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LONGHI, Elaine. Avaliacdo da eficacia de uma vacina autéctone de
Streptococcus agalactiae inativado aplicada por banho de imerséo em tilapia
do Nilo (Oreochromis niloticus). 2010. 48 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia
Animal) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2010.

RESUMO

A aquicultura mundial esta crescendo num ritmo mais rapido que outros setores da
producao de alimentos de origem animal e seu crescimento € proporcionalmente
maior que o da populacdo humana mundial. Mais da metade dessa producéo é
representada por espécies de peixes de agua doce. A aquicultura exerce importante
funcao social contribuindo para a subsisténcia de milhdes de pessoas. O Brasil se
destaca na aquicultura e, em 2004, ocupou a 182 colocacdao em produgao aquicola e
a 122 em valores gerados. O grupo das tilapias aparece como uma das espécies de
maior importancia no cenario mundial, principalmente devido a sua rusticidade,
habitos alimentares e adaptacdo em sistema intensivo. Por outro lado, o cultivo
intensivo pode ser prejudicado pelo manejo inadequado, que predispde doengas
infecciosas como a estreptococose, responsavel por elevados prejuizos para o0s
produtores. Streptococcus iniae e Streptococcus agalactiae sdo as espécies de
estreptococos de maior relevancia para a piscicultura. O desenvolvimento e uso de
vacinas tem sido considerado como alternativa no combate destas doencas. O
objetivo deste trabalho foi avaliar a eficacia de uma vacina autdctone de S.
agalactiae inativado aplicada por banho de imersdo (b.i.) em tildpia do Nilo
(Oreochromis niloticus) e desafiadas com cepa homologa. Foram utilizadas 421
tilapias com peso médio de 38,38 g, distribuidas em dois tratamentos (T1 e T2) e um
grupo controle. No T1, os peixes foram vacinados com uma dose por b.i., com

concentracédo de 5,4 x 10 UFC mL O T2 recebeu duas doses de vacina por b.i.,
com intervalo de 25 dias. O grupo controle recebeu um banho de agua ultrapura. O%

peixes foram desafiados por via intraperitoneal (i.p.), com concentragao de 3,0 x 10

UFC mL de S. agalactiae, 43 dias apds a primeira ou segunda dose da vacina, de
acordo com o tratamento. Os peixes foram monitorados durante 16 dias apds o
desafio. Comparativamente ao grupo controle os resultados obtidos para o T1 foram:
p = 0,0805, RR = 0,79 (IC 95%: 0,61 — 1,01) e RPS = 21%. Para o T2 foram: p =
0,0296, RR = 0,74 (IC 95%: 0,56 — 0,96) e RPS = 26%. A mortalidade apds o desafio
foi de 57 peixes (40,71%) no T1, 51 (38,06%) no T2 e 76 (51,7%) no grupo controle.
Nao houve diferenga significativa entre T1 e T2 e p=0,7445. Este resultado permite
concluir que a vacina testada apresentou baixa eficacia na imunizacio das tilapias.

Palavras-chave: Streptococcus agalactiae. Tilapia do Nilo. Vacina. Banho de
imersao.
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ABSTRACT

Worldwide aquaculture is growing at a faster pace than other sectors in the
production of food of animal origin, and its growth is higher than the human world's
population. More than half of this production is represented by species of freshwater
fish. Aquaculture has an important social function by contributing to the livelihoods of
millions of people. Brazil is becoming increasingly important in aquaculture and in
2004, occupied the 18th in aquaculture production and 12 th place in relation to the
values generated. The group of tilapia appears as one of the most important species
on the world stage, mainly because of its hardiness, eating habits and adaptation in
intensive system. Moreover, the intensive cultivation may be hampered by
inadequate management, which predisposes the emergence of infectious diseases
such as streptococcosis, responsible for high losses for producers. Streptococcus
iniae and Streptococcus agalactiae are the species of streptococci are most relevant
to farming. The development and use of vaccines has been recognized as an
alternative in fighting these diseases. So this study was to evaluate the efficacy of the
inactivated cells of S. agalactiae by immersion bath (bi) in Nile tilapia (Oreochromis
niloticus) and challenge with homologous strain. We used 421 tilapias with an
average weight of 38.38 g, distributed in two treatments (T1 and T2) and a control
group. At T1, the fish were vaccmated with one dose of vaccine for bi, with a

concentration of 5.4 x 10 CFU mL . The T2 received two doses of vaccine per
billion, with an interval of 25 days. The control group received a bath of pure \évater.

The }‘ish were challenged by intraperitoneal (ip) with a concentration of 3.0 x 10 CFU

mL of S. agalactiae 43 days after the first or second dose of vaccine, according to
the treatment. The fish were monitored for 16 days after challenge. Compared with
the control group results were obtained for T1: p = 0.0805, RR = 0.79 (95% CI: 0.61 -
1.01) and RPS = 21%. For T2 were: p = 0.0296, RR = 0.74 (95% CI 0.56 to 0.96) and
RPS = 26%. Mortality after challenge was 57 fish (40.71%) in T1, 51 (38.06%) at T2,
and 76 (51.7%) in the control group. There was no significant difference between T1
and T2, p = 0.7445. This result shows that the vaccine tested had low efficacy in
vaccination of tilapia.

Key words: Streptococcus agalactiae. Nile tilapia. Vaccine. Bath.
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1 INTRODUCAO

1.1 REVISAO DE LITERATURA

1.1.1 Aquicultura Mundial

na produgdo de alimentos de origem animal e em um ritmo maior que o da
populagdo mundial. Em 2006, foram produzidas 143,6 milhdes de toneladas (t), das
quais, 110,4 milhdes destinadas ao consumo humano, com um consumo per capita
de 16,7 kg/ano. Desta producao 51,7(47%) milhdes de t correspondem a aquicultura
marinha e continental. No inicio da década de 1950, a producido nao alcangava um

milhdo de t e quando comparada ao ano de 2006, o crescimento médio anual foi de

A aquicultura vem crescendo mais rapidamente que outros setores

7% (Quadro 1) (FAO, 2009).

Quadro 1 -

Produgdo mundial da captura e aquicultura e sua utilizagdo de 2002 a 2006
(milhdes de toneladas/ano).

2002 2003 | 2004 2005 | 2006
Producgao
Continental
Captura 8,7 9 8,9 9,7 10,1
Aquicultura 24 255 27,8 29,6 31,6
Total Continental 32,7 34.4 36,7 39,3 41,7
Marinha
Captura 845 81,5 85,7 84.5 81,9
Aquicultura 16,4 17,2 18,1 18,9 201
Total Marinha 100,9 98,7 103,8 | 1034 102
Total Captura 93,2 90,5 94,6 942 92
Total Aquicultura 40.4 427 459 485 51,7
Total Pesca Mundial* 133,6 | 1332 | 1405 | 1427 | 1436
Utilizagdo
Consumo humano 100,7 | 1034 | 1045 | 1071 1104
Uso ndo alimenticio 329 29.8 36 356 33,3
Populagéo (bilhdes) 6,3 6,4 6,4 6,5 6,6
Abastecimento de pescado
per capita para consumo
humano (Kg) 16 16,3 16,2 16,4 16,7

*nao estido contabilizadas as plantas aquaticas
Fonte: FAO (2009) — dados trabalhados
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Em 2006, mais da metade da producdo aquicola mundial foi
composta por peixes de agua doce. A produgao alcangou 27,8 milhdes t, com valor
de 29.500 milhdes de US$ (Figura 1 e 2)

peixes outros
marinhos VOLUME animais
3% aquaticos
i 7%
crustaceos

9%
peixes de

moluscos agua doce

27% 54%

Figura 1 — Volume da produgéo aquicola mundial: principais grupos de
espécies em 2006.
Fonte: FAO (2009) — dados trabalhados.

outros VA LO R

animais

aquaticos
17%

peixes de

peixes agua doce

marinhos 37%
8%
crustaceos
23% moluscos
15%
Figura2 -  Valor da produgdo aquicola mundial: principais grupos de

espécies em 2006.
Fonte: FAO (2009) — dados trabalhados.
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Mundialmente, estima-se que, em 2006, 43,5 milhdes de pessoas
trabalharam em tempo integral ou parcial na produgao primaria do pescado, e outras
quatro milhdes, exerceram a atividade ocasionalmente. Acredita-se que para cada
pessoa empregada no setor primario, pelo menos mais quatro atuam no setor
secundario. Assim, cerca de 520 milhdes de individuos dependem deste segmento

de produgdo, o que representa praticamente 8% da populagédo mundial (FAO, 2009).

1.1.2. Producéo Brasileira

A producdo da aquicultura brasileira vem se destacando na
classificagao internacional estabelecida pela Organizagao das Nagdes Unidas para a
Agricultura e Alimentagao (FAO). Em 1994, o Brasil ocupou o 32° lugar em producéao
e 26° em receitas geradas, em 2004, sua posic¢ao foi a 18% em produgao aquicola,
representando 0,5% da produgdo mundial e 122 em relagdo aos valores gerados,
1,4% do total (Figura 3) (OSTRENSKY et al., 2008).

{l}

300000 ¢ o
250,000 -
200.000
160.000
100000 +

£0.000

45

1684 1685 1686 1087 1968 1988 1990 1981 1692 1683 1984 1995 1996 1857 1988 1809 2000 2001 2002 2003 2004

Tongzladas =i Ranking

Figura 3 — Producao e posicao brasileira no ranking da FAO em relagdo a aquicultura
de 1984 a 2004.
Fonte: IBAMA/FAOQO (Fishery statistical databases, 2006), dados trabalhados por Ostrenski et al.
(2008).
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Em 2005 (IBAMA, 2007) a producao total de pescado no Brasil foi de
1.009.073 t. A regido sul produziu 236.586 t, correspondendo a Santa Catarina
151.677 t, Rio Grande do Sul 64.651 t e Parana 20.258 t. Do total produzido no
Brasil a aquicultura continental representou 179.746 t (17,8%). A regido sul produziu
59.204,5 t, contribuindo com a maior fatia da produgcédo nacional (32,9%), o Rio
Grande do Sul produziu 23.314 t, Santa Catarina, 19.133,5 t e Parana, 16.757 t.
Com relagdo a evolugcdo da producdo de pescado no Parana, em 1996 foram
produzidas 12.685 t, ocorrendo anualmente um incremento na produgao, alcangando
26.676 t em 2002. Nos dois anos subsequentes houve uma diminuigdo acentuada

na producado com tendéncia de recuperagao em 2005 (Figura 4).

28.000.00
26.000.00

24.000.00 ’/ \

22.000.00 / \

20.000.00 / \\\__,.—f—-‘
18.000.00

18.000.00

14.000.00 /

12.000.00

10.000.00 T T T T T T T T T
18068 1007 1608 1808 2000 2001 2002 2003 2004 2005

Figura 4 — Evolugao da producao paranaense de pescado de 1996 a 2005.
Fonte: IBAMA (2007) — dados trabalhados.

1.1.3 Producéo

Em 2005, o Brasil produziu 67.850,5 t. de tilapias das quais 12.097 t
no estado do Parana. No Quadro 2, observa-se que tilapias, carpas e tambaquis
foram as espécies mais cultivadas no pais neste ano, correspondendo a 75,85% do
total dos peixes produzidos (IBAMA, 2007).
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Quadro 2 — Principais espécies de peixes cultivadas no Brasil e a respectiva producao no

ano de 2005.

Espécie de peixe Quantidade (t) %
Tilapia 67.850,5 38,0
Carpa 42.490,5 23,8

Tambaqui 25.011,0 14,0
Tambacu 10.874,5 6,1
Pacu 9.044,0 5,1
Piau 4.066,5 2,3
Tambatinga 2.494 5 1,4
Truta 2.351,5 1,3
Qutros 17.058,8 8,0

Total 178.746,5 100,0

Fonte: IBAMA (2007) — dados trabalhados por Figueiredo Jr. e Valente Jr. (2008).

Em 2006, de acordo com dados da FAO (2007), a China produziu
897.276 t, o Brasil com uma producédo de 69.078 t de tilapias, ocupou a sétima
posicdo no cenario mundial, atras da China, Egito, Filipinas, Indonésia, Tailandia e
Taiwan.

As tilapias sdo originarias da Africa do Sul e do Oriente Médio,
tiveram maior expansdo em sua produgcdo no século XX, e atualmente estdo
presentes em cerca de 100 paises (CASTAGNOLLI; CYRINO, 1986;
FITZSIMMNOS, 2000).

Apesar da introdugcao da tilapia em carater experimental no Brasil
ainda na metade do século passado, somente em 1971, foi implementado um
programa oficial de produgdo de alevinos para povoamento dos reservatorios
publicos, principalmente da regido Nordeste. Esta tentativa ndo obteve sucesso
devido aos poucos conhecimentos das técnicas de manejo. O cultivo de tilapias
estabeleceu-se como atividade empresarial a partir da década de 1980, quando
surgiram os primeiros empreendimentos. Estes inicialmente também tiveram suas
atividades limitadas pela escassez de pesquisas, conhecimentos basicos das
técnicas de cultivo, inexisténcia de ragdes adequadas, baixa qualidade dos alevinos,
entre outras. No Parana ocorreu a primeira iniciativa de organizar de forma racional
a atividade, inclusive com a implantacdo de frigorificos especializados em
beneficiamento de tilapia, com destaque para os municipios de Toledo e Assis
Chateaubriand (FIGUEIREDO JR; VALENTE JR, 2008).
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O interesse dos produtores em relagao ao cultivo das tilapias foi
principalmente devido a sua rusticidade e habitos alimentares. Consomem
preferencialmente fitoplancton e zooplancton, mas alimentam-se também de bentos,
detritos, alimentos artificiais e residuos organicos (LEONHARDT et al., 2003).

De acordo com Igarashi (2008), as tilapias apresentam crescimento
rapido e alta taxa de sobrevivéncia em sistemas de cultivo intensivo, permitindo
taxas de densidade de estocagem e produgdo superiores as obtidas no sistema
extensivo. Em contraposi¢ao, Plumb (1997) e Shoemaker et al. (2000) apontaram
que este tipo de criagcao exige a utilizagdo de grandes volumes de ragéo e quando
associado a problemas de manejo, interfere na qualidade da agua levando a
aumento de estresse nos peixes, favorecendo a disseminacdo de doencas,

principalmente de origem bacteriana.

1.1.4 Estreptococose em Peixes

As principais bactérias patogénicas para peixes sdao Aeromonas
hydrophila, Flavobacterium columnare, Edwardisiella tarda, Vibrio wvulnificus,
Streptococcus iniae e Streptococcus agalactiae (ROBERTS; SOMMERVILLE, 1982;
FIGUEIREDO et al., 2008).

Os estreptococos estao entre os principais agentes bacterianos que
acometem o cultivo de peixes no mundo e no Brasil, estando associado a altos
prejuizos para os produtores (SALVADOR et al., 2005; PASNIK et al., 2005; PARK
et al., 2009). A estreptococose em peixes deve ser considerada como um grupo de
doencas similares causada por diferentes géneros e espécies capazes de lesar o
sistema nervoso central. Neste grupo de bactérias incluem-se Lactococcus garvieae,
Lactococccus piscium, S. iniae, S. agalactiae, Streptococcus parauberis e
Vagococcus salmoninarum (TORANZO et al., 2005).

Oficialmente, o primeiro relato de estreptococose em peixes foi feito
por Hoshina et al., (1958) em trutas arco-iris (Oncorhynchus mykiss). Posteriormente
a doenca foi descrita em tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus), e tainha (Liza

klunzingeri) (Day) (EVANS et al., 2002). Dados atuais mostram a ocorréncia da
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estreptococose em mais de 20 espécies de peixes (OLIVARES; FUSTER et al.,
2008).

As espécies de estreptococos de maior relevancia para a producao
de peixes em sistemas de cultivo intensivo sdo: S. iniae (SHOEMAKER et al., 2000),
Streptococcus dysgalactiae (NOMOTO et al., 2004) e S. agalactiae (SUANYK et al.,
2005).

Infeccbes causadas por S. agalactiae em diferentes espécies
animais e no homem, vem sendo relatadas na literatura desde meados da década
de 30 do século passado e nas ultimas décadas, tem sido descrito como emergente
na piscicultura (MAIONE et al., 2005). No Brasil, os primeiros relatos de infecgoes
por Streptococcus spp. e S. agalactiae em tilapias foram descritos por Salvador et al.
(2003) e Figueiredo et al. (2006).

S. agalactiae pertence ao grupo B de Lancefield (EVANS et al.,
2002) e com base na composi¢cao do polissacarideo capsular é classificado em dez
sorotipos (la, Ib e Il a IX) (CHAFFIN et al., 2000; PERSSON et al., 2004; SLOTVED
et al., 2007), sendo os sorotipos la e Ib reportado em peixes (VANDAMME et al.,
1997; GARCIA et al. 2008). S. agalactiae isolados de peixes sao cocos gram-
positivos, catalase e oxidase negativas, CAMP positivo e hidrélise de hipurato
negativa, podendo ser a, 3 ou ndo hemolitico (FIGUEIREDO et al., 2006; GARCIA et
al., 2008).

A estreptococose esta associada a fatores predisponentes que
aumentam a susceptibilidade dos peixes a esta infecgao. Fatores como qualidade da
agua, mudanca brusca de temperatura, alcalinidade, transparéncia, dureza e
densidade de estocagem propiciam o estresse dos animais, tornando — os mais
suscetiveis a doengas. Baixas concentragdes de oxigénio dissolvido, niveis tdxicos
de amoénia e nitrito e pH s&o algumas caracteristicas da agua responsaveis pelo
aumento da mortalidade (MCGEACHIN et al., 1987; BUNCH; BEJERANO, 1997;
SALVADOR et al., 2003; PASNIK et al., 2005).

E importante ressaltar que as caracteristicas fisicas e quimicas da
agua estao relacionadas entre si, sendo que, alteragbes em um parametro
interferem com o outro, podendo acarretar problemas ao fitoplancton, zooplancton e
finalmente nos peixes (CASTAGNOLLI, 1992).

Bunch e Bejerano (1997) observaram que infec¢des causadas por S.

iniae estdo mais associadas as tilapias cultivadas em regides com baixas
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temperaturas (15 a 16°C), enquanto que S. agalactiae acomete animais de regides
com temperaturas mais quentes, variando entre 26 e 28°C.

As infecgcdes por S. agalactiae em tilapias tem como principal
caracteristica a septicemia e meningoencefalite. Os sinais clinicos por S. iniae
podem variar de acordo com o sorovar envolvido, podendo ocorrer na forma de
abscessos multifocais na musculatura dos peixes ou na forma septicémica e
meningoencefalica (AGNEW; BARNES, 2007).

Salvador et al. (2003; 2005), no estado do Parana, identificaram as
principais alteragdes clinicas e macroscopicas causadas por infec¢cao natural de
Streptococcus spp em peixes oriundos de propriedades com sistema intensivo e
observaram que os principais sinais clinicos foram escurecimento da pele, natagao
erratica e circular, letargia, diminuigdo do apetite, deslocamento espinhal, exoftalmia
uni ou bilateral, distensdo abdominal e liquido na cavidade visceral. Neste estudo,
foram isolados Streptococcus spp de diferentes érgaos, em 100% das amostras de
liquido visceral, 70,6% de encéfalos e 29,4% de figado e rim. Os pesquisadores
ainda relataram lesdes de pele e na base das nadadeiras com areas descamadas ou
inflamadas e ulceradas, palidez de branquias com necrose na extremidade, hepato e
esplenomegalia.

Figueiredo et al. (2008) citaram os mesmos sinais de estreptococose
descritos por outros pesquisadores e incluem, além destes, a formacao de multiplos
abscessos na musculatura de peixes infectados, bem como o escurecimento do
tegumento, perda de escamas, excitabilidade e morte.

Inocente Filho et al. (2009) estudaram os sinais clinicos e altera¢des

histologicas de S. agalactiae inoculando experimentalmente tilapias por via i.p.

utilizando in6culo de 0,1 mL de 105 UFC mL_1. Os pesquisadores puderam observar
que os primeiros sinais clinicos surgiram no terceiro dia apds inoculagdo, com
anorexia, desorientagdo e natagao erratica, alguns peixes apresentavam ainda,
exoftalmia e opacidade de cornea. Alteracbes como escurecimento da pele,
esplenomegalia e opacidade epicardial foram encontrados a partir do terceiro dia.
Exames histopatolégicos mostraram que o encéfalo, as meninges do teléncefalo e
cerebelo apresentavam infiltrado de macrofagos e linfocitos, além de, em alguns
casos, hemorragia e leve infiltrado de eosindfilos. Ainda foram observadas lesdes

como epicardites, caracterizadas por inflitrados de macréfagos e linfécitos e infiltrado
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de macrdéfagos no bulbo arterial de alguns peixes. Os olhos apresentavam infiltrado
de macréfagos e eosindfilos tanto no tecido coréide como no periorbital, o que
envolvia o nervo optico e o musculo reto. Os vasos de rim e bago apresentavam-se
congestos.

Pretto — Giordano et al. (2010) estudaram a patogenicidade de S.
agalactiae em infeccao experimental de tilapias e observaram que 44% de
frequéncia acumulada de mortalidade, ocorreu nos dois primeiros dias apoés
inoculagédo e o segundo pico de mortalidade, ocorreu no sexto e sétimo dias apés a
inoculacdo. Os peixes desafiados demonstraram alteragdes de comportamento e
presenca de sinais clinicos como anorexia, letargia, natacédo erratica, exoftalmia e
ascite. Os animais apresentavam ainda, pele hemorragica, espleno e hepatomegalia
e aderéncia visceral.

Para a prevencao e o controle da estreptococose na aquicultura tem-
se associado manejo adequado, alimentagdo balanceada, uso de agentes
antimicrobianos, produtos quimicos e vacinagao (KLESIUS et al, 2004). A utilizag&o
indiscriminada de antibidticos pode causar problemas para o ambiente, selecdo de
cepas resistentes, e ainda, eventual presenca de residuos no produto final, o que
coloca em risco a saude do consumidor (GRISEZ; OLLEVIER, 1995; KLESIUS et al,
2004; SWAIN et al., 2002; SERRANO, 2005).

1.1.5 Vacinagao de Peixes

O primeiro relato sobre imunizagao de peixes € de 1930 (NYBELIN,
1935). Na década de 70 ocorreu a intensificagdo das pesquisas e o incentivo ao
desenvolvimento de métodos de profilaxia (NEWMAN, 1993).

Para a prevencao de doencas bacterianas, as principais vacinas
utilizadas, sao constituidas de células inativadas por formalina. A produgao é
economicamente viavel, permite associar diferentes antigenos e a protecao é
satisfatoria (DUMRONGPHOL et al., 2009).

As principais vias de administracdo de vacina em peixes sao

intraperitoneal (i.p.), banho de imerséao (b.i.) e oral (v.0.). Esses métodos apresentam
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vantagens e desvantagens relacionadas ao nivel de protecdo, efeitos colaterais,
praticidade e custo-beneficio (GOMES et al., 2006).

A administragdo por via i.p. € bastante utilizada em criagdes
intensivas, principalmente em salmonideos, promove resposta imune eficaz e de
longa duragdo, porém tem elevado custo e ndao € recomendada para peixes
pequenos (ELLIS, 1997). Em contraste, a vacinagao por b.i. € mais pratica para
imunizagao de grande quantidade de peixes, principalmente para alevinos, embora
seja necessario maior volume de vacina, com proteg¢ao de curta duracéo e de menor
eficacia quando comparada com as vacinas injetaveis (NAKANISHI; OTOTAKE,
1997).

Os trabalhos referentes as vacinas estreptocécicas estao
direcionados principalmente ao S. iniae, mas devido a importancia que o S.
agalactiae vem assumindo como patdgeno de peixes cultivados, em regides com
temperatura ambiente mais elevada, vacinas para esta doenca estdo sendo
pesquisadas com maior énfase.

Eldar et al. (1995) avaliaram uma vacina constituida de células

10 -1
inativadas de S. difficile, na concentragcado de 1,0 x 10 UFC mL . Tilapias de 150-

180g foram vacinadas com duas doses por via i.p. com intervalo de quatro semanas

5 -1
e desafiadas trés semanas apdés com inéculo de 1,0 x 10 UFC peixe , i.p. Apos 75
dias de observacéo, verificaram que 100% dos peixes do grupo controle morreram e
nos grupos vacinados, n&o ocorreu mortalidade.

Klesius et al. (2000) compararam a via de inoculagao i.p. e i.m de
8
uma vacina de S. iniae com concentracao celular de 4,0 x 10 UFC/peixe, em tilapias

de 18g. Os peixes foram desafiados, com 1,0 x 107 UFC peixe-1 por via i.p., 30 dias
ap6s a imunizagcdo com cepas homologa e heterdloga. A porcentagem de
sobrevivéncia relativa (RPS) nos grupos de animais vacinados via i.p., desafiados
com cepa homdloga, foi de 45,6% e com cepa heterdloga, de 93,7%. Os grupos
vacinados via i.m., um desafiado com cepa homdloga e o outro com heterdloga,
apresentaram RPS de 17,7% e 59,5%, respectivamente.

Nakanishi et al. (2002) testaram uma vacina de S. iniae inativada na
9 -1
concentragédo de 1,0 x 10 UFC mL por b.i. em trutas arco iris (Oncorhynchus

3 -1
mykiss) de 4 a 10g. O inéculo com 2,3 x 10 UFC peixe foi utilizado como desafio



22

nos grupos controle e vacinado, 14 dias ap6s via i.p. a mortalidade foi de 80% nos
dois grupos, demonstrando a ineficacia da via de administracdo utilizada. Ainda,
nesta pesquisa, para melhorar a absorgdo da vacina, os autores associaram micro
lesdes na pele dos peixes ao b.i. e obtiveram 60% de sobrevivéncia no grupo
vacinado.

Nos EUA, Evans et al. (2004) pesquisaram uma vacina elaborada

9 -1
com S. agalactiae inativado (4,0 x 10 UFC mL ) e concentrado de produtos
extracelulares (ECP) aplicada por via i.p. Um grupo de tilapias com peso médio de

5g foi desafiado 46 dias apds a vacinagao e outro com peso médio de 30g, 30 dias

4 -1
apoés, com 1,5 x 10 UFC peixe via i.p. Os peixes foram monitorados por 14 dias e o
RPS obtido foi de 25 e 80%, respectivamente. A mesma vacina foi testada por b.i.,

em grupos de tilapias com 5 e 30g, desafiadas por via i.p. com cepa homdloga na

concentracao de 3,6 x 105 UFC/peixe, 30 dias apés e de 1,7 x 106 UFC peixe-1 , 34
dias apos, respectivamente. Apos 14 dias de observacao, o RPS foi de 34% no
grupo de 5g e 35% no grupo de 30g. Os autores concluiram que a vacina aplicada
via i.p., apresentou boa eficacia em peixes de 30g, enquanto a eficacia da vacina
aplicada por via b.i. pode ser considerada satisfatéria quando utilizada em sistemas

de larvicultura e produgao de juvenis.

Pasnik et al. (2005) testaram a mesma vacina de S. agalactiae
utilizada por Evans et al. (2004) em tilapias com peso de 30g, porém a vacina foi

estocada a 4°C durante um ano, antes da utilizacdo. A vacina e o desafio foram

administrados via i.p. O desafio com 1,0 x 104 UFC peixe_1 foi realizado 31 dias apds
a vacinacao e o RPS foi de 29%, demonstrando que a vacina conservada apresenta
diminuicdo de eficacia, quando comparada a utilizada imediatamente apds o
preparo.

Shoemaker et al. (2006) compararam a eficacia da vacina inativada

e liofilizada de S. iniae na concentracao de 4,0 x 109 células mL-1 administrada por via
i.p. e via oral incorporada a ragao utilizando a tecnologia Oralject™ em tilapias. O
RPS dos peixes vacinados pela via oral foi de 63,1% e do grupo vacinado por via i.p.
de 100%. Apesar da vacina protegida ter apresentado menor eficacia, o método é

menos estressante e possibilita vacinagdo de grandes populagdes de peixes.
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Soltani et al. (2007) avaliaram a eficacia de vacinas de S. iniae,
constituidas de células inativadas, células inativadas mais ECP e células inativadas
mais ECP e adjuvante de Freud em trutas arco-iris de 40+5g. O grupo de peixes
vacinados por via i.p. apresentou RPS de 73,9 a 100%, por b.i. 30,4 a 45,8% e por v.
0. 8,7 a 29%. Nao houve diferenga significativa com relacdo ao tipo de vacina
utilizada.

Pretto — Giordano et al (2009) utilizaram tilapias de 20g para avaliar

a eficacia da vacina de células inativadas de S. agalactiae, com uma e duas doses,
8 -1
com concentragao de 2,0 x 10 UFC mL por via i.p. Os peixes foram desafiados por

via i.p., 30 dias apds, com concentragdo de 3,0 x 106 UFC peixe_1. A eficacia da
vacina foi de 83,6%, no grupo imunizado com uma dose e 96,6% no grupo com duas
doses da vacina. As tilapias inoculadas com duas doses da vacina apresentaram
sobrevivéncia de 97,7%, e os inoculados com uma dose 89,3%. Os autores
concluiram que apesar da melhor eficacia da vacinagao com duas doses, estudos
detalhados devem ser efetuados para avaliar o custo beneficio.

Ra et al. (2009) compararam a eficacia de uma vacina elaborada
com células inativadas e uma vacina recombinante de S. iniae. Os autores
verificaram 100% de mortalidade no grupo controle, 66% no grupo imunizado com
vacina inativada e 54% com a vacina recombinante, apos o desafio com S. iniae.

Na Asia, o laboratério Intervet Schering-Plough comercializa duas
vacinas para estreptococose, uma bivalente contendo S. iniae e Lactococcus
garvieae (AquaVac Garvetil™) e outra monovalente com S. iniae (Norvax® Strep Si).
AquaVac Garvetil™ ¢é prescrita para vacinagao de alevinos por b.i. com uma dose
reforgo, incorporada na ragéo, na fase juvenil. Segundo Conroy (2006) essa vacina
apresenta eficacia de 50%. A vacina Norvax® Strep Si, pode ser administrada por
b.i. ou via i.p., segundo o fabricante, a eficacia quando obedecidas as normas de
conservagao e uso, pode alcancar 68% quando aplicada por imersao e 100% por i.p.

O laboratério espanhol Hipra comercializa vacinas de Lactococcus
garvieae (Ichtiovac-Lg®) para truta arco-iris e S. parauberis (lcthiovac®-str) para
robalos. Para obter eficacia = 75%, o fabricante recomenda a aplicacédo i.p. da
vacina em trutas com peso médio de 20g e em robalos de 30 a 40g. Segundo
Vendrell et al. (2007) a eficacia da vacina Ichtiovac-Lg®, em trutas arco-iris de 35g,

desafiadas com cepa heterdloga, foi de 94%.
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2 OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a eficacia de uma vacina
autéctone de Streptococcus agalactiae inativado aplicada por banho de imersédo em

tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) em condigdes experimentais.
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3 ARTIGO — AVALIACAO DA EFICACIA DE UMA VACINA AUTOCTONE DE
Streptococcus agalactiae INATIVADO APLICADA POR BANHO DE IMERSAO
EM TILAPIA DO NILO (Oreochromis niloticus).

3.1 RESumoO

O crescimento da aquicultura brasileira tem sido maior que a média mundial e esta
entre os setores de maior destaque na producdo animal. Da mesma forma, tem
aumentado a incidéncia de doencas infecciosas na producdo de peixes e a
estreptococose € uma das enfermidades que causam grandes prejuizos. O objetivo
deste trabalho foi testar uma vacina de Streptococcus agalactiae inativado aplicada
por banho de imersao (b.i) e desafio com cepa homodloga. Foram utilizadas 421
tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) com peso médio de 38,38 gramas, distribuidas
em dois tratamentos (T1 e T2) e um grupo controle. No T1, os pelxes foram
vacinados com uma dose da vacina por b.i., com concentragao de 5,4 x 10 UFC mL
1 O T2 recebeu duas doses da mesma vacina por b.i., com intervalo de 25 dias. O
grupo controle recebeu agua ultrapura por b.i. Os pelxes foram desaflados por via
intraperitoneal (i.p.), com concentragdo de 3,0 x 10 UFC mL 43 dias apos a
primeira ou segunda dose da vacina, de acordo com o tratamento. Os peixes dos
tratamentos e controle foram monitorados durante 16 dias apds o desafio.
Comparativamente ao grupo controle os resultados obtidos para o T1 foram: p =
0,0805, RR = 0,79 (IC 95%: 0,61 — 1,01) e RPS = 21%. Para o T2 foram: p = 0,0296,
RR = 0,74 (IC 95%: 0,56 — 0,96) e RPS = 26%. A mortalidade apds o desafio foi de
57 peixes (40,71%) no T1, 51 (38,06%) no T2, e 76 (51,7%) no grupo controle. Nao
houve diferenca significativa entre T1 e T2 e p=0,7445. Este resultado permite
concluir que a vacina testada apresentou baixa eficacia na imunizacao das tilapias.

Palavras chave: Streptococcus agalactiae. Tilapia do Nilo. Vacina. Banho de
imers&o.

EVALUATION OF THE EFFECTIVENESS OF A VACCINE HOMOLOGOUS
Streptococcus agalactiae INACTIVATED APPLICADED BY BATH IN NILE TILAPIA

(Oreochromis niloticus)

3.2 ABSTRACT

The growth of aquaculture in Brazil has been higher than the world average and is
among the most prominent sectors. But likewise, has increased the incidence of
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infectious diseases in the production of fish, streptococcosis is one of the diseases
that cause great damage. This study aimed to test a vaccine administered by
immersion bath (b.i.) against Streptococcus agalactiae and challenge with
homologous strain. We used 421 Nile tilapia (Oreochromis niloticus) with an average
weight of 38.38 grams, divided into two treatments (T1 and T2) and a control group.
At T1, the fish were vaccinated with one dose of vaccine for b.i., with a concentration

8 -1
of 54 x 10 CFU mL . The T2 received two doses of vaccine per b.i., with an interval
of 25 days. The control group received a bath of pure water. The fish were

8 -1
challenged by intraperitoneal (i.p.) with a concentration of 3.0 x 10 CFU mL 43 days
after the first or second dose of vaccine, according to the treatment. The fish were
monitored for 16 days after challenge. Compared with the control group results were
obtained for T1: p = 0.0805, RR = 0.79 (95% CI: 0.61 1.01) and RPS = 21%. For T2
were: p = 0.0296, RR = 0.74 (95% CI 0.56 to 0.96) and RPS = 26%. Mortality after
challenge was 57 fish (40.71%) in T1, 51 (38.06%) at T2, and 76 (51.7%) in the
control group. There was no significant difference between T1 and T2, p = 0.7445.
This result shows that the vaccine tested had low efficacy in vaccination of tilapia.

Key words: Streptococcus agalactiae. Nile tilapia. Vaccine. Immersion bath.

3.3 INTRODUCAO

O crescimento da aquicultura brasileira nos ultimos anos tem sido
acima da meédia mundial, sendo considerado o segmento de maior expansao do
agronegocio (FAO, 2006; OSTRENSKY et al. 2008). Em 2005, o Brasil produziu um
total de 1.009.073 t de pescado. A aquicultura continental representou 17,8% deste
valor com 179.746 t (IBAMA, 2007). Segundo a FAO (2006), em 2005, a regiao Sul
produziu 59.204,5 t de pescado contribuindo com a maior parcela da produgao
nacional, 32,9%. A carpa e a tilapia sao as espécies mais representativas, tendo
suas maiores produgdes concentradas nos estados do Rio Grande do Sul e Parana.
Em 2005 o estado do Parana produziu 20.258 toneladas de pescado sendo 16.757 t
provenientes da aquicultura continental, correspondendo 12.097 t a produgéo de
tilapia.

O grupo das tilapias € um dos mais importantes entre os peixes
cultivados. O sistema de cultivo normalmente utilizado é o intensivo, caracterizado
por alta taxa de estocagem de peixes e, consequentemente, arragcoamento intensivo,

podendo ocorrer diminui¢do da qualidade da agua e estresse nos animais, tornando-
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0s susceptiveis as enfermidades infecciosas (PLUMB, 1997; SHOEMAKER et al.,
2000). As principias espécies de bactérias patogénicas para peixes sdao Aeromonas
hydrophila, Flavobacterium columnare, Edwardisiella tarda, Vibrio wvulnificus,
Streptococcus iniae e Streptococcus agalactiae (ROBERTS; SOMMERVILLE, 1982;
FIGUEIREDO et al., 2008).

Entre as doencas de origem bacteriana que causam maiores
problemas, destaca-se a estreptococose por provocar elevados prejuizos para a
producao de peixes de agua doce e salgada. A doenga tem sido relatada como uma
das principais em diversos paises de destaque na aquicultura, inclusive no Brasil
(SALVADOR et al., 2005; PARK et al., 2009).

Segundo Toranzo et al. (2005) a estreptococose deve ser
considerada como um complexo de doencgas similares causadas por diferentes
géneros e espécies de bactérias (Lactococcus garvieae, Lactococccus piscium, S.
iniae, S. agalactiae, Streptococcus parauberis e Vagococcus salmoninarum)
capazes de lesar o sistema nervoso central. No Brasil, S. agalactiae € a espécie
mais isolada em tilapias e os principais sinais clinicos observados sdo opacidade de
cérnea, exoftalmia uni ou bilateral, natagdo erratica, letargia, ascite e escurecimento
da pele (SALVADOR et al., 2003; 2005; FIGUEIREDO et al., 2006)

As prinicipais medidas utilizadas no controle das estreptococoses
estdo relacionadas com manejo, alimentacao, utilizagdo de antibidticos e produtos
quimicos. Porém o uso indiscriminado de antibiéticos e produtos quimicos pode
causar poluicdo e degradagcdo do meio ambiente, além de selecdo de cepas
resistentes e risco a saude do consumidor (GRISEZ; OLLEVIER, 1995; KLESIUS et
al., 2004; SWAIN et al., 2002; SERRANO, 2005).

O desenvolvimento de novas vacinas e esquemas de vacinagao tem
auxiliado o controle de algumas doencgas infecciosas na aquicultura (HASTEIN et al.,
2005). Devido aos beneficios econdémicos, as vacinas de células inativadas por
formalina sdo amplamente usadas para a protegcao dos peixes frente a diferentes
doencgas bacterianas (DUMRONGPHOL et al.,, 2009). Os peixes podem ser
imunizados pelas vias intraperitoneal (i.p.), oral (v.0.) e por banho de imersao (b.i.).
Esses métodos apresentam vantagens e desvantagens relacionadas ao nivel de
protecao, efeitos colaterais, praticidade e custo-beneficio (GOMES et al., 2006).

As vacinas estreptococicas aplicadas por via i.p. apresentam

melhores resultados na protecao de tilapias, mas tem como desvantagem o estresse
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causado aos peixes, a pouca praticidade e os custos com mao de obra. Por outro
lado, o b.i. € menos eficaz, mas tem como vantagem o baixo custo e a praticidade,
podendo ser utilizado em peixes de menor porte e em grande quantidade
(NAKANISHI et al., 2002; EVANS et al., 2004b; PRETTO-GIORDANO et al., 2009).
O objetivo deste trabalho foi avaliar a eficacia de uma vacina autoctone de S.
agalactiae inativado aplicada por b.i. em tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) em

condigbes experimentais.

3.4 MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi registrado e aprovado no Comité de Etica em

Experimentacdo Animal, sob o numero 57/08 (Anexo 1).

3.4.1 Peixes

Foram utilizadas 421 tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus), com
peso médio de 38,38g. O experimento foi conduzido na Estagédo de Piscicultura do
Departamento de Biologia Animal e Vegetal da Universidade Estadual de Londrina,
em Londrina, Parana.

As tilapias foram distribuidas em caixas de fibra de vidro com
capacidade de 500L (Quadro 1), 10 dias antes do inicio do experimento, para
aclimatacéo. O arragcoamento foi realizado duas vezes ao dia na propor¢ao de 1,5%
do peso vivo, com racido extrusada, com pelets de 2 mm, e 35% de proteina bruta
(FISH 35%, Extrusada, Cooperativa Integrada®). Antes do inicio do experimento
foram necropsiados aleatoriamente nove peixes, colhido material de rim cranial,
encéfalo e figado para exame bacteriolégico. As amostras colhidas foram negativas

para S. agalactiae e/ou outros agentes bacterianos.
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3.4.2 Controle da Qualidade da Agua

As caixas continham 400L de agua de pogo semi-artesiano, com
fluxo de 3L de agua/minuto, aeragdo continua e limpeza realizada diariamente por
sucgao.

A temperatura e o oxigénio dissolvido foram mensurados
diariamente com oximetro YSI 55 (Yellow Spring Instrument, Yellow Springs, OH,
USA). A temperatura foi mantida com média de 23,5°C (19, 3 — 25,1) e o oxigénio
dissolvido com média de 4,61 mg/L (1,17 — 6,64).

Os niveis limnologicos de amdnia foram mensurados semanalmente,
pela reacdo de Berthelot (SOLARANZO, 1969) e nitrito pela reacdo de Griess
(AMINOT;CHAUSSEPIED, 1983). A concentragao média de aménia foi de 0,22 mg/L
(0,11 - 0,86) e a de nitrito de 0,029 mg/L (0 — 0,66).

3.4.3 Vacina

A vacina foi preparada segundo Pretto — Giordano et al. (2009). Foi
utilizado S. agalactiae isolado de um surto de estreptococose em tilapias cultivadas
em tanque-rede no norte do estado do Parana.

O cultivo da cepa vacinal foi realizado em meio Tryptic Soy Broth
(TSB) (Difco Laboratories, Sparks, MD) e incubado a 30+1°C/72h. Uma aliquota foi
utilizada para determinar a concentragao bacteriana por espectrofotometria (Modelo

Cintra 5), comprimento de onda de 540nm, densidade o6ptica (OD) de 0,7860, e
-1
contagem em placas (UFC mL ) com Tryptic Soy Agar (TSA) (Difco Laboratories,

Sparks, MD). A pureza da cultura foi confirmada por semeadura em Agar Columbia
(Difco Laboratories, Sparks, MD) adicionado de 5% de sangue ovino (ACS). A
cultura em TSB foi inativada por adigdo de formalina tamponada a 10%,
concentracado final de 3%, em temperatura ambiente por 48 h. Uma aliquota da

cultura tratada foi semeada em ACS para confirmar a inativagéo das células.
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A cultura inativada foi centrifugada a 7000 x g por 30 min, a 10°C e o
pelet mantido sob refrigeracdo até o momento do uso. Para a vacinagao, 10 mL do
pelet foram diluidos em 990 mL de salina estéril a 0,85% e posteriormente em 9000

mL de agua ultrapura, totalizando 10.000 mL, correspondendo a uma concentragao

final de 5,4 x 10 UFC mL .

3.4.4 Desafio

O desafio foi realizado com a mesma cepa utilizada na producéo da
vacina. .S.agalactiae foi cultivado em 100 mL de TSB a 30+1°C/24 h e a

8 -1
concentracao celular de 3,0 x 10 UFC mL , de acordo com Pretto-Giordano et al

(2009). O inéculo foi padronizado por espectrofotometria com comprimento de onda

-1
de 540nm, OD de 0,7846 e contagem em placas (UFC mL ) com TSA. A pureza do

inoculo foi verificada por semeadura em placas de ACS, incubadas a 30+1°C/48 h.

3.4.5 Delineamento experimental

Foram utilizados dois tratamentos e um grupo controle com trés
repeticbes cada (Quadro 1). No tratamento 1 (T1), 140 peixes foram vacinados com
uma dose da vacina, administrada por b.i. No tratamento 2 (T2), 134 peixes foram
vacinados com duas doses de vacina por b.i. com intervalo de 25 dias. No grupo

controle, 147 peixes foram submetidos a b.i. em agua ultrapura.
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. Esquema de Desafio 3,0 x 10°  Periodo de
Tratamentos Repeticdes N* de Vacinagdo UFC mL™ observacéo
petic tildpias 5,4 x 10° UFC mL"’ ¢
Dia 0 Dia 25 Dia 78
1 47 i
12 dose Desafio .
T 2 47 bi. 0.1mLip 16 dias
3 46
Total 3 140
1 45 12 dose 2% dose Desafio
T2 > 45 b.i. b.i. 0.AmLip 16 dias
3 44
Total 3 134
1 49 Agua .
Desafio .
Controle 2 49 ultrsﬁ)ura 0imLip 16 dias
3 49 o
Total 3 147

Quadro 1 — Delineamento experimental da avaliacdo da eficAcia de uma vacina de
Streptococcus agalactiae inativado aplicada por banho de imersao (b.i) em
tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) e desafiadas por via intraperitoneal
(i.p.), em Londrina — PR, 2009.

Para a vacinagdo e banho de agua ultrapura, os peixes de cada
tratamento foram divididos em grupos de 25 peixes, e cada grupo foi imerso por 20
minutos em 10.000 mL da solugdo de vacina ou agua ultrapura, com aeragao
constante e, em seguida, recolocados nas caixas de origem (EVANS et al., 2004b).

Os peixes do T1, T2 e controle foram desafiados com 0,1mL de

inoculo de S. agalactiae, com concentragao de 3,0 x 108 UFC mL_1 por i.p. (PRETTO -
GIORDANO et al., 2009), 43 dias apds a aplicagéo da vacina (Quadro 1).

Os peixes foram monitorados durante 16 dias apdés o desafio e
diariamente eram retirados os mortos e moribundos. Dos 184 mortos dos dois
tratamentos e grupo controle, 23 peixes foram submetidos a exame macroscopico e
bacteriologico. Amostras de encéfalo, rim, figado, coragéo, liquido visceral e olhos
foram semeadas em ACS, incubadas a 30+1°C/48 h. Foi observada a morfologia
das colbnias e auséncia de hemdlise e quando consideradas tipicas foram
submetidas a Coloragcédo de Gram, prova da catalase e esculina. Para a identificagao
bioquimica foi utilizado o Api 20 Strep (BioMérieux, France) e para a classificagdo no
grupo de Lancefield o Slidex Strepto Kit (BioMerieux, Franga) (EVANS et al., 2002).
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3.4.6.Estatistica

Para verificar a significancia estatistica entre os grupos vacinados e
controle, utilizou-se 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 forca de associacado entre a exposi¢ao a vacina e
o seu efeito protetor. Para os calculos citados utilizou-se o pacote estatistico Epi6
6,04 (DEAN et al., 1994). A eficacia da vacina foi calculada como porcentagem de
sobrevivéncia relativa (RPS), segundo Amend (1981): RPS = 1 — (% mortalidade dos

animais vacinados/% mortalidade dos animais controle) x 100.

3.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A mortalidade de peixes no T1 foi de 57 (40,71%), no T2, 51
(38,06%) e no grupo controle, 76 (51,7%). Comparativamente ao grupo controle, os
peixes do T1, imunizados com uma dose da vacina, e no T2, imunizados com duas
doses, apresentaram os seguintes valores: p=0,0805, RR=0,79 (IC 95%: 0,61 —
1,01) e RPS=21,0% no T1, e p=0,0296, RR=0,74 (IC 95%: 0,56 — 0,96) e
RPS=26,0%. N&o houve diferenga significativa entre T1 e T2 (p = 0,7445) (Tabela
1).
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Tabelal—-  Eficacia de uma vacina de Streptococcus agalactiae
inativado aplicada por banho de imersédo em tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus) em condi¢gdes experimentais,
Londrina, 2009.

Tratamentos Obitos/Total (%) p* (= 0,05) RR (IC 95%)® RPS%"
T1° 57/140 (40,7) 0,0805 0,79 (0,61 - 1,01) 21
Controle 76/147 (51,7)
T2¢ 51/134 (38,06) 0,0296 0,74 (0,56 — 0,96) 26
Controle 76/147 (51,7)
T2¢ 51/134 (38,06) 0,7445 0,93 (0,70-1,25)
T1° 57/140 (40,7)

* Qui-quadrado corrigido de Yates

2 RR — Risco relativo

® Porcentagem relativa de sobrevivencia
°T1 — peixes vacinados com uma dose

4 T2 — peixes vacinados com duas doses

Poucos trabalhos foram realizados com vacinas estreptocécicas
aplicadas por b.i. e a maioria dos resultados se assemelha aos desta pesquisa. A
baixa eficacia da vacina administrada por b.i., quando comparada a outros métodos
de inoculagdo também foi observada por outros pesquisadores.

Nakanishi et al. (2002) testaram uma vacina de S. iniae inativada na

9 -1
concentragédo de 1,0 x 10 UFC mL por b.i. em trutas arco-iris (Oncorhynchus

mykiss) de 4 a 10g. Os grupos, controle e vacinado, foram desafiados 14 dias apos

com dose de 2,3 x 103 UFC peixe-1 por via i.p. A mortalidade foi de 80% nos dois
grupos, demonstrando a ineficacia da via de administracdo da vacina. Os autores,
com a mesma vacina e desafio, imunizaram um grupo de peixes por método que
associou micro lesdes na pele a b.i. para aumentar a absor¢cdao da vacina, e

obtiveram taxa de mortalidade de 40%, melhorando a eficacia.
9
Evans et al. (2004a) pesquisaram uma vacina com 4,0 x 10 UFC

-1
mL de células inativadas de S. agalactiae e concentrado de produtos extracelulares

administrada por b.i.. No experimento foram vacinados dois grupos de tilapias, um
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com peixes de 5g e outro com 30g. Os peixes foram desafiados por via i.p. com

cepa homdloga na concentragéo de 3,6 x 105 UFC/peixe, 30 dias apds imunizagao e
na concentracido de 1,7 x 106UFC/peixe, 34 dias apos, respectivamente. O RPS foi
de 34% no grupo de 5g e 35% no grupo de 30g. Os autores concluiram que a via por
b.i., apesar do baixo RPS, pode ser considerada satisfatéria quando utilizada em
larvicultura e em sistemas de producédo de juvenis.

Vacina inativada elaborada com S. iniae e Lactococcus garvieae &
comercializada na Asia (AquaVac Garvetil™, SCHERING-PLOUGH). Segundo

dados do laboratorio responsavel, a vacinagao de alevinos por b.i. com uma dose

reforgo, incorporada na ragdo (Aquavac GarvetilTM Oral), e administrada na fase
juvenil apresenta uma eficacia de 50% contra as bactérias utilizadas na elaboragao
da vacina (CONROQY, 2006). A vacina inativada de S. iniae (Norvax® Strep Si,
INTERVET) administrada por b.i. ou via i.p., segundo o fabricante, quando
obedecidas as normas de conservagao e uso, pode alcancar eficacia de 68% e
100%, respectivamente.

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

liofilizada de S. iniae na concentracédo de 4,0 x 109 células mL_1 administrada por via
i.p. e v.0. incorporada a ragao utilizando a tecnologia Oralject™ em tilapias. O RPS
dos peixes vacinados pela v.o. foi de 63,1% e do grupo vacinado por via i.p. de
100%. Apesar da vacina protegida ter apresentado menor eficacia o método é
menos estressante e possibilita vacinagdo de grandes populagdes de peixes.

Outras pesquisas com vacinas inativadas de estreptococos também

mostraram que a administragdo por via i.p. apresentou melhor eficacia. Eldar et al.

(1995) em lIsrael, pesquisaram vacinas constituidas de células inativadas (1010 UFC

-1
mL ), de diferentes cepas de S. difficile. Os autores utilizaram tilapias de 150-180g,

vacinadas com duas doses i.p. com intervalo de quatro semanas e desafiados trés

semanas apos com inoculo de 1,0 x 105 UFC peixe_1 , via i.p. Apos 75 dias de
observacgao verificaram que 100% dos peixes do grupo controle morreram e nos
grupos vacinados nao ocorreu mortalidade.

Evans et al. (2004b) pesquisaram uma vacina experimental
elaborada com S.agalactiae inativado e concentrado de produtos extracelulares por

via i.p. em tilapias de 5 e 30 g. Os peixes desafiados por via i.p. com cepa homodloga
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de Streptococcus agalactiae, 46 e 30 dias apos, apresentaram RPS de 25 e 80%,
respectivamente.

Pretto — Giordano et al. (2009) no Brasil, testaram em condi¢des
experimentais semelhantes as utilizadas nesse estudo, uma vacina inativada de
S.agalactiae por via i.p. com uma e duas doses em tilapias com 20 gramas de peso.
Os peixes foram desafiados 30 dias apds por via i.p. e o RPS foi de 83,6 e 96,4%,
respectivamente.

Neste trabalho, o inicio da mortalidade dos peixes, T1, T2 e grupo
controle, foi observado a partir do segundo dia apdés o desafio com pico entre o
oitavo e décimo dia. Inicialmente os peixes apresentaram letargia e diminuigdo de
apetite evoluindo para exoftalmia uni e bilateral e posteriormente natagao erratica,
opacidade de cornea, distensao visceral e alteracdo da coloracédo de pele. A Unica
diferenca observada foi que os peixes dos T1 e T2, ao contrario dos do grupo
controle, recuperaram gradativamente o apetite a partir do 11° dia apés o desafio.

A cepa utilizada nesta pesquisa, apesar de trés passagens prévias
em tilapias para reativacao, apresentou taxa de mortalidade atipica, entretanto, os
sinais clinicos observados foram semelhantes aos descritos na literatura.

Os principais sinais clinicos observados em tilapias com infeccao
natural ou experimental por Streptococcus spp sao tipicos de septicemia e
meningoencefalite. Os sinais mais frequentes sdo: comportamento anormal, natagao
erratica, letargia, exoftalmia uni ou bilateral, opacidade de cérnea, anorexia, ascite e
escurecimento da pele (PLUMB, 1997; PLUMB, 1999; EVANS et al.,, 2002). No
Brasil, Salvador et al. (2005), Figueiredo et al. (2006), Pretto-Giordano et al. (2009),
também relataram sinais semelhantes em tilapias com infeccdo natural ou
experimental.

Evans et al. (2002) inocularam S. agalactiae isolados de peixes de
7
diferentes regides naturalmente infectados, em tilapias na concentragéo de 1,0 x 10

-1
UFC peixe , via i.p. e observaram mortalidade variando de 60% a 100%, em um
periodo de sete dias apds a inoculacgao.

Evans et al. (2004a) verificaram morbidade e mortalidade de 40 e

50% em tilapias, nas primeiras 24 horas apos inoculag&o, por via i.p. de S.

6 2 -1
agalactiae nas concentracdes de 4,5 x 10 e 5,5 x 10 UFC peixe , respectivamente.
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Pretto-Giordano et al. (2010) avaliaram experimentalmente a

patogenicidade de S. agalactiae isolados de infec¢gdes naturais em tilapias por

inoculacédo i.p, em concentragdes que variaram de 1,0 x 106 a5 x108 UFC peixe_1 e
observaram dois picos de mortalidade, um entre o primeiro e segundo dia apos a
inoculacdo, e outro entre o sexto e o sétimo dia. As taxas de mortalidade acumulada
variaram de 67,5 a 90%, dependendo da concentracado do desafio.

Mian et al. (2009) avaliaram a DLso de cinco cepas de S. agalactiae,
isoladas de tilapia do Nilo em diversos estados brasileiros e observaram taxas de
mortalidade de 90 a 100%, com apresentagdao dos primeiros sinais clinicos 24 h
apos a infeccdo, e a maior mortalidade com 72 h. Os autores afirmaram que as
cepas de S.agalactiae mostraram ser extremamente virulentas para tilapias,
necessitando de mais estudos sobre os fatores de viruléncia e interacdo agente,
hospedeiro e ambiente.

Segundo Chang e Plumb (1996) a intensidade das lesbes e sinais
clinicos em tilapia depende de fatores relacionados a cepa de S. agalactiae, dose
infectante, qualidade da agua, temperatura, biomassa e manejo.

Os peixes moribundos ou mortos submetidos a necropsia
apresentaram como principais lesbes macroscopicas: pele esbranquicada,
exoftalmia, opacidade de coérnea, presenca de liquido amarelado na cavidade
visceral, encéfalo hemorragico, hepatomegalia, esplenomegalia, coragdo com
pontos de fibrose e rim palido. Estas lesdes sdo compativeis com as infeccdes
causadas por estreptococos em peixes e sdao semelhantes as descritas por varios
pesquisadores (SALVADOR et al,, 2003; PRETTO-GIORDANO et al.,, 2009;
INOCENTE FILHO et al., 2009; HERNANDEZ et al., 2009).

No exame direto e cultivo das amostras de sangue, olho, liquido
visceral, figado, baco, rim e encéfalo com alteragées macroscopicas, foi observado a
presenca de cocos gram positivos dispostos em pequenas cadeias. Nas 48/52
amostras biolégicas foram isoladas colénias pequenas, ndo hemoliticas, cocos gram
positivos, pertencentes ao grupo B de Lancefield e caracteristicas fenotipicas
correspondentes as descritas para S. agalactiae isolados de tilapias (SALVADOR et
al., 2005; MIAN et al., 2009). Estas caracteristicas foram idénticas as da cepa

utilizada para a elaboragao da vacina e desafio.
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3.6 CONCLUSAO

Nas condicdes deste experimento, os resultados mostraram que a
vacina de Streptococcus agalactiae inativado aplicada por banho de imersdo em
tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) apresentou baixa eficacia.

A vacinagcdo com duas doses n&o alterou significativamente a
eficacia da vacina.

A cepa de Streptococcus agalactiae utilizada neste trabalho
apresentou caracteristicas de viruléncia e picos de mortalidade atipicos.

Os sinais clinicos e lesbes macroscopicas foram semelhantes as

descritas na literatura.
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ANEXO A — APROVACAO E REGISTO NO COMITE DE ETICA EM
EXPERIMENTACAO ANIMAL

Universidade GOVERNO 10

=I= [siadual de Londrina PARANA
COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTATUAO ANIMAL

T COPIA

OF, CIRC. CELEA N° 94/2008 Londrina, 16 de outubro de 2008
Prezado Pesquisador

O CEEA/UEL, reunido aos 14 de outubro do ano corrente, avaliou o projeto
de pesquisa intitulado "Avaliagio experimenial da eficicia da bacterina de
Streptococcus agalactiae em Tilipia do Nilo (Oreochromis niloticusy administrada por
banho de imersfio', regisirado no CEEA sob o n° 57/08, Disserlagiio do Programa de Pos-
graduagdo em Ciéncia Animal, desenvolvido sob sua responsabilidade ¢ orientagéo,
julgando-o aprovade para execug@o por entender que os principios ¢licos postulados pelo
Colégio Brasileiro de Ixperimentagdo Animal cstdo respeitados.

Serdo utilizadas 360 Tilapias, machos, procedentes da Estagiio de Psicultura
da UEL. O projeto estd previsto para ser exccutado entre outubro de 2008 ¢ feverciro de
2010.

Cumpre orientar que caso sc prelendam quaisquer alleragdes no protocolo
experimental aprovado, deve-se submeier o novo protocolo a apreciagio do CEEA/UEL
anteriormente a execugo das modificagdes.

Sem mais para o momenlo, subscrevo-me.

Cordialmente,

‘1\- 1@% -

Prof. D(’. Juli Augustb Naylor Lisba
Coordenador do CEEA/ULEL

| lmo, Sr.

| Prof. Dr. Ernst Eckehardt Miiller
Coordenador e Orientador do Projeto
Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva
Centro de Ciéncias Agririas

Compes Universitirin: Ridovia Celso Garcia Cid (PR 445), Km 380 - Fone (430 13714000 . PABX - Fax 13224110 - Crixa Potall 6001 - 1P 86051 900 - Internet Wity #hww s el b
LONDRINA - PARANA - BRASIL

Forn, Célign 11764 Frrmatn Ad 13008297

48



