Republica Federativa do Brasil
Ministério do Desenvolvimento, Indistria
e do Comércio Exterior
Instituto Nacional da Propriedade Industrial

(RPI 2365)

e R 1020140228034 A2 ||| NNV
(22) Data do Depésito: 16/09/2014

(43) Data da Publicacdo: 03/05/2016

(54) Titulo: VACINA PARA PEIXES E USO DA
MESMA

(51) Int. Cl.: A61K 39/09; A61P 37/04
(73) Titular(es): UNIVERSIDADE ESTADUAL
PAULISTA JULIO DE MESQUITA FILHO

(72) Inventor(es): FLAVIO RUAS DE MORAES,
PAULO FERNANDES MARCUSSO, ROGERIO
SALVADOR

(74) Procurador(es): FABIOLA DE MORAES
SPIANDORELLO

(57) Resumo: VACINA PARA PEIXES E USO
DA MESMA . A presente inveng¢do prové uma
vacina inativada contra Streptococcus agalactiae
para peixes, mais especificamente, tilapia-do-
Nilo (Oreochromis niloticus). Adicionalmente, a
invencao se refere ao uso desta vacina para a
imunizacao de peixes contra estreptococose,
sendo a mesma aplicada em sistemas intensivos
de producéo pesqueira, com o objetivo de
diminuir as chances de infec¢do e mortalidade
provocada pelo microrganismo e, assim, evitar
0s prejui-zos causados aos produtores e
diminuir o uso de antibioticos e outros

antimicrobianos.
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VACINA PARA PEIXES E USO DA MESMA

Campo da invencdo:

[001] Esta invencdo se insere no campo da piscicultura,
mais especificamente no que diz respeito a imunizacdo de
peixes, e descreve uma vacina inativada contra
Streptococcus agalactiae para peixes, mais especificamente,
tildpia-do-Nilo (Oreochromis niloticus).

[002] Adicionalmente, a invencdo se refere ao uso desta
vacina para a 1munizacdo de pelxes contra estreptococose,
sendo a mesma aplicada em sistemas intensivos de producgdo
pesqueira.

Fundamentos da invencdo:

[003] Atualmente, existe uma tendéncia crescente de
intensificacédo e fortalecimento de integracdo entre os
setores pesqueiros, em decorréncia da demanda crescente por
produtos com elevado valor nutritivo. Desta forma, torna-se
necessaria a realizacdo de pesquisas direcionadas para
obtencdo de uma producgcdo <cada vez mais eficiente e
sustentavel.

[004] A piscicultura é o setor da producgdo de alimentos
de maior expansdo mundial, sendo a tilédpia uma das espécies
de peixe mais cultivada, devido a elevada produtividade,
precocidade, facil adaptabilidade em condig¢des ambientais
diversas, pouca susceptibilidade a doencas parasitéarias,
excelente conversdo alimentar e alta resisténcia a baixas
concentracdes de oxigénio.

[005] O ciclo de producgdo da tilapia inicia-se com os
alevinos até atingirem em média 30-50 gramas, em seguida,
passam para a fase de engorda e finalmente sdo abatidos com

peso entre 800 g e 1 kg, variando em fungdo do mercado
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consumidor.

[006] Os peixes estdo, ainda, sujeitos a varios fatores
estressantes, os quais debilitam suas defesas naturais e
facilitam a instalacdo e disseminacdo de enfermidades (como
elevada densidade nos tanques, manejo intensivo, qualidade
da &agua, temperatura e aspectos nutricionais).

[007] Outra problematica refere-se ao tratamento destas
enfermidades. Substdncias tais como agrotdxicos e drogas
veterinarias s8o utilizados de forma indiscriminada e sem
critérios, colocando em situacdo de risco toda a cadeia
tréfica, o meio ambiente e a saude humana.

[008] Assim, ¢é necessdrio Dbuscar medidas preventivas
que aperfeicoem a produgdo e, ao mesmo tempo, garantam a
sanidade do plantel, promovendo uma producdo sustentavel e
um produto final com qualidade para o consumidor.

[009] O Streptococcus agalactiae é um patdgeno que
provoca surtos infecciosos com altas taxas de morbidade e
mortalidade, especialmente na tilapicultura. A mortalidade
em criacdo de cativeiro atinge taxas de até 90% na idade
pré-comercializacdo, quando volumes substanciais de racéo
34 foram consumidos.

[010] Os estreptococos patogénicos apresentam varias
caracteristicas que contribuem para sua viruléncia, como a
aderéncia as superficies epiteliais, capacidade de invaséo
de epitélio e endotélio e injuria direta aos tecidos.

[011] A principal via de transmissdo €& a horizontal,
pelo contato com peixes e/ou alimentos contaminados, como
também pelo contato indireto mediado pela agua dos sistemas
de criacdo. A bactéria é excretada pelas fezes de peixes

infectados e ©pode permanecer viva na coluna de Aagua,
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aumentando a possibilidade de transmissdo fecal-oral.

[012] Outra wvia é a oral, através do canibalismo de
animais mortos ou moribundos. A transmissdo vertical do S.
agalactiae nédo foil constatada, J& que ndo foram detectadas
bactérias nas larvas oriundas dos peixes progenitores
infectados.

[013] A doenca em tiladpias estd relacionada a fatores
tals comc a estirpe do S. agalactiae, dose infectante,
temperatura da agua, biomassa e manejo zootécnico.

[014] Entretanto, condigcbes de alto adensamento, baixa
gqualidade da &gua e manejo inadequado induzem os animais ao
estresse, que 1impde alta exigéncia energética e leva ao
esgotamento das reservas de glicogénio, o gue ©parece
favorecer a diminuig¢do da resisténcia aos patdgenos.

[015] Para minimizar tais efeitos é comum a utilizacédo
de drogas antimicrobianas, as quais podem ser adicionadas a
racdo. Esta préatica, porém, provoca a selecdo de bactérias
resistentes, além de provocar desequilibrio da flora
bacteriana intestinal dos peixes.

[016] A wvacinacdo dos peixes de cativeiro & uma
alternativa ao uso de antibidticos e outros farmacos na
prevencdo de infeccgdes. No entanto, a habilidade dos peixes
em desenvolver imunidade contra determinado microrganismo
depende da idade do peixe, da temperatura da agua, do
agente de imunizacdo e do método de vacinacédo.

[017}] A aplicacdo de vacinas pela via intra-celomdtica
é o método mais confidvel e eficaz, gquando comparado a via
oral e imersdo. As desvantagens desta via incluem estresse
extra para os peixes, custos, seguranca e tempo requerido

para administracgdo da vacina e para o desenvolvimento de
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imunidade.

[018] Inumeras vacinas contra estreptococose de peixes
foram testadas, entretanto, os métodos de inativacdo sé&o
relativamente comuns e/ou semelhantes, fazendo uso do calor
ou do formol.

[019] Sendo assim, a presente invengdo prové uma vacina
inativada contra Streptococcus agalactiae para peixes, mais
especificamente, tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus).

[020] Adicionalmente, a invencdo se refere ao uso desta
vacina para a 1munizacdo de pelxes contra estreptococose,
sendo a mesma aplicada em sistemas intensivos de producéo
pesqueira, para diminuir chances de infeccdo e mortalidade
provocada pelo S. agalactiae, evitando, assim, os prejuizos
aos produtores e diminuindo o uso de antibidticos e outros
antimicrobianos para fornecer proteina de alto valor
nutricional em condi¢des mais seguras ao consumidor.

Estado da técnica:

[021] Alguns documentos do estado da técnica descrevem
vacinas contra Streptococcus agalactiae para peixes.

[022] Em KR 20130091301 A, é provida uma vacina para
prevenir 3 tipos de doencas bacterianas em uma unica
administracdo, a qual inclui um antigeno derivado de uma
cepa de Streptococcus parauberis alfa-hemolitico. Em CN
102740878 A e KR 20110111154 A faz-se referéncia a uma
vacina estreptocdcica combinada.

[023] O documento JP 2012184226 A descreve uma vacina
inativada para cultura de peixes de &gua salgada contra
infecgdes causadas por Streptococcus agalactiae.

[024] Nenhum dos documentos do estado da técnica prové

uma vacina tal como a vacina descrita na presente invencdo.
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Breve descrigcdo da invencdo:

[025] Esta invencdo descreve uma vacina 1inativada
contra Streptococcus agalactiae para peixes, mais
especificamente, tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus).
Adicionalmente, a invencdo se refere ao uso desta vacina
para a imunizag¢do de peixes contra estreptococose.

Breve descrig¢do das figuras:

[026] Para obter uma total e completa visualizacdo do
objeto desta invencdo, sdo apresentadas as figuras as guais
se faz referéncias, conforme se segue.

[027} A Figura 1 representa graficamente os valores
médios e o0s desvios-padrido da titulacdo de anticorpos do
grupo vacinado por meio da soroaglutinacdo direta em
microplaca nos tempos pré-estabelecidos das coletas.

Descricdo detalhada da invencdo:

[028] Esta 1invencdo descreve uma vacina inativada
contra Streptococcus agalactiae para peixes, mais
especificamente, tildpia-do-Nilc (Oreochromis niloticus).

[029] Para a obtencdo da vacina da invencdo, amostras
de 8. agalactiae foram 1isoladas de tilédpias infectadas
naturalmente (foram selecionados os animais com sinais de
meningoencefalite, posteriormente identificados segundo as
suas caracteristicas culturais, morfoldgicas, tintoriais e
biogquimicas) .

[030] Em seguida, a identificacdo foli realizada pela
técnica convencional de reacdo em cadeia da polimerase
(PCR). Para 1isso, extraiu-se e quantificou-se o DNA das
coldnias isoladas, sendo as gquantidades ajustadas para a
reacdo de PCR (50-100 ug/pl) e o DNA armazenado a -20 °C

até a realizacdo das reacdes de PCR.
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[031] O DNA gendmico bacteriano foi submetido a
amplificacdo por PCR com dois primers especificos para S.
agalactiae, amplificando uma sequéncia especifica do gene
163 rDNA, que €& um fragmento de 220 pb.

[032] Os primers utilizados foram:

- F1 5'GAGTTTGATCATGGCTCAG3'; e

- IMOD 5’ACCAACATGTGTTAATTACTC3'.

[033] O seguenciamento dos isolados identificados como
S. agalactiae fol realizado a partir do gene 16S rDNA. As
sequéncias resultantes foram comparadas com seqguéncias
bacterianas depositadas na base de dados do National Center
for Biotechnology Information NCBI, apresentando 99,6% de
homologia com a cepa de Streptococcus agalactiae ATCC 13813
cepa JCM 5671.

[034] A determinacdo da concentracdo bacteriana letal
para 50% dos peixes (CLsy) fol testada e resultou em uma
concentracdo bacteriana de 10° UFC/mL.

[035] Para obtencdo do indculo vacinal, o microrganismo
foi semeado em caldo BHI (Brain Heart Infusion) e, apds 5
dias de incubacdo a 29 °C em aerofilia, o meio foi
centrifugado a 4000G (4 °C), durante 20 minutos.

[036] O sobrenadante foi desprezado, a massa bacteriana
foi ressuspensa em PBS (tampdo fosfato-salino), a fim de
conter a guantidade adequada de wunidades formadoras de
coldénias, obtidas pela determinacdo prévia da CLsg.

[037] A seguir, fol novamente centrifugada e a operacédo
foi repetida por mais trés vezes.

[038] Apbs a obtencdo do extrato, um blogueador de
proteinase foi adicionado e a solucdo final foi submetida a

sonicacdo (5 pulsos em uma poténcia de 7 por 1 minuto), com
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intervalos de 1 minuto entre as sonicag¢des e mantidos no
gelo durante todo o processo.

[039] Para a confirmacdo da inativacdo, o produto final
foli semeado em meio sélido BHI adicionado 5% de sangue de
ovino e incubados a 29 °C, durante 7 dias em aerofilia.
Apbs confirmada a inativacdo, padronizou-se a concentracgdo
dos indculos (soluvel e insoluvel) por espectrofotometria.

[040] Ainda, mensurou-se a concentracdo de DNA e pureza
determinadas por leituras em absorbancia de 260 nm.

[041] Foi incorporado o adjuvante incompleto de Freund,
na fracédo 1:1 em relacdo a vacina.

[042] A mistura foi emulsionada, sendo mantida em gelo
até o momento da imunizacdo, na gual o0s animais sé&o
posicionados em decubito dorsal para inoculacgdo da wvacina
na cavidade celomatica.

[043] Assim, a vacina proposta pode ser usada para a
imunizacdo de peixes contra estreptococose, sendo a mesma
aplicada em sistemas intensivos de producdo pesgueira.

[044] Assim, as chances de infeccdo e de mortalidade
provocada pelo S. agalactiae diminuem e evitam-se prejuizos
aos produtores, além de fornecer uma proteina de alto valor
nutricional em condic¢des mais seguras ao consumidor.

Testes realizados:

[045] Nos testes, foram utilizadas 362 tilapias
Oreochromis niloticus do mesmo lote e revertidas
sexualmente, com peso médio de 200+25 g. Os peixes foram
aclimatados por um periodo de 10 dias, em caixas fibra de
250 L, abastecidas com &gua corrente, proveniente de poco
artesiano, com vazdo de um litro por minuto, com aeracgdo

suplementar.
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[046] Apds o periodo de acondicionamento, o©0s animais
foram conduzidos ao infectdério e dispostos em grupos de
acordo com o modelo experimental. Durante o experimento, o0s
peixes foram alimentados pela manhd e tarde com racéado
comercial, correspondendo a 3% da biomassa. Os parametros
da agua foram determinados por meio de um analisador
portatil multiparémetros. Durante todo o experimento, as
variadvels fisico-gquimicas mantiveram-se em zona de conforto
para a espécie.

- Avaliacdo da porcentagem relativa de sobrevivéncia de

tildpias vacinadas com duas diferentes fragbes de antigenos

de S. agalactiae obtidos por sonicacdo:

[047] Apds a sonicacdo do antigeno, foram obtidas duas
fragdes antigénicas sendo uma delas soluvel em PBS e outra
insoltvel. Para avaliar qual apresentava maior porcentagem
relativa de sobrevivéncia (PRS), foram constituidos os
seguintes grupos:

- Grupo 1 (Gl) injetado com PBS via intra-celomatica
(i.c.) (controle)

~ Grupo 2 (G2) injetado com PBS e adjuvante incompleto
de Freund 1:1, 1i.c.

- Grupo 3 (G3) imunizado com a fracdoc soluvel do
antigeno de §. agalactiae + adjuvante incompleto de Freund
1:1, i.c.

- Grupo 4 (G4) imunizado com a fracdo insoluvel do
antigeno de S. agalactiae + adjuvante incompleto de Freund
1:1, i.c.

[048] Depois de 21 dias da imunizacdo, os peixes foram
desafiados com indculo de S. agalactiae capaz de produzir a

mortalidade em 50% dos peixes (CLsg) .
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[049] Apds o desafio, os peixes foram observados por 15
dias para determinacdo da porcentagem relativa de
sobrevivéncia (PRS), em que:

PRS = [1 - (% mortalidade entre vacinados / % mortalidade
entre controles)] x 100

[050] Os ©peixes gue apresentaram sinais clinicos
compativeis com a infeccdo estreptocdcica e tornaram-se
excessivamente debilitados ou moribundos, foram submetidos
a eutanédsia por anestesia profunda.

[051] De posse deste resultado, fol escolhida a fracéo
do antigeno sonicado capaz de proporcionar a maior
porcentagem de sobrevivéncia para 0s experimentos
seguintes.

- Avaliacdo da reposta imune humoral de tilédpias

imunizadas com a fragdo insoluvel de antigeno de 8.

agalactiae obtidos por sonicacdo:

[052] Para avaliar a resposta imune humoral, os peixes
receberam o estimulo antigénico na cavidade celomédtica e
foram constituidos os seguintes grupos:

- Grupo 5 (G5) injetado com salina 0,65% (controle)

- Grupo 6 (G6) 1imunizado com a fracdo insoluvel do
antigeno de S. agalactiae + adjuvante incompleto de Freund

[053] Nos grupos 5 e 6, foi realizada uma coleta de
sangue ©para determinacfes hematoldgicas e Dbioguimicas
séricas por puncdo do vaso caudal, antes da imunizacdo e em
coletas seriadas pds-vacinais depois de 7, 14, 21, 28, 35,
42, 60 e 90 dias.

Resultados obtidos:

- Avaliacdo da porcentagem relativa de sobrevivéncia de

tilapias vacinadas com duas diferentes fragdes de antigenos
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de S. agalactiae obtidos por sonicacdo:

[054] A fracdo soluvel demonstrou a gquantidade de 8
mg/dL de proteinas totais. Para a ©padronizacdo dos
inbéculos, a fracdo insoluvel fol diluida até atingir mesma
concentracao.

[055] O grupo controle apresentou uma porcentagem de
mortalidade de 60%, essa foi utilizada para o célculo da
PRS dos grupos a seguir, onde o grupo imunizado com a
fracdo insoluvel apresentou maior PRS na ordem de 100%,
seguido dos grupos imunizado com fracdo soluvel com PRS de
50% e inoculado com adjuvante, que foi de 16,67%.

[056] Portanto os testes foram <realizados «com a
imunizacgdo da fracdo insoluvel da bactéria.

- Avaliacdo da reposta imune humoral de tildpias

imunizadas com a fragdo insoluvel de antigeno de 8.

agalactiae obtidos por sonicacdo:

[057] O grupo vacinado apresentou titulacgéo de
anticorpos positiva no 21° dia apdés a vacinacdo, gque se
manteve até o 28° dia e aumentou progressivamente aos 35 e
42 dias, para atingir o maximo apds 60 dias. Embora tenha
diminuido no 90° dia, a diferenca ndo foi significativa em
relacdo a observacdo anterior.

[058] N&o houve sorocaglutinacdo e titulo de anticorpos
para o©os animais do grupo controle em nenhum dos tempos
avaliados.

[059] Para a titulacdo de anticorpos, os valores da
sorocaglutinacdo foram transformados em valores logaritmicos
na base dois (vide Figura 1).

[060] Os wvalores da concentracdo de globulinas no grupo

controle ndo se alteraram significativamente entre os
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diferentes tempos de avaliacdo.

[061] As avaliacbdes hematoldgicas demonstraram gue no
grupo controle ndo houve diferenca significativa entre os
valores de linfécitos do grupo controle durante o
experimento, diferente do ocorrido no grupo vacinado, no
gqual ocorreu aumento significativo no numero dessas células
nos vacinados a partir do 14° dia, diferindo até o fim do
experimento, aos 90 dias apds a vacinacdo. O numero de
leucdcitos totais se diferiu entre os tratamentos nos
tempos de 14, 21 e 35 dias apds a vacinacgéo.

[{062] Sendo assim, o0s resultados demonstraram que a
vacina contra S. agalactiae utilizando a fracgdo insoluvel
do antigeno apresentou alta eficiéncia na protecdo de
tildpias contra o desafio com a cepa hombdéloga, ao se
considerar o percentual relativo de sobrevivéncia.

[063] A fracdo insoluvel do S. agalactiae sonicado e
adjuvante incompleto de Freund (vacina) demonstrou protecédo
de 1longa duracdo, com titulacdo maxima aos 60 dias péds
vacinacéo.

[064] A funcdo do adjuvante incompleto de Freund é&
manter o imundgeno entre os gldbébulos de bleo apds a
injecdo, permitindo liberacd&o prolongada e lenta dos
antigenos no tecido de animais vacinados para permitir o
aumento da formacdo de anticorpos e favorecer a protecédo
dos peixes contra a infeccédo.

[065] Os versados na arte valorizardo os conhecimentos
agui apresentados e poderdo reproduzir a invencdo nas
modalidades apresentadas e em outras variantes, abrangidas

no escopo das reivindicag¢des anexas.
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REIVINDICACOES

1. Vacina para peixes caracterizada pelo fato de

compreender uma suspensdo bacteriana de S. agalactiae em
PBRS e adjuvante incompleto de Freund, em uma proporcdo de
1:1.

2. Vacina para peixes, de acordo com a reivindicacédo

1, caracterizada pelo fato de que a suspensdo bacteriana de

S. agalactiae apresenta concentracdo equivalente a 10°

UFC/mL.
3. Vacina para peixes, de acordo com a reivindicacédo
1 ou 2, caracterizada pelo fato de gque a suspensao

bacteriana de 8. agalactiae é inativada por sonicacédo.
4. Uso da vacina para peixes, conforme definida nas

reivindicacdes 1 a 3, caracterizado pelo fato de ser para a

imunizacdo de peixes contra estreptococose, em gque 08
peixes sdo tilapias, ©preferencialmente tilapia-do-Nilo

(Oreochromis niloticus).
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Resumo
VACINA PARA PEIXES E USO DA MESMA

A presente invencdo prové uma vacina inativada contra
Streptococcus agalactiae para peixes, mals especificamente,
tilédpia~-do~-Nilo (Oreochromis niloticus). Adicionalmente, a
invencdo se refere ao uso desta vacina para a imunizacédo de
peixes contra estreptococose, sendo a mesma aplicada em
sistemas intensivos de producdo pesqueira, com o objetivo
de diminuir as chances de infeccdo e mortalidade provocada
pelo microrganismo e, assim, evitar os prejuizos causados
aos produtores e diminuir o uso de antibidticos e outros

antimicrobianos.



