1958). Desde entdo, outras espécies
de peixes tém sido afetadas (INGLIS et al., 1993).

Varias espécies de estreptococos foram descritas como causadoras
de doencas em peixes como Streptococcus faecium (KUSUDA et al., 1976; MINAMI
et al., 1979), Streptococcus agalactiae (KUSUDA; KOMATSU, 1978), Streptococcus
equisimilis (MINAMI et al., 1979), Streptococcus equi, Streptococcus equisimilis,
Streptococcus pyogenes, Streptococcus zooepidemicus (UGAJIN, 1981), S.
dysgalactiae (NOMOTO et al., 2004).

A estreptococose em peixes deve ser considerada como um
complexo de doencas similares causadas por diferentes géneros e espécies
capazes de lesar o sistema nervoso central (TORANZO et al., 2005).

O primeiro relato de isolamento de Streptococcus spp. em tilapias foi
descrito por Wu (1970). Desde entdo, este patégeno tem sido identificado como
sendo o principal agente de infecgbes bacterianas em peixes, responsavel por
elevados prejuizos, no Japao (KITAO et al.,1981), Taiwan (MING — CHEN et al.,
1985), Israel (HUBERT, 1989), Arabia Saudita (AL-HARBI, 1994) Estados Unidos e
América Central (PLUMB,1997) e no Brasil (SALVADOR et al.,, 2003; 2005;
FIGUEIREDO et al. 2006).

Pier e Madim (1976) caracterizaram Streptococcus iniae isolado de

lesbes de pele de golfinhos capturados no rio Amazonas. Posteriormente, este
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agente foi isolado de diversas espécies de peixes em varias partes do mundo
(KITAO et al.,, 1981; OHNISHI; JO, 1981; UGAJIN, 1981; KAWAHARA; KUSUDA,
1987; SAKAI et al., 1989). Shoemaker et al. (2001) afirmaram que mundialmente
existem relatos de 22 espécies de peixes em sistemas de cultivo e em ambientes
naturais afetadas por S. iniae, € que o impacto para a aquicultura foi estimado em
valores superiores a $100 milhdes. Esse microrganismo €& considerado pela
Associagcdo Americana de Tilapias como o mais importante patdégeno na produgéo
de tilapias.

Eldar et al. (1994) isolaram de tilapias (Oreochromis sp.) e trutas
(Oncorhynchus mykiss) apresentando meningoencefalite, duas novas espécies de
estreptococos, uma nao hemolitica e outra alfa hemolitica denominadas,
respectivamente de Streptococcus difficile e Streptococcus shilloi. Em 1995, os
mesmos autores observaram uma homologia genotipica de 70% a 100% entre as
cepas de S. iniae e S. shilloi, sugerindo que S. shilloi poderia ser considerado
sinbnimo do S. iniae.

Estudos realizados por Vandamme et al. (1997) revelaram que S.
difficile apresenta o antigeno polissacarideo capsular Ib, especifico das cepas de
Streptococcus agalactiae, sendo classificado no grupo B de Lancefield tipo Ib
estreptococos com perfil eletroforético de proteina celular indistinguivel de S.
agalactiae, contrariando a afirmacéao de Eldar et al. (1994), como uma nova espécie.
Kawamura et al., 2005, apds analises comparativas de cinco sequéncias de genes,
observaram que S. agalactiae e S. difficile apresentam semelhanca na sequéncia de
valores de 100 % para 16S rRNA, 99,6 % para gyrB, 98,6 % para sodA, 99,5 % para
gyrA e 99,8 % para parC genes, sugerindo que S. difficile € sinbnimo de S.
agalactiae.

Estreptococos do grupo B (GBS) tem sido isolado de caninos,
equinos, suinos, bovinos, peixes e humanos. Nos bovinos, o microrganismo pode
colonizar a glandula mamaria, onde pode sobreviver por longos periodos causando
mastite clinica ou subclinica, caracterizada por diminuicdo da producdo e da
qualidade do leite. Nos humanos, é caracterizado como patdégeno oportunista que
coloniza o trato gastrointestinal e urinario de mais de 50% dos individuos saudaveis.
Esse microrganismo pode causar pneumonia, septcemia e meningite em recém
nascidos. Ainda é responsavel por significante morbidade em gestantes, idosos e

imunocomprometidos. Os isolados de GBS podem ser divididos em nove sorotipos
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(la, 1b, I, 1, 1V, V, VI, VII, VII), relacionados ao polissacarideo capsular (CPS) que
sao estrutura e antigenicamente diferentes (JOHRI et al., 2006).

Bunch e Bejerano (1997) observaram que as infec¢cdes causadas
por S. difficile foram predominantes em tilapia cultivadas em regides de clima quente
(26°C -28°C) e em regides de temperatura mais baixa (15°C -16°C), por S. iniae. No
norte do Parana, Brasil, foram isolados estreptococos de tilapias cultivadas em
tanque rede e tanque de terra com sinais clinicos compativeis com estreptococose e
historico de elevada taxa de mortalidade. Esses estreptococos foram caracterizados
como nao hemoliticos pertencentes ao grupo B de Lancifield e com caracteristicas
fenotipicas semelhantes ao S. agalactiae (SALVADOR et al., 2003; 2005).
Figueiredo et al. (2006) relataram o isolamento de S. agalactiae de tilapia criadas em
tanque rede com historico de alta mortalidade, localizadas no estado de Minas
Gerais e Espirito Santo.

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

Os estreptococos sao bactérias oportunistas amplamente
distribuidas no ambiente aquatico e sua patogenicidade esta associada as
condigdes de estresse relacionados a qualidade da agua e condigbes de criagéo
intensiva (BUNCH; BEJERANO, 1997). Fatores ambientais tém sido amplamente
pesquisados e associados a mortalidade de tilapias por Streptococcus spp.
(SHOEMAKER et al., 2000), os principais fatores sdo o nivel de oxigénio dissolvido,
concentragdo de amdnia e nitrito, alcalinidade total, pH, transparéncia da agua,
dureza total e temperatura (MCGEACHIN et al., 1987).

Shoemaker et al. (2000) relataram que a morbidade e mortalidade
de peixes por estreptococose podem ser influenciadas pela densidade de
estocagem. O aumento da densidade de estocagem exige maiores quantidades de
racdo e reduz a disponibilidade de oxigénio dissolvido e qualidade da agua. Os
autores observaram em infecgcdo experimental com S. iniae, aumento da taxa de
mortalidade das tilapias submetidas a alta densidade de estocagem.

Os peixes refugos foram considerados por Minami (1979), fonte de
infeccao de Streptococcus spp. O aumento da densidade de estocagem provocou

um aumento das lesdes de pele dos peixes, indicando ser esta uma das principais
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vias de infeccao para estreptococos (CLARK et al., 2000). A ingestdo de olhos e
visceras de peixes mortos, por peixes saudaveis, sugere que a infecgcao
estreptococica pela via oral e olfatoria também pode ocorrer (SHOEMAKER et al.,
2000). O patogeno introduzido diretamente no trato digestivo, provavelmente n&o
seja capaz de afetar populagbes de peixes sadios. Portanto, se houver injurias na
parede do intestino e/ou estdmago, por outras bactérias, produtos quimicos ou
outros poluentes da agua, o Streptococcus spp. pode causar infecgdo (RASHEED;
PLUMB, 1984).

Em 1997, Shoemaker e Klesius relataram dificuldades na utilizacéo
de antibidticos para o tratamento de infecgdes por Streptococcus spp., pois O
patdbgeno pode sobreviver no interior de macrofagos, onde muitas drogas
antimicrobianas ndo agem. Os antibioticos podem eliminar os sinais clinicos, mas
nao o agente e os peixes doentes devido a anorexia ndo se alimentam da racgao
medicada predispondo a selecdo de linhagens do microrganismo resistentes.
Somente a utilizagdo de antibidticos ndo é eficiente para eliminar o patdgeno,
devendo estar associada as praticas adequadas de manejo como a rapida remogao
das fontes de infeccdo, peixes mortos e doentes, adequar a densidade de
estocagem e fornecimento de alimentacao balanceada.

Evans et al. (2002) relataram que o S. agalactiae isolado de peixes
naturalmente infectados foi sensivel a oxitetraciclina, ampicilina, ciprofloxacina,
amoxacilina com acido clavuldnico, cloranfenicol, rifampicina e sulfa com
trimetoprim, em ordem decrescente de sensibilidade. Os isolados foram resistentes a
gentamicina e estreptomicina. No Brasil, Figueiredo et al. (2006) verificaram que S.
agalactiae isolado de tildpias naturalmente infectadas, foram sensiveis a
amoxacilina, cloranfenicol, eritromicina, norfloxacina, tetraciclina e a sulfonamida e
resistentes ao acido nalidixico, gentamicina e neomicina.

Os sinais clinicos de tilapias infectadas por Streptococcus spp. sao
similares aos de outras infecgbes de origem bacteriana. Isto torna o diagndstico
laboratorial de fundamental importancia para o diagndstico da estreptococose em
peixes (PLUMB, 1997).

A patogenicidade dos estreptococos é atribuida as exotoxinas, que
podem ser altamente toxicas a baixas concentra¢cdes (RASHEED; PLUMB, 1984).

Os principais sinais clinicos observados em tilapias com infec¢ao

natural por Streptococcus spp. sao tipicos de septicemia (PLUMB, 1999). Os sinais
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mais freqlientes sdo: comportamento anormal, natagao erratica, letargia, exoftalmia
uni ou bilateral, opacidade de cornea, anorexia, ascite e escurecimento da pele
(PLUMB, 1997; EVANS et al., 2002). Sinais como letargia, diminuicdo do apetite,
exoftalmia, distencdo visceral, natagdo erratica e movimentos circulares,
escurecimentos dos peixes e petéquias na base das nadadeiras ventrais foram
relatados em tilapias naturalmente infectadas por S. agalactiae no Brasil
(SALVADOR et al., 2005; FIGUEIREDO et al., 2006).

Eldar et al. (1995a), no norte de Israel, isolaram S. difficile e S. shilloi
de tilapias cultivadas com sinais de letargia, diminuicdo de apetite, natagao erratica,
exoftalmia bilateral e ascite no estagio pré-agénico. Para a infecgdo experimental os

autores utilizaram peixes de 160g, DLso de S. difficile na concentracdo de 1,0 x

107UFC i.p., em tildpias e S. shilloi de 1,0 x 108UFC i.p., em trutas. Os peixes
desenvolveram sinais clinicos semelhantes aos apresentados pelos naturalmente
infectados. Os autores observaram que apods sucessivas inoculagdes destas
especies de estreptococos, em tilapias ocorreu um aumento da viruléncia, com uma
diminui¢cao progressiva da DLso, na ordem de 3 a 5 logaritimos, apds trés passagens
in vivo.

Evans et al. (2000) a partir de uma cepa de S. iniae previamente
isolada de “striped bass” (Morone chrysops x Morone saxatilis) naturalmente

infectados, foram preparados inéculos com diferentes concentragdes para infectar

5
“striped bass” e tilapias. Nos “striped bass”, o indculo foi de 1,0 x 10 UFC por via

nasal e ocular. Em tilapias o in6culo foi de 1,0 x 10 UFC por via ocular e 1,4 x

10 UFC por via nasal. A mortalidade dos “striped bass” foi de 98,3% e das tilapias
28,3% inoculados por via nasal. Os autores afirmaram que a diferenca de
mortalidade entre as duas espécies de peixes pode ser devida a origem do S. iniae.
Nao foi observada mortalidade nos peixes inoculados por via ocular.

Evans et al. (2002) inocularam S. agalactiae isolado de peixes

naturalmente infectados, na concentracdo de 1,0 x 107UFC/tiIépia, via i.p. e
observaram mortalidade de 60% em um periodo de sete dias apds a inoculagéo.
Nas primeiras 24 horas ap0s a inoculagao as tilapias apresentaram natagao erratica
e letargia. S. agalactiae foi re-isolado do rim cranial dos peixes em 90% dos casos.
McNulty et al. (2003) pesquisaram a possibilidade do S. iniae infectar

“striped bass” pelas guelras e posterior disseminagdo do agente no organismo.
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Foram instilados nas guelras 5,0 x 105; 2,6 x 106; 5,0 x 106e 1,0 x 108UFC de S.
iniae/peixe e a mortalidade acumulada foi de 13; 27; 100 e 100%, respectivamente
durante um periodo de observacdo de 14 dias. Esse estudo demonstrou que o S.
iniae pode invadir o epitélio filamentoso das guelras, disseminar-se pela corrente
circulatéria e atingir o encéfalo.

Evans et al. (2002) determinaram a DLso do S. agalactiae, 1,9 x

3
10 UFC/peixe, em peixes submetidos a niveis normais de oxigénio dissolvido. Evans

et al. (2003) submeteram tilapias a uma baixa concentracao de oxigénio dissolvido (<

2
1mg/L) durante 24 horas e posteriormente inocularam 7,5 x 10 UFC de S.

agalactiae/peixe, via i.p. A mortalidade acumulada foi de 80% em 14 dias de
observacdo, demonstrando que em sistemas de cultivo intensivo, com alta
densidade de estocagem, a baixa quantidade de oxigénio disponivel, pode ser uma

condicao de estresse para os peixes favorecendo a infecgao estreptocécica.

Evans et al. (2004) inocularam 4,6 x 10 UFC de S. agalactiae/tilapia
por via i.p. € 30% dos peixes morreram 24h apdés a inoculacédo, e ao final do
experimento a mortalidade acumulada foi de 50%. Em 100% dos peixes mortos foi
re-isolado S. agalactiae das amostras colhidas de narinas, encéfalo e rim cranial.

As lesdes macroscopicas relacionadas com infecgcédo estreptocécica
em peixes caracterizam-se por liquido esbranquicado a sanguinolento na cavidade
visceral, esplenomegalia, peritonite fibrinosa e oftalmite com edema corneal e
hipépion. Em cortes histolégicos foram verificados hemorragia na regiao
subaracnoidea e infiltrado de células mononucleares no encéfalo, pericardite,
inflamacgéo granulomatosa em figado, panoftalmite e meningoencefalite (ELDAR, et
al., 1995a; PERERA, et al., 1998; PLUMB, 1999).

O sistema imune de peixes embora filogeneticamente sofisticado é
primitivo quando comparado com o dos mamiferos. Dos peixes pesquisados,
principalmente as espécies de interesse econémico, todas produzem uma classe
dominante de imunoglobulina (Ig) com molécula tetramérica similar a Ig M dos
mamiferos. Algumas espécies de peixes produzem ainda uma lg de baixo peso
molecular (NEWMAN et al., 1993). Alguns relatos mostram a existéncia de mais trés
Ig, sendo elas a IgD (HIRONO et al., 2003), IgZ (DANILOVA et al., 2005) e a IgT
(HANSEN et al., 2005). A IgM existe sob duas formas alternadas: uma como

receptor de membrana para antigenos de superficie de células B e outra como
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proteina soluvel secretada pelos fluidos corporais (LITMAN et al., 1999). Os peixes
apresentam subclasses de linfécitos com papel similar as células B e T. A resposta
imune nos peixes é temperatura dependente existindo forte correlagcdo entre a
temperatura da agua e a intensidade da resposta imune. A idade e o peso do peixe
no momento da imunizacdo sdo também de fundamental importancia para o
desenvolvimento de imunidade eficaz e duradoura (NEWMAN et al., 1993).

O primeiro relato sobre imunizagao de peixes € de 1930 (NYBELIN,
1935). Mas somente na década de 70 ocorreu a intensificagdo das pesquisas e
incentivo ao desenvolvimento de vacinas comerciais, desde entdo, a imunizacido de
peixes tem-se difundido (NEWMAN, 1993).

A maioria das vacinas bacterianas € inativada e administrada por
injecdo ou imersado. Infegbes bacterianas causadas por bactérias gram-negativas
como Vibrio sp., Aeromonas sp. e Yersinia sp. tem sido eficazmente controladas
pela vacinagdo. A vacinagao tem reduzido consideravelmente a morbidade e
mortalidade de peixes e, consequentemente, diminuido a utilizacdo indiscriminada
de antibidticos (GUDDING, 1999).

A aplicagdo das vacinas por via i.p. € o método mais confiavel e
eficaz, quando comparada a via oral e de imersdo. As desvantagens da via i.p.
incluem estresse para os peixes, custos com a mao de obra, seguranga e tempo
requerido tanto para quem administra como para os animais. A administracdo de
vacinas injetaveis € inadequada para peixes juvenis, pequenos e frageis. Em
contraste, a vacinagao por imersdo € um método pratico para vacinagao de grande
quantidade de peixes, principalmente para peixes pequenos, embora seja
necessario maior volume de vacina e a protegdo geralmente € menos eficaz quando
comparada com as vacinas injetaveis (NAKANISHI; OTOTAKE, 1997).

Toranzo et al. (1995) avaliaram a eficacia de uma vacina composta
de toxdide e células inativadas de Enterococcus sp. e compararam a aplicagdo por
via i.p. e imersdo. Os peixes de 45g, foram vacinados por via i.p. e desafiados 4
semanas apoés, apresentando porcentagem relativa de sobrevivéncia (RPS) de
100% Os peixes de 150g vacinados via i.p. e desafiados 4 meses apods
apresentaram RPS de 77 a 86%, dependendo da concentracdo do desafio.
Entretanto, esta vacina aplicada por imersdo nao conferiu prote¢cao aos peixes.

Huising et al. (2003) testaram uma vacina contra Aeromonas

salmonicida aplicada por imersao, utilizando um pré-tratamento com uma solugao
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hiperosmoética durante dois minutos, para aumentar a absor¢ao da vacina. Os
autores demonstraram que a principal vantagem desse esquema de vacinagao é a
maior disponibilidade do antigeno soluvel e consequente aumento da eficacia da
vacina. A solug¢ao hiperosmaética age como adjuvante estimulando a resposta inata e
adquirida, melhorando a eficiéncia da vacina quando aplicada por imersao.

Eldar et al. (1995b) elaboraram duas vacinas contra S. difficile,
sendo uma com células de estreptococos inativadas por formalina, e a outra com
concentrado de produtos extracelulares (ECP) de S. difficile. Os peixes com peso de
150-180g foram vacinados via i.p. com duas doses da vacina composta de células
inativadas com intervalo de quatro semanas e, via intramuscular (i.m.), com duas

doses do ECP, com intervalo de duas semanas e, nos dois experimentos, 0os peixes

foram desafiados com 1,0 x 105UFC de S. difficile via i.p. Nao foi observada morte
nos peixes vacinados com células inativadas em um periodo de 75 dias apds o
desafio, entretanto, nos peixes nao vacinados a mortalidade foi de 100%. Nos peixes
inoculados com ECP, a mortalidade foi de 8% e nos ndo vacinados foi de 100%.
Eldar et al. (1997) avaliaram uma vacina com S. iniae inativado por
formalina. A vacina foi aplicada via i.p. em 150 trutas arco-iris mantidas em
laboratério e em 40.000 trutas arco-iris por via i.p. em uma propriedade de criagao,

com histérico de estreptococose e mortalidade de 60%. Nas condicdes

experimentais, os animais foram desafiados com in6culo de 1,0 x 105UFC/peixe via
i.p., 1, 3 e 6 meses apos a vacinagao, e apresentaram 90% de sobrevivéncia,
mesmo apos o0 segundo e terceiro desafio. Na propriedade, a mortalidade
acumulada dos peixes vacinados foi de 4,5% e o peso médio de 410g. Nos peixes
nao vacinados a mortalidade foi de 53% e o peso médio de 340g apds 4 meses de
avaliacao.

Klesius et al. (1999) desenvolveram uma bacterina modificada contra

S. iniae para tilapias, utilizando células inativadas adicionadas de ECP. Grupos de

10
tilapias de 25g e de 100g foram vacinadas com 4,0 x 10 UFC/mL pela via i.p. e

desafiados 30 dias apds com inéculo de 1,0 x 109UFC/mL. No quinto dia apds o

desafio, os autores observaram o inicio dos sintomas nos peixes nao vacinados e a

o

mortalidade se estendeu até o 12 dia. Apds 60 dias de observacao, o RPS foi de

95,3% no grupo de peixes com 259 e 84,2% no grupo com 100g. Os autores
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verificaram que a vacinagao eliminou os sinais clinicos nos animais vacinados e que
os produtos celulares do S. iniae poderiam conter antigenos de superficie,
provavelmente envolvidos na patogenicidade.

Klesius et al. (2000) compararam a via de inoculagéo i.p. € i.m. e
desafio com cepas homodlogas e heterdlogas em tilapias de 18g vacinadas contra S.
iniae. Os resultados demonstraram que a via i.p. proporcionou um RPS de 93,7%
quando os peixes foram desafiados com cepa heterdloga e 45,6% com homdloga.
Pela via i.m. o RPS foi de 59,5% com cepa heterdloga e 17,7% com homadloga.

Nakanishi et al. (2002) demonstraram que micro lesdes na pele de
trutas antes da aplicacado da vacina de S. iniae por banho de imersdo, melhoraram a
absorgao da vacina. A mortalidade dos peixes vacinados foi de 40% e do grupo
controle 80%, resultados similares aos obtidos com a aplicagao da vacina por via i.p.

Evans et al. (2004), nos EUA, pesquisaram duas vacinas

experimentais elaboradas com S. iniae e S. agalactiae. Estas vacinas continham
9
estreptococos inativados (4,0 x 10 UFC/mL) e ECP. Um grupo de 80 tilapias de 30g
9
cada foi vacinado com S. agalactiae na concentragdo de 4,0 x 10 UFC/mL por via

4
i.p. e desafiado com cepa homdloga, 1,5 x 10 UFC/peixe, i.p., 30 dias apods. Os
peixes foram monitorados por 14 dias e a mortalidade foi de 15% no grupo vacinado
e de 76% no controle, correspondendo a uma RPS de 80%. Para avaliar a eficacia

da vacina de S. agalactiae aplicada por imersao foram utilizados dois grupos. Um
5
grupo com 65 peixes de 5g foi desafiado com 3,6 x 10 UFC/peixe e outro com 23

peixes de 30g foi desafiado com 1,7 x 106UFC/peixe, ambos por imersao. A RPS foi
de 34 e 35%, respectivamente. Em um grupo vacinado com S. iniae por via i.p. e
desafiado com S. agalactiae por via i.p., a mortalidade foi 100%, sugerindo né&o
existir imunidade cruzada entre S. iniae e S. agalactiae. A vacina de S. agalactiae
apresentou boa eficacia quando inoculada por via i.p. € a imersao pode ser uma
alternativa para vacinar peixes pequenos.

Shelby et al. (2004) avaliaram a resposta imunolégica de “striped
bass” (Morone chrysops x Morone saxatilis) vacinados com células mortas de S.
iniae com adjuvante completo de Freund’s. No nono dia apds o desafio, a taxa de
mortalidade no grupo dos peixes nao vacinados foi de 100% e no grupo vacinado
13%.



23

Pasnik et al. (2005) avaliaram a influéncia do tempo de estocagem

por um ano a 4 C, sobre a eficacia de uma vacina de células inativadas de S.

agalactiae e ECP. Apds 30 dias da vacinagdo por via i.p., os peixes foram

desafiados i.p. com 1,7 x 104UFC de S. agalactiae/peixe. Os peixes vacinados e nao
vacinados apresentaram sinais clinicos como letargia, anorexia, alteracdo na
coloracao da pele e natagao erratica desde o primeiro dia apds o desafio. Por um
periodo de observacao de 21 dias, a mortalidade acumulada do grupo controle foi de
45% e do vacinado de 32% correspondendo a uma RPS de 29%. Em estudo prévio
sobre a eficacia desta vacina, aplicada imediatamente apds o preparo, foi verificado
RPS de 80% demonstrando que o tempo de estocagem diminuiu a eficacia da
vacina.

Os produtos celulares sdao importantes fatores de viruléncia dos
patdgenos de peixes e imunogénicos o suficiente para conferir protecdo (PASNIK et
al., 2005). O ECP faz parte da constituicdo da maioria das vacinas eficazes contra
microrganismos patogénicos para peixes como Photobacterium damselae spp.
piscida (MAGARINOS et al., 1994), Vibrio harveyi (ZORILLA et al., 2003) e
Flavobacterium psychrophilum ( LAFRENTZ et al., 2004).

Shoemaker et al. (2006) avaliaram a eficacia de vacina inativada e

liofilizada de S. iniae na concentracao de 4,0 x 10gcélulas/mL administrada por via
i.p. e via oral incorporada a ragado utilizando a tecnologia Oralject™ (vacina
protegida) em tilapias. O RPS dos peixes vacinados pela via oral foi de 63,1% e do
grupo vacinado por via i.p. de 100%. Este estudo sugere que a administragéo por via
oral da vacina protegida de S. iniae € um método, nédo estressante, eficaz e
econdmico para vacinagao de grandes populagdes de peixes.

Pasnik et al. (2006) avaliaram a imunizacdo passiva de tilapias, o
soro hiperimune de S. agalactiae foi obtido de peixes vacinados e desafiados com S.

agalactiae. Foi aplicado 0,1 mL do soro por via i.p. em um grupo de tilapias com

peso médio de 3,3g e desafiado 72 horas apés com 1,5 x 104UFC/peixe. A
mortalidade acumulada foi de 10% no grupo de peixes vacinados e 72,7% no
controle, demonstrando que a vacinagao passiva poderia ser considerada como
ferramenta profilatica ou terapéutica contra infec¢des por S. agalactiae em peixes.

A principal dificuldade encontrada para o desenvolvimento de vacina

de GBS com eficacia global para humanos e animais é a existéncia de varios
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sorotipos com distribuicdo geografica diferente e reagao cruzada heterogénea entre
os sorotipos. As vacinas baseadas no CPS tém mostrado boa imunogenicidade mas
tem como limitacdo a necessidade da utilizagdo de diferentes sorotipos. Mais
recentemente as pesquisas em humanos estao direcionadas para vacinas a base de
proteinas. Um numero limitado de proteinas como a C5a peptidase, fracdo 3 da
proteina C, proteina de ligacdo a laminina (LmbP), proteina imunogénica de
superficie (Sip), proteina de repeticdo rica em leucina (Lrrg), estdo sendo estudadas
como potenciais componentes de vacinas apresentando com vantagem a expressao
em quase todas as cepas e sorotipos de GBS (JOHRI et al., 2006).

Atualmente ja estdo disponiveis vacinas comerciais para doengas de
peixes na Asia, como a elaborada com S. iniae e Lactococcus garviae (AquaVac™
Garvetil™, SCHERING-PLOUGH). Segundo o Laboratério responsavel pela
fabricacao, a vacinacao de alevinos por imersao com uma dose reforgo, incorporada
na ragao, e administrada na fase juvenil apresenta uma eficacia de 50% contra as
bactérias utilizadas na elaboragdo da vacina (CONROY, 2006). A vacina inativada
de S. iniae (Norvax® Strep Si, INTERVET) pode ser administrada por imersao ou via
i.p. Segundo o Laboratério a eficacia da vacina, quando obedecidas as normas de
conservagao e uso, pode alcangar 68% e 100% de eficacia quando aplicada por

imers&o e por injegao i.p., respectivamente.
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3 OBJETIVOS

e Avaliar a taxa de mortalidade, sinais clinicos, lesdes
macroscopicas em tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus)
inoculadas experimentalmente com diferentes concentracdes
de S. agalactiae.

e Avaliar a eficacia da vacina de células inativadas de S.
agalactiae isolada de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus)

naturalmente infectadas no norte do Parana, Brasil.
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4 ARTIGO 1 — AVALIAQAO EXPERIMENTAL DA PATOGENICIDADE DE
Streptococcus agalactiae EM TILAPIA DO NILO (Oreochromis niloticus)

Resumo

No contexto mundial, as tilapias ocupam posicdo de destaque entre as espécies
cultivadas de agua doce. O cultivo em sistemas intensivos tem aumentado os
problemas sanitarios, acarretando sérios prejuizos aos piscicultores. O estresse
provocado pela alta densidade de estocagem, arragoamento intensivo e diminuigao
da qualidade da agua torna a tilapia mais susceptivel as doencas infecciosas. O
maior problema verificado em sistemas de cultivo intensivo em regides de clima
quente é a septicemia causada por Streptococcus agalactiae. Os objetivos deste
trabalho foram avaliar a taxa de mortalidade, sinais clinicos e lesées macroscopicas
em tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) inoculadas experimentalmente com
diferentes doses infectantes de S. agalactiae. Para a realizagdo dos experimentos
foram constituidos nove grupos de peixes, com 40 animais cada, mantidos em
caixas de fibra de vidro com capacidade para 500L de agua. Os peixes foreém

inoculadgs pela via intraperitoneal com doses de infectantes variando de 1,0 x 10 a

1,5 x 10 UFC/peixe, em trés periodos diferentes e monitorados duas vezes ao dia,
por um periodo de 12 dias. Os sinais clinicos observados foram anorexia, letargia,
natacéo erratica, exoftalmia e ascite e as lesbes macroscépicas hemorragia na pele,
esplenomegalia, hepatomegalia com palidez do 6rgdo e aderéncias viscerais. S.
agalactiae foi re-isolado de todos os peixes submetidos a exame bacterioldgico. As
taxas de mortalidade nos grupos experimentais variaram de 67,5 a 90,0%. Os
resultados mostram que o S. agalactiae isolado de tilapias naturalmente infectadas
reproduziu a doenca em condicdes experimentais.

Palavras-chave: Estreptococos. Tilapia do Nilo. Sinais clinicos. Taxa de
mortalidade.

EXPERIMENTAL EVALUATION OF Streptococcus agalactiae PATOGENICITY IN
NILE TILAPIA (Oreochromis niloticus)

Abstract

Tilapia have an outstanding position in cultured freshwater fish worldwide. Intensive
aquaculture systems have increased sanitary problems, causing serious economic
losses to fish farmers. The stress caused by the high stocking density leading to
intensive feeding and decrease in water quality makes tilapia susceptible to
infectious diseases. The biggest problem in tilapia intensive aquaculture systems in
hot climate regions is septicemia caused by Streptococcus agalactiae. The purpose
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of this work was to evaluate mortality rate, clinical signs and macroscopic injuries in
Nile tilapia (Oreochromis niloticus) inoculated experimentally with different
concentrations of S. agalactiae. The experiment was made with nine groups with 40
fish in each one. The fish were remained in fiber glass boxes with 400L of water. The
fish were inoculated t%y intraperitogleal (i.p.) route with S. agalactiae concentrations

ranging from 1,0 x 10 to 1,5 x 10 UFC/fish in three different periods and observed
twice a day during 12 days. The following clinical signs were observed: anorexia,
lethargy, erratic swimming, exophthalmia and abdominal distension. The
macroscopic injuries were skin hemorrhage, splenomegaly, hepatomegaly with
paleness in this organ and abdominal adherence. S. agalactiae was re-isolated in all
analyzed fish. The mortality rates in experimental groups varied from 67,5 to 90,0%.
The results showed that S. agalactiae isolated from naturally infected tilapia
reproduced the disease in experimental conditions.

Keywords: Streptococcus. Nile tilapia. Clinical signs. Mortality rate.
4.1 INTRODUCAO

Atualmente a aquicultura mundial € o setor da producdo de
alimentos de maior expansdo, com uma média anual de crescimento de 8,9%
(BONDAD-REANTASO, et al. 2005). Na década de 1950 a producdo foi de
aproximadamente um milh&o de toneladas, e no ano de 2004 atingiu 59,4 milhées. O
maior crescimento médio anual, de 21,3% ocorreu na América Latina e na regido do
Caribe, que € responsavel por apenas 2,3% da produgao mundial (FAO, 2006).

Em 2004, o Brasil produziu 177.518 toneladas de peixes de agua
doce das quais 69.078 de tilapia. O Brasil foi classificado como o 7° maior produtor
de tilapias no mundo (FAO, 2006). Segundo dados Parana (2005), o estado do
Parana produziu 11.921 toneladas de tilapia em 2004.

O crescimento da aquicultura mundial, associado a globalizagdo do
comércio, introducdo de novas espécies e sistemas intensivos de manejo entre
outros, tem acentuado os problemas sanitarios, além do surgimento de doencgas
emergentes (BONDAD-REANTASO et al., 2005). Dentre as doencas bacterianas, as
de origem estreptocdcicas aumentaram com o cultivo intensivo de peixes de agua
doce, sendo Streptococcus spp. considerado o principal patdégeno em diferentes
espécies de peixes.

Streptococcus agalactiae € a espécie comumente encontrada em
regides de clima quente estando associado a diferentes espécies de peixes de agua

doce, marinha e estuarina (EVANS et al., 2002). O primeiro relato de estreptococose
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em peixes foi de Hoshina et al. (1958), no Japao, em truta arco-iris cultivada. Desde
entdo, a infecgdo por este patdogeno foi relatada em muitas outras espécies de
peixes (INGLIS et al., 1993). Streptococcus difficile foi descrito pela primeira vez por
Eldar et al. (1994), em Israel, como um cocos ndo hemolitico que causava
septicemia e meningoencefalite em tilapia (Oreochromis spp.) e em truta arco-iris
(Oncorhynchus mykiss). Estudos recentes demonstraram que o S. difficile é do
grupo B de Lancefield, tipo Ib, com perfil eletroforético de proteina celular
indistinguivel do S. agalactiae (VANDAMME et al., 1997). Kawamura et al. (2005)
propuseram uma reclassificacdo do S. difficile para unificar a nomenclatura,
considerando S. difficile e S. agalactiae sindbnimos. No Brasil, Salvador et al. (2005)
isolaram de tilapias cultivadas em tanque-rede e viveiros de terra, no estado Parana,
Streptococcus spp. Nao-hemolitico do grupo B de Lancifield e Figueiredo et al.
(2006), nos estados de Minas Gerais e Espirito Santo isolaram S. agalactiae de
tilapias cultivadas em tanque-rede.

Eldar et al. (1995), em Israel, observaram em peixes infectados por
S. difficile, natagdo erratica, diminuicdo no apetite, letargia, exoftalmia com
hemorragia intraocular e opacidade de cérnea e ascite A natagdo em circulos,
movimentos descordenados e a rigidez dorsal indicam o comprometimento do
sistema nervoso central. Salvador et al. (2005) observaram em propriedades de
cultivo de tilapia em tanque-rede, uma alta morbidade e mortalidade por S.
agalactiae, sendo os principais sinais clinicos, escurecimento da pele, letargia,
natacdo erratica e circular, diminuicdo de apetite, exoftalmia uni ou bilateral e
distencédo da cavidade visceral. As principais alteragdes macroscoépicas encontradas
por Salvador et al. (2003) foram lesdes na pele, nadadeiras e branquias, opacidade
da cdrnea, liquido na cavidade visceral, hepato e esplenomegalia.

A intensidade das lesbes e sinais clinicos em tilapia dependem de
fatores relacionados a cepa de S. agalactiae, dose infectante, qualidade da agua,
temperatura, biomassa e manejo (CHANG; PLUMB, 1996).

Os objetivos deste trabalho foram avaliar a taxa de mortalidade,
sinais clinicos e lesbes macroscopicas em tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus)
inoculadas experimentalmente com uma amostra de campo de S. agalactiae em

diferentes concentracoes.
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4.2 MATERIAIS E METODOS

4.2.1 Peixe

Para a realizacdo deste trabalho foram utilizadas 360 tilapia do Nilo
(O. niloticus) com peso médio de 50g (40 a 60g), gentiimente cedidas pela Estagao
de Piscicultura, do Departamento de Biologia Animal e Vegetal, da Universidade
Estadual de Londrina. Os peixes ndo apresentavam sinais de infecgdo por
estreptococos e nas trés tilapias de cada periodo experimental submetidas ao
exame bacteriologico, antes do inicio do experimento, nao foi possivel o isolamento

de estreptococos em diferentes 6rgaos.

4.2.2 Manutencgao dos Peixes

Para a realizagdo dos experimentos foram constituidos nove grupos
de peixes, com 40 animais cada, mantidos em caixas de fibra de vidro com
capacidade para 500L, volume de agua de 400L e taxa de renovagao de 3L por
minuto. Os peixes foram alimentados duas vezes ao dia com ragdo extrusada
(FISH™ 30% de proteina bruta, Cooperativa Integrada), na propor¢ado de 3% do
peso vivo. Nestas mesmas condicdes os peixes foram aclimatados durante 10 dias

antes do inicio dos experimentos.

4.2.3 Controle da Qualidade da Agua

As caixas continham agua de pog¢o semi-artesiano, com fluxo e
aeracao continua e a limpeza realizada diariamente por succido. Durante o
experimento, a média da concentragao de oxigénio dissolvido foi mantida em 3.8+0.5
mg/L, temperatura em 26.0£0.8°C, ambnia em 0.05 mg/L e nitritos 0.25mg/L. O
oxigénio dissolvido e a temperatura foram medidos diariamente com equipamento
modelo YSI 55 (Yellow Spring Instrument, Yellow Springs, OH, USA). A amdnia foi
mensurada quinzenalmente pela reagcdo de Berthelot (SOLARANZO, 1969) e o
nitrito pela reacao de Griess (AMINOT; CHAUSSEPIED, 1983).
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4.2.4 Preparo do Inéculo

O S. agalactiae (UEL 12) utilizado como inoculo nos diferentes
experimentos foi isolado a partir de um surto que se caracterizou por elevada
morbidade e mortalidade de tilapias em uma propriedade de criacdo intensiva em
tanques-rede na regido Norte do Parana. A cepa isolada foi aliquotada e mantida
congelada em nitrogénio liquido até o seu uso.

Uma aliquota S. agalactiae foi semeada em meio TSB (Tryptic Soy
Broth -Difco Laboratories, Sparks, MD) e incubada a 30° C por 48 horas. Para
verificar a pureza do indculo, uma aliquota da cultura foi semeada em Agar

Columbia (Difco Laboratories, Sparks, MD) adicionado de 5% de sangue ovino

(ACS) e incubadas a 30C por 48horas.

Para cada periodo do experimento foi preparado uma cultura com

concentracao de 1,5 x 109UFC/mL padronizado por espectrofotometria (Cintra 5)
com comprimento de onda de 540nm e densidade 6ptica (OD) de 0,60 e contagem
em placas (UFC/mL) com TSA (Tryptic Soy Agar -Difco Laboratories, Sparks, MD). A
partir dessa concentragcao foram realizadas diluicdes em TSB (Tryptic Soy Broth -
Difco Laboratories, Sparks, MD) para obtengédo das doses infectantes, confirmadas

por contagem em placas de TSA.

4.2.5 Experimento

O experimento foi realizado em trés periodos. Em cada periodo
foram analisadas duas doses infectantes de S. agalactiae. Os peixes desafiados
foram inoculados por via intraperitoneal (i.p.) com 0,1 mL de suspensé&o bacteriana,
e os dos grupos controle com 0,1 mL i.p. de TSB estéril. No primeiro periodo

(abril/2004), os grupos 1, 2 e 3, foram inoculados com uma suspensao bacteriana de

8 7
1,5 x 10 UFC/peixe, 2, 5 x 10 UFC/peixe e TSB, respectivamente. No segundo

periodo (junho/2004), os grupos 4, 5 e 6, foram inoculados com suspensao

7 6
bacteriana de 2,0 x 10 UFC/peixe, 6,0 x 10 UFC/peixe e TSB, respectivamente. No
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terceiro periodo (agosto/2005), os grupos 7, 8, e 9, foram inoculados com suspensao

bacteriana de 1,2 x 108UFC/peixe, 1,0 x 106UFC/peixe e TSB, respectivamente.
ApoOs a inoculagdo os peixes foram monitorados duas vezes ao dia,
por um periodo de 12 dias. Foi observada a mortalidade diaria e os principais sinais
clinicos. Os peixes mortos foram recolhidos em sacos plasticos estéreis para
realizacdo de necropsia, observacdo das lesdes macroscopicas e colheita de

material para exames bacteriologicos.

4.2 .6 Colheita e Analise das Amostras

Para a colheita do material biolégico foram necropsiadas 12 tilapias
com sinais clinicos em cada periodo. Foram colhidas 107 amostras assepticamente,
sendo 36 de rim, 32 de encéfalo, e as demais de olho, figado, liquido visceral e
coracdo. As amostras foram semeadas em ACS e as placas incubadas a 30°C
durante 24 a 72h, foi observada a morfologia das col6nias e auséncia de hemolise.
As colbnias consideradas tipicas foram submetidas a Coloragcao de Gram, prova da
catalase, esculina, NaCl 6,5% e crescimento em Agar Azul de Metileno. A
identificacdo do S. agalactiae foi realizada segundo Evans et al., 2002. Para a
identificacdo bioquimica foi utilizado Api 20 Strep (BioMerieux, France) e para a

classificagao no grupo de Lancefield o Slidex strepto kit (BioMerieux, Franca).

4.2.7 Estatistica

Foram calculadas as frequéncias absoluta e relativa para a
mortalidade diaria de tilapias por concentracdo de S. agalactiae. Para comparar as
proporcdes de mortalidade em cada concentracao, foi utilizado o teste Qui-Quadrado

com nivel de significancia de 5%.
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4.3 RESULTADOS

Nos seis experimentos de inoculagédo (grupos 1 e 2,4 e 5, 7 e 8)
com diferentes concentracbes de S. agalactiae morreram 198/240 (82%) tilapias.
Nos trés grupos controle (3, 6 e 9) morreram 2/120 (1,67%) tilapias. Na Tabela 1,
constam os resultados da porcentagem da mortalidade diaria e acumulada em
relagdo a mortalidade total de 198 peixes. Verifica-se que as mortes ocorreram ao
longo dos 12 dias de observagao apds a inoculagdo. Os coeficientes de mortalidade
mais elevados ocorreram no primeiro e segundo dia, 60 (30,3%) e 28 (14,1%),
respectivamente e com porcentagem de mortalidade acumulada de 44,4%. Um
segundo pico de mortalidade ocorreu entre o sexto 23 (11,6%) e o sétimo dia com
25 (12,6%) peixes. Até o sétimo dia a mortalidade acumulada de peixes foi de

83,2%. Observa-se que nao houve diferenga significativa na mortalidade acumulada
6
entre os grupos 1, 2, 4, 5 e 7, com in6culos variando de 6,0 x 10 a 1,5 x

8 6
10 UFC/peixe. O grupo 8 inoculado com 1,0 x 10 UFC/peixe apresentou uma
mortalidade acumulada de 67,5%, diferenca significativa quando comparada aos

demais grupos, exceto com o grupo 5.



Tabela 1 — Mortalidade diaria e acumulada de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) inoculadas em trés periodos, com diferentes doses

infectantes de Streptococcus agalactiae isolado de tilapia naturalmente infectada, Londrina, 2005.

N- Indculo
*Grupo Periodo 1°d | 2°d | 3°d | 4°d | 5°d | 6°d | 7°d | 8°d [ 9°d | 10°d | 11°d | 12°d | Total | %
Peixes UFC/peixe
Ik 40 Abril/2004 1,5x 10° 5 8 0 5 0 4 6 3 I I 3 0 36 | 90,0
2" 40 Abril/2004 5.0x 10 7 3 3 4 2 5 5 3 0 3 0 0 35 | 87,5
3° 40 Abril/2004 Controle 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0O
4" 40 Junho/2004 2,0x 10 9 6 2 1 I - 4 4 2 I 0 0 35 | 87,5
5%° 40 Junho/2004 6,0x 10° 2 + 0 0 4 5 8 I 2 I I 2 30 | 75,0
6" 40 Junho/2004 | Controle 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1| 2,5
v 40 Agosto/2005 1,2x 10° 29 I 0 I 4 2 I I 0 0 0 0 35| 87,5
8" 40 agosto/2005 1,0 x 10° 12 6 0 0 Z 2 I I I I 0 I 27 | 67,5
9¢ 40 agosto/2005 Controle 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1|25
Total de ébitos diario 60 28| 05| 11| 13| 23| 25| 13| 6 7 4 30 198
% 303|141 25] 55| 66|11,6[12,6| 6.6 | 3.1 3,5 2,1 1,5
% Acumulada 30,3 | 4441469524 (59,0|70,6(83,2|89,8[929| 96,4 | 98,5]| 100,0

* Letras diferentes: P< 0,05; teste de Qui-Quadrado

Grupos Controle: excluidos do calculo de ébitos diario ¢ porcentagem.
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Os peixes dos grupos controle se alimentaram normalmente e
permaneceram ativos durante todo experimento. Os peixes, de todos os grupos
inoculados com S. agalactiae, apresentaram alteragdes de comportamento e sinais
clinicos similares. No primeiro dia apds a inoculagdo, ocorreu uma elevada taxa de
mortalidade caracterizada por morte subita, enquanto a maioria dos peixes estavam
letargicos no fundo do tanque, com alteracdo de coloracdo da pele e anorexia. A
partir do segundo dia, ocorreu agravamento dos sinais clinicos como natagao
erratica, exoftalmia uni e bilateral, opacidade de cornea e distensdo da cavidade
visceral.

Nos 36 peixes necropsiados, as lesbes predominantes foram
hemorragia na pele, ascite, encéfalo e figado amolecido, hepatomegalia e palidez do
orgao, esplenomegalia e aderéncia visceral. Nas 107 amostras submetidas ao
exame bacterioldgico, foi isolado S. agalactiae com as mesmas caracteristicas
morfoldgicas, culturais, fenotipicas e soroldgicas da cepa utilizada para a inoculagao
experimental das tilapias. S. agalactiae foi re-isolado do rim cranial, encéfalo, figado,
coragao, olho e liquido ascitico. Dos peixes do grupo controle, que morreram ao

longo do experimento, ndo foi isolado S. agalactiae.

4.4 DISCUSSAO

Evans et al. (2002) observaram inicio dos sinais clinicos com 24

horas apds inoculagdo experimental com S. agalactiae na concentracdo de 1,0 x

7
10 UFC/peixe por via IP e mortalidade acumulada de 60% apds sete dias de

observagdo. Taxa de mortalidade de 30% foi relatada nas 24 horas apds a
6
inoculagao de tilapias com S. agalactiae na concentragdo de 4,5 x 10 e 5,5 x

2
10 UFC/peixe, com mortalidade ao final do experimento de 60 e 50%,
respectivamente (EVANS et al., 2004).
Pasnik et al. (2005) verificaram mortalidade de 84 a 96% em grupos

controle utilizados em experimento com vacina estreptocécica desafiados com S.

4 4
agalactiae (1,89 x 10 e 2,11 x 10 UFC/peixe), respectivamente.
Comparando os dados desta pesquisa (Tabela 1) com os da

literatura observa-se uma diferenga acentuada entre os coeficientes de mortalidade
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relatados. Varios fatores como, concentragao de células dos indculos, cepa de S.
agalactiae, via de inoculagao, periodo de observacado apds o desafio, idade e peso
dos peixes, reativacdo ou nao da patogenicidade podem ter induzido essas
diferencgas.

Neste trabalho a cepa de S. agalactiae utilizada nao foi reativada
para inoculacdo dos peixes nos diferentes grupos experimentais o que justifica a
maior concentragdo de bactérias no indculo. Entretanto, ressalta-se que ndo houve
diferencga significativa entre os coeficientes de mortalidade dos peixes dos grupos 1
e 7 (Tabela 1), realizados com intervalo de 16 meses utilizando a mesma cepa de S.
agalactiae, mantida em nitrogénio liquido. Eldar et al. (1995) verificaram que a
viruléncia de uma cepa de S. difficile isolada de infeccdo natural em tilapias

aumentou apéds trés passagens “in vivo”. A DLso diminuiu na ordem de cinco

7 2
logaritmos, da concentragao inicial de 10 para 10 /UFC. Rasheed e Plumb (1984)
reativaram a viruléncia de Streptococcus nao hemolitico do grupo B de Lancefield e

observaram uma mortalidade de 50% apds 96 horas da inoculagdo por via i.p. de 1,4

X 1O4UFC/peixe (DLso).

A via de inoculagdo influencia a taxa de mortalidade dos peixes
inoculados experimentalmente. Perera et al. (1997) infectaram tilapias
experimentalmente com S. iniae através da via oral (inoculagédo no intestino atraves
de cateter), por imersdo dos peixes em solugdo de bactéria e injegdo i.p. e
observaram mortalidade de 50%, 34% e 95%, respectivamente. McNulty et al.
(2003) demonstraram que o S. iniae pode invadir o epitélio filamentoso das guelras e

causar septicemia, entretanto observaram baixa mortalidade de peixes (13,33%)

quando instilados experimentalmente nas guelras com 5,0 x 105 UFCl/peixe.

Sinais clinicos semelhantes aos deste trabalho foram relatados por
Salvador et al. (2003; 2005), no estado do Parana e Figueiredo et al. (2006), nos
estados do Espirito Santo e Minas Gerais em tilapias cultivadas em viveiros de terra
e tanque-rede. Os autores observaram, letargia, anorexia, escurecimento da pele,
natacao erratica, exoftalmia uni ou bilateral, ascite e alta mortalidade. Sinais clinicos
semelhantes também foram observados em tilapias com infeccdo natural em Israel,
e nos EUA (ELDAR et al., 1995; PLUMB, 1999). Os sinais clinicos observados em
peixes inoculados experimentalmente com S. difficile e S. agalactiae descritos na

literatura foram similares aos observados na infecgdo natural (ELDAR et al., 1995;
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EVANS et al., 2002; EVANS et al., 2004). Sinais clinicos similares também sao
observadas em tilapias infectadas experimental ou naturalmente por S. iniae
(PERERA et al., 1994; EVANS et al., 2000; SHELBY et al., 2002).

Lesbes hemorragicas na pele, ascite, hepatomegalia e
esplenomegalia observadas nos peixes inoculados desse experimento sao
compativeis com as relatadas por Salvador et al., 2005; Figueiredo et al., 2006, em
tilapias naturalmente infectadas no Brasil.

Segundo Austin e Austin (1987), apesar do desafio experimental ndo
ter acuracia para estimar a patogenicidade da bactéria porque os procedimentos néao
mimetizam necessariamente a via de infeccdo natural, eles dao importantes

indicagdes do potencial patogénico do agente infeccioso.

4.5 CONCLUSOES

A cepa de S. agalactiae isolada de tilapias naturalmente infectadas
reproduziu a doenga em peixes inoculados experimentalmente por via intraperitoneal
com diferentes doses infectantes. Os sinais clinicos e as lesbes macroscopicas

foram similares aos descritas na infecgdo natural.
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5 ARTIGO B — AVALIACAO DA EFICACIA DA VACINA EXPERIMENTAL DE
Streptococcus agalactiae INATIVADO EM TILAPIA DO NILO (Oreochromis

niloticus)

Resumo

A piscicultura é um dos segmentos da producao animal que mais cresce no Brasil.
Entre as diferentes espécies de peixes, a tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) é a
mais cultivada no estado do Parana. O incremento da produgdo ocorreu em
sistemas intensivos de cultivo que podem, dependendo das condi¢gdes de manejo,
predispor os peixes a doencas de origem infecciosa. As pesquisas mostram que
Streptococcus agalactiae € um dos principais agente bacteriano em tilapias
cultivadas em regides de clima quente (temperatura 26 -28°C). O objetivo deste
trabalho foi avaliar a eficacia da vacina inativada de S. agalactiae em tilapias. A
vacina foi preparada com células inativadas por formalina a partir de uma cepa de S.
agalactiae isolada de tilapias naturalmente infectadas. As tilsépias, com peso

aproximado de 20g, foram inoculadas com 0,1 mL (2,0 x 10 UFC/mL) por via
intraperitoneal (i.p.). Um grupo de peixes (Tratamento 1) recebeu uma dose da
vacina e outro (Tratamento 2) duas, com intervalo de 21 dias. O grupo controle foi
inoculado por via i.p. com 0,1 mL de “Tryptic Soy Broth”. Os peixes foram
desafiados, 30 dias apos 6a aplicacdo da vacina, com a cepa homdloga de S.

agalactiae, 0,1 mL (3 x 10 UFC/peixe) por via i.p. € monitorados durante 16 dias.
Houve diferenca estatisticamente significativa (p=0,0045) entre os coeficientes de
mortalidade dos Tratamentos 1 e 2 e a porcentagem da sobrevivéncia relativa (RPS)
foi de 83,6% e de 96,4%, respectivamente. Os peixes vacinados com uma e duas
doses da vacina apresentaram protecao eficaz ao desafio experimental.

Palavras-chave: Estreptococos. Imunoprofilaxia. Peixes cultivados.

EXPERIMENTAL EVALUATION OF THE EFFICACY OF S. agalactiae
INACTIVATED VACCINE FOR NILE TILAPIA (Oreochromis niloticus)

Abstract

Aquaculture is one of the most developing areas in animal production in Brazil. Nile
tilapia (Oreochromis niloticus) now constitutes the most important fish farmed in
Parana state. An improvement in production occurred due to intensive breeding
systems but it may also lead to infectious diseases, depending on handling
conditions. Streptococcus agalactiae has proven to be one of the most important
causes of infection in tilapia farmed in hot climate regions (temperature 26-28°C).
The objective of this work was to evaluate the efficacy of S. agalactiae inactivated
vaccine for Nile tilapia. The vaccine was prepared with cells inactivated by formalin
from a S. agalactiae strain isolated from naturally infected fish. The fish, average
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weight of 20g, were inoculated with 0.1 mL (2.0 x 10 CFU/mL) by intraperitoneal
injection. A group of fish (Treatment 1) received one dose of the vaccine and the
other (Treatment 2) was given two doses 21days apart. The unvaccinated control
was inoculated with 0.1 mL of "Tryptic Soy Broth" by intraperitoneal injection. The fish

were challenged 30 days afteg the vaccination with a homologous strain of S.

agalactiae with 0.1 mL (3.0 x 10 CFU/fish) by intraperitoneal injection and monitored
for 16 days. There was significant difference (p=0.0045) between Treatments 1 and 2
concerning mortality rates and the relative survival percentage (RPS) was of 83.6%
and 96.4%, respectively. The vaccinated fish with one and two doses showed
efficient protection against experimental challenge.

Keywords: Streptococcus. Prophylactic immunization. Reared fish.

5.1 INTRODUCAO

A aquicultura mundial teve um crescimento expressivo nos ultimos
50 anos. No inicio da década de 50 a produgdo era de aproximadamente de um
milh&o de toneladas e em 2004, de 59,4 milhdes. Desse total, 897.276 toneladas
foram de tilapia (Oreochromis spp.). Segundo dados da FAO (2006), o Brasil foi o
sétimo maior produtor em 2004, com 69.078 toneladas. No estado do Parana, a
producéo total nesse ano, foi de 16.558 toneladas, sendo 72% (11.921 toneladas) de
tilapia (PARANA, 2005).

Mundialmente, entre as doencas bacterianas, a septicemia causada
por Streptococcus spp. € o maior problema sanitario em criagéo intensiva de tilapia
(SURESH, 1999). Wu (1970), relatou o primeiro isolamento de Streptococcus spp.
em tilapia e desde entdo este patdogeno tem sido associado a alta mortalidade no
Japao (KITAO et al.,, 1981), em Israel (HUBERT, 1989), na Arabia Saudita (AL-
HARBI, 1994), nos Estados Unidos e na América Central (PLUMB, 1997) e no Brasil
(SALVADOR et al., 2003; 2005; FIGUEIREDO et al., 2006). Entre os estreptococos,
S. iniae foi isolado de 22 espécies de peixes nativos e cultivados, com perdas anuais
estimadas em aproximadamente 100 milhdes de dolares (SHOEMAKER et al.,
2001). Bunch e Bejerano (1997) observaram que as infecgbes por S. iniae foram
predominantes em tilapias cultivadas em baixas temperaturas (15°C a 16°C). Em
regides de clima quente com média de 26°C a 28°C, as infecgbes em tilapias sao
causadas por Streptococcus difficile, posteriormente denominado de Streptococcus
agalactiae (KAWAMURA et al., 2005).
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S. agalactiae causa doenga de carater septicémico em tilapias,
atingindo 6rgaos como encéfalo, rim, intestinos, entre outros. Os sinais clinicos mais
frequentes sdo anorexia, exoftalmia, ascite e natagdo erratica (PLUMB, 1999;
EVANS et al., 2002; SALVADOR et al., 2005).

O aumento da producdo de tilapia tem ocorrido principalmente em
sistemas de cultivo intensivo que se caracterizam por alta taxa de estocagem. O
maior contato entre os peixes, praticas de manejo constantes e inadequadas
associadas a falhas nutricionais podem alterar a qualidade da agua propiciando a
ocorréncia de enfermidades infecciosas (PLUMB, 1997; MARTINS, 1998;
SHOEMAKER et al., 2000). Na tentativa de controlar essas enfermidades, os
produtores tém utilizado, muitas vezes, de forma indiscriminada, antibacterianos e
produtos quimicos, prejudiciais ao meio ambiente e colocando em risco a saude do
consumidor (KLESIUS et al., 2004). Neste sentido a pesquisa sobre a utilizacdo de
vacinas antibacterianas em peixes cultivados foi intensificada nos ultimos 10 anos
(GUDDING et al., 1999; HUISING et al., 2003).

Diferentes tipos de vacinas estreptocdcicas, com ou sem adi¢ao de
extrato de produtos extracelulares ou adjuvantes foram estudadas
experimentalmente (KLESIUS et al., 2004). A maioria das pesquisas refere-se a S.
iniae (ELDAR et al., 1997; KLESIUS et al., 2000; EVANS et al., 2004). Eldar et al.
(1995a) pesquisaram dois tipos de vacinas, uma com células inativadas e a outra
com concentrado de produtos extracelulares de S. difficile. Toranzo et al. (1995),
estudaram uma vacina inativada de células de Enterococcus spp. adicionada de
toxdide. Akhlaghi et al. (1996), avaliaram uma vacina experimental com células
inativadas de Streptococcus spp. com adjuvante incompleto de Freund’s.

Atualmente ja estdo disponiveis em alguns paises da Asia, vacinas
comerciais elaboradas com S. iniae e Lactococcus garviae (AquaVac™ Garvetil™,
AquaVac™ Garvetil™Oral, Schering-Plough Ltd) e de S. iniae (Norvax® Strep Si,
INTERVET). Evans et al. (2004) mostraram que peixes imunizados com vacina de S.
iniae ndo apresentaram imunidade para S. agalactiae.

O objetivo do trabalho foi avaliar a eficacia de uma vacina composta
de células inativadas de S. agalactiae isolado de tilapia do Nilo (Oreochromis

niloticus) naturalmente infectadas.
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5.2 MATERIAIS E METODOS

5.2.1 Peixes

Foram utilizadas 412 tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus),
gentiimente cedidas pela Estacdo de Piscicultura do Departamento de Biologia
Animal e Vegetal, da Universidade Estadual de Londrina. Os peixes com peso médio
de 20g foram mantidos em caixas de fibra de vidro (500L) com volume de 400L de
agua e taxa de renovagao de 3L de agua/minuto. As tilapias foram colocadas nos
aquarios 10 dias antes do inicio do experimento para aclimatagdo. Antes do inicio do
experimento foram necropsiados aleatoriamente trés peixes de cada tratamento,
colhido material de rim cranial e encéfalo para exame bacteriolégico com o objetivo
de verificar se os mesmos eram livres de S. agalactiae. Os peixes foram alimentados
com ragao extrusada (Fish TM 30% de proteina bruta -Cooperativa Integrada,

Londrina, PR) na proporcéo de 3% do peso vivo, duas vezes ao dia.

5.2.2 Controle da Qualidade da Agua

As caixas continham agua de pog¢o semi-artesiano, com fluxo e
aeracao continua e a limpeza realizada diariamente por succido. Durante o
experimento, a média da concentragao de oxigénio dissolvido foi mantida em 3.8+0.5
mg/L, temperatura em 26.0£0.8°C, aménia em 0.05 mg/L e nitritos 0.25mg/L. O
oxigénio dissolvido e a temperatura foram medidos diariamente com equipamento
modelo YSI 55 (Yellow Spring Instrument, Yellow Springs, OH, USA). A amdnia foi
mensurada quinzenalmente pela reagcao de Berthelot (SOLARANZO, 1969) e o
nitrito pela reacédo de Griess (AMINOT; CHAUSSEPIED, 1983).

5.2.3 Vacina

A vacina foi preparada segundo Klesius et al. (1999) e Evans et al.
(2004) com modificagbes. Foi utilizado S. agalactiae (UEL 12) isolado de um surto

de estreptococose em tilapias cultivadas em tanque-rede no norte do estado do
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Parana. O cultivo foi realizado em meio “tryptic soy broth” TSB, (Difco Laboratories,
Sparks, MD) e incubado a 30°C/72h. Para verificar a pureza da cultura, uma aliquota
foi semeada em Agar Columbia (Difco Laboratories, Sparks, MD) adicionado de 5%
de sangue ovino (ACS). Para a inativagdo da cultura em TSB, foi adicionado
formalina tamponada 10% para obtencdo de concentracdo final de 3%, em
temperatura ambiente por 48 h. Uma aliquota da cultura tratada foi semeada em
ACS para confirmar a inativagdo das células. A cultura inativada foi centrifugada a
7000X g / 30 min, a 10°C e o “pellet” diluido em TSB na concentracéao final de 2,0 x
108UFC/mL, previamente padronizado por espectrofotometria (Cintra 5) com
comprimento de onda de 540nm e contagem em placas (UFC/mL) com TSA (Tryptic

Soy Agar -Difco Laboratories, Sparks, MD).

5.2.4 Desafio

Aliquotas de 1 mL da cepa vacinal de S. agalactiae foram mantidas
em nitrogénio liquido, até a sua utilizagdo. A suspensao bacteriana foi realizada a

partir de uma aliquota repicada em 100mL de TSB, cultivada a 30°C/24h. A

concentracao celular de 3,0 x 10 UFC/mL foi obtida a partir de um indculo inicial de

3,0 x 108UFC/mL padronizado por espectrofotometria com comprimento de onda de
540nm e densidade o6ptica (OD) de 0,42 e contagem em placas (UFC/mL) com TSA
(Tryptic Soy Agar -Difco Laboratories, Sparks, MD) e diluido em TSB (Tryptic Soy
Broth -Difco Laboratories, Sparks, MD) na propor¢gdo de 1:10 e confirmada por
contagem em placas com TSA. A pureza do inéculo foi verificada por semeadura em
ACS e as placas incubadas a 30°C durante 48h e observado o crescimento de

colbnias puras de S. agalactiae.

5.2.5 Tratamentos

Para realizacdo do experimento, foram utilizados dois tratamentos

com trés repeticbes cada (Figura 1). No primeiro tratamento os peixes foram

vacinados com 0,1 mL da vacina (2,0 x 108UFC/mL) via intraperitoneal (i.p.) e
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desafiados 30 dias apés com 3,0 x 10 UFC/peixe, i.p. No segundo, as tilapias foram

8
inoculadas via i.p. com duas doses de 0,1mL da vacina (2,0 x 10 UFC/mL), com

intervalo de 21 dias e desafiadas 30 dias apd6s a dose reforco com 3,0 x
6
10 UFC/peixe, i.p. No grupo controle os peixes foram inoculados com 0,1 mL de

TSB estéril, i.p. e desafiados 30 dias apdés com 3,0 x 106UFC/peixe, i.p. Os peixes
foram monitorados diariamente por um periodo de 16 dias e anotados os principais
sinais clinicos e a mortalidade. Os peixes mortos e moribundos foram retirados duas
vezes ao dia. Durante e ao término dos experimentos foram necropsiados 23 peixes,
13 do grupo controle durante o experimento e trés ao término, um do Tratamento 1
durante o experimento e seis, trés de cada tratamento, ao término do experimento.
Foram colhidas amostras de sangue, rim cranial, encéfalo, coragéo, olho, figado e

liquido ascitico para exames bacteriologicos.

5.2.6 Exame Bacterioldgico

As amostras de sangue, liquido visceral e decalque dos 6rgaos
foram submetidas a coloracdo de Gram. Posteriormente, as amostras foram
semeadas em ACS, incubadas a 30°C, em aerofilia, durante 48 horas. Coldnias com
caracteristicas de S. agalactiae, ndo hemoliticas foram submetidas a coloragao de
Gram e identificadas por provas bioquimicas (HOLT, 1994). Para uma
caracterizagcao fenotipica e soroldgica mais precisa, as cepas isoladas foram
analisadas no Api 20 Strep Microtest (BioMerieux, France) e a classificagdo do grupo
de Lancefield realizada pelo Slidex Strepto-kit (BioMerieux, France), seguindo as

recomendagdes de Evans et al. (2002).

5.2.7 Estatistica

Foi utilizado o teste de Qui-quadrado corrigido de Yates, com nivel
de significancia de 5%. O calculo do Risco Relativo (RR) com intervalo de confianga
de 95% foi realizado para verificar a presenca de associagao entre vacina e fator

protetor. Utilizou-se o pacote estatistico Epi6 6,04 (DEAN et al., 1994). A eficacia da
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vacina foi calculada como porcentagem de sobrevivéncia relativa (RPS), segundo
Amend, 1981, conforme a férmula: RPS = 1 — (% mortalidade dos animais vacinados

| % mortalidade dos animais controle) x 100

5.3 RESULTADOS

Os resultados da eficacia das vacinas de S. agalactiae constam na
Tabela 1. Nas tilapias do Tratamento 1, o RR foi de 0,16 e a RPS de 83,6%
(p=0,0001). No Tratamento 2, o RR foi de 0,03 e a RPS de 96,6% (p=0,0001).

O coeficiente de mortalidade do Tratamento 1 foi de 10,74%, (IC
95% = 6,49 — 16,50) e do Tratamento 2 de 2,26% (IC 95% = 0,58 — 6,01). Houve
diferenca estatisticamente significativa (p=0,0045) entre as proporgdes nos dois
tratamenos.

Nas Figuras 2 e 3, constam os dados relativos a mortalidade diaria
dos dois tratamentos e do grupo controle apds desafio. No Tratamento 1, morreram
16 peixes (16/149), dos quais 13 no segundo dia apds o desafio e os demais até o
11° dia. No Tratamento 2, morreram trés tilapias (3/133), entre o segundo e oitavo
dia. No grupo controle morreram 85 peixes (85/130), com dois picos de mortalidade
bem caracterizados, um no segundo dia e outro no sétimo e oitavo dia apos desafio.
As tilapias do grupo controle que morreram no primeiro pico apresentavam anorexia,
alteracao de coloracédo da pele e letargia. A partir do quinto dia, foi observado o
agravamento dos sinais clinicos, com anorexia, ascite, natacao erratica, letargia,
manchas esbranquigadas no corpo e exoftalmia uni e bilateral, sendo observado um
numero mais elevado de mortes no sétimo e oitavo dia.

Nos peixes necropsiados do grupo controle durante e ao final do
experimento foram observadas alteragdes macroscopicas como: liquido amarelado,
serosanguinolento ou esbranquicado na cavidade visceral, aderéncia dos 6rgaos,
estbmago vazio, vesicula biliar repleta, encéfalo e figado amolecidos e
hemorragicos.

Os peixes dos Tratamentos 1 e 2 estavam ativos e se alimentaram
normalmente durante o experimento. As tilapias que morreram nesses tratamentos
nao apresentaram sinais clinicos, exceto um peixe do Tratamento 1 que apresentou

exoftalmia bilateral, letargia e anorexia no 11° dia apds desafio. Nesses tratamentos,
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0s animais comeram as visceras e olhos dos animais mortos. No final do
experimento os peixes necropsiados ndo apresentaram alteragcbes macroscopicas e
nas 12 amostras de material biolégico colhidos de seis peixes ao final do
experimento ndo foi isolado S. agalactiae.

No exame direto dos materiais bioldgicos obtidos de peixes com
alteragdes macroscopicas foi observada a presenca de cocos Gram positivos com
disposicdo em cadeia. Nas 71 amostras colhidas dos peixes do grupo controle,
durante e ao término do experimento, e nas trés amostras de um peixe do
Tratamento 1, submetidas ao exame bacterioldgico foi isolado S. agalactiae com as
mesmas caracteristicas morfoldgicas, tintoriais, bioquimicas e sorolégicas da cepa

utilizada para o desafio.

5.4 DiscussAo

Eldar et al. (1995a), em Israel, pesquisaram quatro vacinas

constituidas de células inativadas (1010UFC/mL), de quatro cepas de S. difficile,
isoladas de peixes com sinais clinicos de estreptococose. Os autores utilizaram
cinco grupos de peixes com 25 cada, peso de 150-180g, sendo um controle e quatro
vacinados com duas doses i.p. com intervalo de 4 semanas e desafiados 3 semanas

apo6s com S. difficile, sendo trés grupos com cepa heteréloga e um com homoéloga. O

in6culo foi de 1,0 x 105UFC/peixe, i.p., previamente reativado por trés inoculagdes
sucessivas em tilapia. Apos periodo de observacao de 75 dias, verificaram que nos
grupos vacinados nao ocorreu mortalidade de peixes, enquanto no grupo controle foi
de 100%. Os autores relataram que houve protegao cruzada frente as quatro cepas
de S difficile. Uma quinta vacina constituida somente de produtos extracelulares
concentrados de S. difficile, aplicada por via intramuscular, duas doses com intervalo
de duas semanas, apresentou mortalidade de 8% e o grupo controle 100%.

Evans et al. (2004), nos EUA, pesquisaram duas vacinas

experimentais elaboradas com S. agalactiae e S. iniae. Estas vacinas continham

9
estreptococos inativados (4,0 x 10 UFC/mL) e concentrado de produtos
exracelulares (ECP) e foram testadas por via i.p e banho de imersdo. Um grupo de

80 tilapias com 30g cada foi vacinado com S. agalactiae por via i.p. e desafiado com
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cepa homodloga, 1,5 x 10 UFC/peixe i.p., 30 dias apds. Os peixes foram monitorados
por 14 dias e a mortalidade dos peixes vacinados foi de 15% e a do controle foi 76%,
correspondendo a RPS de 80%. Os grupos vacinados com S. agalactiae por banho

de imersdo, um grupo com peixes de 5g desafiados por imersdo com cepa
5
homologa (3,6 x 10 UFC/peixe) e outro com peixes de 30g e desafiados por imersao

com cepa homoéloga (1,7 x 106UFC/peixe), apresentaram RPS de 34 e 35%,
respectivamente. O grupo de peixes vacinado com S. iniae por via i.p. e desafiado
com S. agalactiae por via i.p., apresentou 100% de mortalidade, esses dados
sugerem nao existir imunidade cruzada entre S. iniae e S. agalactiae.

Analisando os diferentes experimentos com vacinas estreptocécicas
para peixes, observa-se que varios fatores podem influenciar a eficacia da vacina:
composi¢cao e concentracdo da vacina, via de inoculacdo, idade dos peixes,
temperatura da 4&gua, concentragdo do indculo para o desafio, periodo de
observacao pos-desafio, espécie e cepa de estreptococos, uso de adjuvante e dose
refor¢o, entre outros.

As concentragbes das vacinas estudadas por Eldar et al. (1995a),

9
Evans, et al. (2004) e por Pasnik et al. (2005), variaram de 4,0 x 10 a 1,0 x

10
10 UFC/mL e as concentragdes dos indculos utilizados para o desafio dos peixes

3 6
vacinados e n&o vacinados de 2,6 x 10 a 1,7 x 10 UFC/peixe. A variacido da

mortalidade dos peixes n&o vacinados foi de 45 a 100%. No presente trabalho foi
8
utilizada uma vacina com concentragao de 2,0 x 10 UFC/mL e in6culo para o desafio

de 3,0 x 106UFC/peixe. A mortalidade dos peixes do grupo controle foi de 64,5%
(Tabela 1).

Na literatura existem poucos trabalhos sobre a temperatura da agua,
idade e peso das tilapias correlacionados a imunocompeténcia. Segundo Newman et
al. (1993) a resposta imune nos peixes € temperatura dependente existindo forte
correlagdo entre a temperatura da agua e a intensidade da resposta imune. A idade
€ 0 peso do peixe no momento da imunizacdo sdo também de fundamental
importancia para o desenvolvimento de imunidade eficaz e duradoura. Acredita-se
que a partir dos 21 dias de idade os peixes sejam imunocompetentes (EVANS et al.,

2004). A maioria dos experimentos com vacinas utilizam tilapia com idade superior a
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21 dias e peso variando de 5 a180g (ELDAR et al., 1995a; EVANS et al., 2004).
Evans et al. (2004) realizaram pesquisa com vacina de S. agalactiae aplicada pela
via i.p. em peixes de 5 e 30g e observaram RPS de 25% e 80%, respectivamente.
Neste trabalho foram utilizados peixes com aproximadamente 20g de peso e 45 dias
de idade, vacinados com uma dose por via i.p. apresentando um RPS de 83,6%
(Tabela 1).

Tabelal—-  Eficacia da vacina de células inativadas de Streptococcus
agalactiae aplicada por via intraperitoneal em tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus) em condigbes experimentais,
Londrina, 2006.

Tratamentos Obitos/Total (%) P* RR (IC 95%)® RPS%"
1¢ 16/149 (10,74)  0,0001 0,16 (0,10 -0,27) 83,6
Controle 85/130 (64.5)
2d 3/133 (2,26) 0.0001 0,03 (0,01 -0.11) 96.6

Controle 85/130 (64.5)

* Qui-quadrado corrigido de Yates

*RR — Risco relativo

" Porcentagem relativa de sobrevivéncia

“ Tratamento 1 — peixes vacinados com uma dose de vacina
¢ Tratamento 2 — peixes vacinados com duas doses de vacina

Ha poucos relatos de experimentos com a utilizagdo de duas doses
da vacina estreptocodcica. Eldar et al. (1995a) observaram que 100% dos peixes
vacinados com duas doses sobreviveram ao desafio com S. difficile. No presente
trabalho as tilapias inoculadas com duas doses da vacina apresentaram
sobrevivéncia de 97,7%, e os inoculados com uma dose 89,3%. Apesar da melhor
eficacia da vacinacdo com duas doses, estudos detalhados devem ser efetuados
para avaliar o custo beneficio. Evans et al. (2004) afirmaram que n&o ha
necessidade da aplicagcao da dose reforco.

Os peixes podem ser imunizados por trés vias de aplicagao, via i.p.,
imersao na solucao da vacina e administragdo oral através da racdao. Esses métodos

apresentam vantagens e desvantagens com relagdo ao nivel de protecéo, efeitos
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colaterais, praticidade e custo beneficio. Somente vacinas de administragao injetavel
e por banho de imersdo tém sido desenvolvida para utilizagdo em larga escala
(GUDDING et al., 1999). A injecéo i.p. € o método mais eficaz quando comparado
aos métodos oral e de imersado, as desvantagens incluem estresse para os peixes,
pouca praticidade e custos com a mao de obra. As inje¢des nao sao adequadas
para peixes juvenis, devido a fragilidade e tamanho dos peixes. Em contraste, a
vacinagao por imersao € um método eficaz para uma populacdo de peixes,
principalmente para peixes pequenos, embora seja necessario um grande volume de
vacina e a protegcao geralmente é inferior quando comparada com as vacinas
injetaveis (NAKANISHI; OTOTAKE, 1997).

Evans et al. (2004) observaram que a vacinagdo por via i.p.
apresentou RPS de 70 a 80% e por banho de imersdo 35%. Neste experimento foi
utilizada a via i.p. e os peixes vacinados e desafiados aparentemente nao
apresentaram alteracdes de comportamento em relagéo a via de aplicagao. Evans et
al. (2005) demonstraram que peixes vacinados pela via i.p. com vacina inativada de
S. agalactiae apresentaram baixo nivel de estresse, avaliado através da dosagem de

glicose sanguinea.

5.5 CONCLUSOES

Os resultados mostram a eficacia da vacina de células inativadas de
S. agalactiae para tilapias. A aplicagdo da dose reforgo aumentou significativamente

a protecado quando comparada a utilizagao de uma dose.
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Esquema de
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Vacinagio
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3 43
Total 3 133
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3 43
Total 3 130

Figura 1- Esquema dos tratamentos utilizados para avaliagado da eficacia da vacina com
células inativadas de Streptococcus agalactiae em tilapia do Nilo (Oreochromis
niloticus), Londrina, 2006.
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Figura 2 — Mortalidade diaria de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) vacinadas por
via intraperitoneal com uma dose da vacina inativada de Streptococcus
agalactiae e desafiadas apds 30 dias.
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Figura 3 — Mortalidade diaria de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) vacinadas por
via intraperitoneal com duas doses da vacina inativada de Streptococcus
agalactiae, com intervalo de 21 dias e desafiadas apés 30 dias.
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