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Figura 1. Diagrama do desenho experimental. 28 dias apds vacinag¢ao os grupos G3,
G4, G5 e G6, foram desafiados com S. agalactiae e monitorados por 21 dias. Trés
repeticbes foram adicionadas nos grupos G2, G4, G5 e G6 para a determinagédo das

proteinas séricas totais e anticorpos IgM anti-Streptococcus agalactiae.

Figura 2. Taxa de sobrevida de grupos de peixes vacinados e ndo vacinados apds o
desafio com S. agalactiae. G1: controle naive, ndo vacinados nem desafiados; G2:
controle, ndo vacinados (injetados com PBS estéril) nem desafiados (injetados com PBS
estéril); G3: controle, ndo vacinados (injetados com PBS estéril) e desafiados; G4:
vacinados com bactéria total inativada com peroxido de hidrogénio e desafiados; Gb5:
vacinados com bactéria total inativada com formaldeido e desafiados; G6: vacinados
com bactéria total inativada por lise celular mediante pH e posteriormente com
formaldeido e desafiados. Letras minldsculas diferentes indicam diferenca significativa

entre grupos (P<0.05).

Figura 3. Deteccdo de anticorpos IgM anti-Streptococcus agalactiae em tilapias
vacinadas com trés metodologias de inativacéo (N=5). As barras verticais representam
o erro padrdo da média. Letras minusculas diferentes indicam diferenga significativa
entre tempos (1, 2 ,4 e 6 semanas) no mesmo grupo (P<0.05). G3: controle, ndo
vacinados (injetados com PBS estéril); G4: vacinados com bactéria total inativada com
peroxido de hidrogénio; G5: vacinados com bactéria total inativada com formaldeido;
G6: vacinados com bactéria total inativada por lise celular mediante pH e posteriormente

com formaldeido.

Figure 4. Valores médios de proteinas totais do soro em tilapias-do-nilo vacinadas
contra S. agalactie com trés metodologias de inativacdo. Letras minasculas diferentes
indicam diferenca significativa entre tempos (1, 2 ,3, 4, 5 e 6 semanas) no mesmo grupo
(P<0.05). Os resultados foram expressos em forma de média + desvio padrdo. G3:
controle, ndo vacinados (injetados com PBS estéril); G4: vacinados com bactéria total
inativada com peroxido de hidrogénio; G5: vacinados com bactéria total inativada com
formaldeido; G6: vacinados com bactéria total inativada por lise celular mediante pH e

posteriormente com formaldeido.



Figure 5. Andlise morfoldgica de suspensfes de S. agalactiae mediante microscopia
eletrbnica de varredoura. (A) Bactéria viva. Barra de escala = 1p (B) Bactéria inativada
por formaldeido. Barra de escala = 200nm (C) Bactéria inativada por peréxido de
hidrogénio. Barra de escala = 1p (D) Bactéria inativada por manipulacdo de pH. Barra

de escala = 1u
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Figura 1. Diagrama do desenho experimental. 28 dias apds vacinagdo os grupos G3,
G4, G5, G6, G7 e G8 foram com desafiados com S. agalactiae e monitorados por 21
dias. Duas repeticbes foram adicionadas nos grupos G2, G4, G5; G6, G7 e G8 para a
determinacdo do hemograma, atividade respiratoria dos leucdcitos, proteinas séricas

totais, albumina e globulina no soro e anticorpos IgM anti-Streptococcus agalactiae.

Figura 2. Taxa de sobrevida (Kaplan-Meier) de tilapias-do-nilo apds 21 dias do desafio
com S. agalactiae. G1: controle naive, ndo vacinados nem desafiados; G2: controle, ndo
vacinados (injetados com PBS estéril) nem desafiados (injetados com PBS estéril); G3:
controle ndo vacinados (injetados com PBS estéril) e desafiados; G4: controle nao
vacinados (injetados com hidroxido de aluminio em combinagdo com PBS estéril) e
desafiados; G5: controle ndo vacinados (injetados com adjuvante incompleto de Freund
em combinacdo com PBS estéril) e desafiados; G6: vacinados com bactéria total
inativada com peréxido de hidrogénio e desafiados; G7: vacinados em combinagdo com
hidréxido de aluminio e desafiados e G8: vacinados em combinacdo com adjuvante
incompleto de Freund e desafiados. Letras minUsculas diferentes indicam diferenca

significativa entre grupos (P<0.05).

Figura 3. Detecc¢éo de anticorpos IgM anti-Streptococcus agalactiae em tilapias-do-nilo
vacinadas com e sem adjuvantes (N=5). As barras verticais representam o erro padrao
da média. Letras mailsculas diferentes indicam diferenca significativa entre grupos no
mesmo tempo e letras minasculas diferentes indicam diferenga significativa entre
tempos (2 e 4 semanas) no mesmo grupo (P<0.05). G3: controle ndo vacinados
(injetados com PBS estéril); G4: controle ndo vacinados (injetados com hidroxido de
aluminio em combinagédo com PBS estéril); G5: controle ndo vacinados (injetados com
AIF em combinacdo com PBS estéril); G6: vacinados com bactéria total inativada com
peroxido de hidrogénio; G7: vacinados em combinacdo com hidréxido de aluminio e G8:

vacinados em combinagdo com AlF.



Figura 4. Série branca (média + erro padrédo) de tilapia-do-nilo duas semanas e quatro
semanas apo0s vacinacdo contra S. agalactiae. Letras mailsculas diferentes indicam
diferenca significativa entre grupos no mesmo tempo e letras minusculas diferentes
indicam diferenca significativa entre tempos no mesmo grupo (P<0.05). A. Leucécitos e
trombacitos. B. Linfocitos, mondcitos e granuldcitos (neutréfilos, células granulociticas
especiais, basofilos e eosindfilos). G3: controle ndo vacinados (injetados com PBS
estéril); G4: controle ndo vacinados (injetados com hidroxido de aluminio em
combinacdo com PBS estéril); G5: controle ndo vacinados (injetados com AIF em
combinacdo com PBS estéril); G6: vacinados com bactéria total inativada com peréxido
de hidrogénio; G7: vacinados em combinacdo com hidréxido de aluminio e G8:

vacinados em combinacdo com AlF.

Figura 5. Atividade respiratoria dos leucécitos sanguineos apos vacinacao. As barras
verticais representam o erro padrao da média. Letras mailsculas diferentes indicam
diferenca significativa entre grupos no mesmo tempo e letras mindsculas diferentes
indicam diferenca significativa entre tempos (2 e 4 semanas) no mesmo grupo (P<0.05).
G3: controle ndo vacinados (injetados com PBS estéril); G4: controle ndo vacinados
(injetados com hidroxido de aluminio em combinagao com PBS estéril); G5: controle ndo
vacinados (injetados com AIF em combinagdo com PBS estéril); G6: vacinados com
bactéria total inativada com peréxido de hidrogénio; G7: vacinados em combinacdo com

hidréxido de aluminio e G8: vacinados em combinag&do com AlF.

Figura 6. (A) Peixe injetado com PBS duas semanas pés-vacinacdo. (B) Peixe
vacinados em combinacdo com hidréxido de aluminio quatro semanas pds-vacinacgao.
(C) e (D) Peixes vacinados em combinacdo com AlF, apresentando depdsitos de
adjuvante e aderéncias leves dos 6rgdos a parede abdominal quatro semanas pos-
vacinagdo. (E) Peixes vacinados em combinacdo com AlF, apresentando depdsitos de
adjuvante duas semanas pos-vacinacgao. (F) Peixe vacinados em combinagédo com AlF,
apresentando depésitos de adjuvante e aderéncias a parede abdominal quatro semanas

poés-vacinagdo. Aderéncias (seta verde), depdésitos de adjuvante (seta branca).

Capitulo Il

Figura 1. Taxa de sobrevida (Kaplan-Meier) de tilapias-do-nilo apds 21 dias do desafio
com S. agalactiae. G6: alimentacao normal (adicdo de 6leo de canola), ndo vacinados

(injetados com PBS estéril) e ndo desafiados (PBS); G7: alimentagédo normal (adigdo de

Xi



6leo de canola), ndo vacinados (injetados com PBS estéril) e desafiados; G8:
alimentacdo normal (adicdo de 6leo de canola), vacinados e desafiados; G9:
suplementacdo com MOS, ndo vacinados (injetados com PBS) e desafiados; G10:
suplementacdo com MOS, vacinados e desafiados. Letras minUsculas diferentes

indicam diferenca significativa entre grupos (P<0.05).

Figura 2. Detecc¢éo de anticorpos IgM anti-Streptococcus agalactiae em tilapias-do-nilo
vacinadas com e sem suplementacdo (N=5). As barras verticais representam o erro
padrdo da média. Letras mailsculas diferentes indicam diferenca significativa entre
grupos no mesmo tempo e letras minUsculas diferentes indicam diferenca significativa
entre tempos (2 e 4 semanas) no mesmo grupo (P<0.05). G1: alimentac&o normal e ndo
vacinados; G2: alimentagdo normal (adicdo de 6leo de canola) e ndo vacinados
(injetados com PBS estéril); G3: alimentacdo normal (adicdo de 6leo de canola) e
vacinados; G4: suplementacdo com MOS e nao vacinados (injetados com PBS estéril);

G5: suplementacdo com MOS e vacinados.

Figura 3. Atividade respiratéria dos leucécitos sanguineos apds vacinacao. As barras
verticais representam o erro padrao da média. Letras mailsculas diferentes indicam
diferencga significativa entre grupos no mesmo tempo e letras minusculas diferentes
indicam diferenca significativa entre tempos (2 e 4 semanas) no mesmo grupo (P<0.05).
G1: alimentacdo normal e ndo vacinados; G2: alimentagdo normal (adicdo de Oleo de
canola) e ndo vacinados (injetados com PBS estéril); G3: alimentacao normal (adi¢cao
de 6leo de canola) e vacinados; G4: suplementacdo com MOS e nao vacinados

(injetados com PBS estéril); G5: suplementacdo com MOS e vacinados.

Figura 4. Atividade da mieloperoxidase apds vacinacdo. As barras verticais
representam o erro padrao da média. Letras mailsculas diferentes indicam diferenca
significativa entre grupos no mesmo tempo e letras mindsculas diferentes indicam
diferencga significativa entre tempos (2 e 4 semanas) no mesmo grupo (P<0.05). G1:
alimentacdo normal e ndo vacinados; G2: alimentacdo normal (adicdo de 6leo de
canola) e ndo vacinados (injetados com PBS estéril); G3: alimentacdo normal (adi¢cao
de 6leo de canola) e vacinados; G4: suplementacdo com MOS e nado vacinados

(injetados com PBS estéril); G5: suplementagdo com MOS e vacinados.

Figura 5. Glicose no plasma apés vacinacdo. As barras verticais representam o erro

padrdo da média. Letras mailsculas diferentes indicam diferenca significativa entre
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grupos no mesmo tempo e letras minasculas diferentes indicam diferencga significativa
entre tempos no mesmo grupo (P<0.05). G1: alimentac&o normal e ndo vacinados; G2:
alimentacdo normal (adicdo de 6leo de canola) e ndo vacinados (injetados com PBS
estéril); G3: alimentacdo normal (adicdo de Oleo de canola) e vacinados; G4:
suplementacdo com MOS e ndo vacinados (injetados com PBS estéril); Gb5:

suplementacédo com MOS e vacinados.
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RESUMO GERAL

O presente estudo teve como objetivo desenvolver estratégias
profilacticas contra Streptococcus agalactiae mediante distintas metodologias de
inativacdo, adjuvantes e suplementacdo com mananoligossacarideos (MOS) em
tilapias-do-nilo. Para isto, no primeiro experimento foram comparadas trés
vacinas inativadas, usando trés metodologias: formaldeido, peréxido de
hidrogénio e manipulagdo de pH. Seguido, foi realizado um segundo
experimento avaliando o efeito de dois adjuvantes na vacina selecionada e
finalmente um terceiro experimento avaliando o efeito de MOS durante o periodo
pos- vacinagao. Vinte oito dias apds vacinacao, os peixes foram desafiados com
cepa homoéloga de S. agalactiae. Além disso, se avaliou o efeito da vacinacéo
nos niveis de anticorpos IgM anti-Streptococcus agalactiae, nas variaveis
hematoldgicas e na resposta imune inata. Os resultados revelaram ndo houve
diferenca significativa entre as trés metodologias e uma eficacia moderada das
vacinas. Adicionalmente, a vacina inativada com peroxido de hidrogénio e
administrada principalmente com adjuvante incompleto de Freund, conferiu
Otima protegdo contra S. agalactiae e a inclusdo de MOS na dieta pos-vacinagéo
até o desafio ndo interferiu na eficacia da vacina experimental e confirmou a alta

eficacia da nova vacina inativada com peroxido de hidrogénio.

Palavras chave: formaldeido, peréxido de hidrogénio, adjuvante incompleto de

Freund, vacina, eficacia.



GENERAL ABSTRACT

The aim of the present study was to develop prophylactic strategies
against Streptococcus agalactiae by using different inactivation methods,
adjuvants and supplementation with mannan oligosaccharides (MOS) in Nile
tilapias. For that, in the first trial were compared three inactivated vaccines by
using three methods: formaldehyde, hydrogen peroxide and pH manipulation.
The second trial compared the effect of two adjuvants on the hydrogen peroxide-
inactivated vaccine and finally, the third trial investigated the effect of dietary
supplementation with MOS after vaccination. Twenty-eight days after
vaccination, fish were challenged with a homologous strain of S. agalactiae. In
addition, were determined the anti-Streptococcus agalactiae IgM antibodies,
hematological parameters and innate immune response. The results revealed no
significant difference between the three methods and a moderate efficacy of the
vaccines. Also, the results in this study demonstrated that hydrogen peroxide-
inactivated vaccine administered with either aluminum hydroxide or FIA induce
optimal levels of protection, with a superior performance for FIA vaccine and the
dietary inclusion of MOS after vaccination for a period of 28 days had no influence
on vaccine efficacy and confirmed the high efficacy of the novel hydrogen

peroxide-inactivated vaccine.

Key words: formaldehyde, hydrogen peroxide, Freund's incomplete adjuvant,

vaccine, efficacy.


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/mannans
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/oligosaccharide

INTRODUCAO GERAL

A producdo pesqueira mundial, proveniente tanto da pesca quanto da
aquicultura, alcancou em 2018 aproximadamente 179 milhdes de toneladas, com
valor total de venda primaria de 401 bilhdes de ddlares estadunidenses (USD),
sendo o volume produzido pela aquicultura 82 milhdes de toneladas
representando 250 bilhdes de USD (FAO, 2020a). A China é o principal produtor,
sendo responsavel pelo 58% do volume de producao (FAO, 2020a). A producao
total da piscicultura brasileira € de 529,6 mil toneladas de peixes, sendo Parana,
0 maior estado produtor, e as principais espécies cultivadas segundo volume de
producéo: a tilapia, tambaqui e seus hibridos, carpa, entre outros (IBGE, 2019).
A tilapia-do-nilo é a espécie, mas criada na piscicultura brasileira, alcangando
em 2019 as 323,7 mil toneladas (61,1% da producgéo total de peixe no pais)
(IBGE, 2019).

A tildpia é uma espécie onivora, aceita varios tipos de alimento, sendo
docil em varias fases do cultivo e tendo rusticidade, com dominio da sua
reproducédo e bom rendimento de carcaca (SCHULTER e VIEIRA-FILHO, 2017).
O sistema de producéao de tilapias mais utilizado no Brasil € o sistema intensivo
em tanques-rede ou viveiros escavados (SCHULTER e VIEIRA-FILHO, 2017).
Nestes sistemas empregam-se elevadas densidades de estocagem com o
objetivo de aumentar a producao e obter maior retorno sobre os investimentos
em infraestrutura e equipamentos (MARCUSSO et al, 2017). Com a
intensificacdo da aquicultura, principalmente nos sistemas de producdo de
tilipias, o adensamento aliado ao manejo inadequado, além de outros fatores
que desencadeiam estresse favorecendo o surgimento de enfermidades
infecciosas (MORAES e MARTINS, 2004; COLQUHOUN e DUODU, 2011),
dentre as quais as bacterioses sdo consideradas as principais responsaveis
pelas perdas econdmicas e impedimento para o desenvolvimento da tilapicultura
brasileira (LEIRA et al., 2017).

A maioria das bactérias que causam doencgas nos peixes sdo bactérias
Gram negativas, no entanto, algumas bactérias Gram positivas sao patogénicas,

incluindo aquelas do género Streptococcus (YANG e LI, 2009). S. agalactiae,
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também designada como estreptococo do grupo B (GBS), € um coco Gram-
positivo (YE et al., 2011). Esta bactéria é responsavel por severas infeccbes em
humanos e animais (LIU et al., 2016; CAIl et al., 2017). Os GBS causam alta
mobilidade e mortalidade entre uma variedade de peixes de agua doce e
salgada, incluindo a tilapia-do-nilo, Oreochromis niloticus (Yl et al., 2014;
LUISIASTUTI et al., 2014) e surtos de enfermidade em varias regiées do mundo
incluindo Europa, Asia, Estados Unidos, América e Australia (MISHRA et al.,
2018). Na América Latina, a estreptococose tem sido reportada na Colémbia
(HERNANDEZ et al., 2009; BARATO et al., 2015) e Peru (ORTEGA et al., 2016).
No Brasil, apresenta alta prevaléncia e encontra-se amplamente distribuida
geograficamente, sendo detectado em quase todos os estados como Parana,
Sdo Paulo, Minas Gerais, Santa Catarina, Bahia, Ceara, Mato Grosso,
Pernambuco Goias e Espirito Santo (SALVADOR et al., 2005; MIAN et al., 2009;
BARONY et al., 2017). A enfermidade é caracterizada por septicemia e severa
meningoencefalite (YE et al., 2011). A estreptococose tem causado elevados
prejuizos para a producdo de peixes de agua doce e salgada e grande impacto
econdmico (LONGUI et al., 2012), os quais devem-se as altas taxas de infeccéo
e mortalidade que podem atingir de 50,0% a 90,0% do lote (YE et al., 2011). Nas
fazendas brasileiras, surtos de S. agalactiae tém ocorrido quando a temperatura
da agua € = 27 °C e em peixes juvenis de 54 g até adultos com peso acima de
1000 g (MIAN et al., 2009).

As principais medidas utilizadas no controle da estreptococose sao
aguelas relacionadas ao manejo, alimentacédo, utilizacdo de antimicrobianos
(LONGUI et al, 2012). Os antibidticos sdo ferramentas Uteis para controlar as
infeccbes bacterianas, incluindo aquelas associadas com o patégeno S.
agalactiae (Yl et al, 2014). Porém o uso indiscriminado de antibiéticos e produtos
guimicos pode causar poluicdo e danos ao meio ambiente aquatico (SCHALCH
et al., 2009), além de selecdo de cepas resistentes e risco a saude do
consumidor pelos residuos na carne (FIGUEIREDO e LEAL, 2008; MILLER e
HARBOTTLE, 2018). Assim, é necessario procurar alternativas para a
prevencao das enfermidades nos peixes. Atualmente, a aquicultura sustentavel
nao € possivel sem a prevencao de doencgas, por conseguinte a vacinagao tem
se convertido na ferramenta mais importante (EVENSEN et al., 2016), sendo

amplamente aceita e eficaz para controlar a infec¢éo por S. agalactiae e prevenir
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mortalidade em massa de tilapias (LIU et al., 2016). No entanto, poucas vacinas

comerciais estdo disponiveis para S. agalactiae.

As vacinas inativadas s&o os tipos mais comuns de vacinas utilizadas na
prevencdo e controle de doencas na aquicultura, apresentando-se menos
laboriosas na producédo, seguras para 0 meio ambiente e menos onerosas
(MUNANG’ANDU et al., 2016) sendo utilizadas amplamente para protecao
contra S. agalactiae (LIU et al., 2016). As primeiras vacinas foram desenvolvidas
com células inativadas de S. agalactiae e concentrados de produtos
extracelulares (ELDAR et al., 1995; EVANS et al., 2004). Posteriores estudos
em vacinas inativadas pela via intraperitoneal relataram porcentagem relativa de
sobrevivéncia (PRS) de 46 a 100% em tilapias acima de 20g (EVANS et al. 2004,
PASNIK et al. 2005, PRETTO-GIORDANO et al. 2010, CHEN et al. 2012). Pasnik
et al., (2014) testou metodologia de vacinacao inativando as células bacterianas
de S. agalactiae mediante micro-ondas obtendo niveis de protecdo (PRS =
56,0%) pela via intraperitoneal e baixa eficacia por banhos de imersao (PRS =
24,0%).

Recentemente, novas metodologias para a producdo de vacinas
inativadas foram desenvolvidas utilizando peréxido de hidrogénio (H202) para
inativacdo de bactérias em estudos in vitro com Staphylococcus aureus e
Pseudomonas aeruginosa e in vivo vacinando camundongos (FAN et al., 2019),
conferindo vigorosa protecao vacinal produzindo incremento da resposta imune
adaptativa (PINTO et al., 2013; ABD-ELGHAFFAR et al., 2016; POORE et al.,
2017). Porém, para estes patdégenos de peixes a técnica ainda nédo foi testada.
Adicionalmente, estudos sobre inativagdo de Yersinia ruckeri submetidas a lise
celular em pH 9,8 por 60 a 120 min demonstraram ter eficacia quando usadas

como vacinas em salmao do Atlantico (NGUYEN et al., 2018)

Os adjuvantes sdo usados para a melhora da eficacia das vacinas,
incrementando a magnitude da resposta imune adaptativa (COFFMAN et al.,
2010; ZHENG et al., 2012; TAFALLA et al., 2014; DALMO et al., 2016). Na
atualidade, os adjuvantes séo classificados como facilitadores de sinal 1 e

facilitadores de sinal 2 (SCHIJNS, 2001). Entre os adjuvantes de sinal 1 mais
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utilizados encontram-se as emulsdes oleosas (TAFALLA et al., 2014), incluindo
0 adjuvante completo de Freund (ACF), o adjuvante incompleto de Freund (AIF)
e Montanide, entre os mais utilizados na aquicultura. Entre os adjuvantes de sinal
2, encontram-se 0s compostos de aluminio, hidroxido de aluminio e fosfato de
aluminio. Contudo, poucos estudos foram feitos com adjuvantes de aluminio em
vacinas em peixes (TAFALLA et al., 2014).

A suplementacdo oral com imunoestimulantes demonstrou melhora na
eficacia vacinal (VETVICKA, 2013). Dentre deles, os mananoligossacarideos
(MOS) séo carboidratos complexos derivados da parede celular de leveduras,
contendo manose como principal carboidrato (MOMENI-MOGHADDAM et al.,
2015). Numerosos beneficios sdo atribuidos a suplementacdo com MOS tais
como a melhora da conversdo alimentar, fortalecimento do epitélio do trato
digestivo anterior e médio e do sistema imune em diversas espécies de peixes
de producéo incluindo tilapias-do-nilo (TORRECILLAS et al., 2014). A maioria
das pesquisas avaliam o efeito imunoestimulante da suplementagdo com MOS
na dieta em peixes (TORRECILLAS et al, 2014; SOARES et al., 2018). No
entanto, pesquisas avaliando o efeito da administracdo oral com MOS na
resposta imune pés vacinacdo em tilapias-do-nilo ainda nao foram

desenvolvidas.

O objetivo do presente trabalho foi selecionar uma vacina experimental
contra S. agalactiae comparando trés metodologias de inativacdo, avaliar o efeito
de dois adjuvantes (AIF e hidréxido de aluminio) na eficacia da vacina
selecionada e o efeito da suplementa¢cdo com mananoligossacarideos durante o

periodo pés-vacinacgao.

REVISAO DE LITERATURA

Tilapia-do-nilo Oreochromis niloticus

Tilapias é o nome comum para varias espécies da familia Cichlidae, sendo
0S géneros Oreochromis, Sarotherodon e tilapia os mais conhecidos
(TREWAVAS, 1982). As tilapias s&o originarias da Africa (excluindo
Madagascar) e Palestina (vale Jordan e rios da costa) (PHILIPPART e RUWET,


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Momeni-Moghaddam%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26893815

1982). Possuem corpo lateralmente comprimido, coberto com grandes escamas
cicloides, nadadeiras dorsais e anal com espinhos duros e raios suaves,
coloracdo prata com estrias verticais que variam de verde oliva a cinza e com
pouco contraste sobre as cores do corpo (EL-SAYED, 2019). A tilapia
caracteriza-se por ter habito alimentar herbivoro-omnivoro, e no caso do O.
niloticus alimenta-se de fitoplancton, perifiton, plantas aquaticas, pequenos
invertebrados, detritos e biofilme, além disso possuem capacidade de tolerar
ampla gama de condicbes ambientais tais como temperatura, salinidade,
oxigénio dissolvido e amonio (EL-SAYED, 2019).

Imunidade em peixes

O sistema imunoldgico dos teledsteos é composto pelo sistema imune
inato e adaptativo (SECOMBES e BELMONTE, 2016). O sistema imune inato
atua como a primeira linha de defesa do organismo e disponivel para combater
os patogenos (JWRGENSEN, 2014). Por outro lado, o sistema imune adaptativo
€ caracterizado por mecanismos baseados no reconhecimento antigénico
especifico prévio, que facilita a resposta mais acentuada e rapida na segunda
exposicdo ao mesmo patégeno (CASTRO e TAFALLA, 2015), sendo um
componente importante na resposta a vacinacdo (SECOMBES e BELMONTE,
2016).

Estes sistemas n&o funcionam isolados, sendo interatuam
dinamicamente. A resposta inata precede a resposta adaptativa e modula o tipo
e grau de resposta, sendo participantes destas inter-relacbes os linfocitos,
células “natural killers”, receptores do complexo maior de histocompatibilidade,
entre outros (RAUTA et al, 2012). As descobertas da dultima década
comprovaram que a interagdo entre 0S componentes imunes inatos e
adaptativos é muito mais complexa do que pensado, e muitas das células e
moléculas atribuidas a imunidade inata também tém fun¢des na imunidade
adquirida (CASTRO e TAFALLA, 2015). A resposta imune em peixes pode ser
influenciada por fatores externos tais como temperatura, luz, oxigénio, pH,
salinidade ou agentes estressantes (BOWDEN, 2008). A resposta imune inata

em peixes, em comparagdo com mamiferos, € mais importante para o



organismo, e exibe funcionalidade potencialmente aprimorada, produto da falta
de desenvolvimento do sistema imune adaptativo nessas espécies (RAUTA et
al., 2012).

Os componentes da imunidade inata em peixes séo classificados em
barreiras fisicas, humorais e celulares (MAGNADOTTIR, 2010). As fisicas sdo
integradas pelo epitélio e mucosa da pele, branquias e trato digestorio
(MAGNADOTTIR, 2010). Dentre as defesas humorais foram identificados
lectinas, lisozimas, inibidores de proteases, inibidores de crescimento, proteinas
do sistema complemento, pentraxinas, precipitinas, peptideos antimicrobianos,
imunoglobulinas naturais, citocinas e quimiocinas (MAGNADOTTIR et al., 2006).
A defesa celular inata € desempenhada pelas células fagociticas como
neutréfilos, mondcitos e macrofagos (MAGNADOTTIR, 2010), além das células
citotoxicas ndo especificas e células “natural killers” (FISCHER et al. 2013) e
responde a biomoléculas presentes em varios grupos de patdégenos conhecidas
como padrdes moleculares associados a patdgenos (PAMPS), os quais séo
reconhecidos pelo hospedeiro mediante receptores de reconhecimento de
padrbes (PRRs), sendo o receptor tipo toll like (TLR) o mais estudado
(LIESCHKE e TREDE, 2009; JORGENSEN, 2014).

A imunidade adaptativa esta composta por células B responsaveis pela
producdo de anticorpos e células T que mediam a imunidade mediada por
células, sendo estas Ultimas subdivididas em células T citotoxicas que
diretamente reagem contra células infetadas e anormais; e em células T
colaboradoras que modulam a resposta imune mediante secrecdo de citocinas
(MUTOLOKI et al., 2014). Os linfécitos sao responséaveis pelo reconhecimento
de antigenos, no caso das células T, o receptor de antigenos (RCT) requer
apresentacdo do antigeno na forma de peptideos processados da proteina
original pelo complexo maior de histocompatibilidade, e no caso das células B,
reconhecem antigenos sollUveis e se ligam diretamente através do receptor de
antigenos da célula B (RCB), além de apresentarem uma forma sollvel deste
receptor (imunoglobulinas), o qual pode reagir diretamente com o patégeno
(SECOMBES e BELMONTE, 2016). Nos teledsteos, tem-se identificado trés



isotipos de imunoglobulinas, sendo a mais abundante na circulacao sistémica a
imunoglobulina M (IgM) (MUTOLOKI et al., 2014).

Streptococcus agalactiae

As bactérias do género Streptoccoccus que afetam principalmente os
peixes sao S. iniae, S. agalactiae, S. agalactiae, S. parauberis, S. difficile, S.
shiloi e S. dysgalactiae (ELDAR et al., 1994; MIAN et al., 2009; NETTO et al.,
2011; FIGUEIREDO et al., 2012; HAINES et al., 2013; COSTA et al., 2014).
Dentre as infeccBes por Streptococcus, a bactéria S. agalactiae € considerada
uma das mais patogénicas para uma variedade de peixes de agua doce e
salgada, incluindo a tilapia-do-nilo, Oreochromis niloticus (Yl et al., 2014;
LUISIASTUTI et al., 2014), além de atingir um amplo rango de hospedeiros,
infectando animais terrestres e aquaticos e produzindo meningite neonatal em
humanos, mastite em bovinos e sendo relacionada a infec¢des sistémicas em

numerosas espécies de mamiferos e peixes (GENG et al., 2011).

O Streptococcus agalactiae € uma das bactérias mais comuns na
piscicultura mundial (LIU et al., 2016) e brasileira (MIAN et al., 2009), sendo
ameaca para o desenvolvimento da industria aquicola (YI et al., 2014). O S.
agalactiae € um coco Gram-positivo (YE et al., 2011), também designado como
estreptococo do grupo B (GBS). Na atualidade, 10 sorotipos de GBS (la, Ib e li
— IX) foram caracterizados com base em seus antigenos polissacarideos
capsulares (cps) (IMPERI et al., 2010). Em animais aquaticos trés sorotipos de
S. agalactiae sdo os mais frequentes: la, Ib e Ill (LI et al., 2013). No Brasil, os
surtos por S. agalactiae em tilapias estdo associados em grande parte ao
sorotipo Ib e em menor grau ao la (EVANS et al., 2008; GODOY et al., 2013).

A transmissao da estreptococose é pela via horizontal mediante o contato
direto entre peixes sadios e doentes, canibalismo dos peixes moribundos ou
através da 4gua pela contaminacao bacteriana nos sistemas de cultivo (MIAN et
al., 2009, AMAL et al., 2013). Evidéncia de transmisséo vertical foi demostrada
em tilapias vermelha infectadas naturalmente (PRADEEP et al., 2015). Os

principais sinais clinicos observados na estreptococose séo letargia, anorexia,



hemorragia nos olhos e na pele, coloracdo escura, exoftalmia uni ou bilateral,
opacidade de cornea, ascite e natacdo erratica (SU et al., 2016). No Brasil,
Salvador et al. (2003, 2005), Figueiredo et al. (2006), Pretto-Giordano et al.
(2010), e Firdaus-nawi et al., (2012) também relataram sinais semelhantes em
tilapias com infeccdo natural ou experimental. Dentre as alteracfes
anatomopatologicas foram descritas meningite, infiltracdo de linfécitos e
macrofagos em orgaos internos em tilapias desafiadas com S. agalactiae (CHEN
et al., 2007).

Vacinas inativadas

As vacinas inativadas sdo os tipos mais comuns de vacinas utilizadas na
prevencado e controle de doencas na aquicultura, sendo faceis de realizar,
seguras para o meio ambiente e menos caras (MUNANG’ANDU et al., 2016),
sendo produzidas por multiplicacdo ou replicacdo dos patdogenos em grandes
quantidades e posteriormente submetidos a agentes inativadores, que tornam o
patdbgeno incapaz de causar doenca enquanto preserva a estrutura
conformacional, ndo alterando a capacidade de inducdo da imunidade
(MUNANG’ANDU et al., 2014; DADAR et al., 2016). A inativacdo tem como alvo
componentes externos dos micro-organismos tais como a membrana celular ou
bicamada lipidica dos virus, ou componentes internos tais como acidos
nucléicos, com o objetivo de impedir a capacidade de se replicar dos patdogenos
(MUNANG’ANDU et al.,, 2014). A inativagdo pode ser realizada mediante
métodos quimicos, como a formaldeido, ou métodos fisicos, como o calor, luz
ultravioleta, entre outros (MUNANG’ANDU et al., 2014).

As vacinas inativadas geralmente sdo utilizadas para protecdo contra S.
agalactiae (LIU et al., 2016). Eldar et al (1995) desenvolveram vacinas com
células de S. agalactiae inativadas com formol aplicadas pela via intraperitoneal
em hibridos de tilapias de 150 a 180 g obtendo 100,0% de protecao.
Posteriormente, Evans et al. (2004) utilizaram células de S. agalactiae inativadas
com formaldeido adicionando concentrados de produtos extracelulares da
bactéria em tilapias-do-nilo de 5 a 30 g, obtendo alta eficacia em peixes de 30 g
(PRS=80,0%) e baixa eficacia em peixes de 5 g (PRS=25,0%) pela via
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intraperitoneal, além de baixos niveis de protecao pela via de imersao em peixes
de 5 e 30 g (PRS= 34,0 e 35,0%, respectivamente).

Pasnik et al. (2005) obtiveram valores de PRS de 61,0; 55,0; 47,0% aos
47, 90 e 180 dias apOs vacinacao, respectivamente, utilizando células de S.
agalactiae inativadas com formaldeido adicionando concentrados de produtos
extracelulares em tilapias-do-nilo de 45,5 g, e adicionalmente a concentragdo
média especifica de anticorpos dos peixes vacinados foi alta quando comparada
aos controles, havendo correlacéo entre as densidades 6pticas obtidas no ELISA

e 0s niveis de protecdo da vacina.

No Brasil, Pretto-Giordano et al. (2010) testaram vacinas contra S.
agalactiae inativadas com formalldeido em tilapias-do-nilo de 20g, aplicando em
um grupo uma dose e no outro grupo duas doses (21 dias de intervalo), obtendo
83.6 e 96.4% de PRS, respectivamente. Chen et al. (2012) utilizaram a
metodologia da inativacao por formaldeido em estudo para desenvolver vacinas

contra S. agalactiae baseado em genotipos tipados por PFGE.

Pasnik et al. (2014) testaram uma metodologia de vacinacdo em tilapias-
do-nilo de 5,0 g, inativando as células bacterianas de S. agalactiae mediante
micro-ondas, obtendo niveis de protecdo (PRS = 56,0%) pela via intraperitoneal
e baixa eficacia por banhos de imerséo (PRS = 24,0%), além de ndo apresentar
diferenca significativa nas porcentagens de mortalidade acumulada nas vacinas
testadas quando comparadas a metodologia da inativacao pela formaldeido

tanto na via intraperitoneal como nos banhos de imerséo.

Atualmente, no Brasil € comercializada apenas uma vacina contra S.
agalactiae, preparada a partir de bactérias inativadas do sorotipo Ib
(AQUAVAC® Strep Sa e AQUAVAC® Strep Sal) https://www.aquavac-

vaccines.com/products/

Recentemente, novas metodologias para a producdo de vacinas
inativadas foram desenvolvidas utilizando peréxido de hidrogénio (H202) para
inativacdo de bactérias em estudos in vitro com Staphylococcus aureus e
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Pseudomonas auruginosa e in vivo vacinando camundongos (Fan et al., 2019),
virus da coriomeningite linfocitica em camundongos (AMANNA et al., 2012),
virus da raiva em camundongos (ABD-ELGHAFFAR et al., 2016), virus do oeste
do Nilo em macacos Rhesus e camundongos (PINTO et al., 2013; POORE et al.,
2017), que mostrou protecdo vacinal produzindo incremento da resposta imune
adaptativa (PINTO et al., 2013; ABD-ELGHAFFAR et al., 2016; POORE et al.,
2017). Fan et al. (2019) mencionou que a inativacdo pelo H20:2 retém epitopos
mais completos e exibe menor toxicidade quando comparado ao formaldeido.
Adicionalmente, o H20: inativa 0 RNA e o DNA, com minimo dano na estrutura
antigénica ou imunogenicidade e demonstrou ser um método altamente eficaz
guando comparado a inativagdo convencional com formaldeido ou b-
propiolactona (AMANNA et al., 2012), além de mostrar protecdo vacinal
produzindo o incremento da resposta imune adaptativa (PINTO et al., 2013;
ABD-ELGHAFFAR et al.,, 2016; POORE et al.,, 2017). Amanna et al., (2012)
mencionaram que o peréxido de hidrogénio tem habilidade para inativar ampla
gama de patégenos incluindo bactérias, parasitas e esporas bacterianas. Porém,
para patdgenos de peixes a técnica ainda nao foi testada.

Finalmente, estudos sobre inativacdo de Yersinia ruckeri submetidas
a lise celular em pH 9,8 por 60 a 120 min demonstraram ter eficacia quando
usadas como vacinas em peixes (AMEND et al., 1983). Nguyen et al., (2018)
utilizaram esta metodologia prévia na elaboracdo de vacinas contra Yersinia

ruckeri em salméao do Atlantico (Salmon salar) com bons resultados na eficécia.

Adjuvantes para vacinas

Os adjuvantes sdo usados para a melhora da eficacia das vacinas,
incrementando a magnitude da resposta imune adaptativa (COFFMAN et al.,
2010; ZHENG et al., 2012; TAFALLA et al., 2014; DALMO et al., 2016), Ellis et
al. (1988) mencionou que os adjuvantes fortalecem a resposta imune aos
antigenos da vacina e estimulam os mecanismos de defesa nao especificos, os
guais incrementam a protecdo contra um amplo niamero de patégenos. Na
atualidade, os adjuvantes séo classificados como facilitadores de sinal 1 e

facilitadores de sinal 2 (SCHIINS, 2001), influenciando na apresentagao do
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antigeno e nos sinais adicionais secundarias respectivamente; necessarias para
ativacao de células especificas T e B da resposta imune adaptativa (RIBEIRO e
SCHIJINS, 2010).

Entre os adjuvantes de sinal 1 mais utilizados encontram-se as emulsdes
oleosas (TAFALLA et al., 2014), tendo bons resultados e incrementado a eficacia
das vacinas na aquicultura (HOARE et al., 2017). Os adjuvantes de 6leo mineral
séo usados nas vacinas comerciais inativadas contra S. agalactiae (AQUAVAC®
Strep Sa e AQUAVAC® Strep Sal). https://www.aquavac-

vaccines.com/products/. As emulsdes oleosas incluem o adjuvante completo de

Freund (ACF), o adjuvante incompleto de Freund (AIF) e Montanide, entre os

mais utilizados na aquicultura.

O ACF é uns dois mais potentes adjuvantes, estimulando a resposta
imune de células Thl e Thl7 (DALMO et al., 2016). Porém, 0 seu uso esta
associado a presenca de granulomas e necrose no lugar de inje¢do, causando
estresse no animal vacinado (JIAO et al., 2010; DALMO et al., 2016). No entanto,
devido a sua alta toxicidade, o ACF tem sido substituido pelo AlF, o qual ndo
possui 0s componentes micobacterianos da emulsdo (DALMO et al., 2016). O
AlIF é uma emulsdo de aguam em 6leo (A/O), estimulando a resposta imune
humoral em tilapia vermelha quando usando em vacinas inativadas incorporadas
na racao contra Streptococcus agalactiae (FIRDAUS-NAW!I et al., 2013) e em
linguado japonés quando usado em vacinas inativadas multivalentes contra
Edwardsiella tarda e Vibrio anguillarum (SUN et al., 2011). Zhang et al. (2017)
desenvolveram potenciais vacinas baseadas em antigenos de Streptococcus
agalactiae, utilizando AIF e Montanide. A vacinacdo com AIF tem induzido a
expressao de genes possivelmente relacionados com a resposta imune humoral
e a resposta inata celular em linguado japonés vacinados contra Edwardsiella
tarda (JIAO et al.,, 2010). Além disso, vacinas inativadas contra Lactococcus
garvieae em truta arco-iris usando AIF amostraram uma porcentagem relativa de
sobrevivéncia maior (PRS = 85,0%) do que aquela sem adjuvante (PRS = 54,0%)
(KUBILAY et al. 2008).
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Os adjuvantes de sinal 2 ativam citocinas e regulam moléculas co-
estimulantes durante a fase de reconhecimento de antigenos incrementando a
resposta imune (DALMO et al., 2016). Entre os adjuvantes de sinal 2, encontram-
se 0s compostos de aluminio, hidroxido de aluminio e fosfato de aluminio.
Contudo, poucos estudos foram feitos com adjuvantes de aluminio em vacinas
em peixes. Jiao et al. (2010) encontrou niveis elevados de titulos de anticorpos
testando uma vacina contra Edwardsiella tarda em linguado japonés, utilizando
adjuvantes de aluminio. Adicionalmente, Noia et al. (2014) constatou menos

lesBes intra-abdominais em peixes vacinados usando adjuvantes de aluminio.

Mananoligosacarideos

Dentre dos imunoestimulantes, os mananoligossacarideos (MOS) sédo
carboidratos complexos derivados da parede celular de leveduras, contendo
manose como principal carboidrato (MOMENI-MOGHADDAM et al., 2015). O
principal beneficio atribuido a suplementacdo com MOS séo os relacionados ao
blogueio da colonizacdo de patdgenos e a estimulacdo do sistema imune, além
disso, séo atribuidos melhora da conversao alimentar e fortalecimento do epitélio
do trato digestivo anterior e médio em diversas espécies de peixes de produgao
incluindo tilapias-do-nilo (TORRECILLAS et al., 2014). O efeito do bloqueio da
colonizacéo de patdégenos esta relacionado ao conceito do uso de carboidratos
como inibidores da adesao de patdégenos as células intestinais (BAVINGTON e
PAGE, 2005) e o efeito na modulacdo da resposta imune é provavelmente
baseado na ativacdo de receptores de reconhecimento de padrées (PRR)
desencadeando a resposta imune inata frente a sustancias estranhas, no
entanto, embora alguns estudos tenham evidenciado modulacéo dos parametros
relacionados ao sistema imune, em outros estudos estes parametros ndo foram
alterados (TORRECILLAS et al., 2014). Algumas pesquisas avaliaram o efeito
da suplementacdo com MOS na dieta sobre a sobrevida e resisténcia a bactérias
patdgenas em peixes tais como Aeromonas hydrophila, Streptococcus
agalactiae, Edwardsiella ictaluri, e Vibrio anguilarum, utilizando doses desde
0,024% até 4,0% por periodos de tempo desde um més até dez meses prévio
ao desafio, porém, a duracéo da suplementacéao prévia ao desafio, o tipo de MOS

usados ou 0 processo de fabricacéo da racéo sao fatores determinantes na hora
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de obter altas taxas de sobrevida quando desafiados (TORRECILLAS et al.,
2014).

Referéncias

ABD-ELGHAFFAR, A. A.; ALI, A. E.; BOSEILA, A. A.; AMIN, M. A. Inactivation
of rabies virus by hydrogen peroxide. Vaccine, v. 34, n. 6, p. 798-802, 2016.

AMAL, M. N. A.; ZAMRI-SAAD, M.; SITI-ZAHRAH, A.; ZULKAFLI, A. R.
Transmission of S treptococcus agalactiae from a hatchery into a newly
established red hybrid tilapia, O reochromis niloticus (L.) x Oreochromis
mossambicus (Peters), farm. Journal of Fish Diseases, v. 36, n.8, p. 735-
739, 2013.

AMANNA, 1. J.; RAUE, H.; SLIFKA, M. K. Development of a new hydroggen-
peroxide-based vaccine platform. Nature Medicine, v. 18, n. 6, p. 974-980,
2012.

AMEND, D. F.; JOHNSON, K. A.; CROY, T. R.; MCCARTHY, D. H. Some factors
affecting the potency of Yersinia ruckeri bacterins. Journal of Fish
Diseases, V. 6, n.4, p. 337-344, 1983.

BAVINGTON, C.; PAGE, C. Stopping bacterial adhesion: a novel approach to
treating infections. Respiration, v. 72, n. 4, p. 335-344, 2005.

BARATO, P.; MARTINS, E. R.; MELO-CRISTINO, J.; IREGUI, C. A.; RAMIREZ,
M. Persistence of a single clone of Streptococcus agalactiae causing disease
in tilapia (Oreochromis sp.) cultured in Colombia over 8 years. Journal of Fish
Biology, v. 38, n. 12, p. 1083-1012, 2015.

BARONY, G. M.; TAVARES, G. C.; PEREIRA, F. L.; CARVALHO, A. F;
DORELLA, F. A.; LEAL, C. A.; FIGUEIREDO, H. C. Large-scale genomic
analyses reveal the population structure and evolutionary trends of
Streptococcus agalactiae strains in Brazilian fish farms. Scientific Reports, v.
7,n.1, 13538, 2017.

Bowden, T. J. Modulation of the immune system of fish by their environment. Fish
& Shellfish Immunology, v. 25, n. 4, 373-383, 2008.

CAl, J.; WANG, B.; PENG, Y.; LI, Y.; LU, Y.; HUANG, Y.; JIAN, J.; WU, Z.
Construction of a Streptococcus agalactiae phoB mutant and evaluation of its

15


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Abd-Elghaffar%20AA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26731189
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ali%20AE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26731189
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Boseila%20AA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26731189
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Amin%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26731189

potential as an attenuated modified live vaccine in golden pompano,
Trachinotus ovatus. Fish and Shellfish Immunology, v. 63, p. 405-416, 2017.

CASTRO, R.; TAFALLA, C. Overview of fish immunity. In: BECK, B;
PEATMAN, E (Eds.). Mucosal health in aquaculture. Academic Press, 408 p,
2015.

CHEN, C. Y.; CHAO, C. B.; BOWSER, P. R. Comparative histopathology of
Streptococcus iniae and Streptococcus agalactiae-infected tilapia. Bulletin of
the European Association of Fish Pathologists, v. 27, n. 1, p. 1-9, 2007.

CHEN, M.; WANG, R.; LI, L.; LIANG, W.; LI, J.; HUANG, Y.; LEI, A.; HUANG, W ;
GAN, X. Screening vaccine candidate strains against Streptococcus
agalactiae of tilapia based on PFGE genotype. Vaccine, n. 30, 6088-6092,
2012.

COFFMAN, R. L.; SHER, A.; SEDER, R. A. Vaccine adjuvants: putting innate
immunity to work. Immunity, v. 33, n. 4, p. 492-503, 2010

COLQUHOUN, D. J.; bUODU, S. Francisella infections in farmed and wild
aquatic organism. Veterinary Research, v. 42, n. 1, p. 1-15, 2011.

COSTA, F. A.; LEAL, C. A,; LEITE, R. C.; FIGUEIREDO, H. C. Genotyping of
Streptococcus dysgalactiae strains isolated from Nile tilapia, Oreochromis
niloticus (L.). Journal of Fish Diseases, v. 37, n. 5, p. 463-469, 2014.

DADAR, M.; DHAMA, K.; VAKHARIA, V.; HOSEINIFAR, S.; KARTHIK, K.;
TIWARI, R.; KHANDIA, R.; MUNJAL, A.; SALGADO-MIRANDA, C.; JOSHI, S.
Advances in Aquaculture Vaccines Against Fish Pathogens: Global Status and
Current Trends. Reviews in Fisheries Science & Aquaculture, DOI:
10.1080/23308249.2016.1261277

DALMO, R.; BOGWALD, J.; TAFALLA, C. Adjuvants and delivery methods:
current and novel. In: ADAMS A. (Eds.). Fish Vaccines. Springer Basel, 180 p,
2016.

ELDAR, A.; BEJERANO, Y.; BERCOVIER, H. Streptococcus shiloi and
Streptococcus difficile: Two New Streptococcal Species Causing a
Meningoencephalitis in Fish. Current Microbiology, v. 28, n. 3, p. 139-143,
1994.

ELDAR, A.; BEJERANO, Y.; BERCOVIER, H. Vaccination with whole-cell
vaccine and bacterial protein extract protects tilapia against Streptococcus

difficile meningoencephalitis. Vaccine, v. 13, n. 9, p. 867-70, 1995.

16



ELLIS, A. E. Current aspects of fish vaccination. Diseases of Aquatic
Organisms, v. 4, n. 2, p. 159-64, 1988.

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

EVANS, J. J.; BOHNSACK, J. F.; KLESIUS, P. H.; WHITING, A. A.; GARCIA, J.
C.; SHOEMAKER, C. A.; TAKAHASHI, S. Phylogenetic relationships among
Streptococcus agalactiae isolated from piscine, dolphin, bovine and human
sources: a dolphin and piscine lineage associated with a fish epidemic in
Kuwait is also associated with human neonatal infections in Japan. Journal of
Medical Microbiology, v. 57, n. 11, p. 1369-1376, 2008.

EVENSEN, @. Development of fish vaccines: focusing on methods.
In: ADAMS A. (Eds.). Fish Vaccines. Springer Basel, 180 p, 2016.

FAN, Y.; MU, Y.; LU, L.; TIAN, Y.; YUAN, F.; ZHOU, B.; YU, C.; WANG, Z.; LI,
X.; LEIl, S.; XU, Y. WU, D.; YANG, L. Hydrogen peroxide-inactivated
bacteria induces potent humoral and cellular immune responses and
releases nucleic acids. International Immunopharmacology, v. 69, p. 389-
307, 2019.

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

FIGUEIREDO, H. C.; LEAL, C. A. Tecnologias aplicadas em sanidade de peixes.
Revista Brasileira de Zootecnia, v. 37, p. 8-14, 2008.

FIGUEIREDO, H. C.; NETTO, L. N.; LEAL, C. A.; PEREIRA, U. P.; MIAN, G. F.
Streptococcus iniae outbreaks in Brazilian Nile tilapia (Oreochromis
niloticus L.) farms. Brazilian Journal of Microbiology, v. 43, n. 2, p. 576—
580, 2012.

FIRDAUS-NAWI, M.; YUSOFF, S. M.; YUSOF, H.; ABDULLAH, S.; ZAMRI-
SAAD, M. Efficacy of feed-based adjuvant vaccine against Streptococcus
agalactiae in Oreochromis spp. in Malaysia. Aquaculture Research, v. 45, n.
1, p. 87-96, 2012.

17


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3768829/

FISCHER, U.; KOPPANG, E. O.; NAKANISHI, T. Teleost T and NK cell
immunity. Fish & Shellfish Immunology, v. 35, n. 2, p. 197-206, 2013.

FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS
(FAO). The state of world fisheries and aquaculture: Sustainability in
action. Rome: FAO, 2020, 222 p.

FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS
(FAO). FAO Yearbook: Fishery and Aquaculture Statistics 2018. Rome:
FAO, 2020, 108 p.

GENG, Y.; WANG, K. Y.; HUANG, X. L.; CHEN, D. F.; LI, C. W.; REN, S. Y.;
LIAO, Y. T.; ZHOU, Z. Y,; LIU, Q. F.; DU, Z. J.; LAl, W. M. Streptococcus
agalactiae, an emerging pathogen for cultured ya-fish, Schizothorax prenanti,
in China. Transboundary and Emerging Diseases, v. 59, n. 4, p. 369-375,
2011.

GODQY, D. T.; CARVALHO-CASTRO, G. A,; LEAL, C. A. G.; PEREIRA, U. P,;
LEITE, R. C.; FIGUEIREDO, H. C. P. Genetic diversity and new genotyping
scheme for fish pathogenic Streptococcus agalactiae. Letters in Applied
Microbiology, v. 57, n. 6, p. 476-483, 2013.

HAINES, A. N.; GAUTHIER, D. T.; NEBERGALL, E. E.; COLE, S. D.; NGUYEN,
K. M.; RHODES, M. W.; VOGELBEIN, W. K. First report of Streptococcus
parauberis in wild finfish from North America. Veterinary Microbiology, v.
166, n. 1-2, p. 270-275, 2013.

HERNANDEZ, E.; FIGUEROA, J.; IREGUI, C. Streptococcosis on a red tilapia,
Oreochromis sp., farm: a case study. Journal of Fish Diseases. v. 32, n. 3,
p. 247-252, 2009.

HOARE, R.; JUNG, S. J.; NGO, T. P.; BARTIE, K.; BAILEY, J.; THOMPSON, K.
D., ADAMS, A. Efficacy and safety of a non-mineral oil adjuvanted injectable
vaccine for the protection of Atlantic salmon (Salmo salar L.) against
Flavobacterium psychrophilum. Fish & Shellfish Immunology, v. 85, p. 44-
51, 2017.

IMPERI, M.; PATARACCHIA, M.; ALFARONE, G.; BALDASSARRI, L.; OREFICI,
G.; CRETI, R. Amultiplex PCR assay for the direct identification of the capsular
type (la to IX) of Streptococcus agalactiae. Journal of Microbiological
Methods, v. 80, n. 2, p. 212-214, 2010.

18


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19236558

INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA (IBGE). Producéo
da pecuaria municipal 2019. Rio de Janeiro: IBGE, v. 46, p. 1-12, 2019.

JORGENSEN, J. The Innate Immune Response in Fish. In. GUDDING R;
LILLEAGUG, A.; EVENSEN, @ (Eds.). Fish vaccination. UK, Wiley Blackwell,
383 p, 2014.

KUBILAY, A.; ALTUN, S.; ULUKQY, S., EKICI, S.; DILER, O. Immunization of
rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) against Lactococcus garvieae using
vaccine mixtures. The Israeli Journal of Aquaculture, v. 60, n. 4, p. 268-273,
2008.

LEIRA, M. H.; REGHIM, L. S.; CIACCI, L. S.; CUNHA, L. T.; BOTELHO, H. A,
BRAZ, M. S.; DIAS N. P.; MELO, C. C. V. Problemas sanitarios das
pisciculturas brasileiras. PUBVET, v. 11, n. 6, p. 538-645, 2017.

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

LIESCHKE, G. J.; TREDE, N. S. Fish immunology. Current Biology, v. 19, n.
16, p, 678-682, 2009.

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

LONGHI, E., PRETTO-GIORDANO, L. G., & MULLER, E. E. Effectiveness of
homologous inactivated Streptococcus agalactiae vaccine by immersion bath
in Nile tilapia (Oreochromis niloticus). Semina: Ciéncias Agrarias, v. 33, n. 6,
p. 3191-3200, 2012.

LUSIASTUTI A.; TEXTOR, M.; SEEGER, H.; AKINEDEN, O.; ZSCHOCK, M. The
occurrence of Streptococcus agalactiae sequence type 261 from fish disease
outbreaks of tilapia Oreochromis niloticus in Indonesia. Aquaculture
Research, v. 45, p. 1260-1263, 2014.

MAGNADOTTIR, B. Innate immunity of fish (overview). Fish & Shellfish
Immunology, v. 20, n. 2, p. 137-151, 2006.

MAGNADOTTIR, B. Immunological control of fish diseases. Marine
Biotechnology, v. 12, n. 4, p. 361-379, 2010.

19



MARCUSSO, P. F.; SALVADOR, R.; DE ALMEIDA, MARINHO-NETO, F.
Infeccdo por Streptococcus agalactiae em tilapias do Nilo (Oreochromis
niloticus). Revista de Ciéncias Agroveterinarias, v. 16, n. 2, p. 165-169,
2017.

MIAN, G. F.; GODOY, D. T.; LEAL, C. A. G.; YUHARA, T. Y.; COSTA, G. M;;
FIGUEIREDO, H. C. P. Aspects of the natural history and virulence of S.
agalactiae infection in Nile tilapia. Veterinary Microbiology, v. 136, n. 1-2, p.
180-183, 2009.

MILLER, R. A.; HARBOTTLE, H. Antimicrobial Drug Resistance in Fish
Pathogens. Microbiology Spectrum, v. 6, n., 1, 2018.

MISHRA, A.; NAM, G. H.; GIM, J. A,; LEE, H. E.; JO, A.; KIM, H. S. Current
Challenges of Streptococcus Infection and Effective Molecular, Cellular, and
Environmental Control Methods in Aquaculture. Molecules and Cells, v. 41,
n. 6, p. 495-505, 2018.

MOMENI-MOGHADDAM, P.; KEYVANSHOKOOH, S.; ZIAEI-NEJAD, S.,
SALATI, A. P., PASHA-ZANOOQOSI, H. Effects of mannan oligosaccharide
supplementation on growth, some immune responses and gut lactic acid
bacteria of common carp (Cyprinus Carpio) fingerlings. Veterinary Research
Forum, v. 6, n. 3, p. 239-44, 2015.

MORAES, F. R.; MARTINS, M. L. Condicdes predisponentes e principais
enfermidades de teledsteos em piscicultura intensiva. In: CYRINO, J.E.P.
et al. (Eds.). Tépicos especiais em piscicultura de agua doce tropical intensiva.
Séo Paulo, Tecart, p. 343-386, 2004.

MUNANG’ANDU, H. M.; MUTOLOKI, S.; EVENSEN, @. Non-replicating
vaccines. In: GUDDING R; LILLEAGUG, A.; EVENSEN, @ (Eds.). Fish
vaccination. UK, Wiley Blackwell, 383 p, 2014.

MUNANG’ANDU, H. M., PAUL, J., EVENSEN, @. An overview of vaccination
strategies and antigen delivery systems for Streptococcus agalactiae vaccines
in Nile tilapia (Oreochromis niloticus). Vaccines, v. 4, n. 48, p. 1-13, 2016.

MUTOLOKI, S.; JGRGENSEN, J.; EVENSEN, @. The Adaptive Immune
Response in Fish. In: GUDDING R; LILLEAGUG, A.; EVENSEN, @ (Eds.).
Fish vaccination. UK, Wiley Blackwell, 383 p, 2014.

20



NETTO, L. N.; LEAL, C. A.; FIGUEIREDO, H. C. Streptococcus dysgalactiae as
an agent of septicaemia in Nile tilapia, Oreochromis niloticus (L.). Journal of
Fish Diseases, v. 34, n. 3, p. 251-254, 2011.

NGUYEN, T. D.; CROSBIE, P. B. B.; NOWAK, B. F.; BRIDLE, A. R. The effects
of inactivation methods of Yersinia ruckeri on the efficacy of single dip
vaccination in Atlantic salmon (Salmo salar). Journal of Fish Diseases, v. 41,
n.7,p.1173-1176, 2018.

ORTEGA, Y.; BARREIRO, F.; BUENO, H.; HUANCARE, K.; OSTOS, H.;
MANCHEGO, A.; PEREIDA, M. A.; GOMEZ, W.; BELO, M.; SANDOVAL, N.
First report of Streptococcus agalactiae isolated from Oreochromis niloticus in
Piura, Peru: Molecular identification and histopathological lesions.
Aquaculture Reports, v. 4, p. 74-79, 2016.

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

PASNIK, D. J.; EVANS, J. J.; KLESIUS, P. H. Duration of protective antibodies
and correlation with survival in Nile tilapia Oreochromis niloticus following
Streptococcus agalactiae vaccination. Diseases of Aquatic Organisms, v.
66, n. 2, p. 129-134, 2005.

PASNIK, D. J.; EVANS, J. J.; KLESIUS, P. H. A microwave-irradiated
Streptococcus agalactiae vaccine provides partial protection against
experimental challenge in Nile Tilapia, Oreochromis niloticus. World Journal
of Vaccines, v. 4, p. 184-189, 2014.

PINTO, A. K.; RICHNER, J. M.; POORE, E. A.; PATIL, P. P.; AMANNA, I. J;
SLIFKA, M. K.; DIAMOND, M. S. A hydrogen peroxide-inactivated virus
vaccine elicits humoral and cellular immunity and protects against Lethal West
Nile Virus infection in aged mice. Journal of Virology, v. 87, n. 4, p. 1926-
1936, 2013.

POORE, E. A; SLIFKA, D. K.; RAUE, H. P.; THOMAS, A.; HAMMARLUND, E_;
QUINTEL, B. K.; TORREY, L. L.; SLIFKA, A. M.; RICHNER, J. M.; DUBOQIS,
M. E.; JOHNSON, L. P.; DIAMOND, M. S.; SLIFKA, M. K.; AMANNA, I. J.
Pre-clinical development of a hydrogen peroxide-inactivated West Nile virus
vaccine. Vaccine, v. 35, n. 2, p. 283-292, 2017.

21


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Poore%20EA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27919629
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Slifka%20DK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27919629
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rau%C3%A9%20HP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27919629
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Thomas%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27919629
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hammarlund%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27919629
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Quintel%20BK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27919629
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Torrey%20LL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27919629
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Slifka%20AM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27919629
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Richner%20JM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27919629
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dubois%20ME%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27919629
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dubois%20ME%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27919629
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Johnson%20LP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27919629
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Diamond%20MS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27919629
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Slifka%20MK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27919629
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Amanna%20IJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27919629

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

PHILIPPART, J. C. L.; RUWET, J. C. L. Ecology and distribution of tilapias. In:
PULLIN, R. S.; LOWE-McCONELL, R. H. (Eds.). The biology and culture of
Tilapias. ICLARM Conference Proceedings, n. 7, ICLARM, Manila, Filipinas,
1982, pp. 15-59.

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

RAUTA, P. R.; NAYAK, B.; DAS, S. Immune system and immune responses in
fish and their role in comparative immunity study: a model for higher
organisms. Immunology Letters, v. 148, n. 1, p. 23-33, 2012.

RIBEIRO, C. M.; SCHIINS, V. E. Immunology of vaccine adjuvants.
In: Davies, G. (Eds.). Vaccine adjuvants, (pp. 1-14). Humana Press, Totowa,
NJ, p. 1-14, 2010.

SALVADOR, R.; MULLER, E.; LEONHARDT, J.; PRETTO-GIORDANO, L.;
DIAS, J.; FREITAS, J.; MORENO, A. M. Isolamento de Streptococcus spp de
tilapias do nilo (Oreochromis niloticus) e qualidade da agua de tanques rede
na Regido Norte do Estado do Parana, Brasil. Ciéncias Agrarias, v. 24, n. 1,
p. 35-42, 2003.

SALVADOR, R.; MULLER, E.; FREITAS, J.; LEONHADT, J.; PRETTO-
GIORDANGO, L.; DIAS, J. Isolamento e caracterizagcdo de Streptococcus spp.
do grupo B em tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus) criadas em tanques
rede e em viveiros de terra na regido norte do Estado do Parana, Brasil.
Ciéncia Rural, v. 35, n. 6, p. 1374-1378, 2005.

SCHALCH, S. H. C.; TAVARES-DIAS, M.; ONAKA, E. M. Principais métodos
terapéuticos para peixes em cultivo. In: TAVARES-DIAS, M. (Eds.). Manejo
e sanidade de peixes em cultivo. Embrapa Amapa. 2009, 723 p.

22



SCHIINS, V. E. Induction and direction of immune responses by vaccine
adjuvants. Critical Reviews in Immunology, v. 21, p. 75-85, 2001.

SCHULTER, E. P.; VIEIRA-FILHO, J. E. R. Evolucéo da piscicultura no Brasil:
Diagnédstico e desenvolvimento da cadeia produtiva de tilapia, Texto
para Discussao, N°. 2328, Instituto de Pesquisa Econdmica Aplicada (IPEA),
Brasilia, p. 1-35, 2017.

SECOMBES, C.; BELMONTE, R. Overview of Fish Vaccines: Focusing on
Methods. In: ADAMS A. (Eds.). Fish Vaccines. Springer Basel, 180 p, 2016.

SOARES, M. P.; OLIVEIRA, F. C.; CARDOSO, |I. L.; URBINATI, E. C.; DE
CAMPOS, C. M.; HISANO, H. Glucan-MOS® improved growth and innate
immunity in pacu stressed and experimentally infected with Aeromonas
hydrophila. Fish & Shellfish Immunology, v. 73, p. 133-140, 2018.

SU, Y. L.; FENG, J.; LI, Y. W.; BAI, J. S;; LI, A. X. Development of a quantitative
PCR assay for monitoring Streptococcus agalactiae colonization and tissue
tropism in experimentally infected tilapia. Journal of Fish Disease. V. 39, n.
2, p. 229-38, 2016.

TAFALLA, C.; BAGWALD, J.; DALMO, R.; MUNANG’ANDU, H. M.; EVENSEN,
@. Adjuvants in fish vaccines. In: GUDDING R; LILLEAGUG, A.; EVENSEN,
@ (Eds.). Fish vaccination. UK, Wiley Blackwell, 383 p, 2014.

TREWAVAS, E. Tilapias: taxonomy and speciation. In: PULLIN, R. S.; LOWE-
McCONELL, R. H. (Eds.). The biology and culture of Tilapias. ICLARM
Conference Proceedings, n. 7, ICLARM, Manila, Filipinas, 1982, pp. 3-13.

TORRECILLAS, S.; MONTERO, D.; IZQUIERDO, M. Improved health and
growth of fish fed mannan oligosaccharides: potential mode of action. Fish &
Shellfish Immunology, v. 36, n. 2, 525-544, 2014.

VETVICKA, V.; VANNUCCI, L.; SIMA, P. The effects of B—glucan on fish
immunity. North American Journal of Medical Sciences, v. 5, n.10, p. 580,
2013.

YANG, W.; LI, A. Isolation and characterization of Streptococcus dysgalactiae
from diseased Acipenser schrenckii. Aquaculture, v. 294, n. 1-2, p. 14-17,
20009.

YE, X.; LI, J.; LU, M.; DENG, G.; JIANG, X.; TIAN, Y.; QUAN, Y.; JIAN, Q.

Identification and molecular typing of Streptococcus agalactiae isolated from

23


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25858765

pond-cultured tilapia in China. Fisheries Science, v. 77, n. 4, p. 623-632,
2011.

YI, T.; LI, Y.; LIU, L.; XIAO, X.; LI, A. Protection of Nile tilapia (Oreochromis
niloticus L.) against Streptococcus agalactiae following immunization with
recombinant FbsA and a-enolase. Aquaculture, v. 428-429, p. 35-40, 2014.

ZHENG, Z.; YINGENG, W.; QINGYIN, W.; NANNAN, D.; MEIJIE, L.; JIANGBO,
Q.; BIN, L.; LAN, W. Study on the immune enhancement of different
immunoadjuvants used in the pentavalent vaccine for turbots. Fish &
Shellfish Immunology, v. 32, n. 3, p. 391-395, 2012.

24



CAPITULO 1: Comparacéo de trés métodos de inativacdo na producéio de
uma vacina contra Streptococcus agalactiae em tilapias-do-nilo

RESUMO

O presente estudo comparou a eficacia de trés vacinas inativadas contra
S. agalactiae, usando trés metodologias: formaldeido, perdxido de hidrogénio e
manipulacdo de pH. Tilapias-do-nilo foram distribuidas em seis grupos
experimentais: G1: naive; G2: controle, ndo vacinados; G3: controle, nao
vacinados e desafiados com uma cepa homologa de S. agalactiae; G4:
vacinados com bactéria total inativada com formaldeido e desafiados; G5:
vacinados com bactéria total inativada com peroxido de hidrogénio e desafiados;
G6: vacinados com bactéria total inativada por lise celular mediante manipulagéo
no pH e desafiados. Vinte oito dias apos vacinacgéo, os grupos G3, G4, G5 e G6
foram desafiados com 0.1 mL de S. agalactiae e a mortalidade foi avaliada por
21 dias. Para a determinacao de proteinas séricas totais e anticorpos IgM anti-
Streptococcus agalactiae foram adicionadas repeticdes nao desafiadas. A taxa
de sobrevida foi 100,0%, 100,0% 62,5% 80,0% 75,0% e 85,0% nos grupos G1,
G2, G3, G4, G5 e G6, respectivamente. Os resultados mostraram uma taxa de
sobrevida significativamente maior no grupo G6 comparado ao grupo controle
G3. Contudo, n&o houve diferengas significativas entre os grupos vacinados. A
porcentagem relativa de sobrevivéncia (PRS) apresentou valores de 46.6%,
33.3% e 60,0% para os grupos G4, G5 e G6 respectivamente. Adicionalmente,
entre tempos no mesmo grupo nado houve diferencas significativas entre grupos
vacinados e o grupo controle G3 na avaliacdo de proteinas totais do soro e
anticorpos IgM anti-Streptococcus agalactiae. Os resultados observados neste
estudo sao promissorios para o uso destas metodologias como alternativa a

inativacao convencional utilizando formaldeido.

Palavras-chave: formaldeido, peréxido de hidrogénio, inativacdo bacteriana,

aquicultura, eficacia vacinal.
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INTRODUCAO

S. agalactiae, também designada como estreptococo do grupo B (GBS),
€ um coco Gram-positivo (YE et al., 2011). Os GBS causam alta mobilidade e
mortalidade entre peixes de agua doce e salgada, incluindo a tilapia-do-nilo,
Oreochromis niloticus (YE et al., 2011; LUISIASTUTI et al., 2014). A enfermidade
€ caracterizada por septicemia e severa meningoencefalite (YE et al., 2011). S.
agalactiae é responsavel pelos surtos de enfermidade em varias regides do
mundo incluindo Europa, Asia, Estados Unidos, América e Australia (MISHRA et
al., 2018). No Brasil, apresenta alta prevaléncia e encontra-se amplamente
distribuido geograficamente, sendo detectado em quase todos os estados como
Parana, S&o Paulo, Minas Gerais, Santa Catarina, Bahia, Ceara, Mato Grosso,
Pernambuco Goias e Espirito Santo (SALVADOR et al., 2005; MIAN et al., 2009;
BARONY et al., 2017).

A vacinacdo é amplamente aceita e eficaz método para controlar a
infeccdo por S. agalactiae e prevenir mortalidade em massa de tilapia (LIU et al.,
2016). No entanto, poucas vacinas comerciais estdo disponiveis para S.
agalactiae (DADAR et al., 2016). As vacinas inativadas sao os tipos mais comuns
de vacinas utilizadas na prevencao e controle de doengas na aquicultura, sendo
menos laboriosas de realizar, seguras para o meio ambiente e menos onerosas
(MUNANG’ANDU et al.,, 2016). Neste tipo de vacina, o patégeno torna-se
incapaz de se multiplicar e causar doenca, preservando sua conformacao
estrutural a qual estimula a resposta imune protetora (MUNANG’ANDU et al.,
2014; DADAR et al., 2016). A inativacdo pode ser realizada mediante métodos
guimicos, como a formaldeido, ou métodos fisicos, como o calor, luz ultravioleta,
entre outros (MUNANG’ANDU et al., 2014).

Geralmente, as vacinas inativadas s&o utilizadas amplamente para
protecdo contra S. agalactiae (LIU et al., 2016). As primeiras vacinas foram
desenvolvidas com células inativadas de S. agalactiae e concentrados de
produtos extracelulares (ELDAR et al., 1995; EVANS et al., 2004). Eldar et al.
(1995) testaram pela primeira vez uma vacina inativada com formaldeido pela

via intraperitoneal em hibridos de tilapias, obtendo 100,0% de protecéo. Evans
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et al. (2004) utilizaram células de S. agalactiae inativadas com formaldeido
adicionando concentrados de produtos extracelulares da bactéria em tilapias-do-
nilo 30 g, obtendo alta eficacia em peixes de 30 g (PRS=80,0%) pela via
intraperitoneal, além de baixos niveis de protecéo pela via de imersdo em peixes
de 30 g (PRS= 35,0%). No entanto, o formaldeido tem a capacidade de alterar
as propriedades intra e extracelulares de diferentes microrganismos
(MUNANG’ANDU et al 2014). Novos estudos indicam que o formaldeido afeta a
capacidade de antigenicidade dos virus (ABD-ELGHAFFAR et al., 2016) e
poderia causar polimerizacdo, blogueio de epitopos e induzir toxicidade e outros
efeitos adversos (DELGADO et al., 2009). Adicionalmente, outra desvantagem
desta metodologia € o longo periodo de incubacgao requerido para o sucesso da
inativagcdo, o qual poderia incrementar a concentracdo do formaldeido (Stauffer
et al., 2006). Portanto torna-se necesséario e premente buscar alternativas de

agentes inativadores economicamente viaveis, seguros e disponiveis.

Adicionalmente, Pasnik et al. (2014) testou metodologia de vacinacéo
inativando as células bacterianas de S. agalactiae mediante micro-ondas
obtendo niveis de protecdo (PRS = 56,0%) pela via intraperitoneal e baixa
eficacia por banhos de imerséo (PRS = 24,0%). Adicionalmente, outros agentes
inativadores foram desenvolvidos para S. agalactiae. Recentemente, Nguyen et
al. (2018) utilizaram esta metodologia prévia na elaboragdo de vacinas contra
Yersinia ruckeri em salméo do Atlantico (Salmon salar) com bons resultados na
eficacia. Estudos sobre inativacdo de Yersinia ruckeri submetidas a lise celular
em pH 9.8 por 60 a 120 min demonstraram ter eficacia quando usadas como
vacinas em peixes (AMEND et al., 1983).

Recentemente, novas metodologias para a producdo de vacinas
inativadas foram desenvolvidas utilizando peroxido de hidrogénio (H202) para
inativagdo do virus da coriomeningite linfocitica em camundongos (AMANNA et
al., 2012), virus da raiva em camundongos (ABD-ELGHAFFAR et al., 2016),
virus do oeste do Nilo em macacos Rhesus e camundongos (PINTO et al., 2013;
POORE et al., 2017). Fan et al. (2019) mencionaram que a inativacéo pelo H20:2
retém epitopos mais completos e exibe menor toxicidade quando comparado ao

formaldeido. Adicionalmente, o H20: inativa 0 RNA e o DNA, com minimo dano
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na estrutura antigénica ou imunogenicidade e demonstrou ser um método
altamente eficaz quando comparado a inativacdo convencional com formaldeido
ou b-propiolactona (AMANNA et al., 2012), além de mostrar protecdo vacinal
produzindo incremento da resposta imune adaptativa (PINTO et al., 2013; ABD-
ELGHAFFAR et al., 2016; POORE et al.,, 2017). Amanna et al.,, (2012)
mencionaram que o peréxido de hidrogénio tem habilidade para inativar varios
patdégenos incluindo bactérias, parasitas e esporos bacterianas. Porém, para
patdgenos de peixes a técnica ainda nao foi testada.

Assim, esta proposta teve como objetivo comparar a eficacia de
bacterinas de S. agalactiae utilizando trés metodologias de inativacéo: bactéria
total inativada com formaldeido, bactéria total inativada com perdxido de
hidrogénio e bactéria total inativada por manipulagdo do pH. A eficacia vacinal
foi determinada mediante PRS e niveis de anticorpos IgM anti-Streptococcus

agalactiae.

MATERIAL E METODOS

Animais e condi¢cbes experimentais

Foram utilizadas 440 tilapias-do-nilo, adquiridas de piscicultura comercial
sem historico de mortalidade por estreptococos, 5,0 % do lote foi utilizado para
deteccdo de S. agalactiae mediante isolamento bacteriano. Os animais foram
aclimatados por seis semanas em caixas de fibra de 250 L (20 peixes em cada),
abastecidas com agua corrente proveniente de poco artesiano, vazao de 1 L.min
1 e aeragdo suplementar constante. Antes do inicio do experimento, os peixes
foram confirmados negativos para S. agalactiae mediante analises bacteriolégica
de amostras de cérebro, rim e bagco. Durante todo o experimento, 0s peixes
receberam racdo comercial peletizada (Laguna, Brasil: Proteina bruta 36,0%),
duas vezes ao dia (8:00 e 16:00), correspondendo a 3,0% da biomassa. As
caixas foram sifonadas cada dois dias e a qualidade fisico-quimica da agua
determinada semanalmente, mediante sonda multiparametros (Horiba, modelo
U-50, Japéo) para determinacdo de temperatura, oxigénio dissolvido e pH.
Durante o experimento, a temperatura foi mantida com média de 29,20 + 0,98

°C, 0 oxigénio dissolvido com média de 5,58 + 1,78 mg™* e o pH com média 7,23
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+ 0,16. Os valores médios mantiveram-se dentro da faixa considerada adequada

para qualidade da agua em esta espécie (EI-SAYED, 2019).

O desenvolvimento do experimento preservou 0S principios éticos
envolvidos na experimentacdo animal definidos pelo Conselho Nacional de
Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e aprovados pela Comisséo de
Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Ciéncias Agréarias e
Veterinarias, Campus de Jaboticabal, SP (N° de protocolos: 018955/17).

Delineamento experimental

Apos periodo de aclimatacao de seis semanas e jejum préevio de 24 h, 440
tilapias-do-nilo com peso médio de 25,01 + 8,01 g foram utilizadas para o
desenvolvimento do experimento. Primeiramente, os peixes foram distribuidos
aleatoriamente em seis grupos experimentais em duplicata (20 peixes). G1:
naive, nao vacinados nem desafiados; G2: controle, ndo vacinados (injetados
com PBS estéril) nem desafiados (injetados com PBS estéril); G3: controle, ndo
vacinados (injetados com PBS estéril) e desafiados com uma cepa homdloga de
S. agalactiae; G4: vacinados com bactéria total inativada com formaldeido e
desafiados; G5: vacinados com bactéria total inativada com peroxido de
hidrogénio e desafiados; G6: vacinados com bactéria total inativada por lise
celular mediante manipulagao no pH e desafiados (Figura 1).
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Figura 1. Diagrama do desenho experimental. 28 dias ap6s vacinagéo os grupos G3, G4, G5 e G6, foram
desafiados com S. agalactiae e monitorados por 21 dias. Trés repeticdes foram adicionadas nos grupos
G2, G4, G5 e G6 para a determinagdo das proteinas séricas totais e anticorpos IgM anti-Streptococcus
agalactiae.

Os diferentes grupos experimentais foram anestesiados com Benzocaina
(100 mg.Lt) (Sigma-Aldrich, St. Louis, EEUU) (Neiffer & Stamper, 2009) e
posteriormente vacinados via intraperitoneal com 0,1 mL das vacinas. No caso
dos grupos controles G2 e G3 foram injetados com o mesmo volume de PBS
estéril (falsa vacinacgao). Vinte oito dias apos vacinacao, os grupos G3, G4, G5
e G6 foram anestesiados e desafiados com 0,1 mL de dose de uma cepa
homéloga de S. agalactiae calculada previamente para produzir 50% de
mortalidade. No caso do grupo controle G2 foi injetado com 0 mesmo volume de
PBS estéril (falso desafio). Durante o periodo de infeccéo, o fluxo continuo da
agua foi interrompido, e as variaveis fisico-quimicas da 4gua foram monitoradas

diariamente.

Apobs o desafio, os peixes foram observados diariamente durante 21 dias
para determinar a PRS. Foram anotados 0s sinais clinicos e a mortalidade duas
vezes ao dia. Amostras de tecidos (cérebro, figado, rim cranial e baco) de
animais moribundos, mortes recentes e dos sobreviventes foram coletadas para
isolamento bacteriano em agar Infusdo de Cérebro-Coracdo (BHI). A PRS foi

calculada segundo a formula descrita por Amend (1981):
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PRS =[1 - (% mortalidade em vacinados / % mortalidade em néo vacinados)] x
100

Para a determinacdo de proteinas séricas totais e anticorpos IgM anti-
Streptococcus agalactiae foram adicionadas em triplicatas (20 peixes cada) nos

grupos G2, G4, G5 e G6, as quais nao foram desafiadas.

Obtencdo da bactéria

A bactéria S. agalactiae do sorotipo Ib, utilizada no presente trabalho foi
isolada da regido norte do Parana em tilapias-do-nilo naturalmente infectadas
com sinais clinicos compativeis com estreptococose (MARCUSSO et al., 2015).
Os peixes foram necropsiados e fragmentos do cérebro, rim e baco foram
coletados para isolamento bacteriano. Logo apés, os isolados bacterianos foram
semeados em BHI a 28 °C por 48 h. A identificacdo das colbnias e classificacédo
sorolégica realizadas segundo o descrito por Salvador et al. (2005) e a
confirmacdo molecular dos isolados mediante amplificacdo do gene 16S-23S
rRNA segundo o descrito por Delannoy et al. (2013). Finalmente, as bactérias
foram mantidas congeladas em ultrafreezer (-80°C) em caldo Infusdo de

Cérebro-Coracao (BHI) suplementados com glicerol a 15% (v/v).

Preparagéo das vacinas

Bactéria total inativada com formaldeido

Bactérias mantidas congeladas em ultrafreezer (-80°C) em caldo (BHI)
suplementados com glicerol a 15% (v/v) foram reativadas em agar (BHI) a 28 °C
por 48-72 h. Além disso, as bactérias foram reativadas in vivo mediante trés
passagens prévias em tilapias. Para a inativacdo, a vacina foi elaborada
seguindo o protocolo proposto pelo Gallage et al., (2017). Brevemente, colbnias
caracteristicas de S. agalactiae foram semeadas em 300 mL de caldo BHI e
incubadas com agitador orbital a 150 rpm (C24 Classic Series, New Brunswick
Scientific, New Jersey, EEUU) a 28 °C por 48-72 h. A seguir, a suspensao foi
diluida em 200 mL de tampé&o fosfato salino (PBS) estéril para garantir completa
inativacéo prévio a adicdo de formaldeido (até obter uma concentracéo final de

3% na suspensao) e posteriormente mantidas 24 h em refrigeracdo a 4 °C. Logo
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apos, foi centrifugada a 10.000 g (Scorvall Legend Mach 1.6R, Thermo Fisher
Scientific, Massachusetts, EEUU) por 10 min a 4°C e lavadas com PBS estéril,
trés vezes, o0 sobrenadante desprezado e a massa bacteriana precipitada foi
diluida em PBS estéril e ajustada até obter um in6culo padronizado por contagem
de unidades formadoras de colbénias (UFC) em placas e por espectrofotometria
(SP-22, Biospectro, Brazil), o qual foi equivalente a 5,28x10° UFC.mL"%, DOs40nm
de 1,256. A dose vacinal escolhida esteve dentro de concentra¢des utilizadas
para S. agalactiae segundo estudos previamente realizados (EVANS et al., 2004;
PASNIK et al., 2005; PRETTO-GIORDANO et al., 2010; CHEN et al., 2012). A
inativacdo e esterilidade da vacina foram confirmadas semeando 0.1 mL da
suspensao bacteriana em agar (BHI) e incubando a 28°C por 72 h. Finalmente,

a vacina foi armazenada em frascos estéreis a 4 °C por 24h antes da vacinacao.

Bactéria total inativada com peréxido de hidrogénio

A vacina foi elaborada segundo a metodologia descrita por Amanna et al.
(2012) com modificagdes. Brevemente, suspensodes bacterianas de S. agalactiae
foram tratadas com peroxido de hidrogénio (Labsynth, Brasil) até obter
concentracdo final de 5,0% na suspensao e posteriormente mantidas 6 h em
refrigeracéo a 4°C. A seguir, foram centrifugadas a 10.000 g por 10 min a4°C e
lavadas com PBS estéril trés vezes, o sobrenadante desprezado e a massa
bacteriana precipitada foi diluida em PBS estéril e ajustada até obter um inéculo
padronizado equivalente a 1,54x10° UFC.mL™, DOsa40nm de 1,256. A inativagdo e
esterilidade da vacina foram realizadas segundo as técnicas microbiologicas
supracitadas para a vacina inativada com formaldeido. Finalmente, foi

armazenada em frascos estéreis a 4 °C por 24h antes da vacinagao.

Inativacao por lise celular mediante manipulacao de pH

A vacina foi elaborada segundo a metodologia descrita por Nguyen et al.
(2018) com modificagdes. Brevemente, suspensdes bacterianas de S. agalactiae
foram tratadas com hidroxido de s6dio (NaOH) 1 M até obter um pH de 10 e
mantidas a temperatura ambiente por 3 h. Posteriormente, as suspensdes foram
tratadas com &cido cloridrico (HCI) 1 M até obter pH de 7. A seguir, as
suspensOes foram diluidas em PBS estéril prévio a adicdo de formaldeido

segundo o supracitado e posteriormente mantidas 24 h em refrigeracdo a 4 °C.
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Finalmente, foram seguidos os mesmos passos realizados para as outras
vacinas supracitadas, utilizando um inoculo equivalente a 5,28x10° UFC.mL™,
DOs40nm de 1,266.

Cinética da inativacao

Aliguotas das suspensfes inativadas pelas trés metodologias foram
coletadas as 0, 2, 4 e 6h (para peroxido de hidrogénio) as 0, 3, 6, 9,12 e 24 h
(para formaldeido) e as 0, 1, 2, 3, 3, 6, 9, 12 e 24 h (manipulacdo de pH-
formaldeido) para medicdo da densidade Optica por espectrofotometria e para

contagem de UFC em placas.

Desafio experimental

O desafio foi realizado com a mesma cepa utilizada na producédo das
vacinas, utilizando uma dose letal 50% (DLso-21dias) previamente calculada.
Brevemente, as bactérias mantidas congeladas em ultrafreezer foram
reativadas, semeadas em 300 caldo BHI e incubadas sob as mesmas condi¢ces
detalhadas na preparagado. A seguir, o material foi centrifugado a 10.000 g por
10 min a 4°C e lavado com PBS estéril duas vezes, o sobrenadante desprezado
e a massa bacteriana precipitada diluida PBS estéril até obter um indculo
padronizado por contagem de UFC em placas e por espectrofotometria (SP-22,
Biospectro, Brazil) com comprimento de onda de 540nm, o qual foi equivalente
a 1,02x10° UFC.mL*, OD de 0,069. A determinacdo das UFC foi feita em
triplicata, através do plagueamento de 0,1 mL de diluicdes seriadas do inéculo

inicial em placas petri com agar BHI.

Coleta de amostras

Os peixes foram anestesiados, utilizando benzocaina, 100 mg.L por 5
min em um recipiente com 10 L de agua, onde os peixes foram considerados
anestesiados quando estivessem quase sem movimento e com diminui¢do dos
movimentos operculares. Amostras de sangue de sete peixes por grupo
(aproximadamente 0,8 mL) foram coletadas com seringas contendo EDTA a 10%
ou nao da veia caudal nas repeticbes ndo desafiadas G3, G4, G5 e G6 aos 7,
14, 21,28, 35 e 42 dias ap6s a vacinacdo. As amostras de sangue foram

colocadas em microtubos de 1,5 mL e deixadas a 25 °C por 1 h. Apés a
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coagulacéo, foram centrifugadas a 5000 rpm por 5 min (Prism Microcentrifugue,
Labnet International, Inc, USA). Finalmente o soro obtido foi armazenado em
ultrafreezer (-80°C) para posterior medicdo dos niveis de anticorpos anti-
Streptococcus agalactiae e das proteinas totais.

Determinacao de anticorpos IgM anti-Streptococcus agalactiae

Para deteccao de anticorpos anti-Streptococcus agalactiae foi utilizado o
ensaio de imunoabsorcdo enzimética (ELISA), seguindo a metodologia descrita
por Shelby (2002) e Soto et al. (2014) com algumas modificagbes. Brevemente,
suspensfes bacterianas de S. agalactiae foram tratadas com formalina
tamponada até obter concentracao final de 0.5% na suspenséo e mantidas 24 h
em refrigeracdo a 4°C. Posteriormente, foi lavada duas vezes em PBS e
suspensa em tampdo de carbonato (coating buffer) em concentracdo de 108
UFC.mL1. A seguir, microplacas estéreis de 96 pocos (ThermolLabsystems,
Franklin, MA, USA) foram recobertas com 100 pyL da suspensédo contendo 10’

UFC em cada poco e incubadas a noite toda a 4 ° C.

Logo apds, os pocos foram lavados trés vezes com PBS contendo 0,05%
Tween-20 (PBST) e bloqueados por 1 h a temperatura ambiente com albumina
de soro bovino (BSA) a 1,0% (INLAB, Brasil) em PBST. Posteriormente, as
placas foram lavadas trés vezes com PBST. Soros dos peixes controle (altos
titulos de anticorpos induzidos por repetidas imunizacdes sucessivas prévias) e
dos peixes vacinados foram adicionados as placas na diluicdo 1/25 em PBST.
As placas foram incubadas a 25 °C por 3 h e imediatamente lavada trés vezes
com PBST. O anticorpo monoclonal de camundongo anti-IgM de tilapia (Aquatic
Diagnostics Ltd, Stirling, UK) foi diluido 1/33 em PBST e 100 pL desta solucdo
foi adicionada a cada poco por 1 h a 25°C. A placa foi lavada trés vezes com
PBST. O conjugado de cabra anti-lgG de camundongo com peroxidase (Sigma-
Aldrich, A4416, St. Louis, EEUU) foi diluido 1/3000 em PBST e adicionado (100
UL) a cada poco e incubado por 1 h a 25 °C. Apés incubagédo, a placa foi lavada
trés vezes em PBST e 100 pL de Substrato TMB (Tetramethylbenzidine) (Sigma-
Aldrich, TA4444, St. Louis, EEUU) foram transferidos a cada poco. A reacao de
ELISA foi parada apos 15 min com 50 pL de 2 M H2SOas. As reagdes

imunoenzimaticas foram lidas a 450 nm em leitora de microplacas de ELISA
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(EzRead 2000Microplate Reader, Biochrom). A quantidade relativa de anticorpos

especificos foi mensurada como o valor da DO.

Determinacdo de proteinas séricas totais

As proteinas séricas totais foram determinadas pelo método Biuret,
utilizando o kit comercial (Labtest, Minas Gerais, Brasil), seguindo as instrucoes
do fabricante. Resumidamente, a agua destilada foi usada como branco e
adicionou-se reagente de Biureto (1 mL) aos tubos contendo o branco, o padréo
de proteina e as amostras de soro. A seguir, 0s tubos foram incubados em banho
maria a 37 °C por 10 min. Logo apos, foi aferida a absorbancia das amostras e
do padrao contra o branco a 545 nm e finalmente as proteinas do soro foram
calculadas de acordo com a seguinte formula: Proteinas totais = (densidade 6tica
das amostras de soro/densidade ética do padréo) x4g/dL.

Microscopia eletrénica

As caracteristicas morfolégicas das suspensdes bacterianas para cada
método de inativagdo foram examinadas mediante microscopia eletrdnica de
varredoura seguindo a metodologia descrita por Aoki et al. (2007) com
modificacbes. Brevemente, os “pellets” bacterianos obtidos das suspensdes
inativadas e das suspensdes controles (bactéria ndo inativada) foram fixados em
glutaraldeido a 5,0%, em seguida, uma gota de bactéria foi dispensada em uma
laminula estéril revestida com poli-L-lisina a 0,1% (Sigma-Aldrich, P8920, St.
Louis, EEUU) e, finalmente, as amostras foram desidratadas em etanol, secadas
usando ponto critico em carbono liquido, revestidas em ouro e examinadas

usando microscopio Zeiss EVO 10.

Anélises estatisticas

Foi utilizado o programa estatistico GraphPad Prism 7 (GraphPad
Software, San Diego, EEUU). Primeiro, foi testada a normalidade (teste Shapiro-
Wilk) e posteriormente foi feito analise de variancia (ANOVA) com teste post-hoc
de Tukey ou Kruskall Wallis com teste post-hoc de Dunn para identificar
diferencas estatisticas entre os grupos e teste t de student ou teste Mann
Whitney U para identificar diferengas estatisticas entre os tempos de

amostragem. Todos os resultados foram expressos em forma de média £ desvio
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padrdo. As curvas de sobrevida foram avaliadas pelos testes de Kaplan-Meier,

Log-rank e Bonferroni.

RESULTADOS

Os resultados da verificacdo da inativacdo pelas trés metodologias
revelaram total inativacdo nos dois primeiros tratamentos apos adicdo de
peroxido de hidrogénio e formaldeido. Porém, no terceiro tratamento houve
diminuicao gradual do crescimento bacteriano apds adicdo de hidroxido de sédio
e total inativacdo ap0s adicdo do acido cloridrico e formaldeido. Os valores na
densidade O6ptica nas vacinas inativadas por perdoxido de hidrogénio e
manipulacdo de pH revelaram diminuicdo gradativa apos adicdo de
componentes quimicos. No caso da vacina inativada por formaldeido os valores

diminuiram rapidamente apoés adi¢cdo de PBS e formaldeido (Tabela 1).

Tabela 1. Contagem de bactérias e densidade optica em diferentes tempos realizados em suspensdes
bacterianas de S. agalactiae submetidas a trés metodologias de inativagao.

Tempo de incubagéo Contagem de Densidade 6ptica
Vacina (horas apds procedimento de bactérias (horas apo6s procedimento
inativagao) (UFC.mL"1) de inativagao)

o' 2.09x10° 0.875

0 ND 0.867

Tratamento 2 0 0.877

com peréxido 4 0 0.855

de hidrogénio 6 0 0.850

o" 2.09x10° 0.875

0 ND 0.535

Trat . 3 0 0.545
ratamento

com 6 0 0.546

formaldeido 9 0 0.549

12 0 0.499

24 0 0.549

o 3.60x107 0.810

0 ND 0.807

Tratamento por L 1.30x10° 0.797

lise ceIuIaE 2 Incontaveis 0.783

mediante 3 2.30x10°3 0.482

manipulacao 3 0 0.506

6 0 0.507

de pH 9 0 0.504

12 0 0.501

24 0 0.515

'Prévio a adigdo de perdxido de hidrogénio, " Prévio a adicdo de PBS e formaldeido, " Prévio a adigcdo de
hidroxido de sédio, 'V 3h apés adicdo de acido cloridrico e formaldeido, ND N&o determinado.
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Os grupos G1 e G2 ndo apresentaram mortalidade durante o experimento.
As mortalidades no grupo controle (G3) e nos vacinados (G4, G5 e G6)
comecaram as 72h apds o desafio. Os sinais clinicos no grupo G3 incluiram
coloracdo escura, exoftalmia, opacidade da cornea, anorexia, letargia e natacao
erratica (rodopio). Nos grupos vacinados os sinais clinicos somente incluiram
coloracdo escura, anorexia e letargia. As mortalidades nos grupos ocorreram

durante os primeiros onze dias apds o desafio.

A taxa de sobrevida (Figura 2), foi 100,0% nos grupos G1 e G2, 62,5% no
grupo G3, 80,0% no G4, 75,0% no G5 e 85,0% no G6. Os resultados mostraram
taxa de sobrevida significativamente maior no grupo G5 (p < 0,05) comparado
ao grupo controle. A PRS foi calculada 21 dias ap6s o desafio e apresentou
valores de 46,6%, 33,3% e 60,0% para os grupos G4, G5 e G6 respectivamente
(Tabela 2).

Tabela 2. Desenho experimental, mortalidade, taxa de sobrevida e PRS em tilapia-do-nilo vacinadas contra
trés tipos de vacinas inativadas contra S. agalactiae.

Grupo Do(sSFdCerﬁeLi:;lflo N Mortalidade Taxa de(;gbrewda PRS (%)
Gl - 20 0 100.0 -
G2 - 40 0 100.0 -
G3 1,02x10°5 40 15 62.5 -
G4 1,02x10°5 40 8 80.0 46.6
G5 1,02x10°5 40 10 75.0 33.3
G6 1,02x10°5 40 6 85.0 60.0
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Figura 2. Taxa de sobrevida (Kaplan-Meier) de tilapias-do-nilo. G1: controle naive, ndo vacinados nem
desafiados; G2: controle, ndo vacinados (injetados com PBS estéril) nem desafiados (injetados com PBS
estéril); G3: controle, ndo vacinados (injetados com PBS estéril) e desafiados; G4: vacinados com bactéria
total inativada com peroxido de hidrogénio e desafiados; G5: vacinados com bactéria total inativada com
formaldeido e desafiados; G6: vacinados com bactéria total inativada por lise celular mediante pH e
posteriormente com formaldeido e desafiados. Letras minusculas diferentes indicam diferenc¢a significativa
entre grupos (P<0.05).

No teste de ELISA para a determinacdo de anticorpos IgM anti-
Streptococcus agalactiae (Figura 3), os resultados evidenciaram que 0s niveis
anticorpos de IgM anti-Streptococcus agalactiae no grupo G2 aumentaram
significativamente (P < 0.05) na quarta semana quando comparado a segunda
semana, no G5 aumentaram significativamente na segunda semana quando
comparado a primeira semana, € no grupo G6 o0s niveis de anticorpos
aumentaram significativamente na segunda semana quando comparado a
primeira semana. Adicionalmente, os resultados ndo evidenciaram diferencas
significativas no mesmo tempo entre os grupos vacinados (G4, G5 e G6) e o
grupo controle (G2) na primeira, segunda quarta e sexta semana apoés

vacinacao.
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Figura 3. Detecgcdo de anticorpos IgM anti-Streptococcus agalactiae em tildpias vacinadas com trés
metodologias de inativagdo. As barras verticais representam o erro padrdo da média (N=5). Letras
minudsculas diferentes indicam diferenca significativa entre tempos (1, 2 ,4 e 6 semanas) no mesmo grupo
(P<0.05). G2: controle, ndao vacinados (injetados com PBS estéril); G4: vacinados com bactéria total

inativada com peréxido de hidrogénio; G5: vacinados com bactéria total inativada com formaldeido; G6:
vacinados com bactéria total inativada por lise celular mediante pH e posteriormente com formaldeido.

Na avaliacdo das proteinas totais do soro (Figura 4), entre tempos no
mesmo grupo, os resultados evidenciaram diferencas estatisticas significativas
(P < 0.05) entre a segunda e quarta semana, quarta e quinta semana e quarta e
sexta semana no caso do G2, entre a quarta e sexta semana no caso de G4,
entre a segunda e quarta semana e quarta e quinta semana no caso de G5, e
finalmente entre a segunda e terceira semana e terceira e sexta semana no caso
de G6. Adicionalmente, os resultados ndo evidenciaram diferencas significativas
no mesmo tempo entre os grupos vacinados (G4, G5 e G6) e o grupo controle
(G2) na primeira, segunda, terceira, quarta, quinta e sexta semana apoés

vacinacao.
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Figure 4. Valores médios de proteinas totais do soro em tilapias-do-nilo vacinadas contra S. agalactiae com
trés metodologias de inativacdo. As barras verticais representam o erro padrdo da média (N=7). Letras
minudsculas diferentes indicam diferenca significativa entre tempos (1, 2 ,3, 4, 5 e 6 semanas) no mesmo
grupo (P<0.05). G2: controle, ndo vacinados (injetados com PBS estéril); G4: vacinados com bactéria total

inativada com peréxido de hidrogénio; G5: vacinados com bactéria total inativada com formaldeido; G6:
vacinados com bactéria total inativada por lise celular mediante pH e posteriormente com formaldeido.

Na microscopia eletrbnica (Figura 5), alteragbes no envoltério celular
foram detectadas em algumas células inativadas por manipulacdo de pH. No
entanto, ndo houve alteracbes na morfologia das células inativadas por

formaldeido e peréxido de hidrogénio.
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Figure 5. Andlise morfolégica de suspensdes de S. agalactiae mediante microscopia eletrénica de
varredoura. (A) Bactéria viva. Barra de escala = 1u (B) Bactéria inativada por formaldeido. Barra de escala
=200nm (C) Bactéria inativada por peroxido de hidrogénio. Barra de escala = 1u (D) Bactéria inativada por
manipulacédo de pH. Barra de escala = 1pu

DISCUSSAO

O presente estudo testou a eficicia de vacinas elaboradas com diferentes
metodologias de inativagdo. A maioria dos estudos de vacinacdo em peixes
utilizam formaldeido como metodologia de inativacdo das bactérias (EVANS et
al., 2004; PASNIK et al., 2005; PRETTO-GIORDANO et al., 2010; CHEN et al.,
2012), porém, o formaldeido poderia ter efeito negativo ao influenciar as
caracteristicas fisico-quimicas dos antigenos de superficie e a resposta imune
(TU et al.,, 2010; AMANNA et al.,, 2012). Adicionalmente, Fan et al. (2019)
reportaram que o formaldeido apesar de ser potente agente inativador, pode

alterar a integridade dos epitopos.

Os resultados da verificacdo da inativacado pelas diferentes metodologias
demostraram que tanto o peroxido de hidrogénio quanto o formaldeido foram
efetivos na inativagdo completa da bactéria S. agalactiae. No caso do

formaldeido, este composto tem a capacidade de alterar as propriedades extra
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e intracelulares dos micro-organismos (MUNANG ANDU et al.,, 2014). Em
relacdo a metodologia da manipulacdo de pH, observou-se diminuicdo gradual
do crescimento apos a adicdo de hidréxido de sodio, o que poderia se relacionar
a lise celular da bactéria pelo aumento do pH. Varios quimicos inibem o
crescimento bacteriano devido ao dano na membrana celular, especialmente
acidos e alcalis (PARK et al., 2016). Apos a adicéao do acido cloridrico, ndo houve
crescimento bacteriano, confirmando assim o dano na membrana.
Adicionalmente, os valores da densidade Optica nas bactérias inativadas por
manipulacdo de pH diminuiram pelo incremento de hidréxido de sédio, acido

cloridrico e PBS adicionados durante o processo de inativacao.

A DLso foi calculada previamente com os peixes do mesmo lote utilizados
durante o experimento. A dose escolhida para o desafio foi de 1,02x10° UFC.mL"
1, a qual esteve dentro dos valores utilizados para S. agalactiae (1,0x102 -
1,0x10'° UFC.mL?) segundo estudos previamente realizados (ELDAR et al.,
1995; EVANS et al., 2004; PASNIK et al., 2005; PRETTO-GIORDANO et al.,
2010; CHEN et al.,, 2012; NORAINI, et al., 2013; PASNIK et al., 2014). No
presente estudo, o grupo controle ndo vacinado e desafiado (G3) apresentou
porcentagem de mortalidade menor a 50,0%. Pretto-Giordano et al. (2010)
mencionaram que as concentracdes utilizadas no desafio podem influenciar na
efichcia vacinal. Midtlyng (2016) demonstrou porcentagens de mortalidade
maiores ou iguais a 60,0% no grupo controle ndo vacinado e desafiado nas
provas de eficacia. Por outro lado, Aasjord e Slinde (1994) demonstraram
porcentagens de 50,0% a 90,0% para ensaios vacinais. Porém, quando utilizada
no desafio experimental a mortalidade foi menor (37.5%). As diferencas entre
mortalidade esperada e mortalidade obtida nos peixes ndo vacinados e
desafiados foi provavelmente pelo crescimento, o qual poderia influenciar na
reposta imune, uma vez que 0S peixes eram menores no experimento da DLso.
Tort et al. (2003) mencionaram que a imunocompeténcia nos peixes depende do
peso, principalmente devido a necessidade de um minimo nimero de células
imunocompetentes. A PRS depende principalmente da mortalidade dos peixes
nao vacinados e desafiados, portanto poderia se supor que a eficacia obtida
neste estudo houvesse melhorado se dose maior no desafio houvesse sido

usada.
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As taxas de sobrevida das trés vacinas testadas apresentaram valores
maiores a 70,0%. Apesar de ndo haver diferenca significativa na sobrevida entre
0s grupos vacinados, no presente estudo foi observado que as vacinas
inativadas por peréxido de hidrogénio e por lise celular mediante pH
apresentaram sobrevidas maiores do que a vacina inativada pelo método
convencional com formaldeido. Estudos realizados com vacinas inativadas
contra S. agalactiae usando formaldeido reportaram valores de 85,0% e 68,0%
de sobrevida (mortalidades no grupo controle: 76,0% e 45,0%, respectivamente)
apos desafios em tildpias aos 30 e 21 dias pds vacinacdo, respectivamente
(EVANS et al.; 2004; PASNIK et al.; 2005).

Os valores de porcentagem de sobrevivéncia relativa (PSR) nas vacinas
inativadas por peroxido de hidrogénio e por lise celular mediante pH (46.66% e
60,0%), foram maiores quando comparadas ao grupo controle injetado com PBS.
Midtlyng (2016) mencionou porcentagens de sobrevivéncia relativa otimos
agueles maiores ou iguais a 60,0%. Os resultados obtidos no presente estudo
mostraram niveis de prote¢cdo moderado nas trés vacinas testadas contra a cepa
homologa de S. agalactiae, sendo os da vacina por lise celular mediante pH, os

que apresentaram maior performance.

A metodologia por inativacdo por peréxido de hidrogénio, néo foi utilizada
até agora no estudo de vacinas contra bactérias em peixes. Os resultados nas
vacinas demostraram serem efetivos. Estudos em vacinas contra o virus da raiva
em camundongos (ABD-ELGHAFFAR et al., 2016), e em vacinas contra o virus
do oeste do Nilo em camundongos e macacos Rhesus apresentaram curvas de
sobrevidas de 80 a 100% (PINTO et al., 2013; POORE et al., 2017) e em vacinas
contra o virus da coriomeningite linfocitica em camundongos 100% de eficacia
(AMANNA et al., 2012). Por outro lado, ndo foram descritas vacinas inativadas
contra S. agalactiae por lise celular. No entanto, estudos sobre inativacéo
mediante lise celular mediante manipulacdo do pH antes da adicdo de
formaldeido, demonstraram ter eficacia maior a 80,0% quando usadas em
vacinas contra Yersinia ruckeri em salméao do Atlantico (Salmon salar) (NGUYEN
et al.,, 2018). Neste estudo, as metodologias foram efetivas inativando o

patébgeno e apresentaram moderado nivel de protecdo sem evidenciar
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diferencas significativas quando comparado a metodologia convencional com

formaldeido.

Os niveis séricos de anticorpos IgM anti-Streptococcus agalactiae no
grupo controle (G2) e nos grupos vacinados experimentais (G4, G5 e G6) néo
mostraram diferencas estatisticas significativas entre si no mesmo tempo, o que
pode ser explicado devido a exposicéo prévia a Streptococcus agalactiae antes
da vacinacdo. Além disso, cepas bacterianas e espécies do género
Streptococcus tém presenca global (TAVARES et al., 2019) e carater enzootico
no Brasil (BARONY et al., 2017). Crosbie e Nowak (2004) mecionaram prévia
exposicdo ao patdgeno, reatividade cruzada dos anticorpos existentes aos
antigenos da bactéria e imprecisdes ou falta de especificidade do ELISA como
possiveis causas de atividade de anticorpos anti-V. harveyi encontrada nos
controles nao vacinados em um estudo desenvolvido em barramundis lates
calcarifer vacinados contra Vibrio harveyi. E possivel que algumas espécies
desconhecidas de Streptococcus possam ter causado o aumento da ligacédo néo

especifica no ensaio ELISA.

Embora seja conhecido que o nivel de anticorpos € importante para a
imunoprotecgdo, ainda néo foi claramente definido se os anticorpos podem ser
usados como uma medida de eficacia em comparagdo com a porcentagem de
sobrevivéncia relativa (MUNANG’ANDU et al., 2016). No grupo vacinado e
inativado com formaldeido (G5) e no grupo vacinado e inativado por lise celular
mediante pH (G6) os niveis de anticorpos incrementaram significativamente na
segunda semana quando comparado a primeira semana ap0s vacinagao, o que
poderia indicar aumento da resposta imune humoral por causa da vacina. Porém,
o fato de ter no grupo ndo vacinado (G2) niveis de anticorpos elevados
significativamente na quarta semana em relacdo a segunda semana apos

vacinacao, indicam possivel exposi¢cao prévia nos diferentes grupos.

As proteinas totais do soro desempenham papel significativo na
manutencdo da funcdo normal e da atividade metabdlica normal, como pressao
osmatica coloidal no plasma e transporte de sustancias (ZHU et al., 2017). Os

valores médios de proteina no soro obtidos neste estudo foram similares aos
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valores obtidos em estudos prévios com tilapias (AL-ASGAH et al., 2015). No
presente estudo, os niveis de proteinas totais no soro nos grupos foram muito
variaveis apresentando valores aumentados nas trés vacinas durante a quinta e
sexta semana, o que poderia estar relacionado ao aumento da resposta imune
inespecifica nas trés vacinas durante esse periodo. Elevadas concentracfes de
proteinas totais estéo relacionadas a maior producédo de moléculas envolvidas

na resposta imune inespecifica tais como o complemento, lisozima, lectinas ou
citocinas (HOLLAND e LAMBRIS, 2002; SAURABH e SAHOO, 2008;

JORGENSEN, 2014). A resposta imune inata & importante na ativacdo da
resposta imune adaptativa mediante estimulacdo de fagdcitos, ativacao de
citocinas, complemento e receptores celulares, estimulacéo de células T e B e
apresentacao de antigenos (Magnadattir, 2006).

Finalmente, a microscopia eletrénica revelou alteracdo no envoltério
celular nas células inativadas por manipula¢do de pH, o que pode ser devido a
alteragbes causadas pelo aumento do pH. Schwartzman et al.,, 2019
mencionaram que o pH acido pode promover alteracbes na membrana celular.
Além disso, a auséncia de alteracdes nas células inativadas por peréxido de
hidrogénio reforca o fato de que este método de inativacdo ndo modifica os
epitopos (FAN et al.,, 2019), O impacto de tais modificacBes superficiais na

antigenicidade e eficacia da vacina ainda precisa ser elucidado.

Os resultados observados neste estudo demostraram eficacia similar
nestas duas metodologias como alternativa a inativagdo convencional utilizando
formaldeido. Adicionalmente, o uso do perdxido de hidrogénio para inativagao
requereu menos tempo do que a metodologia com formaldeido, o que permitiria
gue o processo de inativacdo nas vacinas fosse mais rapido. Estudos no futuro
devem-se focar na inclusdo de adjuvantes para aumentar a eficacia vacinal e no

uso de vias alternativas de administracdo, além de tamanhos amostrais maiores.
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CAPITULO 2: Imunogenicidade de dois adjuvantes em uma vacina
inativada com per6xido de hidrogénio contra Streptococcus agalactiae em
tilapias-do-nilo.

RESUMO
O presente estudo comparou a eficacia de dois adjuvantes (Adjuvante

incompleto de Freund e hidroxido de aluminio) em vacina contra Streptococcus
agalactiae inativada com peroxido de hidrogénio. Tilapias-do-nilo foram
distribuidas em oito grupos experimentais: G1: naive; G2: controle, néo
vacinados; G3: controle ndo vacinados e desafiados; G4: controle hidroxido de
aluminio e desafiados; G5: controle AIF e desafiados; G6: vacinados com
bactéria total inativada com perdxido de hidrogénio e desafiados; G7: vacinados
+ hidroxido de aluminio e desafiados e G8: vacinados + AIF e desafiados. Vinte
oito dias apOs vacinacdo, os grupos G3, G4, G5, G6, G7 e G8 foram
anestesiados e desafiados com 0,1 mL de S. agalactiae e a mortalidade foi
avaliada por 21 dias. Para a determinacao de anticorpos IgM anti-Streptococcus
agalactiae, hemograma, atividade respiratéria dos leucécitos, proteinas séricas
totais, albumina e globulina no soro foram adicionadas repeticbes né&o
desafiadas. O PRS apresentou valores de 40,7%, 59,3% e 77,8% para 0S grupos
G6, G7 e G8 respectivamente. Entre grupos no mesmo, niveis de anticorpos no
grupo G7 foram significativamente maiores quando comparados ao grupo G3
guatro semanas apos vacinacao. Linfocitos apresentaram diminuicdo nos grupos
vacinados em relacdo ao grupo G3, sugerindo migracdo de células brancas aos
tecidos por causa da vacinagdo. Peixes com vacina com adjuvante AlF exibiram
persisténcia da vacina na area de injecdo. Os resultados demostraram que a
vacina inativada com peroxido de hidrogénio e administrada principalmente com

AIF conferiu 6tima protecado contra a infeccdo por S. agalactiae.

Palavras-chave: adjuvante incompleto de Freund, hidréxido de aluminio, vacina,

eficacia.
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INTRODUCAO

A aquicultura sustentavel ndo é possivel sem a prevencao de doencas,
por conseguinte a vacinagéo tem se convertido na ferramenta mais importante
(EVENSEN et al., 2016), sendo a amplamente aceita e eficaz método para
controlar a infecgcdo por S. agalactiae e prevenir mortalidade em massa de
tildpias (LIU et al., 2016). As vacinas vivas atenuadas tém o risco da reversao da
viruléncia e propagacdo no meio ambiente (Gudding et al., 1999). Por esse
motivo, 0 uso antigenos inativados ou purificados sédo viaveis quando
comparados as vacinas vivas atenuadas (MUNANG’ANDU et al., 2014).

Recentemente, novas metodologias para a producdo de vacinas
inativadas para camundongos foram desenvolvidas utilizando perédxido de
hidrogénio (H2032) para inativacao de bactérias em estudos com Staphylococcus
aureus e Pseudomonas aeruginosa (FAN et al., 2019) e virus da raiva (ABD-
ELGHAFFAR et al.,, 2016). Adicionalmente, vacinas inativadas utilizando
peréxido de hidrogénio foram testadas em camundongos e macacos rhesus
contra o virus do oeste do Nilo (PINTO et al., 2013; POORE et al., 2017),
reportando alta efichcia e melhora da resposta imune. Fan et al. (2019)
mencionaram que a inativagéo pelo H202retém epitopos mais completos e exibe
menor toxicidade quando comparado a formaldeido. Porém, para patdgenos de
peixes a técnica ainda ndo foi testada

As vacinas inativadas sdo menos imunogénicas quando comparadas as
vacinas vivas (VINAY et al.,, 2014). O uso de adjuvantes é essencial para a
melhora das vacinas, provendo adequada e longa protecdo no caso das vacinas
inativadas (BRUDESETH et al., 2013). Os adjuvantes séo usados para a melhora
da eficacia das vacinas, incrementando a magnitude da resposta imune
adaptativa (COFFMAN et al., 2010; ZHENG et al., 2012; TAFALLA et al., 2014,
DALMO et al., 2016), sendo classificados como facilitadores de sinal 1 e
facilitadores de sinal 2 (SCHIINS, 2001).

Entre os adjuvantes de sinal 1 mais utilizados encontram-se as emulsdes

oleosas (TAFALLA et al.,, 2014). As emulsdes oleosas incluem o adjuvante
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completo de Freund (ACF), o adjuvante incompleto de Freund (AIF) e Montanide,

entre os mais utilizados na aquicultura (DALMO et al., 2016).

O AIF é uma emulsdo de aguam em 6leo (A/O), estimulando a resposta
imune humoral em tilapia vermelha quando usado em vacinas inativadas
incorporadas na ragdo contra Streptococcus agalactiae (FIRDAUS-NAWI et al.,
2013) e em linguado japonés quando usado em vacinas inativadas multivalentes
contra Edwardsiella tarda e Vibrio anguillarum obtendo PRS de 70.9% e 67.4%,

respectivamente (SUN et al., 2011).

Os adjuvantes de sinal 2 ativam citocinas e regulam moléculas co-
estimulantes durante a fase de reconhecimento de antigenos incrementando a
resposta imune (DALMO et al., 2016). Entre os adjuvantes de sinal 2, encontram-
se 0s compostos de aluminio, hidréxido de aluminio e fosfato de aluminio
(DALMO et al., 2016). Contudo, poucos estudos séo feitos com adjuvantes de
aluminio em vacinas em peixes. Jiao et al. (2010) encontraram PRS de 53,0% e
69,0%, além de niveis elevados de titulos de anticorpos testando vacina contra
Edwardsiella tarda em linguado japonés, utilizando adjuvantes de hidréxido e

fosfato aluminio.

Assim, esta proposta teve como objetivo avaliar o efeito de dois
adjuvantes (AIF e hidréxido de aluminio) na eficacia de uma vacina contra
Streptococcus agalactiae inativada com peréxido de hidrogénio. A eficacia
vacinal foi determinada mediante a porcentagem relativa de sobrevivéncia (PRS)
e niveis de anticorpos IgM anti-Streptococcus agalactiae.

MATERIAL E METODOS

Animais e condi¢cdes experimentais

Foram utilizadas 520 tilapias-do-nilo, adquiridas de piscicultura comercial
sem histérico de mortalidade por estreptococos. Os animais foram aclimatados
por seis semanas e mantidos nas mesmas condicdes descritas no capitulo 1.

Durante o experimento, a temperatura foi mantida com média de 28,19 + 0,54
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°C. Os valores médios mantiveram-se dentro da faixa considerada adequada

para qualidade da agua para esta espécie (EL-SAYED, 2019).

O desenvolvimento do experimento foi de acordo aos principios éticos
envolvidos na experimentacdo animal pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA) e aprovados pela Comiss&o de Etica no Uso
de Animais (CEUA) da Faculdade de Ciéncias Agrérias e Veterinarias, Campus
de Jaboticabal, SP (N° de protocolo: 014772/19).

Delineamento experimental

Apobs o periodo de aclimatacdo de seis semanas e jejum prévio de 24 h,
520 tilapias-do-nilo com peso médio de 22,39 + 1,71 g e comprimento total de
8,24 + 0,16 cm, foram utilizadas e distribuidas aleatoriamente em oito grupos
experimentais em duplicata (20 peixes cada) e G1 e G2 apresentaram s6 20
peixes. G1: naive, ndo vacinados nem desafiados; G2: controle, ndo vacinados
(injetados com PBS estéril) nem desafiados (injetados com PBS estéril); G3:
controle ndo vacinados (injetados com PBS estéril) e desafiados; G4: controle
hidroxido de aluminio e desafiados; G5: controle AlF e desafiados; G6: vacinados
com bactéria total inativada com peroxido de hidrogénio e desafiados; G7:
vacinados + hidroxido de aluminio e desafiados e G8: vacinados + AIF e
desafiados (Figura 1).
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Figura 1. Diagrama do desenho experimental. 28 dias apos vacinagdo os grupos G3, G4, G5, G6, G7 e G8
foram desafiados com S. agalactiae e monitorados por 21 dias. Duas repeticdes foram adicionadas nos
grupos G2, G4, G5; G6, G7 e G8 para a determinacao do hemograma, atividade respiratoria dos leucécitos,
proteinas séricas totais, albumina e globulina no soro e anticorpos IgM anti-Streptococcus agalactiae.

Os diferentes grupos experimentais foram anestesiados com Benzocaina
(100 mg.L1) (Sigma-Aldrich, St. Louis, EEUU) (Neiffer & Stamper, 2009) e
posteriormente vacinados via intraperitoneal com 0,1 mL das vacinas. No caso
dos grupos controles G4 e G5 foram injetados com 0 mesmo volume de hidréxido
de aluminio e adjuvante incompleto de Freund, respectivamente. Os grupos
controles G2 e G3 foram injetados s6 com PBS estéril. Vinte oito dias apos
vacinacao, os grupos G3, G4, G5, G6, G7 e G8 foram anestesiados e desafiados
com 0,1 mL de dose de uma cepa homologa de S. agalactiae calculada
previamente para produzir 50% de mortalidade. No caso do grupo controle G2
foi injetado com o mesmo volume de PBS estéril (falso desafio). Durante o
periodo de infeccdo, o fluxo continuo da agua foi interrompido, e as variaveis

fisico-quimicas da agua foram monitoradas diariamente.

Apos o desafio os peixes foram observados diariamente durante 21 dias
para determinar a porcentagem relativa de sobrevivéncia (PRS). Foram
anotados os sinais clinicos e a mortalidade duas vezes ao dia. Amostras de
tecidos (cérebro, figado, rim cranial e ba¢co) de animais moribundos, mortes
recentes e dos sobreviventes foram coletadas para reisolamento bacteriano. A

PRS foi calculada segundo a formula descrita por Amend (1981):
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PRS =[1 - (% mortalidade em vacinados / % mortalidade em néo vacinados)] x
100

Para a determinacdo do hemograma, atividade respiratoria dos leucdcitos,
proteinas séricas totais, albumina e globulina no soro e anticorpos IgM anti-
Streptococcus agalactiae foram adicionadas mais duas repeticdes (20 peixes
cada) nos grupos G2, G4, G5, G6, G7 e G8, as quais ndo foram desafiadas.
Amostras de sangue foram coletadas destes Ultimos grupos aos 14 e 28 dias

apos a vacinagao.

Obtencéao da bactéria
No presente trabalho foi utilizada a bactéria Streptococcus agalactiae,
isolada, identificada e classificada sorologicamente, além de confirmacéo

molecular, segundo as metodologias descritas no capitulo 1.

Preparagéo das vacinas

Vacina inativada com peroxido de hidrogénio

A vacina foi elaborada segundo a metodologia descrita por Amanna et al.,
(2012) com modificagdes e descritas no capitulo 1. O inoculo padronizado foi
equivalente a 2,6x10%° UFC.mL?%, DOs4onm de 1,260. A inativagéo e esterilidade
da vacina foram realizadas segundo as técnicas microbiolégicas supracitadas
também no capitulo 1. Finalmente, foi armazenada em frascos estéreis a 4 °C

até o momento da vacinagao.

Vacina inativada com peroxido de hidrogénio contendo adjuvante
incompleto de Freund

Previamente, foi preparado uma vacina inativada com peroxido de
hidrogénio segundo as técnicas supracitadas, equivalente a 5,2x10*° UFC.mL™.
A seguir, a vacina foi emulsificada com AIF (Sigma-Aldrich, F5506, St. Louis,
EEUU) na proporc¢ao 1:1. Finalmente, foi armazenada em frascos estéreis a 4 °C

até o momento da vacinacgao.
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Vacina inativada com peroxido de hidrogénio contendo com hidréxido de
aluminio

Previamente, foi preparado uma vacina inativada com peroxido de
hidrogénio segundo as técnicas supracitadas, a qual foi equivalente a 5,2x10%°
UFC.mL"1. A seguir, a vacina foi combinada com hidréxido de aluminio (Sigma-
Aldrich, 239186, St. Louis, EEUU) a 0.5 % (w/v) na proporcédo 1:1. Finalmente,

foi armazenada em frascos estéreis a 4 °C até o momento da vacinacao.

Desafio experimental

O desafio foi realizado com a mesma cepa utilizada na producédo das
vacinas, utilizando dose letal 50% (DLso-21dias) previamente calculada. A bactéria
foi preparada utilizando as técnicas microbioldgicas supracitadas no capitulo 1,
até obter um indéculo padronizado equivalente a 1,7x10%® UFC.mL, DOs4onm de
0,575.

Coleta de amostras

Os peixes das repeticdes ndao desafiadas foram anestesiados, sob as
mesmas condicdes descritas no capitulo 1. Amostras de sangue
(aproximadamente 0,8 mL) da veia caudal de sete peixes por grupo foram
coletadas com seringas contendo EDTA a 10,0% ou nédo aos 14 e 28 dias ap0s
a vacinacéo e foram colocadas e homogeneizadas em microtubos de 1,5 mL
para 0s ensaios hematoldgicos e atividade respiratoria dos leucdcitos e em
microtubos sem anticoagulante para a obtencao de soro, seguindo estas ultimas
amostras o0 mesmo protocolo descrito no capitulo 1, para posterior medicéo dos

niveis de anticorpos anti-Streptococcus agalactiae e as variaveis bioquimicas.

Determinacao de anticorpos IgM anti-Streptococcus agalactiae

A deteccdo de anticorpos anti-Streptococcus agalactiae foi utilizando o
ensaio de imunoabsorcdo enzimatica (ELISA), seguindo a metodologia descrita
por Shelby et al. (2002) e Soto et al. (2014) com algumas modificacbes

detalhadas no capitulo 1.

Determinagdo do hemograma
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A contagem das células totais foi feita em camara de Neubauer usando a
solucdo de Natherrick (Impralab, Ribeirdo Preto, Brasil). Para a contagem
diferencial de leucdcitos (linfécitos, mondcitos, neutrofilos, eosindfilos e
basofilos) foram confeccionados esfregacos sanguineos sem o0 uso de
anticoagulantes, que posteriormente foram corados pancromaticamente pelo
método de Rosenfeld (1947), e contados 200 leucocitos em cada extensao
sanguinea, e foi estabelecido o percentual de cada componente celular. No
mesmo esfregago sanguineo usado na diferencial de leucdcitos, foi quantificado
0 numero de leucdcitos e trombdcitos totais por pL, utilizando-se as seguintes

formulas:

Leucécitos totais = (nUmero de leucécitos na extensdo x numero de
células totais contadas na camara Neubauer) /2000 células totais contadas na
extensao.

Trombadcitos totais = (nUmero de trombdcitos na extensao x numero de
células totais contadas na cadmara Neubauer) /2000 células totais contadas na

extensao.

Finalmente, a contagem de eritrocitos foi feita restando das células totais
sanguineas os valores totais de leucécitos e trombdcitos. O hematoécrito ou
empaquetado do volume celular (PCV) foi determinado pela técnica do
microhematécrito de acordo com Goldenfarb et al., 1971. A hemoglobina foi
determinada segundo o método pelo método de cianeto de hemiglobina (Drabkin
e Austin, 1935) utilizando o kit comercial (Labtest, Minas Gerais, Brasil),
seguindo as instru¢des do fabricante. Resumidamente, tubos de vidro contendo
reagente de Drabkin (5 mL) foram adicionados com 0.02 mL dos padrbes de
hemoglobina e das amostras de sangue total. Agua destilada foi usada como
branco. Apds serem homogeneizados e deixados por 5 min, foi aferida a
absorbéancia das amostras e do padrdo contra o branco a 540 nm. Finalmente a
taxa de hemoglobina foi calculada de acordo com a seguinte formula:
Hemoglobina = (densidade 6tica das amostras de soro/densidade oOtica do
padréao) x10g/dL.
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A partir da determinacdo do hematocrito, contagem de eritrécitos e taxa
de hemoglobina total foram determinados os indices hematimétricos, utilizando-

se as seguintes formulagdes estabelecidas por Wintrobe (1934):

Volume corpuscular médio (VCM) = [hematdcrito (%) / nimero de eritrécitos
(108/ pL)] =fL

Hemoglobina corpuscular média (HCM) = [Hemoglobina (g/dL) / nUmero de

eritrécitos (10%/ puL)] = pg/célula

Concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) = [Hemoglobina
(g/dL) / hematdcrito (%)] = g/dL

Atividade respiratoria de leucdcitos no sangue

A atividade respiratéria dos leucdcitos foi determinada segundo a
metodologia de Biller-Takahashi et al., (2013). Brevemente, 100 puL de sangue
heparinizado foi adicionado em 100 pL do corante 0,2% NBT
(nitrobluetetrazolium) (Sigma-Aldrich, N5514, St. Louis, EEUU), cuja mistura foi
incubada por 30 minutos a 25 ° C na escuriddo. A seguir, 50 pL da mistura foi
adicionada em 1000 pL de DMF (N, N- dimetilformamida) (Sigma-Aldrich, D4551,
St. Louis, EEUU) e posteriormente centrifugada a 3000g por 5 minutos em tubos
de vidro. Finalmente, o sobrenadante foi transferido para cubetas de quartzo e a
densidade Optica da solucdo foi determinada em espectrofotbmetro no

comprimento de onda de 540 nm.

Determinacao de proteina, albumina e globulina sérica total

As proteinas séricas totais foram determinadas pelo método Biuret,
utilizando o kit comercial (Labtest, Minas Gerais, Brasil), seguindo as instru¢des
do fabricante, as quais sé&o detalhadas no capitulo 1. A albumina total foi
determinada pelo método de verde de bromocresol, utilizando kit comercial
(Labtest, Minas Gerais, Brasil), seguindo as instru¢cdes do fabricante.
Resumidamente, adicionou-se o reagente de cor (1 mL) aos tubos contendo o
padrédo de albumina e as amostras de soro. A seguir, os tubos foram misturados

e apos 2 min foi aferida a absorbancia das amostras e do padréo contra o branco
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a 630 nm e finalmente as albuminas do soro foram calculadas de acordo com a
seguinte formula: Albumina total = (densidade O&tica das amostras de
soro/densidade 6tica do padrdo) x3.8g/dL. A determinacdo dos valores de

globulinas foi realizada através da diferenca entre proteinas totais e albumina.

Anélises estatisticas

Foi utilizado o programa estatistico GraphPad Prism 7 (GraphPad
Software, San Diego, EEUU). Primeiro, foi testada a normalidade (teste Shapiro-
Wilk) e posteriormente foi feito analise de variancia (ANOVA) com teste post-hoc
de Tukey ou Kruskall Wallis com teste post-hoc de Dunn para identificar
diferencas estatisticas entre os grupos e teste t de Student ou teste Mann
Whitney U para identificar diferencas estatisticas entre os tempos de
amostragem. Finalmente todos os resultados foram expressos em forma de
média * desvio padrdo. As curvas de sobrevida foram avaliadas pelos testes de

Kaplan-Meier, Log-rank e Bonferroni.

RESULTADOS

Os grupos G1 e G2 nao apresentaram mortalidade durante o experimento.
As mortalidades nos grupos controles desafiados (G3, G4 e G5) comegaram aos
6, 5 e 2 dias, respectivamente, ap0s o desafio; e nos grupos vacinados e
desafiados comecaram aos 5 dias (G6 e G7) e aos 4 dias (G8). Os sinais clinicos
nos grupos controles desafiados incluiram coloragdo escura, exoftalmia,
opacidade da cornea, anorexia, letargia e natacao erratica (rodopio). Nos grupos
vacinados o0s sinais clinicos somente incluiram coloracdo escura, anorexia e

letargia.

A porcentagem de sobrevida foi 60,0% no grupo G6, 72,5% no G7, 85,0%
no G8, 27,5% no G4, 22,5% no G5, 32,5% no G3 e 100,0% nos grupos G2 e G1
(Figura 2). Os resultados amostraram uma porcentagem de sobrevida maior nos
grupos vacinados quando comparados aos grupos controle desafiados (G3, G4
e G5). Adicionalmente, houve diferencas significativas (P < 0.05) entre os dois
grupos de vacinas com adjuvantes (G7 e G8) quando comparados ao controle

nao vacinado (G3). No entanto, ndo se evidenciou diferencga significativa (P >
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0.05) entre o grupo vacinado com bactéria total inativada (G6) quando
comparado ao grupo controle ndo vacinado (G3). Na avaliacdo da sobrevida, as
trés vacinas (G6, G7 e G8) nao apresentaram diferenca estatisticamente
significativa entre si. A PRS foi calculada 21 dias apés o desafio e apresentou
valores de 40,7%, 59,3% e 77,8% para o0s grupos G6, G7 e G8 respectivamente
(Tabela 1).
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Figura 2. Taxa de sobrevida (Kaplan-Meier) de tilapias-do-nilo. G1: controle naive, ndo vacinados nem
desafiados; G2: controle, ndo vacinados (injetados com PBS estéril) nem desafiados (injetados com PBS
estéril); G3: controle ndo vacinados (injetados com PBS estéril) e desafiados; G4: controle ndo vacinados
(injetados com hidréxido de aluminio em combinagdo com PBS estéril) e desafiados; G5: controle ndo
vacinados (injetados com adjuvante incompleto de Freund em combinagdo com PBS estéril) e desafiados;
G6: vacinados com bactéria total inativada com perdxido de hidrogénio e desafiados; G7: vacinados em
combinagdo com hidroxido de aluminio e desafiados e G8: vacinados em combinagdo com adjuvante
incompleto de Freund e desafiados. Letras minUsculas diferentes indicam diferenga significativa entre
grupos (P<0.05).
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Tabela 1. Desenho experimental, mortalidade, taxa de sobrevida e PRS em tilapia-do-nilo vacinados contra
S. agalactiae inativada com peroxido de hidrogénio, dois diferentes adjuvantes e as suas combinacoes.

Grupo DO(SSFdC?nC:eLi?ﬁO n Mortalidade Taxa de(;)c))brewda PRS (%)
Gl - 20 0 100.0 -
G2 - 20 0 100.0 -
G3 1,65x106 40 27 325 -
G4 1,65x106 40 29 27.5 -
G5 1,65x106 40 31 22.5 -
G6 1,65x106 40 16 60.0 40.7
G7 1,65x106 40 11 72.5 59.3
G8 1,65x108 40 6 85.0 77.8

No teste de ELISA para a determinacdo de anticorpos IgM anti-
Streptococcus agalactiae (Figura 3), entre grupos no mesmo tempo, os niveis de
anticorpos foram significativamente maiores (P < 0.05) no grupo vacinado com
hidréxido de aluminio (G7) quando comparado ao grupo controle ndo vacinado
(G2) quatro semanas apOs vacinacdo. No entanto, ndo houve diferenca
significativa duas semanas ap0s vacinacdo. Adicionalmente, entre tempos no
mesmo grupo, os resultados evidenciaram incrementos significativos no caso de
G4 e G6 as duas semanas apés vacinagdo quando comparados as quatro

semanas apos vacinagao.
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Figura 3. Deteccdo de anticorpos IgM anti-Streptococcus agalactiae em tilapias-do-nilo vacinadas com e
sem adjuvantes (N=5). As barras verticais representam o erro padrdo da média. Letras mailsculas
diferentes indicam diferenca significativa entre grupos no mesmo tempo e letras minisculas diferentes
indicam diferenca significativa entre tempos (2 e 4 semanas) no mesmo grupo (P<0.05). G2: controle ndo
vacinados (injetados com PBS estéril); G4: controle ndo vacinados (injetados com hidréxido de aluminio em
combinagdo com PBS estéril); G5: controle ndo vacinados (injetados com AIF em combinacdo com PBS

estéril); G6: vacinados com bactéria total inativada com perdéxido de hidrogénio; G7: vacinados em
combinagdo com hidréxido de aluminio e G8: vacinados em combinagdo com AlF.

No hemograma, nédo se registraram diferencas significativas (P > 0.05)
entre grupos vacinados quando comparados ao controle. Além disso, houve
diferenca significativa entre grupos no mesmo tempo, revelando valores
significativamente maiores para hemoglobina no grupo G6 quando comparado
ao grupo G7 e valores significativamente maiores para concentracdo de
hemoglobina corpuscular média no grupo G5 quando comparado ao grupo G7
duas semanas ap0s vacinagdo, mas nao se registrou diferenca significativa entre
grupos no mesmo tempo quatro semanas apos vacinacao. Adicionalmente, entre
tempos no mesmo grupo, registrou-se valores significativamente maiores duas
semanas ap0s vacinacao para hemoglobina no caso de G5, G7 e G8, para
volume corpuscular médio no caso de G7 e para concentracdo de hemoglobina
corpuscular média no caso de G2 e G7 em relacdo as quatro semanas apos

vacinacao (Tabela 2).
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Tabela 2. Série vermelha (média + erro padrao) de tilapia-do-nilo duas semanas e quatro semanas apos

vacinacgédo contra S. agalactiae.

Grupo G2

G4 G5 G6 G7 G8 |

Duas semanas ap0s vacinacéo

Hemoglobina (g dL') 6.65+0.47AB 6.48+0.48AB 6.34+0.63ABb 6.97+1.04A 5.57£0.60Bb  5.97+0.70ABb
Hematdcrito (%) 31.57+4.32 33.50+1.47 28.86+7.55 33.42+5.45 34.60+6.83 30.80+4.30
E”t(rflc(')taoj_t_?)ta's 2.02+0.33 1.8240.18 1.60£0.90 1.45+0.48 1.5540.38 2.1840.82

VCM (fL) 165.24+33.83 184.66+£11.62 228.27+124.43 266.47+£160.58 226.02+22.03a 152.97+43.79
HCM (pg/cel) 34.86+3.39 35.86+£4.93 61.12+40.76 54.14+24.57 36.90%£4.70 29.52+7.54
CHCM (g dL?) 19.65+1.10ABb 19.38+1.92AB 23.63+2.73A 21.73+5.73AB 16.37+1.87Bb 19.47+1.31AB

Quatro semanas apos vacinacéo

Hemoglobina (g dL) 7.53+0.85 7.25+0.71 7.43+0.46a 7.97+2.04 6.85+0.84a 7.32+0.61a
Hematocrito (%) 33.67£2.62 35.50£3.57 32.64£1.75 34.50£2.55 33.86+2.48 35.79+4.85
Eritrocitos totais

(X106 uL-1) 1.91+0.32 1.92+0.46 1.96+0.37 1.80+0.43 2.14+0.52 1.83+0.50

VCM (fL) 173.30% 22.41 187.46+44.53 171.98+ 36.65 198.60+40.30 164.57+34.75b 208.41+62.71

HCM (pg) 40.0145.09 38.75+10.11 38.92+7.30 45.46+11.70 33.0416.45 42.68+12.71
CHCM (g dL) 22.35+1.512 20.53+0.94 22.77+1.33 23.11+5.80 20.18+1.32a 20.77+£3.44

Letras mailsculas diferentes indicam diferenga significativa entre grupos no mesmo tempo e letras minasculas diferentes
indicam diferenca significativa entre tempos no mesmo grupo (P<0.05). VCM- Volume Corpuscular Médio, HCM-Hemoglobina
Corpuscular Média, CHCM-Concentragdo de Hemoglobina Corpuscular Média. G2: controle ndo vacinados (injetados com PBS
estéril); G4: controle ndo vacinados (injetados com hidréxido de aluminio em combinagcdo com PBS estéril); G5: controle ndo
vacinados (injetados com AIF em combinag¢do com PBS estéril); G6: vacinados com bactéria total inativada com peréxido de
hidrogénio; G7: vacinados em combina¢éo com hidroxido de aluminio e G8: vacinados em combinagdo com AlF.
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No leucograma, o numero de linfécitos dos grupos G5, G6, G7 e G8 foram
significativamente menores (P < 0.05) (Figura 4) quando comparados ao controle
(G2), duas semanas apos vacinagao. Além disso, entre grupos no mesmo tempo,
0 grupo G4 apresentou valores significativamente maiores quando comparado
ao grupo G6 para leucdcitos totais, valores significativamente maiores no grupo
G2 quando comparado aos grupos G5, G6, G7 e G8 para linfocitos, e valores
significativamente menores no grupo G6 quando comparado aos grupos G7 e
G8 para mondcitos duas semanas apés vacinacdo. Adicionalmente, o niumero
de granuldcitos € mondcitos no grupo G6 em relagdo ao controle (G2) quatro
semanas apo6s vacinagao foram significativamente maiores. O numero de
leucécitos totais no grupo G4 foram significativamente maiores quando
comparado aos grupos G5 e G8, granuldcitos no grupo G6 foram
significativamente maiores quando comparado aos grupos G2, G5, G7 e G8,
linfécitos no grupo G4 foram significativamente maiores quando comparados aos
grupos G6 e G8 e finalmente mondcitos no grupo G6 foram significativamente
maiores quando comparado aos grupos G2, G4, G5, G7 e G8 quatro semanas
apos vacinacdo. Entre tempos no mesmo grupo, registrou-se valores
significativamente menores as duas semanas apos vacinacdo no caso de G6 e
G7 quando comparado as quatro semanas ap0s vacinacao para leucdcitos totais
e linfécitos. Para valores de granulécitos as duas semanas apés vacinagao, no
caso do grupo G6 e G7, os valores foram significativamente menores e maiores
respectivamente quando comparados as quatro semanas apés vacinagdo. Os
valores de mondcitos nos grupos G2, G4, G5, G7 e G8 as duas semanas foram
significativamente maiores quando comparados as quatro semanas apos
vacinacdo. Finalmente os valores de trombdcitos nos grupos G2, G4 e G8 as
duas semanas foram significativamente maiores quando comparados as quatro

semanas apos vacinacgao.
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Figura 4. Série branca (média + erro padrdo) de tilapia-do-nilo duas semanas e quatro semanas ap0s
vacinagdo contra S. agalactiae. Letras mailsculas diferentes indicam diferenca significativa entre grupos
no mesmo tempo e letras mindsculas diferentes indicam diferenca significativa entre tempos no mesmo
grupo (P<0.05). A. Leucdcitos e trombdcitos. B. Linfocitos, mondcitos e granulécitos (neutrdfilos, células
granulociticas especiais, basofilos e eosindfilos). G2: controle ndo vacinados (injetados com PBS estéril);
G4: controle ndo vacinados (injetados com hidréxido de aluminio em combinacdo com PBS estéril); G5:
controle ndo vacinados (injetados com AIF em combinacdo com PBS estéril); G6: vacinados com bactéria
total inativada com peréxido de hidrogénio; G7: vacinados em combinac¢ao com hidroxido de aluminio e G8:
vacinados em combinagdo com AlF.
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No teste de atividade respiratoria de leucocitos (Figura 5), entre grupos no
mesmo, houve diferenca significativa (P < 0.05) entre os grupos G2, G4, G6 e
G7 quando comparados aos grupos G5 e G8 quatro semanas apés vacinacgao,
sendo observado nos primeiros uma maior atividade respiratéria. No entanto,
ndo houve diferenca significativa duas semanas ap0s vacinacao.
Adicionalmente, entre tempos no mesmo grupo, os resultados evidenciaram uma
diminuicdo significativa as quatro semanas nos grupos G5 e G8 quando

comparados as duas semanas.
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Figura 5. Atividade respiratoria dos leucdcitos sanguineos apds vacinacao. As barras verticais representam
o erro padrdo da média. Letras mailsculas diferentes indicam diferenca significativa entre grupos no mesmo
tempo e letras minasculas diferentes indicam diferenca significativa entre tempos (2 e 4 semanas) no
mesmo grupo (P<0.05). G2: controle ndo vacinados (injetados com PBS estéril); G4: controle ndo vacinados
(injetados com hidréxido de aluminio em combinacdo com PBS estéril); G5: controle ndo vacinados
(injetados com AIF em combinagdo com PBS estéril); G6: vacinados com bactéria total inativada com
peroxido de hidrogénio; G7: vacinados em combinagdo com hidroxido de aluminio e G8: vacinados em
combinacgao com AlF.

Na avaliacdo das proteinas totais do soro, entre grupos no mesmo tempo,
os valores foram significativamente maiores (P < 0.05) no grupo G4 quando
comparado ao grupo G7 duas semanas apoés vacinacéao e significativa menores
entre no grupo G4 quando comparado ao grupo G7 quatro semanas apos
vacinacdo. Adicionalmente, entre tempos no mesmo grupo, 0s valores no grupo

G4 as duas semanas foram significativamente maiores quando comparados as
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guatro semanas (Tabela 3). Os niveis de albumina no soro, entre grupos no
mesmo tempo, foram significativamente menores (P < 0.05) no grupo G6 quando
comparado aos grupos G8 e G2, e significativamente menores no grupo G5
guando comparado ao grupo G8 duas semanas ap0s vacinacao.
Adicionalmente, entre tempos no mesmo grupo, os valores no grupo G6 e G8 as
duas semanas incrementaram e diminuiram, respectivamente, quando
comparado as quatro semanas ap0Os vacinacdo (Tabela 3). Os niveis de
globulina no soro, entre grupos no mesmo tempo, foram significativamente
menores (P < 0.05) no grupo G2 quando comparado ao grupo G4 duas semanas
apos vacinacao. As quatro semanas apos vacinagao, o grupo G4 apresentou
valores menores quando comparado ao grupo G7. Adicionalmente, entre tempos
no mesmo grupo, niveis de globulinas nos grupos G2 e G4 as duas semanas
incrementaram e diminuiram, respectivamente, quando comparados as quatro
semanas apos vacinacao (Tabela 3). A relacdo albumina-globulina, entre grupos
no mesmo tempo, foi significativamente menor (P < 0.05) no grupo G6 quando
comparado aos grupos G2 e G8 duas semanas apos vacinacao. Adicionalmente,
entre tempos no mMesmo grupo, a relacao nos grupos G2 e G8 as duas semanas
foi significativamente maior quando comparado as quatro semanas apos
vacinacdo. Contudo, no caso do grupo G6, a relacéo incrementou entre as duas

e quatro semanas apoés vacinacao (Tabela 3).
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Tabela 3. Variaveis bioquimicas (média + erro padrédo) de tilapia-do-nilo duas semanas e quatro semanas
apos vacinagdo contra S. agalactiae.

Grupo G2 G4 G5 G6 G7 G8

Duas semanas apods vacinacéo

Proteinas totais

(gdL-) 2.80+0.23AB 3.45+0.43Aa 2.76+0.44AB 2.76+x0.30AB 2.50+0.19B 3.03+0.48AB

Albumina (gdL?)  0.90+0.18AC 0.70+0.17AB 0.70+0.18BC 0.53+0.10Bb 0.63+0.09AB 0.97+0.19Aa

Globulinas (gdL)  1.90+0.13Bb 2.75+0.59Aa 2.06+0.46AB 2.23+0.22AB 1.87+0.12AB 2.06+0.33AB

Relagdo A:G (gdL') 0.48+0.10Aa 0.27+0.10AB 0.35:+0.12AB 0.24+0.03Bb 0.34+0.04AB 0.47+0.06Aa

Quatro semanas apos vacinagdo
Proteinas totais

(gdL) 2.98+0.28AB 2.62+0.30Bb 2.94+0.31AB 2.77+0.33AB 3.24+0.50A 3.09+0.15AB

Albumina (gdL™?) 0.77+0.06 0.63+0.07 0.72+0.11 0.68+0.11a  0.82+0.28 0.76+0.11b

Globulinas (gdL?) 2.21+0.24ABa 1.99+0.26Bb 2.23+0.20AB 2.09+0.24AB 2.42+0.37A 2.33+0.16AB

Relagdo A:G (gdL?l) 0.35+ 0.04b 0.32+0.05 0.32+ 0.03  0.33#0.04a  0.35+0.12  0.33+0.06b

Letras mailsculas diferentes indicam diferenga significativa entre grupos no mesmo tempo e letras mindsculas
diferentes indicam diferenca significativa entre tempos no mesmo grupo (P<0.05). G2: controle ndo vacinados
(injetados com PBS estéril); G4: controle ndo vacinados (injetados com hidréxido de aluminio em combinagéo
com PBS estéril); G5: controle ndo vacinados (injetados com AIF em combinacdo com PBS estéril); G6:
vacinados com bactéria total inativada com perdxido de hidrogénio; G7: vacinados em combinacdo com
hidréxido de aluminio e G8: vacinados em combinagao com AlF.

As observagdes macroscopicas durante abertura da cavidade abdominal
(Figura 6) evidenciaram depoésitos do adjuvante na superficie do esofago
posterior, figado, vesicula biliar e intestino nos 14 e 28 dias apds vacinacao nos
grupos G5 (controle ndo vacinados e injetados com AlIF em combina¢cdo com
PBS estéril) e G8 (vacinados em combinacdo com AIF). Os depdsitos de
adjuvante apresentavam coloracdo esbranquicada, consisténcia oleosa,
tamanho de 1 a 5 mm e formato oval ou redondo. Adicionalmente, aderéncias
leves na cavidade abdominal foram observadas nos mesmos grupos. Os grupos
G4 (controle ndo vacinados e injetados com hidroxido de aluminio em
combinacédo com PBS estéril) e G7 (vacinados em combinac&do com hidréxido de

aluminio) ndo apresentaram depdsitos de adjuvantes nem aderéncias.
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Figura 6. (A) Peixe injetado com PBS duas semanas pés-vacinagéo. (B) Peixe vacinados em combinacéo
com hidréxido de aluminio quatro semanas pés-vacinacgao. (C) e (D) Peixes vacinados em combinagéo com
AlF, apresentando depdsitos de adjuvante e aderéncias leves dos 6rgdos a parede abdominal quatro
semanas pos-vacinacdo. (E) Peixes vacinados em combinacdo com AIF, apresentando depdsitos de
adjuvante duas semanas pos-vacinagdo. (F) Peixe vacinados em combinacdo com AIF, apresentando
depdsitos de adjuvante e aderéncias a parede abdominal quatro semanas pés-vacinagéo. Aderéncias (seta
verde), depésitos de adjuvante (seta branca).

DISCUSSAO

A taxa de sobrevida da vacina inativada com peréxido de hidrogénio (G6)
apresentou valor de 60,0%, uma porcentagem menor do que o estudo prévio

desenvolvido no capitulo 1 (80,0%), ndo se evidenciando diferenca significativa
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guando comparado ao grupo controle ndo vacinado (G3). Liu et al. (2016)
mencionaram alguns fatores a serem considerados no desenvolvimento de
vacinas tais como temperatura, tamanho dos peixes, dose de desafio ou duragéo
do processo de vacinacao. No presente trabalho foi utilizado um novo lote de
peixes, a dose de desafio foi maior (1,7x10° UFC.mL™1) e a média do peso no
momento da vacinacao foi menor (22,39 g) quando comparados ao estudo no
capitulo 1, o que poderia ter influenciado nos valores de sobrevida e PRS, sendo
0 menor peso dos peixes no momento da vacinacao possivelmente determinante
na estimulacao da resposta imune gerada pela vacina inativada. Soto et al (2014)
mencionaram o tamanho do peixe no tempo da vacinagdo como importante fator
no desenvolvimento da imunidade pés-vacinal. Tort et al. (2003) relataram que
a imunocompeténcia nos peixes depende do peso, principalmente devido a
necessidade de um minimo nimero de células imunocompetentes. As taxas de
sobrevida nos grupos vacinais contendo Al (OH)z e AlIF foram maiores do que a
vacina sem adjuvantes (G7: 72,5% e G8: 85,0%), entretanto, sem mostrar
diferenca significativa entre os trés grupos vacinais. Além disso, houve diferenca
significativa nos grupos G7 e G8 quando comparados ao controle ndo vacinado
(G3), indicando que a inclusdo dos adjuvantes melhorou a resposta imune. Estes
resultados sdo similares aos descritos por Jiao et al. (2010) no caso da vacina
com AIF, a qual conseguiu uma taxa de sobrevida de 82,0%, ndo obstante
diferem no caso da vacina com Al (OH)s, a qual conseguiu uma porcentagem de
55,0%, sendo o estudo desenvolvido em linguado japonés vacinados contra
Edwardsiella tarda. Em relacéo aos valores de PRS, a vacina com Al (OH)s e AIF
apresentaram valores de 59,3% e 77,8% respectivamente e foram maiores
guando comparados ao grupo sem adjuvante (40,7%). Niveis iguais ou maiores
a 60,0% de PRS séo considerados 6timos (MIDTLYNG, 2016). Os resultados
obtidos no presente estudo evidenciaram altos niveis de protecdo na vacina
inativada com peroxido de hidrogénio quando utilizada com adjuvantes e testada
contra uma cepa homoéloga de S. agalactiae sob condi¢des experimentais. Estes
resultados séo parecidos aos relatados no mesmo estudo por Jiao et al. (2010)
0S quais mostraram valores de 53,0 e 81,0% para Al (OH)s e AIF
respectivamente, quando comparados ao grupo sem adjuvante (34,0%). A
literatura menciona efeito altamente imunoestimulante do AIF na vacinacao,

além de apresentar uma reducédo significante na toxicidade (TAFALLA et al.,
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2014), o que poderia explicar os maiores valores de sobrevida e de PRS para o
grupo vacinado com AlF quando comparado ao Al (OH)s. No caso do Al(OH)s, 0
valor de PRS foi maior do que a vacina inativada sem adjuvante mas n&o
alcancando os valores da vacina com AlF. Tafalla et al. (2014) mencionaram que
nao era adjuvante efetivo quando utilizado para doencas onde predominava uma
resposta imune mediada por células, além de ter menor “efeito depdsito” quando
comparado as vacinas oleosas. Contudo, alguns resultados foram promissorios
utilizando Al (OH)s em combinacdo com escaleno em vacinas inativadas contra
0 virus da septicemia hemorragica viral em linguado japonés (VINAY et al.,
2013).

No caso da metodologia por inativacdo por peroxido de hidrogénio, esta
nao tem sido utilizada até agora no estudo de vacinas contra bactérias em
peixes. Os resultados nas vacinas demostraram ser altamente efetivos quando
usados com adjuvantes. Resultados prévios similares foram obtidos utilizando
esta metodologia para inativacdo das bactérias Pseudomonas aeruginosa e
Staphylococcus aureus vacinando camundongos, 0s quais induziram um
incremento da resposta imune humoral e celular (FAN et al., 2019). Estudos em
vacinas contra o virus do oeste do Nilo em camundongos e macacos Rhesus
apresentaram curvas de sobrevida de 80 a 100% (PINTO et al., 2013; POORE
et al., 2017) e em vacinas contra o virus da coriomeningite linfocitica em
camundongos 100% de eficacia (AMANNA et al., 2012).

Apoés quatro semanas da vacinacdo os niveis de anticorpos IgM anti-
Streptococcus agalactiae no grupo vacinado com hidréxido de aluminio (G7)
foram maiores do que o grupo controle ndo vacinado (G2), encontrando-se
diferenca significativa. Estes valores confirmam o carater promotor da resposta
imune humoral deste adjuvante, o qual estimula os linfécitos Th2 (TAFALLA et
al., 2014). Em contraposi¢cdo, o valor de PRS (59.3%) foi moderado, o que
poderia indicar que a resposta imune humoral ndo foi suficiente para induzir
imunidade protetiva eficaz, o qual poderia estar relacionado aos mecanismos de
sobrevivéncia intracelular de S. agalactiae nos macréfagos (CORNACCHIONE
et al., 1998), evadindo assim a resposta imune. Embora o grupo vacinado com

AlF (G8) nao tenha evidenciado diferencas significativas nos niveis de anticorpos

73



as quatro semanas apos vacina¢cao quando comparado aos outros grupos, este
grupo evidenciou alta eficacia, possivelmente pela melhora da reposta imune
celular devido ao AIF (DALMO et al., 2019). Duas semanas ap0s vacinacao, 0s
niveis de anticorpos ndo amostraram diferencas significativas entre grupos
vacinados e ndo vacinados, o que poderia ser explicado pela prévia exposicao
do lote utilizado a bactéria, devido ao carater enzodtico da bactéria no Brasil
(BARONY et al., 2017). Crosbie e Nowak (2004) mecionaram prévia exposicao
ao patégeno, reatividade cruzada dos anticorpos existentes aos antigenos da
bactéria e imprecisdes ou falta de especificidade do ELISA como possiveis
causas de atividade de anticorpos anti-V. harveyi encontrada nos controles nédo
vacinados em um estudo desenvolvido em barramundis vacinados contra Vibrio
harveyi. Os titulos de anticorpos como medidas de protecdo imune para vacinas
em peixes podem ser considerados sub-6timas ou protetivos de acordo a
correlacdo de protecdo (Munang’andu e @ystein, 20190s niveis de anticorpos
no grupo vacinado sem adjuvante (G6) e no grupo injetado com hidréxido de
aluminio em combinacdo com PBS (G4) diminuiram as quatro semanas quando
comparados as duas semanas apoés vacinacdo. Estes resultados revelaram que
a vacina sem adjuvante neste estudo ndo conseguiu manter os niveis de
anticorpos elevados na quarta semana apos vacinacdo, o qual diferiu dos
resultados no experimento do capitulo 1. Lillehaung. (2014) mencionaram alguns
fatores que podem influenciar na duracdo da imunidade apds vacinagfes tais
como temperatura, procedimentos vacinais utilizados, caracteristicas da vacina
(inativada ou atenuada, uso de adjuvantes, entre outros). No presente estudo, o
peso médio foi menor (22,39 g) do que o primeiro experimento (25,01 g), o que
poderia ter influenciado na estimulacdo da resposta imune pela vacina inativada
sem adjuvante. No caso do grupo G4, os niveis poderiam ter diminuido devido

ao fato que este grupo néo foi vacinado.

No hemograma, ndo se registraram diferengas significativas entre grupos
vacinados quando comparados ao controle. Duas semanas apoés vacinacdo, 0s
valores para hemoglobina foram significativamente maiores no grupo G6 quando
comparados ao grupo G7, o que poderia indicar uma estimulacdo maior na
resposta imune no grupo G6. Bishlawy et al. (1999) hipotetizou uma relagéao entre

eritrécitos, hemoglobina e resposta imune, sugerindo uma participacdo ativa na
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resposta imune contra patdégenos, além disso, estudos desenvolvidos no
molusco Tegillarca granosa reportaram participacédo da hemoglobina na resposta
imune contra patégenos (BAO et al., 2011). Adicionalmente, entre tempos no
mesmo grupo, os valores de hemoglobina incrementaram significativamente
quatro semanas apo6s vacinagao no caso dos grupos G5, G7 e G8 e os de
concentracdo de hemoglobina corpuscular média no caso de G2 e G7, o0 que
poderia estar relacionado a um incremento na resposta imune, inclusive no grupo
controle. Os valores hematoldgicos sao considerados indicadores de saude nos
peixes (ABU-ELALA et al., 2019). O valor de volume corpuscular médio diminuiu
no caso de G7, possivelmente relacionado ao incremento de eritrocitos totais

neste grupo apos quatro semanas.

No leucograma, o numero de linfécitos dos grupos G5, G6, G7 e G8 foram
significativamente menores quando comparados ao controle e o grupo G6
apresentou valores de leucécitos totais significativamente menores do que o
grupo G4 duas semanas apos vacinagao. Similarmente, Pereira et al. (2016)
reportou valores diminuidos de linfocitos em hibridos de surubim vacinados
contra Aeromonas hydrophila aos 21 dias apds vacinagdo. Neste caso, a
diminuicao destas células poderia ser explicada pela migragéo dos linfécitos aos
tecidos onde ocorre a apresentagao de antigenos (MUTOLOKI et al., 2014). No
caso dos mondcitos os grupos G7 e G8 apresentaram valores significativamente
maiores quando comparado ao grupo G6 duas semanas apés vacinacdo, o que
poderia evidenciar que as duas vacinas com adjuvantes provocaram maior
estimulacdo na resposta imune do que a vacina sem adjuvante. Os mondcitos
sdo células que conectam a resposta imune inata com a resposta imune
adaptativa secretando citocinas para a ativacdo das células dendriticas e
migracdo aos Orgdos linfoides para apresentarem antigenos aos linfécitos
(MUTOLOKI et al., 2014). Quatro semanas apoés vacinacao os leucécitos totais
foram significativamente maiores no grupo G4 quando comparado aos grupos
G5 e G8 e o grupo vacinado sem adjuvante G6 foi significativamente maior nos
valores de granuldcitos quando comparado aos grupos G2, G5, G7 e G8
sugerindo participagdo maior na resposta imune inata. Alguns estudos recentes
demostraram que, apés vacinagao ou infecgao, células pertencentes a resposta

imune inata exibem mudangas ao longo prazo que melhoram a resposta apos
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estimulos por patégenos (NETEA et al., 2016; GARCIA-VALTANEN et al., 2017).
Resultados similares foram descritos nos valores de neutréfilos aos 7 e 21 dias
ap6s vacinagao intraperitoneal e por imersao, respectivamente, e valores
elevados de mondcitos aos 7 dias apds vacinagdo quando comparados ao
controle ndo vacinado em tilapias-do-nilo vacinadas contra Aeromonas
hydrophila, Pseudomonas aeroginosa e Enterococcus duran (SILVA et al.,
2009). Os neutrdfilos sdo componentes da primeira linha de defesa contra
patégenos invasores (HAVIXBECK e BARREDA, 2015). Ao contrario destes
resultados, Kozinska e Guz (2004) reportaram diminuicao de neutrdfilos 30 dias
apos imunizagado contra Aeromonas bestiarum em carpa. Finalmente no caso
dos linfocitos valores maiores no grupo G4 quando comparados aos grupos G6
e G8, poderia ser explicado por uma maior migracao dos linfécitos aos 6rgaos
linfoides nos grupos vacinados segundo o reportado pelo Mutoloki et al., 2014.
Adicionalmente, os grupos vacinados sem adjuvante (G6) e vacinados com
hidréxido de aluminio (G7) incrementaram significativamente o numero de
leucécitos totais, granuldcitos e linfocitos quatro semanas apds vacinagao
quando comparados as duas semanas o que poderia indicar maior aumento da
resposta imune inata e adaptativa nesses dois grupos. Mutoloki (2014)
descreveu aos linfécitos como as células-chave na resposta imune adaptativa.
Nesse estudo, todos os grupos, com exceg¢ao do G6, aumentaram os valores de
mondcitos as quatro semanas apds vacinacao, similar ao reportado pelo Silva et
al. (2009) no estudo descrito anteriormente. Nao obstante, ao contrario do
estudo, os valores no grupo controle (G2) também aumentaram. Finalmente os
peixes do grupo vacinado com AIF (G8), do grupo controle injetado com
adjuvante hidroxido de aluminio (G4) e do grupo controle injetado com PBS (G2)
mostraram valores diminuidos de trombdécitos as quatro semanas apos
vacinacdo. No caso do grupo G8 a diminuicdo dos valores de trombécitos sédo
contrarios aos encontrados por Silva et al. (2009) em tilapias-do-nilo imunizadas
com vacinas polivalentes e por Martins et al. (2011) em bagre do canal vacinados
com terontes de Ichthyophthirius multifilis. No caso dos grupos G4 e G2, os
resultados também foram opostos aos estudos mencionados anteriormente,
enfatizando-se que estes dois ultimos grupos ndo foram vacinados. Estes

valores diminuidos na quantidade total de trombdcitos poderiam estar
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relacionados também ao possivel erro na contagem diferencial de células

brancas, por causa da semelhanca aos linfocitos (FAZIO, 2019).

A atividade respiratéria dos leucécitos é uma reacao oxigénio-dependente
utilizada pelos fagoécitos para eliminar patdégenos (DAN et al.,, 2013) e
considerada parte da resposta imune inata mediada por células (ELLIS, 1999).
Quatro semanas ap0s vacinacao houve maior atividade respiratéria nos grupos
G2, G4, G6 e G7 quando comparados aos grupos G5 e G8. Adicionalmente, no
presente estudo, foi observado diminuicdo significativa no grupo vacinado com
AIF (G8) e no controle injetado com AIF (G5) quatro semanas apds vacinagao
quando comparados as duas semanas. Provavelmente, os menores niveis da
atividade respiratoria dos leucdcitos nos dois grupos, 0s quais incluiram a
presenca do AlF, estdo relacionados com diminuicdo na migracédo dos mondcitos
nos tecidos, o qual coincide com maior quantidade de mondcitos no sangue no
grupo G8 quatro semanas apoés vacinagcdo. Os mondcitos se diferenciam em
células fagociticas sob condigdes inflamatérias e estdo envoltos no burst
respiratorio. Ao contrario deste estudo, os valores da atividade respiratoria dos
leucdcitos foram significativamente maiores aos 21 e 42 dias ap0s vacinacdo
guando comparado ao controle em rohu Labeo rohita vacinados com
nanoparticulas de fosfato de célcio transportadoras de antigeno (BEHERA e
SWAIN, 2011).

No presente estudo, duas semanas apos vacinagao os niveis de proteinas
foram maiores no grupo G4 quando comparado ao grupo G7. Porém, houve
niveis de proteinas significativamente maiores no grupo G7 quando comparado
ao grupo G4 quatro semanas apos vacinacao, o qual poderia ser pelo incremento
em proteinas tais como aglutininas, lectinas ou lisozimas. Elevadas
concentracdes de proteinas totais estdo relacionadas a maiores producgdes de
moléculas envolvidas na resposta imune inespecifica tais como o complemento,
lisozima, lectinas ou citocinas (HOLLAND e LAMBRIS, 2002; SAURABH e

SAHOO, 2008; JYRGENSEN, 2014). Adicionalmente, alguns adjuvantes

proveem sinais co-estimulantes durante a fase de reconhecimento de antigenos,
ativando diferentes proteinas (DALMO et al., 2016).
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Os niveis de albumina e a relacdo albumina-globulina nos diferentes
grupos duas semanas apos vacinacao foram iguais em relacédo ao grupo controle
(G2) com excegao do grupo G6, onde os valores foram menores. Estes
resultados sédo contrarios aos descritos por Harikrishnan et al. (2012), em
Epinephelus bruneus vacinados contra V. harveyi, nos quais encontraram-se
valores maiores. Niveis de albumina diminuidos poderiam estar relacionados a
diminuicdo da relacédo albumina-globulina no grupo G6, possivelmente causada
pelo aumento das globulinas, proteinas importantes para manter o sistema
imune saudavel (JHA et al., 2007). No caso das globulinas, mantiveram-se iguais
em relacdo ao controle (G2) com excecdo do grupo G4 duas semanas apos
vacinacao, onde os niveis foram maiores, resultados que poderiam ser atribuidos
a uma reacdo ao adjuvante. Quatro semanas ap0s vacinagdo o grupo G7
apresentou valores elevados quando comparado ao grupo G4, o que poderia
significar aumento da resposta humoral, caracteristica dos adjuvantes de
aluminio (TAFALLA et al., 2014).

As observacdes macroscopicas durante a abertura da cavidade
abdominal ndo evidenciaram depdsitos de hidréxido de aluminio nem aderéncias
nos grupos G4 e G7 nos 14 e 28 dias pos-vacinacdo. No experimento, a dose
aplicada foi de 1000ug. Contudo, Vinay et al. (2014), em um ensaio de toxicidade
de hidroxido de aluminio em Paralichthys olivaceus, observaram depdésitos do
adjuvante quando aplicado nas doses de 500, 1600 e 5000ug aos 8 e 15 dias
pés inoculacéo. Outros estudos realizados em Scophthalmus maximus avaliando
efeitos adversos por adjuvantes nas vacinas encontraram aderéncias leves a
moderadas na cavidade abdominal produzidas pelo hidréxido de aluminio (NOIA
et al.,, 2014). O efeito do depdsito foi provavelmente curto em vacinas com
hidroxido de aluminio. No caso dos grupos G5 e G8, os depositos de adjuvante
encontrados na periferia dos orgaos internos e leves aderéncias a parede
abdominal coincidem com os achados descritos pelo Vinay et al (2014), os quais
descreveram 15 dias ap0s inoculacdo depésitos esbranquicados na superficie
do figado e no redor do intestino, mas em contraposi¢cdo ao nosso estudo, ndo
foram descritas aderéncias. Midtlyng et al. (1996) encontraram aderéncias
principalmente em vacinas contra Aeromonas salmonicida injetadas com

adjuvantes oleosos em salméao do atlantico as 6 semanas e 3 e 6 meses poés-
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vacinacdo. Adicionalmente, Noia et al. (2014) avaliaram os efeitos adversos por
adjuvantes nas vacinas em Scophthalmus maximus, encontrando aderéncias
severas na cavidade abdominal no caso dos adjuvantes oleosos. As vacinas
oleosas tém evidenciado uma persisténcia do antigeno no lugar de injecdo, o
gual é um pré-requisito para longa protecdo, incrementando o tempo de
exposicdo do antigeno ao sistema imune (TAFALLA, 2014). O fato de o
adjuvante ter persistido nos 6rgdos viscerais por quatro semanas indica uma

forte protecéo nas vacinas com AlF.

Os resultados observados neste estudo sdo promissorios no uso da
metodologia de inativacdo de bactérias pelo peréxido de hidrogénio.
Adicionalmente, a vacina demostrou ser altamente eficaz quando administrada

principalmente com AIF, um dos mais comuns adjuvantes na aquicultura.
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CAPITULO 3: Efeito da suplementacdo com mananoligossacarideos na
eficacia de uma vacina experimental contra Streptococcus agalactiae em
tilapias-do-nilo.

RESUMO

O presente estudo avaliou o efeito da suplementacdo com
mananoligossacarideos durante o0 periodo pos-vacinagdo em vacina
experimental. Tilapias-do-nilo foram divididas em dez grupos experimentais: G1:
alimentacdo normal e ndo vacinados; G2: alimentacdo normal (adicdo de 6leo
de canola) e ndo vacinados (injetados com PBS estéril); G3: alimentacédo normal
(adicdo de dOleo de canola) e vacinados; G4: suplementacdo com MOS e nédo
vacinados (injetados com PBS estéril); G5: suplementagdo com MOS e
vacinados; G6: alimentacdo normal (adicdo de éleo de canola), ndo vacinados
(injetados com PBS estéril) e ndo desafiados (PBS); G7: alimentacdo normal
(adicdo de 6leo de canola), ndo vacinados (injetados com PBS estéril) e
desafiados; G8: alimentacdo normal (adicdo de Oleo de canola), vacinados e
desafiados; G9: suplementacdo com MOS, néo vacinados (injetados com PBS)
e desafiados; G10: suplementacdo com MOS, vacinados e desafiados. Vinte
oito dias apods vacinacédo, foram desafiados com 0.1 mL de S. agalactiae e a
mortalidade foi avaliada por 21 dias. A porcentagem relativa de sobrevivéncia
(PRS) apresentou valores de 98,1% e 100,0% para os grupos G8 e G10,
respectivamente. Adicionalmente, entre tempos no mesmo grupo, na avaliacao
de anticorpos IgM anti-Streptococcus agalactiae, evidenciou-se niveis
significativamente maiores nos grupos G3, G4 e G5 as duas e quatro semanas
guando comparados as seis semanas apoés vacinacdo. Os resultados
demostraram que a inclusdo de MOS na dieta pés-vacinacdo até o desafio ndo
interferiu na eficacia da vacina experimental com peréxido de hidrogénio, e

confirmaram 6tima protecéo desta vacina contra a infec¢do por S. agalactiae.

Palavras-chave: estreptococose, vacina inativada, adjuvante incompleto de

Freund, imunoestimulante, eficacia.
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INTRODUCAO

A estreptococose tem causado elevados prejuizos para a producdo de
peixes de agua doce e salgada e grande impacto econémico (LONGUI et al.,
2012), os quais devem-se as altas taxas de infeccdo e mortalidade que podem
atingir até 50% e 90% do lote respectivamente (YE et al., 2011). No entanto, as
vacinas inativadas sao utilizadas amplamente para protecéo contra S. agalactiae
(LIU et al., 2016).

Recentemente, novas metodologias para a producdo de vacinas
inativadas foram desenvolvidas utilizando peroxido de hidrogénio (H202),
conferindo vigorosa proteg¢ao vacinal e produzindo o incremento da resposta
imune adaptativa (PINTO et al., 2013; ABD-ELGHAFFAR et al., 2016). Além
disso, adequada e longa protecao € obtida com a incluséo de adjuvantes no caso
das vacinas inativadas (BRUDESETH et al., 2013). Os adjuvantes sédo usados
para a melhora da eficicia das vacinas, incrementando a magnitude da resposta
imune adaptativa (TAFALLA et al., 2014; DALMO et al., 2016). Dentre deles, o
Adjuvante Incompleto de Freund (AIF) é uma emulsdo de agua em 6leo (A/O), e
tem demostrado estimular a resposta imune humoral em tilapia vermelha quando
usando em vacinas inativadas incorporadas na ragcao contra Streptococcus
agalactiae (FIRDAUS-NAWI et al., 2013).

Na procura de maiores niveis de eficacia nas vacinas, a suplementacao
com imunoestimulantes tais como os B-glucanos demostrou melhora na eficacia
vacinal em alguns estudos (VETVICKA, 2013). Figueras et al. (1998) testaram a
eficacia de B-glucanos pela via intraperitoneal antes, durante e apds vacinacéo
contra Vibrio damsela em Scophthalmus maximus L obtendo bons resultados
guando aplicados apoés vacinacdo. No entanto, ndo houve efeito na sobrevida
apos desafio em trutas arco-iris alimentadas com (-glucanos e vacinadas por
imers@o contra Yersinia ruckeri (SKOV et al., 2012) nem em tilapias-do-nilo
alimentadas com diferentes dietas de [(-glucanos e vacinadas
intraperitonealmente contra S. iniae. (WHITTINGTON et al., 2005).
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Dentre dos imunoestimulantes, os mananoligossacarideos (MOS) séo
carboidratos complexos derivados da parede celular de leveduras, contendo
manose como principal carboidrato (MOMENI-MOGHADDAM et al., 2015).
Numerosos beneficios séo atribuidos a suplementacdo com MOS tais como a
melhora da conversdo alimentar, fortalecimento do epitélio do trato digestivo
anterior e médio e do sistema imune em diversas espécies de peixes de
producdo incluindo tilapias-do-nilo (TORRECILLAS et al., 2014). Algumas
pesquisas tém avaliado o efeito da suplementacdo com MOS na dieta sobre a
sobrevida e resisténcia a bactérias patdgenas em peixes tais como Aeromonas
hydrophila, Streptococcus agalactiae, Edwardsiella ictaluri, e Vibrio anguilarum,
utilizando doses desde 0.024% até 4.0% por periodos de tempo desde um més
até dez meses prévio ao desafio, porém, a duragdo da suplementagao prévio ao
desafio, o tipo de MOS usados ou 0 processo de fabricagéo da racdo séo fatores
determinantes na hora de obter altas taxas de sobrevida quando desafiados
(TORRECILLAS et al., 2014). Estes beneficios do MOS poderiam melhorar a
eficicia das vacinas quando usados na ra¢ao prévio ou ao inicio da vacinacao
até o desafio. Um estudo testando o efeito da suplementagdo com
Saccharomyces cerevisiae a 0.3% em combinagdo com uma vacina contra S.
agalactiae protegeu 100% e melhorou a resposta inflamatoria em tilapias-do-nilo
(SALVADOR et al., 2012). Em relacdo as pesquisas avaliando o efeito da
administracéo oral com MOS na resposta imune pos-vacinacédo em tilapias-do-

nilo, ainda nao foram desenvolvidas.

Esta proposta teve como objetivo avaliar o efeito da suplementacdo com
mananoligossacarideos durante o periodo poés-vacinagdo em uma vacina
experimental. A eficacia vacinal foi determinada mediante PRS e niveis de
anticorpos IgM anti-Streptococcus agalactiae e a resposta imune inata foi
avaliada mediante atividade respiratoria dos leucocitos e atividade da

mieloperoxidase.

MATERIAL E METODOS

Animais e condi¢cbes experimentais

88


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Momeni-Moghaddam%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26893815

Foram utilizadas 560 tilapias-do-nilo, adquiridas de piscicultura comercial
sem histérico de mortalidade por estreptococose. Os animais foram aclimatados
por seis semanas e mantidos nas mesmas condi¢cdes descritas no capitulo 1 e
2. Durante o experimento, a temperatura foi mantida com média de 30,02 + 0,66
°C 0 pH com média 6,59 + 0,18. Os valores médios mantiveram-se dentro da
faixa considerada adequada para qualidade da agua para esta espécie (EL-
SAYED, 2019).

O desenvolvimento do experimento foi de acordo aos principios éticos
envolvidos na experimentacdo animal pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA) e aprovados pela Comiss&o de Etica no Uso
de Animais (CEUA) da Faculdade de Ciéncias Agrérias e Veterinarias, Campus
de Jaboticabal, SP (N° de protocolo: 014772/19).

Delineamento experimental

Apbs o periodo de aclimatacéo de seis semanas e jejum prévio de 24 h,
560 tilapias-do-nilo com peso meédio de 26,06 + 5.42 g e comprimento total de
11,23 + 0,79 cm, foram utilizadas e distribuidas aleatoriamente em dez grupos
experimentais em triplicata (0 grupo G6 apresentou sé 20 peixes). G1:
alimentacdo normal e ndo vacinados; G2: alimentacdo normal (adicdo de 6leo
de canola) e ndo vacinados (injetados com PBS estéril); G3: alimenta¢cao normal
(adicdo de Oleo de canola) e vacinados; G4: suplementacdo com MOS e nédo
vacinados (injetados com PBS estéril); G5: suplementacdo com MOS e
vacinados; G6: alimentacdo normal (adicdo de 6leo de canola), ndo vacinados
(injetados com PBS estéril) e ndo desafiados (PBS); G7: alimentacdo normal
(adicdo de 6leo de canola), ndo vacinados (injetados com PBS estéril) e
desafiados; G8: alimentacdo normal (adicdo de 6leo de canola), vacinados e
desafiados; G9: suplementacdo com MOS, nao vacinados (injetados com PBS)
e desafiados; G10: suplementacdo com MOS, vacinados e desafiados. Os
diferentes grupos experimentais foram alimentados com suplementacdo com
MOS e a racdo mais adicao de 6leo de canola desde um dia apds vacinacao até

o dia prévio ao desafio.
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Os diferentes grupos experimentais foram anestesiados com Benzocaina
(100 mg.L?) (Sigma-Aldrich, St. Louis, EEUU) (NEIFFER e STAMPER, 2009) e
posteriormente vacinados via intraperitoneal com 0,1 mL de vacina. No caso dos
grupos G2, G4, G6, G7 e G9 foram injetados com 0 mesmo volume de PBS
estéril. Vinte oito dias ap6s vacinacdo, os grupos G7, G8, G9 e G10 foram
anestesiados e desafiados com 0,1 mL de dose de uma cepa homologa de S.
agalactiae calculada previamente para produzir 50% de mortalidade. No caso do
grupo controle G6 foi injetado com o mesmo volume de PBS estéril (falso
desafio). Durante o periodo de infec¢do, o fluxo continuo da &agua foi
interrompido, e as variaveis fisico-quimicas da &agua foram monitoradas

diariamente.

Apos o desafio os peixes foram observados diariamente durante 21 dias
para determinar a porcentagem relativa de sobrevivéncia (PRS). Foram
anotados os sinais clinicos e a mortalidade duas vezes ao dia. Amostras de
tecidos (cérebro, figado, rim cranial e bagco) de animais moribundos, mortes
recentes e dos sobreviventes foram coletadas para reisolamento bacteriano. A

PRS foi calculada segundo a formula descrita por Amend (1981):

PRS = [1 - (% mortalidade em vacinados / % mortalidade em n&o vacinados)] x
100

Os grupos G1, G2, G3, G4 e G5 foram utilizadas para a determinagao dos
anticorpos IgM anti-Streptococcus agalactiae, atividade respiratoria dos
leucdcitos, atividade da mieloperoxidase, hemograma, proteinas séricas totais,
albuminas, globulinas, e relacdo albumina/globulina, realizando coletas de
sangre aos 14 e 28 dias apods a vacinacao. No caso dos grupos G6, G7, G8, G9
e G10 foram utilizadas para a determinacdo da porcentagem relativa de

sobrevivéncia.

Obtencdo da bactéria
No presente trabalho foi utilizada a bactéria Streptococcus agalactiae,
isolada, identificada e classificada sorologicamente, além de confirmacao

molecular, segundo as metodologias descritas no capitulo 1.
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Preparacdo das vacinas

Vacina inativada com peroxido de hidrogénio contendo adjuvante
incompleto de Freund (AIF)

Previamente, foi preparado uma vacina inativada com peroxido de
hidrogénio contendo AIF segundo as técnicas supracitadas no capitulo 2.
Finalmente, foi armazenada em frascos estéreis a 4 °C até o momento da

vacinagao.

Adicao de mananoligossacarideos na racao

O alimento comercial peletizado foi suplementado com o composto
comercial de mananoligossacarideos (Actigen Alltech Inc., Nicholasville, USA),
em dose de 1% (10g Kg) dissolvida em 30 mL de éleo de canola (SKOV et al.,
2012) a qual foi utilizada previamente em tilapias (SADO et al., 2008;
SAMRONGPAN et al., 2008), sendo fornecida duas vezes ao dia (3,0% da
biomassa). Brevemente, 6 mL de 6leo de canola foi dispensado em sacolas de
polipropileno contendo 200g de ragao. Posteriormente, 2g de MOS foi
adicionado e homogeneizado na racdo. As racdes com MOS foram preparadas
24h antes do inicio da vacinacdo, preparadas cada cinco dias e finalmente
armazenadas sob refrigeracdo. A formulagédo € composi¢ao proximal € mostrada
na tabela 1. A composicéo proximal foi realizada pela técnica de espectroscopia
no infravermelho préximo (NIRS) (CHEN et al., 2013).

91



Tabela 1. Formulagao e composigéo proximal nas dietas dos grupos experimentais.

Composicéo proximal Dietas

Alimentacéo Alimentag¢&o normal Alimenta¢éo normal

normal (adicdo de dleo de (adicdo de dleo de
(controle) canola) canola e MOS)

Matéria seca 92.05 92.17 92.06
Proteina bruta 36.3 3577 35.89
Extrato etereo 75 9.2 8.9
Fibra bruta 3.2 3.2 33
Cinza bruta 9.9 95 93
Amido 21.8 21.8 21.2
Fibra em detergente
acido 5.7 5.7 5.8
Fibra em detergente
neutro 20.2 19.5 20.5
AcUcar 1.1 1.1 1.1
Fosforo (mg/Kg) 11183 10806 10821
Energia bruta (MJ/Kg) 18.176 18.641 18.613
Energia bruta
(Kcal/Kg) 4341 4452 4446

Desafio experimental

O desafio foi realizado com a mesma cepa utilizada na producdo das
vacinas, utilizando dose letal 50% (DLso-21dias) previamente calculada. A bactéria
foi preparada utilizando as técnicas microbioldgicas supracitadas no capitulo 1,
até obter um inoculo padronizado equivalente a 1,1x10” UFC.mL%, DOs4onm de
0,575.

Coleta de amostras

Os peixes das repeticdes ndo desafiadas foram anestesiados, sob as
mesmas condicdes descritas no capitulo 1. Amostras de sangue
(aproximadamente 0,8 mL) da veia caudal de sete peixes por grupo foram
coletadas com seringas contendo EDTA a 10,0% ou ndo aos 14 e 28 dias apos
a vacinacdo e foram colocadas e homogeneizadas em microtubos de 1,5 mL
para 0s ensaios hematoldgicos e atividade respiratoria dos leucécitos e em
microtubos sem anticoagulante para a obtencao de soro, seguindo estas ultimas

amostras o0 mesmo protocolo descrito no capitulo 1, para posterior medi¢cédo dos
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niveis de anticorpos anti-Streptococcus agalactiae, atividade da mieloperoxidase
e as variaveis bioquimicas. Amostras de plasma foram processadas

imediatamente para teste de glicose.

Determinacao do indice esplénico-somatico e indice hepatico-somatico

O indice esplénico-somatico e o indice hepatico-somatico foram calculados
segundo as formulas: IES = 100%[peso do baco (g) /peso total (g) ] e IHS =
100%[peso do figado (g) /peso total (g) ].

Determinacao de anticorpos IgM anti-Streptococcus agalactiae

A deteccdo de anticorpos anti-Streptococcus agalactiae foi utilizando o
ensaio de imunoabsorcdo enzimatica (ELISA), seguindo a metodologia descrita
por Shelby et al. (2002) e Soto et al. (2014) com algumas modificagOes

detalhadas no capitulo 1.

Determinacdo do hemograma
A determinagdo dos indices hematimétricos foi realizada seguindo as

metodologias descritas no capitulo 2.

Atividade respiratéria de leucocitos no sangue
A atividade respiratéria dos leucécitos foi determinada segundo a

metodologia de Biller-Takahashi et al., (2013) descrita no capitulo 2.

Atividade da mieloperoxidase

A atividade da mieloperoxidase foi determinada segundo a metodologia
de Behera et al. (2010). Microplacas estéreis de 96 pocos (ThermoLabsystems,
Franklin, MA, USA) foram recobertas com 125 pL solucéo salina balanceada de
Hanks. A seguir, 25 pL de soro e 50 pL de cloridrato de 3,3, 5,5-
tetrametilbenzidina a 20 mM (Sigma-Aldrich, T2885, St. Louis, EEUU) e 50 pL
de H202 a 5mM foram adicionados as placas. Apos dois minutos, a reagdo foi
parada adicionando 50 L de com &cido sulfurico a 4 M. Finalmente, a densidade
Optica das solucdes foram lidas a 450 nm em leitora de microplacas de ELISA
(EzRead 2000Microplate Reader, Biochrom).

93



Determinacao de proteina, albumina e globulina sérica total

As proteinas séricas totais foram determinadas pelo método Biuret,
utilizando kit comercial (Labtest, Minas Gerais, Brasil), seguindo as instrucoes
do fabricante, as quais sdo detalhadas no capitulo 1. A albumina total foi
determinada pelo método de verde de bromocresol, utilizando kit comercial
(Labtest, Minas Gerais, Brasil), seguindo as instru¢cdes do fabricante, as quais
sdo detalhadas no capitulo 2. A determinacdo dos valores de globulinas foi

realizada seguindo o detalhado no capitulo 2.

Determinacao de glicose total

A glicose total foi determinada pelo método de ponto final, utilizando kit
comercial (Labtest, Minas Gerais, Brasil), seguindo as instru¢des do fabricante.
Resumidamente, adicionou-se o reagente (1 mL) aos tubos o padrao de glicose
e as amostras de plasma. A seguir, os tubos foram incubados em banho maria
a 37 °C por 10 min. Logo apos, foi aferida a absorbéncia das amostras e do
padréo contra o branco a 505 nm e finalmente a glicose do plasma foi calculada
de acordo com a seguinte formula: Glicose total = (densidade 6tica das amostras

de soro/densidade otica do padrao) x100mg/dL.

Analises estatisticas

Foi utilizado o programa estatistico GraphPad Prism 7 (GraphPad
Software, San Diego, EEUU). Primeiro, foi testada a normalidade (teste Shapiro-
Wilk) e posteriormente foi feito analise de variancia (ANOVA) com teste post-hoc
de Tukey ou Kruskall Wallis com teste post-hoc de Dunn para identificar
diferencas estatisticas entre 0s grupos e teste t de student ou teste Mann
Whitney U para identificar diferencas estatisticas entre os tempos de
amostragem. Finalmente todos os resultados foram expressos em forma de
média * desvio padrdo. As curvas de sobrevida foram avaliadas pelos testes de

Kaplan-Meier, Log-rank e Bonferroni.

RESULTADOS

O grupo controle com alimentagcdo normal, ndo vacinado e ndo desafiado

(G6) ndo apresentou mortalidade durante o experimento. As mortalidades no
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grupo controle ndo vacinado e desafiado (G7) e no controle suplementado com
MOS, néo vacinado e desafiado (G9) comecaram as 24 e 72h apds o desafio,
respectivamente. Os sinais clinicos incluiram coloracdo escura, exoftalmia,
opacidade da cérnea, anorexia, letargia e natacao erratica (rodopio). O pico da
mortalidade ocorreu no dia 6 no grupo G7 e nos dias 5 e 6 no grupo G9. Nos

grupos vacinados G8 e G10 nao houve sinais clinicos.

A taxa de sobrevida (Figura 1) foi 100,0% no grupo G6, 18,1% no grupo
G7, 98,4% no grupo G8, 21,2% no grupo G9 e 100,0% no G10. Os resultados
mostraram uma taxa de sobrevida maior nos grupos vacinados quando
comparados ao grupo controles. Porém, a avaliacdo da sobrevida, as vacinas
sem e com suplementacdo de MOS (G8 e G10) ndo apresentaram diferenca
significativa (P > 0.05). Evidenciou-se diferenca significativa (P < 0.05) entre os
dois grupos vacinados (G8 e G10) quando comparados aos grupos controles
nao vacinados (G7 e G9). A PRS foi calculada 21 dias ap6s o desafio e
apresentou valores de 98,1% e 100,0% para os grupos G8 e GI10,
respectivamente (Tabela 2).
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Figura 1. Taxa de sobrevida (Kaplan-Meier) de tilapias-do-nilo. G6: alimentagdo normal (adigéo de 6leo de
canola), ndo vacinados (injetados com PBS estéril) e ndo desafiados (PBS); G7: alimentagdo normal (adi¢éo
de 6leo de canola), ndo vacinados (injetados com PBS estéril) e desafiados; G8: alimentacdo normal (adi¢céo
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de 6leo de canola), vacinados e desafiados; G9: suplementacdo com MOS, ndo vacinados (injetados com
PBS) e desafiados; G10: suplementacdo com MOS, vacinados e desafiados. Letras mindsculas diferentes
indicam diferenca significativa entre grupos (P<0.05).

Tabela 2. Desenho experimental, mortalidade, taxa de sobrevida e PRS em tilapia-do-nilo vacinados contra
S. agalactiae inativada com peroxido de hidrogénio sem e com suplementacédo com MOS.

Grupo Do(ngdL?r?]ii?fio n Mortalidade Taxa de(;)c))brevida PRS (%)
G6 - 21 0 100.0 -
G7 1,1x107 60 49 18.1 -
G8 1,1x107 63 1 98.4 98.1
G9 1,1x107 61 48 21.2 -
G10 1,1x107 63 0 100.0 100.0

No indice esplénico-somatico, entre grupos no mesmo tempo nédo houve
diferenca significativa (P > 0.05) duas semanas ap0s vacinac¢do, no entanto, o
indice foi significativamente maior (P < 0.05) no grupo suplementado com MOS
e néo vacinado (G4) quando comparado ao grupo com alimentagcao normal
(adicdo de d6leo de canola) e ndo vacinados (G2) quatro semanas apos
vacinacdo. Adicionalmente, entre tempos no mesmo grupo, os indices foram
significativamente maiores nos grupos com alimentag&o normal e ndo vacinados
(G1) e suplementado com MOS e nao vacinados (G4) as quatro semanas apos
vacinacdo. No indice hepético-somatico, entre grupos no mesmo tempo nao
houve diferenca significativa quatro semanas ap0s vacinacédo (Tabela 3), no
entanto, o indice foi significativamente menor no grupo suplementado com MOS
e nao vacinado (G4) quando comparado aos outros grupos duas semanas apoés
vacinagdo. Adicionalmente, entre tempos no mesmo grupo, 0s indices
diminuiram significativamente nos grupos com alimentacdo normal (adicdo de
6leo de canola) e ndo vacinados (G2) e alimentacao normal (adicdo de 6leo de
canola) e vacinados (G3) as quatro semanas apoés vacinacao (Tabela 3).
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Tabela 3. Valores médios dos indices esplénico-somatico (ISS) e hepatico-somatico (IHS) (média + erro
padrédo) de tilapia-do-nilo duas semanas e quatro semanas apoés vacinacao contra S. agalactiae.

Gl G2 G3 G4 G5
Duas semanas ap6és vacinagao
ISS 0.032+0.023Ab 0.051+0.015Aa 0.078+0.045Aa 0.083+0.013Ab  0.081+0.037Aa
IHS 1.263+0.334Aa 1.210+0.110Aa 1.315+0.277Aa 0.083+0.013Bb  1.112+0.155Aa
Quatro semanas apos vacinagao
ISS 0.079+0.018ABa 0.044+0.007Ba  0.074+0.019ABa 0.107+0.018Aa  0.059+0.012ABa
IHS 1.020+0.150Aa 1.001+0.106Ab 0.963+0.079Ab 1.125+0.038Aa  0.960+0.238Aa

Letras mailsculas diferentes indicam diferenca significativa entre grupos no mesmo tempo e letras minGsculas diferentes
indicam diferenca significativa entre tempos no mesmo grupo (P<0.05). G1: alimentacao normal e ndo vacinados; G2:
alimentacao normal (adicdo de 6leo de canola) e ndo vacinados (injetados com PBS estéril); G3: alimentacao normal
(adicdo de 6leo de canola) e vacinados; G4: suplementacao com MOS e ndo vacinados (injetados com PBS estéril); G5:
suplementag&o com MOS e vacinados.

No teste de ELISA para a determinacdo de anticorpos IgM anti-
Streptococcus agalactiae, os niveis foram significativamente maiores (P < 0.05)
no grupo suplementado com MOS e vacinado (G5) quando comparado ao grupo
controle com alimentacao normal (adicdo de Oleo de canola) e ndo vacinado (G2)
guatro semanas apoés vacinacao (Figura 2). Adicionalmente, entre tempos no
mesmo grupo, os resultados evidenciaram niveis significativamente maiores nos
diferentes grupos (G3, G4 e G5) as duas e quatro semanas quando comparados
as seis semanas apos vacinacado. No caso do grupo com alimentacdo normal e
néo vacinado (G1) os niveis foram significativamente menores na sexta semana
guando comparado as quatro semanas ap0s vacinacao e no caso do grupo G2
foram significativamente menores na sexta semana quando comparado as duas

semanas apos vacinacao.
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Figura 2. Detecgéo de anticorpos IgM anti-Streptococcus agalactiae em tilapias-do-nilo vacinadas com e
sem suplementacdo (N=5). As barras verticais representam o erro padrdo da média. Letras mailusculas
diferentes indicam diferenca significativa entre grupos no mesmo tempo e letras minlsculas diferentes
indicam diferenca significativa entre tempos (2 e 4 semanas) no mesmo grupo (P<0.05). G1: alimentacao
normal e ndo vacinados; G2: alimentacdo normal (adi¢cdo de 6leo de canola) e ndo vacinados (injetados
com PBS estéril); G3: alimentacéo normal (adicdo de 6leo de canola) e vacinados; G4: suplementagdo com
MOS e nédo vacinados (injetados com PBS estéril); G5: suplementacdo com MOS e vacinados.

No hemograma, os diferentes valores hematolégicos foram muito variados
apresentando diferengas significativas entre grupos no mesmo tempo e entre

tempos N0 mesmo grupo, que se mostram na tabela 4.

Grupo Gl G2 G3 Ga G5
Duas semanas apos vacinagao
Hemoglobina (g dLY)  6.99+0.64a 7.3820.39b 6.43£1.20 7.511.03 6.4720.61
Hematécrito (%) 30.50+2.04B 36.43£3.36A 33.33t5.06AB  34.64t4.69AB  31.50:2.86AB
Ef't(fxf’f(;g°jL‘_?)ta'S 1.81+0.18B 1.60+0.06Bb 1.83+0.25B 2.270.37Aa 1.75+0.20B
VCM (fL) 169.19+18.55B  230.62+25.81Aa  182.13:9.49B  153.78+13.36Bb 182.47+30.41B
HCM (pg/cel) 38.98+6.43AB 46.14+2.66Aa 35.215.29B 33.41:3.69B  37.3315.31B
CHCM (g dL ) 22.98t2.30Aa _ 20.39+2.01ABb 19.26:2.13B _ 21.76t1.97ABa _ 20.57+1.40AB
Quatro semanas apos vacinagdo
Hemoglobina (g dLY) __ 5.77+0.83Bb 8.73t1.18Aa 6.81+0.39B 6.310.48Bb 6.741.24B
Hematécrito (%) 32.0+1.19 34.07+3.22 32.08+3.37 31.64+2.97 30.14+4.50
E”t(r)?f(')tsojl_t_?)ta's 1.75£0.22 2.07:0.11a 1.74+0.12 1.83+0.30b 1.90+0.45
VCM (fL) 18558+ 22.68  156.60£17.32b  184.85: 21.10  175.18:17.95a  164.20£36.89
HCM (pg) 33.17:3.61 40.094.41b 39.37+4.39 35.00£4.02 36.27+5.94
CHCM (g dL %) 18.04+2.51Bb 25.632.54Aa 21.432.70AB 10.97:0.83Bb  22.54+3.93AB
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Letras mailsculas diferentes indicam diferenca significativa entre grupos no mesmo tempo e letras mindsculas diferentes
indicam diferenca significativa entre tempos no mesmo grupo (P<0.05). VCM- Volume Corpuscular Médio, HCM-Hemoglobina
Corpuscular Média, CHCM-Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média. G1: alimenta¢éo normal e ndo vacinados; G2:
alimentagdo normal (adicéo de 6leo de canola) e ndo vacinados (injetados com PBS estéril); G3: alimentacdo normal (adi¢cdo
de dleo de canola) e vacinados; G4: suplementagdo com MOS e ndo vacinados (injetados com PBS estéril); G5:
suplementagdo com MOS e vacinados.

Tabela 4. Série vermelha (média + erro padrdo) de tilapia-do-nilo duas semanas e quatro semanas apés
vacinagéo contra S. agalactiae.

No leucograma, os diferentes valores hematoldgicos foram muito variados
apresentando diferengas significativas entre grupos no mesmo tempo e entre

tempos N0 mesmo grupo, que se mostram na tabela 5.

Tabela 5. Série branca (média + erro padrao) de tilapia-do-nilo duas semanas e quatro semanas apos
vacinagéo contra S. agalactiae.

Grupo G1 G2 G3 G4 G5 |
Duas semanas apds vacinacéo
Le“‘z)‘(’f(')tsojl_t_?)ta's 43.82+12.44  41.66+7.32 32.94+0.55h  30.55:4.80  44.16+13.34
Granuldcitos (x10%uL'h)  2.57+1.74 0.960.44 1.0£0.58b 1.31+0.81b 1.5320.89
Linfocitos (x103 uL™)  35.09+10.56 36.31%7.02 28.34£7.90b  26.46x4.09  39.05+13.11
Monoécitos (x103 uL™) 5.82+1.98Aa  4.46+2.13AB 3.60+1.57AB  2.78+0.84B  3.58+0.22AB
Trombocitos (x103 uL™) 34.26+10.19 21.65%7.35 15.51+6.52  29.51+15.12 32.21+21.55

Quatro semanas apos vacinagao

Leucocitos totais

(x10° uLY) 39.64+7.03 60.86+22.34 57.24+15.52a  37.97+8.41  54.17+17.60
Granulécitos (x10%uL™?)  2.91+0.93 1.60+1.03 2.78+1.46a 4.32+2.26a 3.67+2.79
Linfécitos (x10%uL)  32.93+7.09B 56.20+20.37A 49.57+12.10ABa 30.30+7.82B 46.20+13.60AB
Monécitos (x10%uL?)  3.29+ 1.33b 3.06+1.46 4.89+ 2.92 3.34+1.84 4.30+2.48
Trombécitos (x10°uL?) 24.10+9.88 27.46+19.66 18.17+10.42 16.61+5.07  19.16.+10.71

Letras mailsculas diferentes indicam diferenga significativa entre grupos no mesmo tempo e letras mindsculas
diferentes indicam diferenca significativa entre tempos no mesmo grupo (P<0.05). Granulécitos: constituidos de
neutrofilos, células granulociticas especiais, basdfilos e eosindfilos. G1: alimentagdo normal e ndo vacinados; G2:
alimentacao normal (adi¢do de 6leo de canola) e ndo vacinados (injetados com PBS estéril); G3: alimentagdo normal
(adigdo de dleo de canola) e vacinados; G4: suplementagdo com MOS e ndo vacinados (injetados com PBS estéril);
G5: suplementagdo com MOS e vacinados.

No teste de atividade respiratoria de leucdécitos, entre grupos no mesmo
tempo os niveis foram significativamente maiores (P < 0.05) no grupo com
alimentacdo normal (adicdo de 6leo de canola) e ndo vacinado (G2) quando
comparado aos grupos com alimentagcdo normal e n&o vacinado (G1),
alimentacéao normal (adic&o de 6leo de canola) e vacinado (G3) e suplementado
com MOS e vacinado (G5) duas semanas apOs vacinacao (Figura 3).
Adicionalmente, entre tempos no mesmo grupo, 0s valores diminuiram
significativamente no caso dos grupos G2, G4 e G5 as quatro semanas apos

vacinacao.
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Figura 3. Atividade respiratoria dos leucécitos sanguineos apds vacinagdo. As barras verticais representam
o erro padrdo da média. Letras mailsculas diferentes indicam diferenga significativa entre grupos no mesmo
tempo e letras minasculas diferentes indicam diferenca significativa entre tempos (2 e 4 semanas) no
mesmo grupo (P<0.05). G1: alimentacéo normal e ndo vacinados; G2: alimentagao normal (adi¢éo de éleo
de canola) e ndo vacinados (injetados com PBS estéril); G3: alimenta¢&o normal (adicdo de 6leo de canola)

e vacinados; G4: suplementacdo com MOS e ndo vacinados (injetados com PBS estéril); G5:
suplementacdo com MOS e vacinados.

No teste de atividade da mieloperoxidase, entre tempos ho mesmao grupo,
os valores incrementaram significativamente (P < 0.05) no caso dos grupos G3

e G4 as quatro semanas (Figura 4).
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Figura 4. Atividade da mieloperoxidase apos vacinagdo. As barras verticais representam o erro padréo da
média. Letras mailsculas diferentes indicam diferenca significativa entre grupos no mesmo tempo e letras
minudsculas diferentes indicam diferenca significativa entre tempos (2 e 4 semanas) ho mesmo grupo
(P<0.05). G1: alimentacdo normal e ndo vacinados; G2: alimentagdo normal (adicdo de dleo de canola) e
nao vacinados (injetados com PBS estéril); G3: alimenta¢do normal (adi¢éo de 6leo de canola) e vacinados;
G4: suplementagédo com MOS e néo vacinados (injetados com PBS estéril); G5: suplementacdo com MOS
e vacinados.

Na avaliacdo das proteinas totais do soro, entre grupos no mesmo tempo
(Tabela 6), os valores foram significativamente maiores (P < 0.05) no grupo
suplementado com MOS e nao vacinado (G4) quando comparado ao grupo
suplementado com MOS e vacinado (G5) duas semanas apds vacinagao.
Adicionalmente, entre tempos no mesmo grupo, no grupo com alimentagcao
normal (adicdo de 6leo de canola) e ndo vacinado (G2) os valores diminuiram na
guarta semana quando comparado a segunda semana, no caso do grupo com
alimentacdo normal (adicdo de 6leo de canola) e vacinado (G3) os valores
diminuiram na quarta semana quando comparado a segunda semana, mas
voltaram a aumentar novamente na sexta semana. Finalmente, no caso de G5,
0s valores aumentaram na sexta semana quando comparado a segunda

semana.

Os niveis de albumina no soro, entre tempos N0 Mesmo grupo, No caso

de alimentac&o normal e nao vacinado (G1) foram significativamente maiores (P
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< 0.05) na sexta semana quando comparados as duas e quarta semanas apos
vacinacao, e no caso de alimentacdo normal (adicdo de Oleo de canola) e nédo
vacinado (G2) os valores aumentaram significativamente as seis semanas apos

vacinacao (Tabela 6).

Os niveis de globulina no soro, entre grupos no mesmo tempo, foram
significativamente menores (P < 0.05) duas semanas apds vacinagdo no grupo
G5 quando comparado aos grupos G2 e G4. Além disso, entre tempos no mesmo
grupo, no caso de G4 os valores diminuiram as seis semanas e finalmente no

caso de G5 os valores aumentaram as seis semanas apos vacinacao (Tabela 6).

A relacdo albumina-globulina, entre grupos no mesmo tempo, foram
significativamente menores (P < 0.05) duas semanas ap0s vacinagao entre no

grupo G1 quando comparado aos grupos G3 e G5 (Tabela 6).

Tabela 6. Variaveis bioquimicas (média *+ erro padrédo) de tilapia-do-nilo duas semanas, quatro e seis
semanas apoés vacinacao contra S. agalactiae.

Grupo Gl G2 G3 G4 G5

Duas semanas apds vacinacéo

Proteinas totals  , sa.71AB  2.980.38ABa  2.41+0.38ABa  2.98+0.82A 2.09+0.23Bb

(gdL™")
Albumina (gdL?)  0.55£0.13b 0.70£0.10ab 0.80£0.33  0.72:0.27  0.74%0.17
Globulinas (gdL?) 2.13:+0.70ABa  2.28+0.35Aa 1.61+0.60AB 2.26+0.72Aa 1.35+0.14Bb
Relagdo A:G (gdL?) 0.28:0.10Bb  0.31+0.06ABb 0.60£0.34A  0.34:0.15AB 0.55:0.14A
Quatro semanas ap0s vacinacao
Pmte('g”gf_lt)ma's 2.09+0.46 2.10£0.15b 1.71+0.38b  2.24+0.31  2.20+0.48ab
Albumina (gdL?) __ 0.570.13b 0.60£0.12b 0.52+0.16 __ 0.62£0.22 _ 0.6820.18
Globulinas (gdL}) _ 1.53:0.38ab 1.51:0.07b 1191042 1.62:0.29ab 1.52+0.37ab
Relagdo A:G (gdL}) 0.38% 0.09ab 0.40£0.08ab 051+ 028 0.40#0.15 _ 0.4620.12
Seis semanas apés vacinacao
Pmte('ggf_f)ma's 2.26£0.21 2.57+0.49ab 2.54+0.60a  2.2240.68  2.58:0.53a
Albumina (gdL?) _ 0.87:0.21a 0.93:0.33a 0.79:0.45 _ 0.84+0.34 _ 0.74%0.18
Globulinas (gdL?) _ 1.40+0.23b 1.64+0.41b 1.75:0.86 _ 1.38:0.480  1.85:0.62a
Relagdo A:G (gdL?))  0.66+0.29a 0.60£0.30a 0.68£0.73 __ 0.67£0.38 __ 0.44%0.19

1 Letras mailsculas diferentes indicam diferenga significativa entre grupos no mesmo tempo e letras
mindsculas diferentes indicam diferenca significativa entre tempos no mesmo grupo (P<0.05). G1:
alimentacdo normal e ndo vacinados; G2: alimentacao normal (adigdo de 6leo de canola) e ndo vacinados
(injetados com PBS estéril); G3: alimentagdo normal (adicdo de 6leo de canola) e vacinados; G4:
suplementagdo com MOS e nédo vacinados (injetados com PBS estéril); G5: suplementagdo com MOS e
vacinados.

No teste de glicose, entre grupos no mesmo, o0s valores foram

significativamente maiores (P < 0.05) no grupo suplementado com MOS e néo
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vacinado (G4) quando comparado ao grupo alimentacao normal (adi¢cdo de 6leo
de canola) e ndo vacinado (G2) duas semanas ap0s vacinacdo; no entanto nao
houve diferenca significativa entre os grupos quatro semanas apés vacinacao
(Figura 5).
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Figura 5. Glicose no plasma apés vacinagdo. As barras verticais representam o erro padréo da média.
Letras mailsculas diferentes indicam diferenga significativa entre grupos no mesmo tempo e letras
mindsculas diferentes indicam diferenca significativa entre tempos no mesmo grupo (P<0.05). G1:
alimentacdo normal e ndo vacinados; G2: alimentacdo normal (adicdo de éleo de canola) e ndo vacinados
(injetados com PBS estéril); G3: alimentagdo normal (adicdo de 6leo de canola) e vacinados; G4:

suplementagdo com MOS e nao vacinados (injetados com PBS estéril); G5: suplementacdo com MOS e
vacinados.

DISCUSSAO

A taxa de sobrevida no grupo vacinado e desafiado G8 apresentou valor
de 98.4%, uma porcentagem maior do que os estudos prévios desenvolvidos nos
capitulos 1 e 2 (80,0 e 60,0% respectivamente), evidenciando-se diferenca
significativa quando comparado ao grupo controle n&o vacinado e desafiado G7.
No presente trabalho a dose de desafio foi maior (1,1x10” UFC.mL') o que
poderia ter influenciado na menor sobrevida (18,1%) no grupo com alimentacao
normal, ndo vacinado e desafiado (G7). Porém, a alta taxa de sobrevida no grupo

com alimentacdo normal, vacinado e desafiado (G8) indicou alta eficacia da
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vacina inativada com peroxido de hidrogénio. Embora esta metodologia néo
tenha sido utilizada na vacinacéo em peixes, ja demostrou resultados similares
em vacinas inativadas experimentais contra Pseudomonas aeruginosa e
Staphylococcus aureus em camundongos (FAN et al., 2019), em vacinas contra
0 virus do oeste do Nilo em camundongos e macacos Rhesus apresentaram
curvas de sobrevida de 80,0 a 100,0% (PINTO et al., 2013; POORE et al., 2017)
e em vacinas contra o virus da coriomeningite linfocitica em camundongos 100%
de eficacia (AMANNA et al., 2012). A porcentagem de sobrevida no grupo
suplementado com MOS, vacinado e desafiado G10 apresentou valor de
100,0%, evidenciando-se diferenca significativa quando comparado ao grupo
controle suplementado com MOS, nao vacinado e desafiado G9 (21,2%), o que
reafirmou a boa eficicia da vacina inativada com peroxido de hidrogénio. No
entanto, ndo houve diferenca significativa entre os grupos G8 e G10,
evidenciando que a inclusdo do MOS na dieta apds vacinacdo até o desafio nédo
influiu na eficacia da vacina. Além disso, os resultados no grupo G9,
evidenciaram que a inclusdo de MOS na dieta quatro semanas prévio ao desafio
nao teve efeito na sobrevida das tilapias. Torrecillas et al. (2014) mencionaram
alguns fatores determinantes na obtencéo de altas taxas de sobrevida tais como
0 periodo da suplementacédo prévio ao desafio, o tipo de MOS usados ou o
processo de fabricacdo. No nosso estudo o periodo de suplementacdo foi de
guatro semanas prévio ao desafio. Welker et al. (2007) encontraram
porcentagens maiores de sobrevida em bagres de canal Ictalurus punctatus de
10,69 alimentados com MOS (2g K1) quatro semanas prévio a um desafio por
imersdo com Edwardsiella ictaluri, mas o aumento nao foi significativo em
relac@o ao grupo controle. Pelo contrario, Samrongpan et al. (2008) encontraram
maiores valores significativos de sobrevida quando comparado ao controle em
tilapias-do-nilo de 13g suplementadas com MOS (2, 4 e 6g K1) por um periodo
de trés semanas antes de desafio por imersdo com S. agalactiae. O uso de B-
glucanos como imunoestimulante em estudos de sobrevida, revelou também
resultados diversos na literatura. Whittington et al., (2005) concluiram que o
suplemento com B-glucanos por 14 semanas ndo teve efeito na resisténcia
contra o desafio contra S. agalactiae em tilapias-do-nilo. No entanto, Salvador et
al. (2012) reportaram 100% de sobrevida em tilapias-do-nilo desafiadas contra
S. agalactiae incluindo Saccharomyces cerevisiae a 0.3% na ragao 77 dias antes
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do desafio. Em relacéo aos valores de PRS, o grupo com alimentac&do normal,
vacinado e desafiado (G8) e o grupo suplementado com MOS, vacinado e
desafiado (G10) apresentaram valores altos (98,1% e 100,0%, respectivamente),
0S quais sdo promissorios no uso de esta metodologia de inativagéo para vacinas
em peixes. Experimentos prévios no Brasil, testaram vacinas contra S.
agalactiae inativadas com formaldeido em tilapias-do-nilo de 20g, obtendo PRS
de 83,6 e 96,4%, quando aplicado com uma ou duas doses respectivamente
(PRETTO-GIORDANO et al. 2010). O uso de AlF, o qual j& tinha sido testado no

experimento 2, também poderia ter melhorado a eficacia da vacina.

Os indices esplénicos-somaticos e hepaticos-somaticos séo
considerados como indicadores de saude nos peixes (ABD-EL-RHMAN, 2009).
Quatro semanas apds vacinacdo, o indice esplénico-somatico foi
significativamente maior no grupo suplementado com MOS e nao vacinado (G4)
guando comparado ao grupo com alimentacédo normal e ndo vacinados (G2).
Adicionalmente, entre tempos no mesmo grupo, 0 grupo suplementado com
MOS e néo vacinado (G4) aumentou também o indice esplénico-soméatico as
guatro semanas apoés vacinacdo. Estes aumentos do indice esplénico-somatico
referidos no grupo G4 poderiam sugerir maior estimulacdo do sistema imune pelo
efeito do MOS. Tavares-Dias et al. (2000) mencionaram que 0 aumento do
tamanho do bago estd relacionado ao desenvolvimento de respostas
leucocitérias e reflete ativacdo do sistema imune. No caso do indice hepatico-
somatico, os valores entre os tratamentos ndo apresentaram diferenca
significativa com excec¢ao do grupo suplementado com MOS e nao vacinado
(G4), o qual seu valor foi significativamente menor duas semanas apos
vacinacdo. Estudos realizados em Piaractus mesopotamicus ndo apresentaram
diferenca significativa nos hepaticos-somaticos entre tratamentos incluindo
diferentes concentragdes de MOS e B-glucanos na dieta quando comparados ao
controle (HISANO et al., 2018).

Os niveis de anticorpos no grupo com suplementacdo com MOS e
vacinado (G5) apresentaram niveis significativamente maiores de anticorpos
guando comparado ao grupo G2 quatro semanas apos vacinagao, o que poderia

estar relacionado a vacina. O MOS, parece ndo terem influenciado na resposta
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imune humoral quando inclusos na dieta nos grupos ndo vacinados quanto
vacinados. A estimulacao do sistema imune inato € uns dos principais beneficios
atribuidos a suplementacdo com MOS (TORRECILLAS et al., 2014).
WHITTINGTON et al., 2005 n&o reportaram efeitos na estimulagao da resposta
imune humoral em tilapias-do-nilo alimentadas 42 dias com diferentes dietas
contendo B-glucanos antes da vacinacdo intraperitoneal contra S. iniae.
Adicionalmente, 0s niveis de anticorpos no grupo com alimentacdo normal
(adicdo de 6leo de canola) e vacinado (G3), no grupo com suplementagdo com
MOS néo vacinado (G4) e no grupo com suplementacdo com MOS e vacinado
(G5) diminuiram as seis semanas quando comparados as duas e quatro
semanas apos vacinacao, o que indica aumento na resposta imune humoral.
Estudos em vacinas experimentais contra virus da raiva em camundongos (ABD-
ELGHAFFAR et al., 2016) e virus do oeste do Nilo em macacos Rhesus e
camundongos (PINTO et al., 2013; POORE et al., 2017) demostraram vigorosa
protecdo vacinal produzindo incremento da resposta humoral e celular.
Adicionalmente, o fato de ter adicionado AIF na vacina nos grupos G3 e G5

poderia ter contribuido no incremento na resposta.

No hemograma, entre grupos no mesmo tempo as duas semanas, 0S
valores de eritrocitos totais foram significativamente maiores no grupo com
suplementacdo com MOS nao vacinado (G4) e os valores de volume corpuscular
médio e hemoglobina corpuscular média foram maiores no grupo G2, o que
poderia ser consequéncia de algum tipo de estresse néo controlado durante o
estudo. O aumento de hemacias, hemoglobina ou outras variaveis
hematoldgicas sugerem altas demandas de oxigénio ante as situagfes adversas
(Barros et al., 2014). No caso da concentracdo de hemoglobina corpuscular
média, o grupo com alimentacéo normal e ndo vacinado (G1) apresentou valores
maiores do que o grupo com alimentacdo normal (adicdo de 6leo de canola) e
vacinado (G3). Embora alguns dos valores sanguineos tenham diminuido apés
quatro semanas, o grupo G2 apresentou valores maiores de hemoglobina e
concentracdo de hemoglobina corpuscular média, quando comparado aos outros
grupos as quatro semanas, 0 que poderia significar maior atividade imune no
grupo. Bishlawy et al. (1999) hipotetizou uma relagdo entre eritrocitos,

hemoglobina e resposta imune, sugerindo uma participacdo ativa na resposta
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imune contra patdgenos. Adicionalmente, os valores de hemoglobina e
concentracdo de hemoglobina corpuscular média diminuiram significativamente
apos quatro semanas no grupo com alimentacao normal e ndo vacinado G1 e no
grupo com suplementacdo com MOS néo vacinado (G4). Além disso, os valores
de eritrocitos totais no grupo G4, e os valores de volume corpuscular médio e
hemoglobina corpuscular média no grupo G2 diminuiram as quatro semanas.
Shen et al. (2018) descobriram genes associados a imunidade e sugeriram uma
participacdo dos eritrocitos na resposta imune em tilapia-do-nilo. Neste estudo,
provavelmente os valores menores na quarta semana foram devido a diminuicao
na participacao destas ceélulas na resposta imune. No entanto, houve aumento
nos valores de hemoglobina, eritrcitos totais e concentracdo de hemoglobina
corpuscular média no grupo G2, e no valor de volume corpuscular médio no

grupo G4 as quatro semanas.

No leucograma, entre grupos no mesmo tempo duas semanas apos
vacinacgdo, os valores de mondcitos para o grupo com alimentagcédo normal e nao
vacinado (G1) foram maiores quando comparados ao grupo com suplementagao
com MOS néao vacinado (G4), evidenciando baixo efeito da incorporacdo do MOS
na dieta. Além disso, 0 grupo G2 apresentou valores maiores de linfocitos
guando comparado aos grupos G1 e G4 quatro semanas apos vacinacdo, o que
confirma a inatividade do MOS na dieta. Sado et al., (2008) ndo encontraram
diferencas significativas nos parametros sanguineos em tilapias-do-nilo
alimentadas com MOS quando comparadas ao controle. No entanto, no grupo
com alimentacédo normal (adicéo de 6leo de canola) e vacinado G3 os valores de
linfocitos e neutréfilos aumentaram as quatro semanas, o que poderia indicar
aumento da resposta imune inata e adaptativa por causa da vacina. Mutoloki
(2014) descreveu os linfocitos como as células-chave na resposta imune
adaptativa e Magnadottir (2006) descreveu os neutréfilos como células
participantes da resposta imune inata. No grupo com suplementacdo com MOS
e ndo vacinados (G4) os valores de neutrofilos aumentaram quando comparado
ao grupo com suplementacdo com MOS e vacinado (G5), indicando

possivelmente estimulacédo na resposta imune inespecifica.
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Nesse estudo evidenciou-se maior atividade respiratoria de leucocitos,
entre tempos N0 mesmo grupo, na segunda semana quando comparada a quarta
semana no grupo com suplementacao com MOS e n&o vacinado (G4) e no grupo
com suplementagcdo com MOS e vacinados (G5), o que poderia significar
estimulacdo da resposta imune inata nos grupos G4 e G5 nas primeiras duas
semanas por causa do MOS. Sahoo et al. (2011) mencionaram que a atividade
respiratoria dos leucocitos € um dos maiores indicadores de funcao fagocitica
nas células do sistema imune. Soares et al (2018) relataram niveis maiores de
atividade dos leucocitos em pacus Piaractus mesopotamicus alimentados com
produto combinado contendo B-glucanos e MOS e posteriormente estressados
e desafiados experimentalmente com Aeromonas hydrophila. A administracéo
de estimulantes baseados em B-glucanos fortaleceu a atividade respiratoria de
leucocitos em pargo rosa Pagrus auratus (COOK et al., 2003).

Mieloperoxidase € uma enzima presente nos granulos de neutrofilos,
mondcitos e macrofagos dos peixes, tendo atividade bactericida utilizando
peroxido de hidrogénio durante o Burst respiratorio (GOBI et al., 2016). Nesse
estudo, a atividade da mieloperoxidase, entre grupos no mesmo tempo néo
apresentou diferenca significativa duas e quatro semanas ap0s vacinacdo. Em
contraste, niveis de atividade de mieloperoxidase foram maiores em estudo
realizado em bagres Clarias batrachus alimentados com B-1,3 glucanos quando
comparados ao controle (Kumari e Sahoo, 2006). Segundo o mencionado,
poderia se sugerir que a magnitude da responsa imune em peixes alimentados
com MOS estaria relacionada ao estimulo da duracdo da suplementacéo.
Diferencias entre espécies poderia também explicar os diferentes reportes nos
resultados.

As proteinas no soro, entre grupos no mesmo tempo, G4 e G5 mostraram
diferenca significativa, sendo os niveis de proteinas no grupo G4 maiores as
duas semanas ap0s vacinagdo. Alguns parametros no soro tais como proteinas,
albuminas, e globulinas no soro mantiveram-se elevados apos inclusdo de
Saccharomyces cerevisiae na dieta em tilapias-do-nilo e posteriormente
desafiadas com A. hydrophila (ABDEL-TAWWAB et al., 2008). No entanto, as

proteinas no soro diminuiram entre tempos No Mesmo grupo No grupo com
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alimentacdo normal (adicdo de 6leo de canola) e vacinado (G3) na segunda
semana quando comparado a quarta semana, 0 que indica que a vacina nao
influenciou nos niveis de proteinas. Melingen et al. (1995) ndo encontraram
diferenca significativa nos niveis de proteinas em salméo do atlantico vacinado
contra Aeromonas salmonicida. Neste experimento, no grupo com
suplementacdo com MOS e vacinados (G5) os valores de proteinas aumentaram
na sexta semana, possivelmente pelo fato da inclusdo do MOS na dieta. Em
relacdo aos niveis de globulina no soro, entre grupos no mesmo tempo duas
semanas apods vacinagdo, o grupo G5 apresentou niveis menores quando
comparado aos grupos G2 e G4. Entre tempos no mesmo grupo, 0 grupo com
suplementacdo com MOS e nédo vacinado (G4) diminuiu a sexta semana quando
comparado ao grupo G5, o qual foi vacinado, onde os niveis de globulina
aumentaram a sexta semana, possivelmente pelo aumento das globulinas,
proteinas importantes para manter o sistema imune saudavel (JHA et al., 2007).
Os valores da relacao albumina-globulina entre grupos no mesmo tempo duas
semanas apoés vacinagdo foram maiores nos grupos vacinados G3 e G5,
possivelmente pelo aumento da producdo de proteinas que participam na
resposta imune inata. Exposicdes a patdgenos produzem alteracdes nos niveis
de proteinas no sangue devido aos diferentes estimulos (MOHANTY e SAHOO,
2010).

No presente estudo os niveis de glicose mantiveram-se na faixa de
valores de referéncia para tilapia-do-nilo determinados por Bittencourt (2003). No
entanto, entre grupos no mesmo tempo houve niveis maiores significativos no
grupo com suplementagédo com MOS nao vacinado (G4) quando comparado ao
grupo com alimentacédo normal (adicdo de 6leo de canola) e ndo vacinado (G2)
duas semanas ap0s vacinacdo, provavelmente devido a situacdo de estrese
particular durante o experimento. Pottinger e Carrick (1999) mencionaram que

0s niveis de glicose aumentam em peixes expostos a estimulos estressantes.

Os resultados observados neste estudo demostraram que a inclusdo de
MOS na dieta pdés-vacinacao até o desafio ndo interferiu na eficacia da vacina
experimental. Adicionalmente, confirmaram 6tima protecdo desta vacina contra

a infeccdo por S. agalactiae quando administrada com AlF.
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