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RESUMO

Identificou-se no presente estudo o agente patogénico causador de surtos de
estreptococose em cachara e surubins como sendo a Lactococcus garvieae.
Considerando que a lactococose € uma doenca emergente de importancia
econdmica mundial, que gera surtos de mortalidade em massa em diversas
espécies de peixes, avaliamos a possibilidade de prevencdo e controle desta
patogenia com o uso de vacinas. ApOs confirmacao da patogenicidade da bactéria
pelo Postulado de Koch, foram formuladas duas bacterinas inativadas com
formalina, uma aquosa e uma oleosa, com emprego de adjuvante. Surubins
hibridos foram imunizados via intraperitoneal com ambas bacterinas e com PBS.
Para avaliar a eficiéncia das vacinas foi comparada a poténcia dos
imunobiologicos desenvolvidos na sobrevivencia dos animais, na cinética de
anticorpos 15, 30 e 60 dias ap0s a vacinagdo e na modulagdo da resposta imune
apos desafio bacteriano. Melhores niveis de protecdo foram observados com a
imunizacdo com bacterina oleosa, onde foi observado maior nivel de anticorpos
circulantes e cujo valor de porcentagem relativa de sobrevivéncia foi de 81,7%. O
presente fez o primeiro registro de surto de septicemia hemorragica causada por
Lactococcus garvieae em surubins hibridos e cacharas, e demonstrou que a
imunidade dos surubins pode ser estimulada com emprego de vacinas, e que a

bacterina oleosa proporciona prote¢cdo mais eficaz contra a lactococose.
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ABSTRACT

The present study identified the pathogen causing outbreaks of
estreptococose in cachara and surubins as being the Lactococcus garvieae.
Whereas lactococose as an emerging disease of worldwide economic importance,
that generates outbreaks of mass mortality in several species of fish, we evaluated
the possibility of prevention and control of this pathogen with the use of vaccines.
After confirming the pathogenicity of the bacterium by Koch postulate, two
inactivated bacterins with formalin, an aqueous and an oily, with the use of
adjuvant, were formulated. Surubins hybrids were immunized intraperitoneally with
PBS and both bacterins. To evaluate the efficacy of the vaccines was compared
the potency of the biopharmaceuticals developed in survival of the animals, on the
kinetic of antibody 15, 30 and 60 days after vaccination and in the modulation of
the immune response after bacterial challenge. Best levels of protection were
observed with immunization with oily bacterin, where were observed higher level
of circulating antibodies and whose value relative survival percentage was 81.7 %.
This work made the first recorded outbreak of haemorrhagic septicemia caused by
Lactococcus garvieae in hybrid surubins and cacharas, and demonstrated that the
immunity of surubins can be stimulated through the use of vaccines, and oily

bacterin provides more effective protection against lactococose .
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REVISAO BIBLIOGRAFICA
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INTRODUCAO

O declinio dos estoques naturais dos peixes tem sido um incentivo para
diversificacdo do setor aquicola atual (Whyte, 2007). Atualmente, mais de 600
espécies de peixes sdo produzidas no mundo e a aquicultura representa o setor
de maior crescimento de producdo animal de alimentos, fornecendo cerca de
metade (47 por cento) de todo pescado destinado a alimentagdo humana e, a
previsdo € de que até 2030 a demanda internacional de pescado aumente em
mais 100 milhdes de toneladas por ano (FAO, 2012). A producdo mundial hoje é
da ordem de 126 milh6es de toneladas. O Brasil € um dos poucos paises que tem

condicdes de atender a crescente demanda mundial por produtos de origem
pesqueira, sobretudo por meio da aquicultura (MPA, 2011).

O cultivo de surubins hibridos no Brasil aumentou 40% entre 2008-2010,
acompanhando a tendéncia nacional de producdo aquicola, que passou de
282.008,1 toneladas para 394.340 toneladas no mesmo periodo (MPA, 2012).
Contudo, com a intensificacdo das producdes, os animais sdo submetidos a
desafios rotineiros, como manejo, transporte e adensamento. Estas préaticas sao
capazes de alterar o equilibrio homeostatico dos peixes e afetar processos
dependentes de energia, como reproducdo e crescimento (Wedemeyer, 1996).
Com isto, a intensificacdo dos cultivos tem tornado estas culturas altamente
vulneraveis a doencas infeciosas, visto que 0 estresse cronico dos animais
promove oportunidades para emergéncia de doencas causada por patdgenos que

poderiam ser inofensivos em condigdes naturais (Kiron, 2012).

Adicionalmente, o ambiente aquatico remete uma série de desafios,
incluindo a falta de barreiras fisicas com as populacdes de peixes selvagens, que
funcionam como reservatorio de patégenos para peixes de viveiro. Portanto,
deve-se considerar que a erradicacao do patégeno ndo pode ser realizada neste
ambiente e que as doencas sao particularmente devastadoras na aquicultura
(Plant e LaPatra, 2011), sendo portanto, tratamentos efetivos vitais, e a
vacinacdo, um método sustentavel para controlar e prevenir possiveis doencas

infecciosas (Kibenge et al., 2012)

Os agentes patogénicos mais comuns na aquicultura sédo bactérias
(54,9%), seguidos por virus (22,6%), parasitas (19,4%) e fungos (3,1%)
(McLoughlin, 2006). Dentre as enfermidades diagnosticadas nos surubins, as de

Caunesp
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etiologia bacteriana estdo entre as mais impactantes (Campos, 2005), devido a
elevada taxa de mortalidade, de 60 a 90% (Pavanelli et al. 2002), e custo elevado

para sua prevencao e controle (Sacchetin e Moraes, 2010).

Vacinas efetivas tém sido provavelmente um dos fatores mais importantes
para o crescimento e sucesso do sistema intensivo de producdo de peixes em
todo mundo (Brudeseth et al., 2013). A introducdo de vacinas oleosas na Noruega
demonstrou um impacto significativo na reducdo da utilizacdo de antibidticos de
50.000 kg para 1.000-2.000 kg em 10 anos, enquanto no mesmo periodo a
producdo de peixes aumentou de 50.000 toneladas para 350.000 toneladas
(Sommerset et al., 2005). Neste contexto, a vacinacdo tem se tornado cada vez
mais importante na aquicultura, ja que seu emprego € considerado um método

eficaz de controle de importantes patogenias (Toranzo et al., 2009).

Considerando-se as projecbes sobre o crescimento da aquicultura
brasileira, torna-se necessario o0 desenvolvimento de programas contra
enfermidades e a combinacdo racional de produtos preventivos, economicamente
viaveis e ecologicamente seguros para manutencdo da saude dos animais
aquéticos. Desta forma, muitos estudos tém sido realizados para melhorar a
imunidade de peixes a doencas, com crescente utlizacdo de "alimentos
funcionais", vacinas, medicamentos e imunoestimulantes contra as doencas de

peixes criados em cativeiro (Muiswinkel, 2008).

1. Vacinacéao de peixes

A imunidade representa protecdo a doencas, mais especificamente contra
doencas infecciosas, e as barreiras fisicas, células, moléculas e processos
responsaveis pela imunidade constituem o sistema imune. Do ponto de vista
evolucionério, os peixes sédo considerados como a primeira classe de vertebrados
a ter ambos sistemas de defesa, inato e adaptativo, embora a segunda linha de
defesa ndo seja tdo evoluida quanto nos vertebrados superiores (Miller et al.,
2010).

Na natureza os peixes sdo capazes de se proteger com a ajuda de um
complexo mecanismo de defesa inato (Ellis, 2001), entretanto, nas criacdes, a

pressdo de infeccdo tende a ser muito maior devido as praticas comumente
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empregadas no cultivo intensivo (Kiron, 2012). Portanto, o entendimento da
biologia das espécies de peixes que sdo cultivadas, em particular, a resposta
imune, é essencial para otimizacdo do manejo do cultivo, bem como da salde dos
animais (Whyte, 2007), jA que os peixes estdo em constante interacdo com o

ambiente ao redor, e podem facilmente encontrar potenciais patdogenos.

Estatisticas demonstram que doencas foram a causa primaria de perdas na
indUstria da truticultura em 2009, sendo 90% destas perdas decorrente de
enfermidades que poderiam ser prevenidas (NASS, 2010). A vacinacdo € parte
integral de uma estratégia de manejo sanitario aplicado com sucesso em todo
animal de criacdo (Thorarinsson e Powell, 2006). A intencdo da vacinacdo €
estimular o sistema imunolégico de forma que se o hospedeiro encontrar o
organismo patogénico em um momento futuro, uma forte resposta protetora sera
rapidamente levantada. As vacinas sao, portanto, baseadas no sistema imune

adaptativo e sdo inerentes a memoria imunologica (Toranzo et al., 2009).

Os primeiros estudos sobre a viabilidade do estimulo do sistema imune em
peixes foi realizado em 1938 por Snieszko et al., quando os autores demonstraram
que a carpa construiu uma imunidade protetora apés injecdo intraperitoneal de
Aeromonas hydrophila inativadas. Contudo entre os anos 40 e 50, o interesse para
o desenvolvimento de uma vacina efetiva para os peixes foi diminuido devido a
disponibilidade de drogas potentes (sulfa) e antibiéticos, os quais eram muito
efetivos para tratamentos bacterianos em peixes (Gudding e Muiswinkel, 2013).

Posteriormente, com o desenvolvimento de resisténcia de certos patdgenos
aos antibidticos e a preocupacdo de que as drogas usadas na aquicultura
poderiam prejudicar a saude animal e humana, levou ao reestabelecimento de
pesquisas com vacinacdo em peixes a partir de 1960 (Muiswinkel, 2008). Ja, em
1976 a primeira vacina foi licenciada nos EUA contra Yersinea ruckeri, via oral e
em 1981 uma vacina intraperitoneal com adjuvante foi licenciada contra A.

salmonicida (Plant e LaPatra, 2011).

Atualmente, o desenvolvimento de uma induUstria de aquicultura viavel
depende do desenvolvimento e implementacdo de regimes de vacinacdo que
tornem a situacdo de doenca previsivel e manejavel no cultivo intensivo (Evensen

et al., 2005; Plant e LaPatra, 2011; Sommerset et al., 2005; Thorarinsson e
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Powell, 2006 ), especialmente quando a erradicacdo do patégeno é improvavel
gue seja bem sucedida (Kibenge et al.,, 2012). Neste contexto, hoje existem
vacinas para mais de 17 espécies de peixes que protegem contra 22 diferentes
doencas bacterianas e 6 doencas virais. As vacinas estao disponiveis em mais de
40 paises e sdo mais usadas em espécies com potencial para industrializacéo, de
elevado valor comercial (Brudeseth et al.,, 2013). Apesar disto, existem muitas
doencas de peixes conhecidas atualmente para as quais ndo existem vacinas
eficazes, e a utilizacdo de vacinas de baixa eficacia pode reduzir a rentabilidade

dos cultivos (Thorarinsson e Powell, 2006).

No ano de 2011, foi licenciada pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento a primeira vacina para utilizacdo na aquicultura nacional. Essa é
empregada no controle da estreptococose em criacfes de tilapia. Contudo,
apesar de ser uma das espécies de peixes mais produzidas na aquicultura
mundial, ndo ha uma aplicagdo generalizada de vacinas em tilapias. O baixo valor
relativo de cada peixe na despesca faz com que seja dificil para as pequenas
pisciculturas investir em vacinas eficazes para esta espécie de peixe.
Adicionalmente, ndo existem vacinas licenciadas para 0 uso na piscicultura de
peixes nativos, incluindo nas criagdes de surubins, peixes de elevado valor

comercial e grande potencial de industrializacao.

O termo estratégia de vacinacdo consiste na decisdo de contra qual
doenca os animais serdo vacinados, bem como o tipo de vacina, o método de

vacinagcdo, o momento da vacinacao e a necessidade do uso da revacinagéo.

1.1. Tipos de vacinas

A maioria das vacinas utilizadas até hoje na aquicultura tém sido inativadas
em formalina, e os melhores resultados sdo obtidos com aquelas bacterinas que
incluem tanto as células bacterianas quanto os produtos extracelulares (capsulas)
(Plant e LaPatra, 2011). Poucas vacinas conferem niveis de protecdo com
formulacbes aquosas administradas por injecdo ou imersdo, sendo o0s niveis de
protecdo adequados alcancados por imunizacdo com bacterinas em 0Oleo
adjuvante empregadas por injecdo intraperitoneal (Brudeseth et al., 2013). O

salmdo do Atlantico é a espécie de salmonideo mais importante na aquicultura
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mundial, tanto em termos de valor, como de escala de producdo (Katare et al.,
2005) . Por isto, ha duas décadas muitos estudos vém sendo desenvolvidos
visando a protecdo destes peixes contra doencas infecciosas. Desde entéo,
varias vacinas licenciadas para o salméo do Atlantico e o salméo prateado estéo

disponiveis comercialmente no mercado.

A maior parte das vacinas sdo oleosas e administradas por injecao
intraperitoneal (Plant e LaPrata, 2011). No entanto, regimes de vacinagao
diferentes sdo aplicados dependendo da prevaléncia regional de doencas
especificas (Sommerset et al., 2005). Atualmente, a vacina injetavel oleosa mais
abrangente para o salmao do Atlantico é composto por sete diferentes antigenos
que protegem contra a furunculose, vibriose, vibriose de &agua fria, necrose
infecciosa do pancreas e anemia infeciosa do salmdo e sdo administradas com

uma unica injecdo (Brudeseth et al., 2013).

Outro tipo de vacina sdo as vivas atenuadas, que podem ter
potencialmente muitas vantagens ha aquicultura, uma vez que 0S
microorganismos atenuados, a partir de passagens sucessivas em meios de
cultura ou culturas celulares, sobrevivem e replicam dentro do animal vacinado, o
gue resulta em uma forte resposta imunologica celular que confere uma protecao
de longa duracdo (Biering et al.,, 2005). Além disto, a cepa da vacina é
disseminada por peixes vacinados, o que leva a propagacao eficaz do antigeno
em toda populacdo durante um periodo prolongado de tempo. Até hoje, apenas
uma vacina viva atenuada esta licenciada para uso na aquicultura nos EUA,
contra Edwardsiella ictaluri e tém sido testadas experimentalmente, entretanto
problemas com relacdo a seguranca, permanéncia nos peixes € no meio
ambiente, reversdo da viruléncia e risco de atingir espécies nao alvo, devem ser
resolvidos antes da utilizagdo destas vacinas vivas na produgéao (Brudeseth et al.,
2013). Uma vacina viva atenuada contra koi herpesvirus, modificada por
irradiagédo UV (Perelberg et al., 2005), foi licenciada recentemente e tem sido

amplamente utilizada em fazendas de carpas em Israel (OIE, 2011).

Existe ainda um grupo de novas vacinas que tém sido recentemente
desenvolvidas por recombinacdo genética, produzidas atraves de modernas
técnicas de biologia molecular e engenharia genética, onde o antigeno € expresso

(produzido) por outros microrganismos (por exemplo, leveduras). Essas vacinas
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possuem vantagens tedricas sobre as demais vacinas: em mamiferos, apos
vacinacdo com vacinas recombinantes, o0 sistema imunolégico responde
produzindo anticorpos e ativando células T-helper e células citotoxicas.
Entretanto, antes de ser empregada em empreendimentos comerciais na
aguicultura, a seguranca para o peixe, meio ambiente e consumidor devem ser
asseguradas (Plant e LaPatra, 2011). Até o momento s6 ha uma vacina de DNA
recombinante licenciado comercialmente contra o0 virus da necrose
hematopoiética infeciosa (IHNV) para peixes (Lorenzen e LaPatra, 2005; Kurath et
al., 2007; Kurath, 2008).

1.2. Rotas de administracao de vacinas

O método de administracdo da vacina é um fator importante a considerar
em termos de eficicia, custo e efeitos colaterais. A administracdo de vacinas
pode ser feita na forma oral através da alimentag&o, por imersdo em suspensfes
de vacinas diluidas, por injecdo via intraperitoneal (vacinas oleosas) ou
intramuscular (vacinas de DNA) (Corbeil et al., 2000 ). Em geral o nivel e duragéo
da eficacia sdo maiores com a injecao intraperitoneal, método mais utilizado
atualmente, entretanto, também é o método que exige maior manejo e estressa

mais os peixes.

O segundo método de administragdo de vacina mais empregado para
peixes € a imersdo em suspensao vacinal (Sommerset et al., 2005). A imersao pode
ser por banho, mergulho, ou pulverizagéo. Tais métodos sao baratos e faceis (Plant e
LaPatra, 2011) e sao eficazes para varias vacinas bacterianas. No entanto, requerem
grandes volumes de vacina (Nakanishi e Ototake, 1997), e ndo existe um bom
controle para a dose. Além disso, o grau e duracdo da protecdo imune induzida por

vacinacao de imerséo é variavel (Kibenge et al., 2012).

Do ponto de vista econbmico, vacinacdo oral € a rota ideal para ser
empregada em larga escala, contudo, até recentemente, a vacinacdo oral tem
sido inferior em termos de eficicia (Vandenberg, 2004). Para a vacinacdo oral,
pesquisas estdo focadas na protecdo do antigeno na digestdo e decomposicao
durante a passagem atraves do estdbmago e intestino anterior, para assegurar que

0s antigenos permanecam no trato intestinal tempo suficiente para ser
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processado pelo GALT (tecido linféide do intestino), e adicionalmente, no controle

da dose de antigeno, a fim de garantir que todos 0s peixes ingiram a vacina
(Quentel e Vigneulle, 1997; Rombout et al., 2011).

Quando os peixes sao injetados com as vacinas, 0s antigenos protetores
podem ser localizados no bago e no rim (Tatner et al., 1986 ), que sdo o0s
principais orgdos de filtracdo fagocitica e os principais locais de imunidade
protetora. Por outro lado, ap6s a imersdo na vacina, 0s antigenos sao quase
exclusivamente localizados na superficie externa, tanto da pele como das
branquias (Ellis, 2001). De fato, enquanto a injecdo induz uma resposta imune
sistémica no baco e rim, acredita-se que a imerséo induza principalmente uma
resposta imunitaria tegumentaria nas membranas mucosas da pele, branquias e
intestino (Ellis, 1988). Em carpas, estudos sugerem gue a administracdo oral de
antigenos estimula a producdo de anticorpos no intestino, branquias e pele, mas
ndo Nno rim e no sangue, enquanto que a injecdo parentérica estimula o
compartimento sistémico, mas ndo o compartimento de mucosas (Hoel et al.,
1997; Ellis, 1999).

Os resultados de todas as vacinas estudadas demonstram que a injecao
proporciona protecdo imunitaria muito melhor que a imersdo (Gudding et al.,
1999; Midtlyng et al.,1996; Tatner et al., 1986). Atualmente, a melhor estratégia é
a utilizacdo de vacinacdo por imersao para peixes de até 5 g, para protegé-los até
gue estes sejam suficientemente grandes para receber a injecdo (Kibenge et al.,
2012). A versdo mais recente da vacinagdo por imersao utiliza ultra-som (Plant e
LaPatra, 2011), uma onda de som de alta-frequéncia de aproximadamente 20 kHz
gue aumenta a permeabilidade celular. O método mostrou proporcionar protecéo
com mesma eficiéncia que com a injecdo intraperitoneal (Zhou et al., 2002a; Zhou
et al., 2002b). Outro método novo e igualmente eficaz usa um instrumento de
puncdo para produzir multiplas pequenas lesées nos lados do peixe enquanto
eles estdo imersos na vacina (Nakanishi et al., 2002).

Embora estes diferentes métodos possuam diferentes vantagens e
desvantagens com respeito ao nivel de protecéo, efeitos colaterais, praticidade e
custo-beneficio, € de consenso geral que apenas as rotas de injecao intraperitoneal e
banhos de imersdo conferem protecdo satisfatéria para serem usadas como rotas
primérias na imunizacédo de peixes na aquicultura (Toranzo, 2009).
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O desenvolvimento de vacinas de peixe é caro e demorado, e devido a
isso, provavelmente ndo seria rentavel ou realista desenvolver vacinas contra
todos os patdégenos identificados, por isso, existem muitas doencas de peixes
conhecidas hoje para 0s quais nado existem vacinas comerciais eficazes
desenvolvidas (Thorarinsson e Powell, 2006). A fim de aumentar a disponibilidade
de vacinas, producdo de diferentes vacinas autdgenas é um cendrio futuro. No
entanto, a importancia global a ser ressaltada é a qualidade do produto vacinal
juntamente com as melhores praticas de vacinacdo e de gestdo da saude dos

peixes (Brudeseth et al., 2013).

2. Lactococcus garvieae

O género Lactococcus foi criado em 1985 para acomodar microorganismos
até entdo incluidos no género Streptococcus e que eram conhecidos como
“estreptococos do grupo acido latico”, devido a capacidade de produzirem tal
acido a partir da fermentagcdo de carboidratos (Schleifer et al., 1985). Os
microorganismos deste género apresentam caracteristicas fenotipicas
semelhantes as do género Enterococcus, o que pode contribuir para que sejam
erroneamente identificados como tal e, consequentemente, os dados encontrados
na literatura referentes a sua importancia clinica sejam escassos (Teixeira et
al.,1996). Dentre as espécies que compdem este género, a Lactococcus garvieae

representa a principal espécie responsavel por infeccoes em seres humanos.

O histérico da Lactococcus garvieae € um exemplo de como a aquicultura
moderna influencia a disseminagdo de patdgenos e como um novo patdgeno
instala-se em um novo nicho (Eygnor et al., 2004). A descricdo original de L.
garvieae é de 1984, quando o organismo foi isolado a partir de uma mastite bovina
no Reino Unido (Vendrell et al., 2006). No entanto, em contraste com a irrelevancia
como agente mastitogénico, L. garvieae tornou-se o fator de risco mais importante
paraa industria de truta na Europa Mediterranea, causando perdas substanciais de

aproximadamente 50% da producéo total (Eygnor et al., 2004).

Embora as doencas de peixes devido a cocos Gram-positivos sejam
conhecidas no Japdo h&4 mais de 50 anos (Teixeira et al., 1996), a associacdo entre L.
garvieae e peixes infectados foi determinada apenas em 1991, quando foram
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analisadas amostras coletadas a partir de peixes doentes durante a década de 1970 e
(erroneamente) descritos como Enterococcus seriolicida sp. nov. (Vendrell et al.,
2006). Na verdade, estudos posteriores indicaram que E. seriolicida € um sinbnimo
junior de L. garvieae (Fefer et al., 1998; Fihman et al., 2006).

L. garvieae é uma bactéria Gram positiva, ndo movel, cocos ovoide, ocorre
em pares ou em cadeias curtas, produz colbnias alfa-hemoliticas em agar sangue,
€ catalase e oxidase negativa e ndo esporulada (Ravelo et al., 2001; Vendrell et al.,
2006). Este patogeno tem sido isolado na aquicultura marinha e de agua doce e
reportado com aumento de frequéncia em muitos continentes (Vendrell et al., 2007) e
em diversas espécies de peixes, incluindo yellowtail (Seriola quinqueradiata), truta
arco-iris (Oncorhynchus mykiss), black rockfish (Sebastes schlegeli), e olive flounder
(Paralichthys olivaceus) (Shin et al., 2009). As perdas podem exceder 50-80% do
total da producéo (Tanrikul, 2007).

Peixes infectados exibem sinais clinicos de septicemia hemorragica e
meningite (Chang et al., 2002; Vendrell et al., 2006). Sorologicamente, isolados de
L. garvieae sdo caracterizados em dois sorotipos: KG(+) e KG(-). Os isolados
sorotipo KG (-) sdo mais virulentos que os isolados sorotipos KG(+) devido a
presenca de uma cépsula (Ooyama et al., 2002), que lhes confere resisténcia a
oponofagocitose (Yoshida et al., 1997; Barnes et al., 2004), e ainda pode estar
envolvida na prevengdo de uma resposta efetiva de anticorpos mascarando as
proteinas antigénicas localizadas na superficie das células (Barnes et al., 2004,
Schmidtke e Carson, 2003).

. A rpida propagacédo do agente patogénico por diversos continentes € um
resultado das mudltiplas vias de difusdo e transmissdo da bactéria, que incluem a
dispersao direta através do movimento de peixes infectados ou portadores
assintométicos, bem como a transmissdo horizontal por &gua contaminada
(Vendrell et al.,, 2006). A septicemia lactococOcica causada pela L. garvieae
parece ser mais severa quando a temperatura da adgua permanece acima de 20°C
em tilapias, trutas arco-iris e ayu (Plecoglossus altivelis) (Austin e Austin, 2007).
Estresses ambientais, como mudancas repentinas de temperatura, parametros de
baixa qualidade da agua e nutricdo inadequada, podem influenciar a severidade
da doenca. As espécies de peixes também podem ter papel importante na
severidade das perdas enterocococicas (Vendrell et al., 2006). Atualmente, para o
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controle da lactococose estéo inclusas medidas como a vacinagdo, quimioterapia,
bem como o uso de imunoestimulantes ndo especificos (Romalde et al., 2004).

Kav e Erganis (2008) observaram que todos os isolados de Lactococcus
garvieae avaliados foram susceptiveis a penincilina G, amplicilina, amoxicilina,
ampliciina + sulbactam, amoxiciina + &cido clavulanico, vancomicina,
ciprofloxacina, marbofloxacina, cloranfenicol, florfenicol, eritromicina,
oxitetraciclina, cefoperazone, sulbactam + cefoperazone, e novobiocina. Os
autores realizaram o experimento in vitro, onde testes de susceptibilidade de
antibioticos foram realizados com difusdo em disco. Contudo, nas criacbes, 0s
antibiéticos geralmente sdo administrados incorporados na racdo, € como 0S
peixes enfermos apresentam o consumo de alimento afetado, acabam sendo
administradas subdoses de antimicrobianos, que além de reduzir a eficacia do

tratamento, ainda gera resisténcia bacteriana.

Portanto, embora alguns quimioterdpicos possuam atividade contra L.
garvieae, 0 uso impréprio de antibacterianos pode gerar resisténcia dos
microorgaismos aos antibiéticos, restricdes legais e dificuldades devido a anorexia
(Hosseni et al., 2011). O gasto envolvido com utilizacdo de componentes
antimicrobianos e o comprovado aumento da resisténcia as drogas (Kav e
Erganis, 2008) mostra a relevancia do desenvolvimento de medidas
imunoprofilaticas para prevenir estas infeccdes (Ravelo et al., 2006). Neste
contexto, a seguranca e eficacia de uma vacina contra lactococose € necessaria
(Vendrell et al., 2007).

3. Sistema imune de tele6steos

Os peixes respondem de forma diferente em relacdo as aves e aos
mamiferos para a vacinacdo. Os teledsteos possuem muitos componentes do
sistema imune que estdo associados com vertebrados superiores. Os dois
orgaos linféides primarios em teledsteos sao o rim (pronefro) e o timo. O rim
cefélico e o baco possuem fun¢des andlogas a medula éssea dos vertebrados
superiores. Desenvolvimento de células B no rim cefélico e posterior tem sido

demonstrado desde os estagios iniciais até a secrecao de moléculas de IgM (Zwollo

13
Caunesp



Doutoranda: Hirla C. S. Fukushima

et al., 2010). A tabela 1 ilustra as peculiaridades do sistema imune dos teledsteos

Orientadora: Dra. Maria José T. Ranzani de Paiva

guando comparado aos vertebrados superiores.

TABELA 1 - Comparacédo da imunologia de teledsteos e mamiferos (adaptado de

Kibenge et al. (2012)

Telebsteos*

Mamiferos

Barreiras fisicas

Tipos de células imunes
efetoras

Células apresentadoras
de antigenos

Tecidos linfoides

Anticorpos

Resposta ao desafio

Maturacao da afinidade

Muco da pele, escamas
e branquias.

Neutrofilo, eosindfilo,
basofilo, mondcito,
célula dendritica, célula
NK, linfécitos T e
linfécitos B.

Mondcitos

Pronefro, timo, bacgo,
tecido linféide associado
ao intestino, tecido
linfGide Interbranquial.

IgM; IgD; IgT

Vagarosa e fraca
resposta de memoria
(temperatura
dependente)

Baixa afinidade e baixa
maturacao da afinidade

Pele e epitélio
respiratorio dos pulmdes

Neutrdfilo, eosindfilo,
basofilo, mondcito,
células dendritica,
células NK, linfocitos T e
linfocitos B

Célula dendritica e
mondcitos

Medula 6ssea, timo,
baco, linfonodos, tecido
linféide associado ao
intestino e centros
germinativos.

IgM; IgD; IgA; IgE; 1gG

Memoria rapida e forte

Elevada afindade e
elevada maturacdo da
afinidade

* Dados provenientes de estudos com salmonideos (temperatura fisiolégica étima 10-15°C)

A principal diferenca entre o peixe e outros vertebrados é que seu
metabolismo e resposta imunolégica sdo dependentes da temperatura (Harrahy et
al., 2001). Além disso, os peixes produzem anticorpos com menor afinidade para
os antigenos (Pilstrom, 2005) e a natureza da memoria imunologica de longo
prazo é ainda mal compreendida (Katari et al., 2005; Ye et al.,, 2011). Um
exemplo extremo é o bacalhau do Atlantico (Gadus morhua), que ndo produz
anticorpos especificos para infeccdo natural ou por vacinagdo e, apesar disso,
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pode ser especialmente protegido contra a doenca atraves da vacinacao
(Pilstrom, 2005; Barr et al.,, 2011). Nao h& informacfes na literatura sobre a
atuacdo da resposta imune adaptativa celular na protecdo dos peixes apds
vacinacdo. Estas caracteristicas Unicas do sistema imune dos peixes fizeram com
gue, em contraste com a de aves e suinos, peixes vacinados normalmente nao
sejam monitorados para as respostas de anticorpos em testes soroldgicos
convencionais (Kibenge et al., 2002). Por outro lado, as respostas de anticorpos
especificos em salmdo do Atlantico foram fortemente correlacionadas com a
protecdo da vacina contra a infeccdo com Aeromonas salmonicida virulenta
(Bricknell et al., 1999 e O'Dowd et al., 1999).

Apesar da similaridade de fungbes da medula 6ssea, os teledsteos néo
possuem linfonodos, centros germinativos ou mucosa associada ao tecido (MALT)
(Tort et al.,, 2003). Entretanto, recentemente, foi descoberto um tecido linféide
interbranquial (ILT), diferente da MALT dos mamiferos, sendo considerado um 6rgéo
linfGide secundario dos teledsteos. O tecido linféide associado ao intestino (GALT) é
bem desenvolvido em teledsteos, pois estes possuem linfocitos epiteliais (células T e
células B) em seu interior (Kibenge et al., 2012)

Até recentemente, acreditava-se que as células B dos teledsteos
produziam apenas dois isétopos: IgD e IgM, onde o IgM era considerado ser o
anico is6topo responsavel por patdégenos em ambos componentes, sistémico e
mucoso (Kaattari et al.,, 2008). Porém, um terceiro isOtopo parece ser
especializado na imunidade da mucosa do intestino, sugerindo que a
diferenciacdo dos iso6topos de imunoglobulinas ocorreu antes da evolugcdo dos
animais terrestres. Em contraste com os mamiferos, as células B em peixes
podem maturar sistemicamente e migrar aos tecidos, onde podem produzir
anticorpos no proprio local da infecgdo (Miller et al., 2010). No entanto, ndo se
sabe se as células secretoras de IgT estdo localizadas em locais da mucosa ou

sdo transportados para la sistemicamente (Kibenge et al., 2012).

Pela natureza pecilotérmica dos peixes, a resposta imune é diretamente
afetada pela temperatura do corpo, assim, a temperatura da agua durante a
imunizacdo determina a rapidez com que a imunidade se desenvolve (Secombes,
2011). Adicionalmente, a longevidade da protecdo imunolégica € uma grande
preocupacdo para a vacinagao de peixes de viveiro. Raramente a duragédo da
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protecdo induzida por uma Unica vacinacdo dura todo o tempo de criagdo (Horne
e Ellis, 1988; Newman, 1993; Mitchell, 1995). Por conseguinte, muitas das
vacinas de peixes disponiveis sdo de poténcia limitada. Vacinacdes de reforgo
sd0 necessdrias para aumentar a duracdo da protecdo. Trata-se de trabalho
consideravel, manuseio e estresse para 0S peixes, 0 que pode resultar em
morte. Adjuvantes podem ser utilizados para aumentar o grau de protecao
imunitdria mas devem ser testados pois podem causar reacdes graves ou ser
toxicos para os peixes (Adams et al., 1988, Gudding et al., 1999; Midtlyng e
Lillehaug, 1998; Evensen et al., 2005).
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OBJETIVOS

Objetivou-se com este estudo desenvolver uma vacina autdégena contra
Lactococcus garvieae para utilizacgdo em juvenis surubins  hibridos

Pseudoplatystoma corruscans x P. reticulatum.

Objetivos gerais:

Prover informagBes sobre a possibilidade do estimulo do sistema imune

adaptativo de surubins hibridos através da vacinacéo.

Objetivos especificos:

1. Avaliar a protecdo conferida pela vacina 30 dias apés a vacinacdo
através da porcentagem relativa de sobrevivéncia dos animais apés
desafio com bactéria viva;

2. Avaliar a dinamica da resposta imune adaptativa nos tempos 15, 30
e 60 dias apOs a vacinacdo atraves da avaliacdo da presenca de
anticorpos especificos circulantes nos soros dos animais pela
técnica ELISA indireto e aglutinacdo do soro;

3. Avaliar a modulacdo de algumas respostas imunes inatas e
adquiridas promovido pelo imunobiolégico desenvolvido, através da
avaliacdo das alteracdes hematolégicas na quantificacdo de células
do sistema imune, bem como avaliacdo da atividade de lisozima dos
soros dos peixes imunizados e ndo imunizados 30 dias apés a

vacinagao.
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CAPITULO 2

Identificac&o de surtos causados por cocos Gram positivos em
cachara Pseudoplatystoma reticulatum e surubim hibrido

Pseudoplatystoma corruscans x P. reticulatum
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RESUMO

Estreptococose é uma causa comum de patologia e mortalidade em peixes,
gue resulta em perdas econbmicas significativas para a industria da aquicultura
mundial. A identificagé@o fenotipica com utilizagdo do kit comercial API 20strept e o
sequenciamento genético dos cocos Gram positivos isolados de surubins e
cacharas doentes, bem como a comprovacdo da patogenicidade desta bactéria
pelo postulado de Koch foram obtidos no presente estudo. Os testes fenotipicos
realizados ndo foram conclusivos, sendo fundamentais métodos moleculares para
confirmar a identidade bacteriana. Os resultados das andlises moleculares
demonstraram que o agente etioldgico responsavel pelas infeccbes em surubins
hibridos e cacharas foi a Lactococcus garvieae, com amplificacdo de um
fragmento de 1.100 pb no ensaio de PCR especifica para L. garvieae, bem como
com sequenciamento do gente 16S rRNA . Esta bacteriose esta associada a
perdas econdmicas substanciais na criacdo de peixes em todo o mundo. Apés
desafio bacteriano experimental, foram verificados 66% de mortalidade nos
surubins hibridos. Desta forma, a doenca foi reproduzida com éxito e os principais
sintomas clinicos verificados foram anorexia, letargia e exoftalmia. Ao final do
periodo experimental, o0s animais sobreviventes tornaram-se portadores
assintométicos. Esta é a primeira evidéncia da presenca deste patégeno em
cacharas e surubins hibridos no Brasil.

Palavras chave: cocos Gram positivos; lactococose; surubim hibrido;
Pseudoplatystoma reticulatum.
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ABSTRACT

Estreptococose is a common cause of disease and mortality in fish,
resulting in significant economic losses to the aquaculture industry worldwide. The
phenotypic characterization was performed by commercial kit APl 20 STREPT and
the molecular identification by genetic sequencing of Gram positive cocci isolated
from hybrid surubins and cacharas, as well as proof of the pathogenicity of this
bacterium by Koch postulated were obtained in the present study. Biochemical
tests were inconclusive and molecular methods were fundamental to confirm
bacterial identity. The results of molecular analyzes showed that the etiological
agent responsible for infections in hybrids surubins and cacharas was
Lactococcus garvieae with amplifying a fragment of 1,100 bp in the PCR assay
specific for L. garvieae, as well as 16S rRNA sequencing us. This bacterial
disease is associated with substantial economic loss in the farming of fish
throughout the world. After experimental bacterial challenge, were found 66%
mortality in hybrid surubins. Thus, the disease was reproduced successfully and
the major clinical symptoms were anorexia, lethargy, and exophthalmos. At the
end of the experimental period, the surviving animals become asymptomatic
carriers. This is the first evidence of the presence of the pathogen in hybrid

cacharas and hybrids surubins of Brazil.

Keywords: Gram positive cocci; lactococose; hybrid surubim; Pseudoplatystoma

reticulatum.
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1. INTRODUCAO

Durante as Uultimas décadas houve um crescimento continuo da
producdo aquicola no Brasil (MPA, 2012) e com a intensificacdo das
producdes, houve maior prevaléncia de problemas com doencgas.
Recentemente, vém sendo diagnosticadas novas bacterioses no cultivo de
peixes no Brasil, como Lactococcus garvieae na criacdo de pintados
Pseudoplatystoma corruscans, e Weissella sp. no cultivo de trutas
Oncorhinchus mykiss (Evans et al., 2009; Figueiredo et al., 2012).

Surtos de cocos Gram positivos em peixes iniciaram ha mais de
cinco décadas em fazendas japonesas de criacdo de truta arco-iris
(Hoshina, 1956) e servelha Seriola quinqueradiata (Kusuda et al., 1976). O
patégeno, inicialmente identificado como o Streptococcus sp., foi
reclassificado como Enterococcus seriolicida (Kusuda, 1992), e, em
seguida, como Lactococcus garvieae (Domenech et al., 1993; Eldar et al.,
1996). Desde entdo, doencas epidémicas e esporadicas tém sido
reportadas em diferentes partes do mundo, como no Japao (Kitao, 1993),
Singapura (Foo et al., 1985), Australia (Carson et al., 1993), Israel (Elder
et al., 1995), Italia (Ghittino e Prearo, 1992), Espanha (Toranzo et al.,
1995), Franca (Michel et al., 1997), Africa do Sul (Braag e Broere, 1986) e
Estados Unidos (Perera et al., 1994).

A taxonomia revela que pelo menos seis diferentes espécies de
cocos Gram positivos, incluindo estreptococos (Pier e Madin 1976;
Domenech et al., 1996), lactococos (Collins et al., 1984; Eldar et al., 1996)
e vagococos (Walkbanks et al., 1990) s&o responsaveis por estas
infeccdes na aquicultura (Ringo e Gatesoupe, 1998). A temperatura da
agua € considerada um fator predisponente para o aparecimento da
doenca causada por esses patdgenos. Os surtos associados com infeccdes
por Lactococcus piscium, Vagococcus salmoninarum, e Carnobacterium
piscicola normalmente ocorrem em temperaturas de agua abaixo de 15 ° C
e sdo denominados estreptococoses de agua fria (Muzquiz et al., 1999) .
Por outro lado, os surtos que ocorrem a temperaturas de 4gua acima de
15°C, ou estreptococose de agua quente, sdo produzidos por L. garvieae,
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Streptococcus iniae, Streptococcus parauberis e Streptococcus difficilis
(Muzquiz et al., 1999) .

Peixes com infeccdo de estreptococose de agua quente possuem
sinais clinicos muito semelhantes, independentemente do agente etioldégico
(Bercovier et al., 1997; Doménech et al., 1996; Eldar et al., 1994; Eldar et
al., 1995; Eldar et al., 1999; Muzquiz et al., 1999) e, portanto, um
diagnostico definitivo deve ser baseado na analise microbiologica de
peixes doentes. Os agentes patogénicos associados a estreptococose de
agua quente podem ser identificados por métodos a base de testes
fenotipicos. No entanto, a identificacdo bioquimica de algumas destas
bactérias pode ser dificil quando se utiliza sistemas de identificacéo
comerciais, pois estas ndo sao incluidas nas bases de dados dos
sistemas comerciais atualmente disponiveis. Apesar disto, ensaios de
PCR individuais foram desenvolvidos para deteccdo e identificacdo de
agentes patogénicos de peixe associadas com estreptococcose em agua
guente (Mata et al., 2004).

Objetivou-se no presente capitulo identificar e comprovar a
patogenicidade do agente etiolégico que vem causando surtos de

septicemia hemorragica em criacdes de surubins.

2. MATERIAL E METODOS

A identificacdo fenotipica e molecular dos cocos Gram positivos
isolados de surubins e cacharas doentes, bem como a comprovacao da
patogenicidade dos cocos nos surubins foram realizados no Laboratério
de Doencas de Animais Agquaticos do Departamento de Medicina
Veterinaria Preventiva da Escola de Veterindria da Universidade

Federal de Minas Gerais.

2.1 ldentificacdo Fenotipica e Molecular dos cocos Gram positivos
Para determinar o agente etiolégico responsavel por surtos de

doencas em cachara brasileira e surubim hibrido, cinco peixes exibindo
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sinais clinicos da doenca foram amostrados e armazenados a 4 °C antes
do seu transporte para um laboratério para analise bacterioldgica.
“Swabes” de cérebro e tecido renal de cada peixe foram realizados de
forma asséptica, semeados em agar sangue (5%) e incubados a 28 °C
durante 72 h. Col6nias puras de cocos Gram positivos foram submetidos a
coloracao de Gram, seguido por testes de catalase e oxidase. Os isolados
foram caracterizados fenotipicamente, usando a APl 20 Strep Kkit
(BioMerieux, Franca). As cepas foram armazenadas a -80 °C em BHI, com
15% de glicerol, até a sua utilizacdo. Para efeitos de analise molecular, as
amostras foram descongeladas, semeados em &gar sangue e incubados a
28°C durante 24h. O DNA total das cepas bacterianas foi extraido
utilizando o kit DNeasy (Qiagen, Alemanha), seguindo as instru¢cfes do
fabricante. Para confirmar a identificacdo das bactérias, foi realizado uma
PCR L. garvieae-especifica utilizando iniciadores PLG- 1 (5 ' CAT AAC
AAT GAG AAT CGC 3') e PLG -2 (5' GCAGTT CCC CGG TCG G 3") de
acordo com o método descrito por Mata et al. (2004), onde as
amplificagcdes foram efetuadas em um termociclador de gradiente
Mastercycler (Eppendorf) com os seguintes parametros: um passo de
desnaturacéo inicial a 94 ° C durante 2 min, 25 ciclos de série de um passo
de desnaturacéao a 92 ° C durante 1 min, hibridacédo a 55 ° C durante 1 min,
extensdo a 72 ° C durante 90 s, e um passo de extenséo final de 72 ° C
durante 5 min. Um controle negativo (sem DNA molde) e um controle
positivo (50 ng de DNA purificado de uma linhagem de Lactococcus
garvieae) foram incluidos. Produtos gerados pela PCR foram detectados
por eletroforese de 20 pL de cada mistura de amplificacdo em géis de
agarose a 2% em 1% de tampdo Tris-acetato-EDTA. Os géis foram corados
com brometo de etidio (0,5 ug mL™).

A amplificacdo e sequenciamento de cistrons de 16S rRNA foram
realizadas para trés isolados (BR-LG1, BR-LG2 e BR-LG3) selecionados
aleatoriamente. Cistrons de rRNA 16S foram amplificados pela PCR com
os iniciadores universais C70 (5 -AGAGTT TGATYMTGG C -3’) e B37 (5'-
TAC GGY TAC CTT GTT ACG A-3’) com a utilizagédo do kit comercial
Ampliwax PCR Gem 100’s (Perkin-Elmer) de acordo com o método descrito
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em Fox et al. (1995), onde foram usadas as seguintes condi¢cdes para a
amplificacdo: desnaturacdo a 94°c durante 45 s, hibridacdo a 50°C durante
45 s, e alongamento a 72°C por 45 s. Um total de 25 ciclos foram
executados, seguidos por um passo de alongamento final a 72°C durante
15 min. A pureza do produto amplificado foi determinada por eletroforese
em gel de agarose a 1% (FMC, Bioproducts). O DNA foi corado com
brometo de etidio e visualizado sob luz ultravioleta de curto comprimento

de onda.

Em seguida foi realizada a purificacdo dos produtos de PCR para o
sequenciamento, com a utilizagcdo do kit Wizard PCR preps (Promega,
Estados Unidos). O DNA amplificado foi purificado por precipitagdo com
polietileno-glicol 8000. A amostra foi centrifugada durante 15 min a 15.000
X g, e o pellet foi lavado com etanol (80%), e centrifugado como
anteriormente. O pellet foi seco ao ar e dissolvido em 30 ml de agua
destilada e usado para o ciclo de sequenciamento. A amostra de DNA da
PCR foi sequenciada diretamente com um kit de ciclo de sequenciamento
BigDye™ ( Applied Biosystems, Estados Unidos) e processados com o
analisador genético ABI 3730XL (Applllied Biosystems). As sequéncias
encontradas foram comparadas com as sequéncias do banco de dados do
NCBI, usando o algoritmo BLASTn. O limite fixado para a identificacdo de
uma espécie bacteriana foi de 98 % de identidade de nucleotideos para o
gene de 16S rRNA.

As relacbes filogenéticas dos isolados foram determinados pela
andlise da sequéncia 16S rRNA gene comparativa. Sequencias dos
isolados foram alinhados em BioEdit usando CLUSTALW (Thompson, et
al., 1994) com as sequéncias das seguintes espécies bacterianas:
Lactococcus garvieae ATCC 49156 (numero de acesso GenBank
NC015930.1), Lactococcus garvieae (X54262.1), Lactococcus lactis subsp.
cremoris (AB181302), Lactococcus lactis subsp. lactis (NC002662),
Globicatella sanguis (S50214.1), Vagococcus fluvialis (X54258.1),
Enterococcus faecalis (AF039902.1), Enterococcus hirae (AF061011.1),
Enterococcus durans (AF061000.1), Enterococcus faecium (AF039901.1) e

Leuconostoc mesenteroides (M23035.1). Matriz de distancias genéticas
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foram obtidas usando o modelo de dois parametros de Kimura (Kimura,
1980) e uma arvore evolucionaria foi criada usando o método de neighbor -
joining (Saitou e Nei, 1987) com a quinta versdo do software Molecular

Evolutionary Genetics Analysis (Mega 5) (Tamura, et al., 2011) .

2.2. Postulado de Koch

Para cumprir o postulado de Koch, surubins hibridos juvenis foram
infectados experimentalmente com uma linhagem L. garvieae selecionada
aleatoriamente (BR- LG3). Para tanto, 30 peixes (média de 10,27 g de
peso) foram mantidos em aquarios de 57L, equipado com circulacdo de
adgua sem cloro (2L h), a temperatura variando de 28 ° a 30 ° C, e
equipados com um sistema de aeracdo suplementar. Trés peixes foram
recolhidos aleatoriamente antes dos ensaios de desafio e submetidos a
andlise bacteriolégica PCR-L. garvieae especifica para assegurar gue

estavam livres de infeccao bacteriana.

Cinco grupos experimentais (n=6) foram usados no ensaio de
desafio. Os membros dos grupos | e Il foram infectados por meio de
inoculacédo intraperitoneal com 0,1 mL de L. garvieae numa dosagem final
de 5,5 x 10° UFC por peixe. Os grupos Il e IV foram sujeitos a uma
injecdo intraperitoneal de 0,1 mL de BHI estéril. O quinto grupo foi
mantido sob as mesmas condi¢cbes, para servir como um controle
experimental. Para iniciar a infeccdo experimental, a linhagem BR- LG3
foi descongelada, semeada em agar sangue 5% e incubada a 28 ° C
durante 24 h. As colbnias selecionadas para o ensaio de desafio foram
inoculadas em caldo BHI a 30 ° C durante 8 h sob baixa agitacdo (150
rpm) até atingir uma concentracdo de 10’ UFC mL™. Antes dos desafios,
os peixes foram anestesiados por imersdo num banho com 10 mg L de
benzocaina (Sigma- Aldrich). Os peixes foram monitorados quatro vezes
por dia durante o periodo experimental de 21 dias. As analises
bacteriologicas foram realizadas em todos os peixes mortos. Ao final do
periodo experimental, todos os peixes sobreviventes foram sacrificados

por overdose de benzocaina e submetidos ao mesmo exame, para
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verificar a presenca de lesdes macroscoépicas e para determinar se estes

peixes eram portadores assintomaticos.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A escassez de laboratérios especializados em bacteriologia de
peixes no Brasil leva a falta de conhecimento dos agentes etiolégicos
causadores nas pisciculturas (Garcia e Moraes, 2009). Na maioria dos
casos, 0s surtos ocorrem nas propriedades e ndo sao notificados eu
registrados. As infeccdes estreptococécicas aumentaram
substancialmente em nivel mundial na dltima década como
consequéncia da intensificacdo da aquicultura. Essas bacterioses séo
responsaveis por perdas econdmicas significativas no setor de
piscicultura em todo o mundo (Austin e Austin, 2007). A estreptococose
em peixes, a partir de um ponto de vista clinico, € um termo geneérico
utilizado para designar semelhantes, mas diferentes doencas, em que
gualquer uma de pelo menos seis diferentes espécies de cocos gram-
positivos, incluindo estreptococos, lactococos e vagococos, estao
envolvidos (Mata et al., 2004) pode ser responsavel pela infeccéo.

No presente estudo foram avaliadas cinco isolados (BR-LG1; BR-
LG2; BR-LG3; BR-LG4; BR-LG5) do cérebro de peixes doentes
provenientes de duas fazendas de Mato Grosso do Sul, Brasil. Estes
foram caracterizados como cocos Gram-positivos, catalase -negativa,
oxidase - negativa e ndo hemolitica. O teste comercial 20 Strep API
indicou perfis bioquimicos semelhantes, mas as identificacbes deste kit
foram inconclusivas (Tabela 1). Existem dificuldades na diferenciacédo
dos géneros Enterococcus e Lactococcus através de testes fenotipicos,
uma vez que ambos se apresentam como cocos Gram positivos isolados
aos pares ou em cadeias, sdo catalase negativos, hidrolisam a esculina
na presenca de bile, crescem em caldo contendo 6,5% de cloreto de
sodio, sdo PYR positivos (hidrolise de L-pirroglutamil-beta-naftilamida) e

LAP positivos (hidrolise da L-leucina-beta-naftilamida).

37
Caunesp



Doutoranda: Hirla C. S. Fukushima

Orientadora: Dra. Maria José T. Ranzani de Paiva

Tabela 1- Resultado da identificagcdo fenotipica e molecular de cocos Gram

positivos isolados de surubins Pseudoplatystoma corruscans x P. reticulatum (BR-
LG1; BR-LG2; BR-LG3) e cacharas Pseudoplatystoma reticulatum (BR-LG4 e BR-
LG5) doentes.

PCR .
Sequenciamento
especifica )
Caodigo* API 20 Strep Blast Arvore
Lactococcus

garvieae filogenética

BR- Lactococcus Positiva Lactococcus 100% L.

LG1 lactis 68,9% garvieae garvieae
Lg2 98% ATCC 49156

BR- Lactococcus Positiva Lactococcus 100% L.

LG2 lactis 70,5% garvieae garvieae
Lg2 99% ATCC 49156

BR- Enterococus Positiva Lactococcus 100% L.

LG3  durans75,7% garvieae garvieae
Lg2 99% ATCC 49156

BR- Enterococus Positiva Lactococcus 100% L.

LG4 durans 46% garvieae garvieae
FMA395 99% ATCC 49156

BR- Lactococcus Positiva Lactococcus 100% L.

LG5 lactis 45,9% garvieae garvieae
Lg2 99% ATCC 49156

Em diversos estudos anteriores, a L. garvieae foi erroneamente

identificada em laboratorios de microbiologia, devido a sua semelhanca

com os membros do género Enterococcus, e devido a dependéncia em
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métodos fenotipicos (Teixeira et al., 1996). Da mesma forma, ndo fomos
capazes de identificar os isolados pelo uso de testes bioquimicos,
indicando a importancia dos métodos moleculares para o diagnostico
correto deste patégeno em animais aquaticos. Portanto, sdo fundamentais
testes complementares para a identificacdo precisa.

Por outro lado, foi verificado resultado positivo no ensaio de PCR
especifica para L. garvieae para as cinco cepas, com a amplificacdo de
um fragmento de 1.100 pb. As sequéncias de DNA dos isolados
brasileiros avaliados pela analise BLAST apresentaram 99% de
similaridade com as sequéncias das linhagens L. garvieae Lg2 (Kawanishi
et al., 2005) e ATCC49156, tendo esta ultima sido previamente isolada a
partir de animais doentes (Kusuda et al., 1991). Na arvore filogenética, as
cepas brasileiras foram agrupadas no mesmo cluster das linhagens L.
garvieae ATCC49156 e Xb54262 (Figura 1), indicando 100% de

porcentagem de “bootstrap”.

BR-LG1

g7 |BR-LG5

BR-LG2
LLactococcus garvieae ATCC 49156 (NC015930.1)

100 Lactococcus garvieae (X54262.1)

— L. lactis subsp. cremoris (AB181302)
100 .— Lactococcus lactis su bsp. lactis (NC002662)

Globicatella sanguis (S50214.1)

Vagococcus fluvialis (X54258.1)
Enterococcus faecalis (AF039902.1)

g Enterococcus hirae (AF061011.1)
100 || Enterococcus durans (AF061000.1)
77 ' Enterococcus faecium (AF039901.1)

Leuconostoc mesenteroides (M23035.1)

75

99

—
0.02

Figura 1: Cepas brasileiras de Lactococcus garvieae (BR- LG1, BR- LG2 e
BR- LG3) agrupados no mesmo cluster com L. garvieae isola
ATCC49156 e X54262, mostrando 100% de porcentagem de
“bootstrap” em analise filogenética de sequéncias de 16S rRNA.
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Lactococcus garvieae, 0 agente etiologico da lactococose, ¢é
considerado um dos mais importantes cocos Gram positivos patogénicos
em peixes por ser responsavel por sérios problemas nas criacfes de
muitas espécies marinhas e dulcicolas (Kav e Erganis, 2008). As
manifestacdes clinicas deste agente sao caracterizadas por exoftalmia
uni ou bilateral, hemorragia na area periocular, no opérculo, na area da
boca, na base das nadadeiras e na superficie, escurecimento da pele e
distensdo abdominal. Internamente, a cavidade abdominal também pode

apresentar hemorragia e exsudatos purulentos (Austin e Austin, 2007).

A doenca foi reproduzida com éxito em surubim hibrido. Os
principais sintomas clinicos verificados foram anorexia, letargia e
exoftalmia. Os grupos Il e IV apresentaram taxas de mortalidade de 66%
(quatro peixes de cada grupo). A bactéria foi recuperada a partir de varios
orgaos de animais doentes: cérebro, rim, baco e figado. Os dois peixes
restantes pertencentes a estes grupos apresentavam sinais clinicos da
doenca, que, entretanto, se recuperaram antes do final do periodo
experimental. Resultados positivos, em termos de bacteriologia de
cérebro e rim foram obtidos para estes animais. Ndo foram observados
sinais clinicos ou mortalidades em peixes dos grupos controle durante o
periodo experimental. Estes dados corroboram com a revisdo realizada
por Vendrell et al. (2006) para a lactococose em diversas espécies de
peixes, onde foi demonstrado que este patdégeno causa severas perdas
econOmicas devido as elevadas taxas de mortalidade reportadas (acima
de 50%).

Este patdégeno tem sido isolado na aquicultura marinha e de agua

doce e relatado com aumento de frequéncia em muitos continentes
(Eygnor et al., 2004) e em diversas espécies de peixes, incluindo Seriola
guinqueradiata, Oncorhynchus mykiss, Sebastes schlegeli, Paralichthys
olivaceus (Shin et al., 2009), Anguilla japonica (Kusuda et al., 1991),
Mugil cephalus (Chen et al., 2002), Coris aygulla (Colorni et al., 2003),
Seriolla dumerilli e Seriolla lalandi (Kawanishi et al., 2005).
Adicionalmente, esta demonstrado que a patogenicidade da L. garvieae

varia de acordo com fatores como: a espécie de peixe, a truta arco-iris é
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a espécie mais susceptivel a lactococose, enquanto a carpa comum
Cyprinus carpio é resistente a doenca (Eldar et al., 1995b); a cepa de L.
garvieae, cepas capsuladas sdo mais virulentas que cepas nao
capsuladas (Ooyama et al.,, 2002); a idade do hospedeiro, cuja fase
aguda da doenca foi reportada ser mais pronunciada em peixes mais
jovens (Muzquiz et al., 1999); a qualidade da agua, a baixa qualidade da
agua influencia na viruléncia e evolucdo da doenca (Fukuda et al., 1997;

Hurvitz et al., 1997; Ghittino e Muzquiz, 1998).

Este estudo representa o primeiro registro da infeccdo por
Lactococcus garvieae em fazendas comerciais de criacdo de cachara e
surubim hibrido no Brasil. Este patégeno é um agente etioldgico classico,
responsavel por doencas em peixes de agua fria (Austin e Austin, 2007).
Um numero crescente de casos, no entanto, recentemente foi relatado a
partir de peixes tropicais, como o pintado, Pseudoplatystoma corruscans,
e tildpia do Nilo Oreochromis niloticus, bem como outros animais
aquaticos (Evans et al., 2009; Tsai et al.,, 2012). Além de peixes, L.
garvieae tem sido isolada de outros animais homeotérmicos e
pecilotérmicos, como vacas, bufalos e camardes (Ravelo et al., 2001).
Além disto, também tem sido encontrada em humanos e, portanto a

possibilidade de zoonose deve ser considerada.

4.CONCLUSAO

Conclui-se que Lactococcus garvieae € um patdégeno emergente
que infecta cachara e surubim hibrido no Brasil. Recomenda-se que
estudos futuros devem concentrar-se na diversidade genética de
Lactococcus garvieae, bem como no desenvolvimento de medidas

profilaticas para o controle da doenca nas fazendas brasileiras.
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CAPITULO 3

Eficacia de duas formulacdes de vacinas para o controle da
lactococose em surubins hibridos Pseudoplatystoma corruscans

x Pseudoplatystoma reticulatum.
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RESUMO

7

Lactococcus garvieae € uma bactéria patogénica que causa grandes
perdas na aquicultura mundial. Este estudo avaliou a possibilidade de prevencao
e controle da lactococose em surubins hibridos pela imunizacdo. Para tanto,
cepas de L. garvieae previamente isoladas de surubins hibridos infectados foram
inativadas em formalina e, posteriormente, produzida uma bacterina aquosa e
uma bacterina oleosa. Surubins hibridos foram imunizados via intraperitoneal com
ambas bacterinas e com PBS. Foram comparados a poténcia dos
imunobiologicos desenvolvidos na sobrevivencia dos animais apds desafio
bacteriano, na cinética de anticorpos 15, 30 e 60 dias apds a vacinacdo e na
modulacdo da resposta imune inata apOs desafio bacteriano. A imunizacdo dos
surubins preveniu um quadro de anemia microcitica apos infecdo lactocococica. A
melhor protecdo dos surubins foi alcangcada com imunizacdo com bacterina
oleosa, tratamento que foi observado maior nivel de anticorpos circulantes e valor
de porcentagem relativa de sobrevivéncia de 81,7%. O presente estudo
demonstrou que a imunidade adaptativa dos surubins pode ser estimulada com
emprego de vacinas e que a bacterina oleosa aumentou a resisténcia a

lactococose 30 dias apds a vacinacao.

Palavras chave: vacinagdo, lactococose, surubim hibrido.

51
Caunesp



Doutoranda: Hirla C. S. Fukushima Orientadora: Dra. Maria José T. Ranzani de Paiva

ABSTRACT

Lactococcus garvieae is a pathogen bacterium that causes major losses in
world aquaculture. This study evaluated the possibility of prevention and control of
lactococose in hybrids surubins by immunization. For this, strains of L. garvieae
previously isolated from infected hybrids surubins were inactivated with formalin
and subsequently produced an aqueous and an oily bacterin. Hybrids Surubins
were immunized intraperitoneally with PBS and both bacterins. Were compared
the power of immunobiological developed in animal survival after bacterial
challenge in the kinetics of antibodies 15, 30 and 60 days after vaccination and in
the modulation of the immune response after bacterial challenge. Satisfactory
protection was achieved by immunization with bacterin oily after challenging time
where higher levels of circulating antibodies and whose value relative of survival
percentage was 81.7%. Immunization of surubins prevented of a framework for
microcitica lactocococica anemia after lactococosis infection. The activity of
lysozyme as well as the total number of circulating leukocytes were affected by the
bacterial challenge. The present study demonstrated that immunity can be
stimulated in hybrids surubins with the use of vaccines and that bacterin oily

vaccine improved resistance for lactococose 30 days after vaccination.

Keywords: vaccination lactococose, hybrid surubim.
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INTRODUCAO

Aquicultura, por definicdo, muitas vezes implica na criacdo de animais
aquaticos em densidades elevadas em comparacdo a natureza. Esta
condicdo compromete o sistema de defesa imune dos animais criados e
favorece a proliferacdo de agentes patogénicos oportunistas, como viroses,
bacterioses e parasitoses (Ellis, 2001). Neste contexto, a prevengao e controle de
patégenos oportunistas tém sido desenvolvidos como parte integrante da
aguicultura moderna (Lie, 2008) e, atualmente, a vacinacdo € a medida profilatica

de maior importancia na aquicultura industrial (Whyte, 2007).

O Brasil € um pais muito rico em peixes nativos de grande potencial
econbmico, como é o caso da producdo de surubins hibridos, que vem
crescendo substancialmente nos dltimos anos (MPA, 2012). Atualmente,
surubins hibridos sédo produzidos em escala industrial em varios estados da
regiao Centro-Oeste e possui participacdo expressiva em varios mercados,
sendo inclusive exportado para os EUA e paises da Unido Europeia. Trata-
se de peixes de elevado valor comercial que sao criados de forma intensiva,
fundamentalmente em viveiros escavados e em temperaturas geralmente
entre a 26-32°C ao longo da criacado (Labarrere, 2011). Nestas condi¢des, 0
ambiente torna-se propicio para o desenvolvimento microbiano que pode se

tornar potencial agente patogénico em animais imunodeficientes.

Dentre as enfermidades diagnosticadas nos surubins, as de etiologia
bacteriana estdo entre as mais impactantes (Campos, 2005). Entretanto,
ndo se conhece a especificidade das bactérias em relacdo aos peixes
nativos, bem como a susceptibilidade e particularidades dos mecanismos de
defesa destes animais frente as bactérias (Garcia e Moraes, 2009).
Adicionalmente, até o momento ndo ha relatos sobre a viabilidade do
estimulo do sistema imune em surubins a fim de controlar patogenias

persistentes e emergentes.

7

A lactococose € uma doenca que vém se tornado cada vez mais
frequente na producdo aquicola mundial, causando perdas econdmicas
significativas na criacdo de peixes marinhos e dulcicolas na Europa, Japéo e
Australia (Vendrell et al., 2006) e no Brasil (Evans et al., 2009). Desde
entdo, sdo requeridos meios para erradicacao e controle deste importante
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patdégeno. Embora agentes quimioterapicos apresentem atividade contra L.
garvieae, medidas terapéuticas geralmente sao ineficientes sob condicbes de
criacdo, provavelmente devido a condicdo anoréxica de peixes doentes (Romalde
et al., 2004), sendo a vacinacdo de populacdes susceptiveis a melhor opcdo de
controle da lactococose (Toranzo et al., 2009).

As primeiras vacinas experimentais preparadas contra L. garvieae
estimularam a imunidade de linguado (Scophthalmus maximus), truta arco-
iris (Oncorhynchus mykiss) e tilapia (Oreochromis niloticus), quando
administradas via intraperitoneal (Toranzo et al., 1995; Akhlaghi et al., 1996;
Bercovier et al., 1997). Desde entéo, diversos estudos vém sendo realizados
no intuito de desenvolver uma estratégia de vacinacao apropriada contra a
lactococose na imunogenicidade de O. mykiss e Seriolla quinqueradiata
(Ooyamacet al., 2002; Romalde et al., 2004; Ravelo et al., 2006; Vendrell et
al., 2007; Hosseni et al., 2011; Bastardo et al., 2012), espécies altamente
susceptiveis a lactococose. Variacdes na protecdo dos animais tém sido
observadas dependendo da espécie de peixe avaliada, cepa da bactéria
utilizada para confeccédo da bacterina, bem como da rota de administracéo

empregada na vacinacao.

Todas as vacinas experimentais desenvolvidas até o momento contra
L. garvieae sado a partir de cepas de bactérias mortas em formalina. Estas
vacinas tiveram melhores resultados de protecdo quando foram
administradas via intraperitoneal (Akhlaghi et al., 1996; Toranzo et al., 2009)
e quando utilizadas cepas capsuladas da bactéria para producdo da
bacterina (Ooyama et al., 1999; 2002). Contudo, alguns estudos tém
demonstrado que protecdo em longo prazo, acima de trés meses, €
conferida apenas com a utilizacdo de adjuvantes (Bastardo et al., 2012;
Ravelo et al., 2006) ou emprego de revacinag¢éo, que pode ser administrada
via oral com utilizagdo de microparticulas de alginato contendo a bacterina
(Romalde et al., 2004).

Atualmente, a imunizagcdo com uma vacina injetavel oleosa contra
lactococose faz parte de um regime profilatico especifico em alguns paises
europeus e no Japao, para espécies como truta arco iris, Seriola

guinqueradiata e Seriola dumerili. Estas espécies séo altamente
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susceptiveis a lactococose, e o regime de vacinacdo adotado deve gerar um
impacto positivo significativo sobre a mortalidade dos peixes e reducédo do

uso de antibidticos (Brudeseth et al., 2013).

A fim de tornar a situacdo de doenca previsivel e manejavel na
criacao intensiva sao necessarios estudos que garantam o desenvolvimento
de protocolos de vacinagdo adequados para cada espécie de peixe contra
doencgas as quais sdo susceptiveis (Evensen et al., 2005; Plant e LaPatra,
2011; Sommerset et al., 2005; Thorarinsson e Powell, 2006 ). Ademais, 0
entendimento da biologia das espécies de peixes que sdo criadas, em
particular, a resposta imune, é essencial para otimizacdo do manejo da

criacdo, bem como da saude dos animais (Whyte, 2007).

Deste modo, objetivou-se no presente estudo avaliar a eficacia de
duas formulagfes de vacinas contra a lactococose na sobrevivéncia do
surubim hibrido, bem como na modulacdo de algumas respostas imunes

inatas e adaptativas dos surubins imunizados.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Confeccao das vacinas

Apés identificacdo e a comprovacdo da patogenicidade da
Lactococcus garvieae, duas preparacdes de vacinas foramtestadas contra a
mesma, sendo uma bacterina aquosa inativada com adicado de formalina e
uma bacterina oleosa, preparada com adjuvante Montanide ISA-763-A
(Seppic Ltd, Franca). As formulacdes das vacinas foram desenvolvidas no
Laboratériode Doencas de Animais Aquaticos do Departamento de Medicina

Veterinaria Preventiva da Universidade Federal de Belo Horizonte.

Para evitar a mascaramento dos antigenos pela formalina na
confeccdo da bacterina, inicialmente foi investigada a concentragédo de
formalina e o tempo de incubagcdo minimos para inativacdo da bactéria. Para
tanto, foram testadas as seguintes concentracdes: 0,1% de formalina por 24
ou 48 horas a 4°C; 0,25% de formalina por 24 ou 48 horas a 4°C; 0,5% de
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formalina por 24 ou 48 horas a 4°C ou 1% de formalina por 24 ou 48 horas a

4°C; o tratamento controle foi inoculado com PBS sem adi¢cao de formalina.

Para padronizacdo da concentracdo 6tima de formalina, uma cepa
previamente identificada e isolada de surubins hibridos doentes foi
descongelada e semeada em Agar sangue por 24h, a 30°C. A massa
bacteriana foi coletada por centrifugacéao (6000g por 20 min a 4°C) e lavada
duas vezes com solugao estéril de tampdo fosfato salino (PBS). As células
foram ressuspendidas em PBS com as respectivas quantidades de formalina
e incubados a 4°C, nos respectivos tempos de incubacdo. Cada tratamento
foi realizado em triplicata. Posteriormente, as solu¢cdes foram lavadas trés
vezes com PBS e semeados em placas Tood Hewitt Agar (THA) (Himedia
Ltd., Mumbai, India) a 30°C por 48 horas para verificar o tratamento capaz

de inativar as bactérias com a menor quantidade de formalina.

Apés avaliacdo da quantidade minima de formalina, a mesma cepa
previamente identificada foi utilizada para a producédo das vacinas. Essa foi
descongelada e semeada em Agar sangue por 24h a 30°C. A massa
bacteriana foi coletada por centrifugacdo (6000g por 20 min a 4°C) e lavada duas
vezes com solucdo estéril de tampédo fosfato salino (PBS). As células foram
ressuspendidas em PBS com 1% de formalina e incubados a 4°C por 24h.
Posteriormente, as células foram centrifugadas (6000g por 20 min a 4°C) e o
“pellet” bacteriano lavado trés vezes com PBS estéril para remogéo dos residuos
do formol. Uma amostra foi coletada, semeada em Agar sangue e incubada a

30°C por 48 horas para confirmacao da inativacdo da bactéria.

A bacterina foi misturada na propor¢ao 1:1 com adjuvante Montanide
ISA-763-A para preparacdo da vacina com adjuvante oleoso.
Posteriormente, ambas formulacfes de vacina foram armazenada em

frascos de vidro estéreis a 4°C até vacinacdo dos peixes.

2.2 Vacinagcao

A vacinagao e desafio dos animais foram realizados na Unidade de Pesquisa de
Desenvolvimento de Pirassununga, da Agéncia Paulista de Tecnologia
Agropecuaria, da Secretaria de Agricultura do Estado de Sdo Paulo (APTA).
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Para tanto, foram utilizados 250 juvenis de surubim hibrido de
aproximadamente 40g de peso vivo (PV) dispostos em 6 unidades
experimentais (30 peixes por caixa), com capacidade de 1000L de agua,
aeracdo continua e alimentacdo com racdo comercial (40% de proteina
bruta) duas vezes ao dia. Os peixes foram aclimatados nas unidades

experimentais durante 40 dias.

O delineamento adotado foi inteiramente casualizado consistindo de

seis tratamentos. Ostratamentostestados sao descritos a seguir na tabela 1.

TABELA 1. Delineamento experimental utiizado para avaliacdo da poténcia das vacinas, 30
dias apbés a imunizacdo, na sobrevivencia dos surubins hibridos Pseudoplatystoma

corruscans X Pseudoplatystoma reticulatum apés desafio com Lactococcus garvieae.

Tratamentos* Numero de Peixes Vacinacao Desafio
Gl 30 PBS PBS
Gll 30 Bacterina aquosa PBS
Glll 30 Bacterina oleosa PBS
GIV 30 PBS L. garviae
GV 30 Bacterina aquosa L. garviae
GVI 30 Bacterina oleosa L. garviae

* Gl: controle sem desafio bacteriano; Gll: vacinados com bacterina aquosa sem desafio
bacteriano; GlIl: vacinados com bacterina oleosa sem desafio bacteriano; GIV: controle
com desafio bacteriano; GV: vacinados com bacterina aquosa com desafio bacteriano;

GVI: vacinados com bacterina oleosa com desafio bacteriano.

Ap6és o periodo de quarentena, 15 animais foram coletados
aleatoriamente para exame bacterioldégico. Apds confirmacgado da inocuidade
dos mesmos, os demais peixes foram anestesiados em solugcdo de
benzocaina (0,1g x L™ de agua) e, em seguida, vacinados com 0,1 mL da
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formulacdo vacinal via intraperitonial de acordo com o0s respectivos
tratamentos. Além disto, seis peixes foram imunizados com sobredose de
bacterina aquosa (0,2mL) e seis peixes foram imunizados com sobredose de
bacterina oleosa (0,2mL) para verificar a seguranca da vacina na

sobrevivéncia dos animais.

Os parametros fisico-quimicos da agua monitorados diariamente

foram: oxigénio dissolvido, temperatura, pH e amonia.

2.3 Desafio

O desafio foi realizado 30 dias apés a vacinacao (Tabela 1). Para isso
uma amostra de Lactococcus garvieae foi selecionada ao acaso,
descongelada e semeada em THA por 24h a 30°C. Em seguida, uma coldnia
foi inoculada em caldo THB incubada a 30°C por 9 horas, sob agitacédo

lenta (100 rpm) até atingir a concentracéo aproximada de 10° UFC/mL.

Para o desafio, cada grupo de 30 peixes foi subdividido em trés
repeticbes de 10 peixes, onde permaneceram estocados em caixas de 50L,
mantidos a 30°C, com aeracdo constante. Antes do desafio 0os peixes
permaneceram sob aclimatacdo nestas caixas por 15 dias. Em seguida, os
peixes foram desafiados com 0,1 mL (10" UFC peixe™) do in6culo bacteriano
por via intraperitoneal. Apés o desafio, os animais foram monitorados quatro
vezes ao dia e a taxa de mortalidade diaria e a ocorréncia de sinais clinicos
de lactococose foram avaliadas durante 21 dias. A protecao da vacina foi
determinada pela porcentagem relativa de sobrevivéncia (RPS), onde RPS =
1 (Y%omortalidade do grupo vacinado/%mortalidade grupo controle)*100 e

valores de RPS > que 50% indicam efeito protetor da vacina (Amend, 1981).

Para avaliar a probabilidade de sobrevivéncia nos diferentes grupos
desafiados realizamos a andlise de sobrevida dos animais. Para tanto foi
realizada a curva de Kaplan-Meier, onde foram comparadas as
percentagens de doentes que morreram em cada grupo experimental, a
cada 24 horas durante 21 dias. Todos o0s animais mortos foram
encaminhados imediatamente ao laboratério para reisolamento da bactéria a
fim de confirmar sua presenca.
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2.4 Dinamica da resposta imune adaptativa e modulagéo da

imunidade inata em surubins

Para avaliacdo da dinamica da resposta imune foram realizadas
avaliacdes dos niveis de anticorpos dos animais nos momentos 15, 30 e 60
dias ap6s a vacinagdo. Em cada momento foram coletados 6 peixes
vacinados com PBS (controle), 6 peixes vacinados com bacterina aquosa e
6 peixes vacinados com bacterina oleosa e comparados 0s niveis de

anticorpos circulantes.

Para avaliacdo da modulacdo da resposta imune inata, 30 dias apoés
a vacinacao, foram comparados os perfis hematolégicos de cada
tratamento (PBS, bacterina aguosa e bacterina oleosa) antes e apos o

desafio bacteriano (n=6).

Para tanto, os peixes foram anestesiados com solugcédo de benzocaina
(0,1g L' de agua) e o sangue foi extraido por venopuncdo com duas
seringas, uma heparinizada para analises hematoldgicas e outra seringa nao
heparinizada para obtencdo do soro e posterior analises imunolégicas. Para
obtencdo do soro, uma aliquota do sangue foi mantida em descanso em
tubos de coagulacdo durante 6 horas, a 4°C. Posteriormente, foi
centrifugado a 6000 g, durante 20 min para retirada do coagulo. Em
seguida, o soro foi centrifugado novamente durante 10 min e congelado a -

80°C até avaliacao.

2.4.1. Avaliacdo hematoldgica

Imediatamente ap0ds a coleta de sangue foram realizadas as analises de
namero de eritrocitos em camera de Neubauer, hematécrito pelo método do
microhematdcrito (Goldenfarb et al., 1971) e o volume corpuscular médio

dos eritrécitos de acordo com Ranzani Paiva et al. (2013).

Além das variaveis sanguineas descritas, foram realizadas duplicatas
de extensdes sanguineas coradas com May-Grunwald/Giemsa (Rosenfeld,
1947) para posterior contagem total e diferencial de leucécitos e total de
trombdcitos segundo metodologia de Hrubec e Smith (1998).
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2.4.2 Atividade de Lisozima

A avaliacdo da atividade de lisozima foi realizada segundo Kim e
Austin (2006), utilizando-se como substrato bactérias Gram positivas. A
atividade foi medida pela reducédo da densidade o6tica verificada durante a
lise da parede celular da bactéria pela enzima. Foram comparados “pools”
de soros de peixes (n=6) de cada grupo experimental (Tabela 1). No
controle negativo foi utilizado PBS. Foram acrescentados 100uL de
diluicGes seriadas de soro dos peixes em PBS a uma placa de 96 pocos de
fundo plano. Em seguida acrescetou-se 100uL de suspensdo de
Micrococcus lysodeikticus ATCC N ° 4698 (Sigma - Aldrich) (0,4mg mL™
em tampdo fosfato sodico 0,05M, pH 6,2) em cada poco. A placa foi
incubada a 25°C e a absorbéancia foi medida e comparada a 590 nm para
t=0; 5; 15; 30, 45 e 60 min.

2.4.3. Avaliacao da Titulacdo dos Anticorpos

A avaliacdo dos niveis de anticorpos entre os tratamentos foi
realizada no Laboratério de Microbiologia da Faculdade de Ciéncias da
Universidade de Malaga, Espanha. Para tanto foram utilizados ensaios

ELISA e Aglutinacdo, como descritos abaixo.

ELISA

Para titulacdo dos niveis de anticorpos nos animais vacinados e nao

vacinados foi realizado teste de ELISA indireto.

Anticorpos policlonais de coelhos anti-IgM de surubins hibridos (Anti-
Ig) conjugados com peroxidase (Patsos Biotecnologia, Minas Gerais, Brasil)
foram utilizados para realizacdo do teste ELISA, padronizado por titulagcao
em bloco soro de surubim hibrido (vacinados e ndo vacinados) e anticorpos

de coelhos anti-IgM de surubins hibridos conjugados com peroxidase.
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Ap6s determinacdo das concentracdes ideais dos parametros
supracitados, placas de ELISA de 96 pocos de fundo plano (Nunc MaxiSorp,
Sigma-Aldrich, EUA) foram revestidas com 50pL do antigeno (40pg mL™) em
tampao de carbonato de sédio 0,05M, pH 7,2, e permaneceram “overnight” a
4°C. Em seguida, as placas foram lavadas trés vezes em PBS contendo
0,25% de Tween 20 (PBST; Sigma, USA) e, ao final, adicionados 200uL de
solucdo de bloqueio (leite em p6 desnatado 3% em PBST). Apds incubacéo
por 2 horas, a temperatura ambiente, as placas foram lavadas trés vezes
com PBST e amostras de soro de surubim hibrido foram diluidas em PBS.
Em cada pogo foram adicionados 50uL de cada diluicdo. Todos os soros
foram testados em duplicata. Depois de nova incubagdo por 2h a
temperatura ambiente, as placas foram lavadas trés vezes com PBST. Em
seguida, foram adicionados em cada poc¢o 50uL de anticorpo policlonal de
coelho anti-IgM de surubim hibrido conjugado com peroxidase e incubado
por 1 hora, a temperatura ambiente. Apdés trés lavagens, 200uL de solucéao
reveladora OPG- Fast (Sigma_aldrich) foi adicionada em cada po¢o. Apos
30 minutos de incubacéo no escuro, a reacao foiinterrompida pela adicao de
50uL de &cido sulfurico 4M e a absorbancia das placas foram determinadas

com a utilizacao de um leitor de microplaca (Bioteck, USA) a 490nm.

Provas de aglutinagcdo dos soros

Para comprovar o poder de aglutinacdo dos anticorpos circulantes de
cada tratamento foram realizados ensaios. Para tanto, foi utilizado como
antigeno a bactéria viva L. garvieae na concentracdo de 1*10%UFC mL™ de
PBS (D.O. 1,3 a 600nm). Foram testadas diluicdes seriadas dos soros em
PBS: 1/2; 1/4; 1/8; 1/16; 1/32 e 1/64. Foram misturados 10 uL de antigeno
com 10 pL de cada diluicdo de soro dos tratamentos (n=6). Transcorridos
dez minutos, foi observado em microscopio 6ptico (x40) a existéncia de
aglutinacao do soro. O titulo de anticorpos especificos frente a L. garvieae
com capacidade aglutinante foi obtido considerando-se como titulo o valor
da diluicdo mais alta que se evidenciou aglutinacdo. Para comprovar que as
aglutinacdes dos soros foram especificas para L. garvieae, também foram

61
Caunesp



Doutoranda: Hirla C. S. Fukushima Orientadora: Dra. Maria José T. Ranzani de Paiva

testados Streptococcus sp. e Staphylococcus auereus como antigenos

(controle negativo).

2.5. Analise Estatistica

As diferengcas nas porcentagens relativas de sobrevivéncia foram
avaliadas pelo teste de Qui-quadrado, sendo consideradas significativas
guando P < 0,05. A analise de sobrevida dos animais foi realizada com o
teste Kaplan-Meier, onde probabilidades menores que 5% foram
consideradas significativas. Os niveis de anticorpos especificos foram
submetidos ao teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov e a seguir 0s
tratamentos foram comparados pelo teste Anova de dois fatores e Teste
Post-Hoc (Games —Howell) - assumindo variancias diferentes.
Probabilidades menores que 5% foram consideradas significantes. As
analises estatisticas supracitadas foram realizadas com a utilizacdo do
software estatistico SPSS, Verséo 16.0. (SPSS Inc., Chicago).

As variaveis hematolégicas foram analisadas utilizando o SAS®
Software estatistico, versédo 6.12 (SAS Institute Inc., USA). Apés analisada a
normalidade dos dados pelo teste Kolmogorov-Smirnov, foram adotadas as
seqguintes transformacdes para avaliacao dos resultados: Log 10 (eritrdcito,
leucocito, neutréfilo, trombdcito); rank (basofilo e CGE); 1/v (mondcitos). Em
seguida, os tratamentos foram comparados pelo teste one-way ANOVA
seguido por teste t student. Probabilidades menores que 5% foram

consideradas significantes.

3. RESULTADOS

A concentracdo de formalina e o tempo de incubacdo minimos para
inativacao da bactéria foi determinada como 1% de formalina por 24 horas a
4°C. O teste de esterilidade mostrou nenhuma bactéria viva na vacina
formulada quando cultivados por 72 horas a 30°C em THA. Entre os peixes
expostos as duas doses da vacina, nenhum sinal de doenga ou morte foi
verificado 96 horas ap0s a exposicdo, o que ilustra a seguranca do preparo

da vacina.
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Os parametros de qualidade da agua foram semelhantes entre os
tratamentos mantidos e permaneceram dentro dos parametros para a
espécie: temperatura 30°C+0,6; pH 7,86+0,24; oxigénio dissolvido
3,5+0,45mg/L e amonia(NHs;y <0,02mg/L.

A curva de sobrevida dos peixes desafiados esta demonstrada na
Figura 1. Observou-se que a mortalidade dos peixes infectados comecou a
partir do segundo dia e perdurou até o dia 10. Os peixes imunizados com
bacterina oleosa apresentaram probabilidade de sobrevida
significativamente maior que os peixes ndo imunizados (P<0,001), contudo
nao foi observada diferengca entre os animais imunizados com bacterina
aquosa e oleosa. Os tratamentos que foram desafiados com PBS néo

apresentaram mortalidade e/ou sintomatologia clinica caracteristicos da

lactococose.
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FIGURA 1. Curva de Kaplan-Meier de surubins hibridos Pseudoplatystoma
corruscans x P. reticulatum apds infeccdo experimental com Lactococcus

garvieae, 30 dias ap0s a vacinacéo.

Os surubins hibridos desafiados com L. garvieae apresentaram sinais
tipicos da doenga, como anorexia, exoftalmia, melanose, septicemia

hemorragica, distensdo abdominal, prolapso anal, hemorragia na area
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periocular, hemorragia na base das nadadeiras e ulceragdes cutaneas. As

lesdes dos animais vacinados e ndo vacinados foram similares (Figura 2).

FIGURA 2 - Sintomatologia clinica de surubins hibridos Pseudoplatystoma
corruscans x P. reticulatum apds infeccado experimental com L. garvieae, 30 dias
apos a vacinacao: (a) septicemia hemorragica; (b) hemorragia na area periocular

e exoftalmia; (c) ulceragdes na pele; (d) distens¢cdo abdominal.

Os dados pertinentes a porcentagem relativa de sobrevivéncia (RPS)
estao descriminados na tabela 2. Ao final do experimento, a mortalidade
dos surubins foi significativamente maior no grupo controle quando
comparado com 0s grupos imunizados com bacterina ou bacterina oleosa.
Elevados niveis de protecao foram observados ap6s um més de imuniza¢cao
com bacterina aquosa e oleosa com valor de RPS de 63,8% e 81,7%,
respectivamente. Ao final do periodo de observacdo, 0s animais
sobreviventes foram sacrificados e constatou-se que as bactérias foram
erradicadas do rim e do cérebro dos animais imunizados, enquanto 0os animais

nao imunizados tornaram-se portadores assintomaticos das mesmas.
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TABELA 2 — Mortalidade acumulada de surubins hibridos Pseudoplatystoma
corruscans x P. reticulatum vacinados com bacterina aguosa e bacterina oleosa

apos infeccdo experimental com L. garvieae 30 dias apds a vacinacao.

TRATAMENTOS Numero de peixes Desafio Mortalidade RPS!

(UFC/peixe) (%) (%)
Bacterina 30 1x10’ 13,3% 63,8
Bacterina oleosa 30 1x10’ 6,72 81,7
Controle (PBS) 30 1x10’ 36,7°

1 RPS= porcentagem relativa de sobrevivéncia. Letras diferentes indicam diferenca estatistica
entre as médias dos tratamentos (p<0,05).

A tabela 3 demonstra que a contagem de eritrécitos tendeu a
aumentar com o desafio bacteriano, mas nao variou entre os tratamentos
de vacina. Da mesma forma, a imunizacdo e o desafio bacteriano nao
alteraram a quantidade de tromboécitos e o hematocrito no sangue dos
animais. Por outro lado, quando avaliado o volume corpuscular médio dos
eritrocitos, observou-se reducdo significativa dos valores no tratamento
controle apds a infeccao experimental por L. garvieae, indicando anemia

microcitica nestes animais.

A tabela 4 demonstra a contagem total e diferencial de leucécitos
antes e apo0s o desafio bacteriano. A quantidade de leucécitos circulantes
aumentou significativamente ap6s desafio bacteriano em todos os
tratamentos (P<0,01). Observou-se que, apesar de ndo haver diferenca
estatistica, o desafio bacteriano desencadeou tendéncia de linfocitose e
neutrofilia nos surubins hibridos. Por outro lado, ndo foi observada
diferengca no namero de basoéfilos circulantes entre os tratamentos e/ou
desafio, e as células granulociticas especiais apresentaram grande
varacao entre os animais. Adicionalmente constatou-se maior quantidade
de mondcitos circulantes nos tratamentos controle que nos tratamentos
imunizados com bacterina aquosa e oleosa antes e ap0s desfio bacteriano,

respectivamente (P<0,05).
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TABELA 3 - Valores médios (+desvio padrao) do hematdcrito, da contagem total
de eritrocitos, do nimero de trombdcitos e do volume corpuscular médio (VCM)
dos eritrocitos 30 dias apds a vacinacdo de surubins hibridos Pseudoplatystoma
corruscans x P. reticulatum contra lactococose com bacterina aquosa e bacterina

oleosa antes e ap0s desafio experimental com cepa viva de L. garvieae.

NJmMero de TrorTbéCItOS
Hematocrito o VCM
TRATAMENTOS Entrocitos Totais
% il
) (10%élas) ®
Antes da infeccéo
Cortrole (PBS) 26,17+1,907 1,80 +0,13" 160,52+ 41.196,12+
18 56a 30881,61a
Bacterina. Aquosa 25+1,26* 151 +009° 165,98+ 64.411,60 +
Bacterina Oleosa 24,1642 562 160+0,16° 151,79+ 61.499,58 +
21,492 23.455,46°
Apos infeccdo
Cortroe (PBS) 26,5+1,522 216 +0472 126,26+ 66.868,52 +
21,09° 325512
Bacteria aguosa 25,1643 65 1,69 +0,20° 149,29+ 50.094,11+
14 49ab 29226,05a
Bacterina Oleosa 25,16+3,067 1,90 +0,28° 133,621+ 51.190,05+

Letras diferentes indicam diferenca estatistica entre as médias dos tratamentos (p<0,05).
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TABELA 4 - Valores médios (xdesvio padrdo) dos numeros absolutos de

leucécitos de surubins hibridos Pseudoplatystoma corruscans x P. reticulatum 30

dias apds imunizacdo contra Lactococcus garvieae.

TRATAMENTOS LBUOOCITOS
Leunddos Lifbatos Neurdfios Mordos — Basdios CGE*

Antes dainfeocdo

Cortrde (PBS) 3083952+ HBOUM + 617246+ 484858+ 60191+ 13007+
1710784° 220000 489062 548602° 851247 1565387

Bacerina agosa 253849+ 187550+ 276312+ 76976+ 15435+ 125,77+
7908,96° 720278 138297 32051° 21013 195,65°

Badetia deosa 3606119+ 283800+ 573336+ 105430+ 261,81+ 703,78+
10151,78°  748%30° 2157390 39761 18647 652,62°

ApGs ainfeacéo

Corroe (PBS) 5733147+ 3061783+ 105046+ 543441+ 79034+ 111602+
B771548 179041 518508 267948 96353 742 882

Bacerine agosa 4453022+ AU + 616896+ 202888+ 8834+ 779,64+
9.265,33° 013333° 2556,14° 21972 19754 515,11%

Badetia deosa 5646680+ 4416217 + 761791+ 17664 51346+ 740,16+
2807658 2037658 48237 WP 601,84 35545%

*CGE: célula granulocitica especial; Letras diferentes indicam diferenca estatistica entre as

médias dos tratamentos (p<0,05).
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A atividade de lisozima do soro dos surubins hibridos tampouco foi
afetada pelo tratamento das vacinas (Figura 3). Observou-se que apés o
desafio bacteriano (GIV, GV, GVI), a atividade de lisozima do soro

apresentou a mesma intensidade de resposta independente da imunizacéao.
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FIGURA 3 - Atividade da lisozima de surubins hibridos Pseudoplatystoma
corruscans x P. reticulatum vacinados e ndo vacinados antes e apos desafio
experimental com cepa viva de Lactococcus garvieae. Tratamentos (n=6): Gl
controle sem desafio; Gll — vacinados com bacterina aquosa sem desafio; Glll —
vacinados com bacterina oleosa sem desafio; GIV — controle com desafio; GV —
vacinados com bacterina aquosa com desafio; GVI — vacinados com bacterina

oleosa com desafio.

Apoés titulacdo em bloco, foram padronizadas as concentragfes ideais
do soro dos surubins (1:100) e anti-IgM (1:1000) para realizacdo dos
ensaios ELISA indireto.

Foi observada interacdo positiva entre o tempo e a titulacdo de
anticorpos, sendo que nos momentos de 30 e 60 dias apds a vacinagdo 0s

peixes apresentaram maiores niveis de anticorpos (P<0,001).
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Tabela 5 — Médias da variavel tempo na analise ANOVA de dois fatores na
titulacdo de anticorpos de surubins hibridos Pseudoplatystoma corruscans x P.
reticulatum vacinados e ndo vacinados antes e apds desafio experimental com

cepa viva de Lactococcus garvieae.

Tempo de vacinacao (dias) Meédia Menor valor Maior valor
15 0,275" 0,263 0,287
30 0,311° 0,299 0,323
60 0,295% 0,283 0,308

Letras diferentes demonstram médias com nivel de significancia (p<0,05). Erro padrao (0,006)

Além disto, também ficou constatado (Tabela 6) que as médias dos
niveis de anticorpos dos tratamentos com bacterina oleosa foram
significativamente maiores (P<0,05) que as dos peixes dos outros

tratamentos.

Tabela 6 — Resultados das médias dos tratamentos de vacinas por ANOVA 2
fatores de surubins hibridos Pseudoplatystoma corruscans x P. reticulatum

vacinados e nao vacinados antes e apoOs desafio experimental com cepa viva de
Lactococcus garvieae.

Tratamento Médias Menor valor Maior valor
Controle 0,272° 0,264 0,281
Bacterina aquosa 0,276% 0,264 0,288
Bacterina oleosa 0,300% 0,288 0,311

Letras diferentes demonstram diferenca significativa entre grupos (p<0,05). Erro padrao = 0,004

Nao foi detectada diferenca entre os niveis de anticorpos dos surubins

hibridos 15 e 30 dias ap0s a vacinagcdo com bacterina agquosa e 0s tratamentos
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controles (Figura 4 e 6), enquanto, nos mesmos momentos, foram verificadas

titulacbes de 1: 3.200 nos tratamentos imunizados com bacterina oleosa (Figura 5 e 7).
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Figura 4. Titulacdo de anticorpos de surubins hibridos Pseudoplatystoma
corruscans x P. reticulatum imunizados com bacterina aquosa 15 dias apds a

imunizac@o (15dpv BA) pelo método Elisa indireto.
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Figura 5. Titulacdo de anticorpos de surubins hibridos Pseudoplatystoma

corruscans X P. reticulatum imunizados com bacterina oleosa 15 dias ap6s a

imunizacéo (15dpv BO) pelo método Elisa indireto. () P<0:05 () p<0.001
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Figura 6. TitulacAo de anticorpos de surubins hibridos Pseudoplatystoma
corruscans x P. reticulatum imunizados com bacterina aquosa 30 dias apés a

imunizacéo (30dpv BA) pelo método Elisa indireto. ) P<0:05: (%) p<0.001
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Figura 7. Titulacdo de anticorpos de surubins hibridos Pseudoplatystoma

corruscans x P. reticulatum imunizados com bacterina oleosa 30 dias apds a

imunizacéo (30dpv BO) pelo método Elisa indireto. () P<0:05 () p<0.001
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Por outro lado, dois meses ap6s a imunizacdo dos surubins hibridos
com bacterina aguosa detectou-se aumento de anticorpos circulantes, com
titulacdo de anticorpos especificos de 1:3.200 (Figura 8). No mesmo
momento, os niveis de anticorpos dos surubins imunizados com bacterina
oleosa apresentaram titulagdo de anticorpos 1:6.400 (Figura 9) .

0,4
0,35

0,3

DJE &
I —controle

. - * &
%-—_-‘_I ——E0dpy BA

nivel de anticarpos {490nm)
=
=

0,05

1:200  1:400  1:800 1:1.600 1:3.200 1:6.400

Diluigao dos soros

Figura 8. Titulacdo de anticorpos de surubins hibridos Psudoplatystoma

corruscans x P. reticulatum imunizados com bacterina aquosa 60 dias apés a

imunizacéo (60dpv BA) pelo método Elisa indireto. ) P<0:05: () p<0.001
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Figura 9. Titulacdo de anticorpos de surubins hibridos Pseudoplatystoma

corruscans x P. reticulatum imunizados com bacterina oleosa 60 dias apds a
imunizacéo (60dpv BO) pelo método Elisa indireto. ) P<0.05 () p<0.001
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Os testes de aglutinagdo demonstraram resultado positivo para
anticorpos especificos nos soros dos animais imunizados com bacterina
oleosa e aquosa até 60 dias apds a vacinacdo, sendo a titulacdo de
aglutinacdo mais elevada no soro dos animais imunizados com bacterina
oleosa (Tabela 7). Quando avaliada a aglutinacdo dos soros com
Streptococcus sp. ou Staphylococcus aereus nao foi verificada aglutinacdo

de nenhum soro, indicando que esta era especifica para L. garvieae.

TABELA 7 — Aglutinacdo de soros de surubins hibridos Pseudoplatystoma corruscans X
P. reticulatum imunizados com bacterina aquosa, bacterina oleosa e PBS (controle) (C)

15, 30 e 60 dias apds a vacinacdo contra lactococose.

Tratamentos Controle Bacterina Aquosa Bacterina Oleosa
Dias apés vacinacao 15 30 60 15 30 60 15 30 60
Diluicdo limite 0 0O O 0 0 12 12 1.8 14

4. DISCUSSAO

A vacinacdo de peixes para prevencdo de doencas bacterianas que
afetam criacdes comerciais tem impacto significativo nas criacdes por ser
maneira eficaz de proteger os animais contra doencas infecciosas. O
objetivo da imunizacdo é prover o individuo com uma protecao imunoldgica
contra exposicao tardia de agentes infeciosos, através do desenvolvimento

de células T e B de memoéria (Miller et al., 2010).

No presente estudo, estimou-se que a probabilidade de que um
surubim hibrido permaneca vivo ap0s infeccdo com L. garvieae é de 93,3%
nos animais imunizados com bacterina oleosa, contra 66,7% dos animais
nao imunizados. Além disso, foi observado que o0s animais imunizados
apresentaram protecao satisfatoria contra L. garvieae, com valores de RPS
acima de 50% (Amend, 1981), e que, apds o periodo experimental, ndo foi
constatada presenca da bactéria nos animais imunizados sobreviventes.

Desta forma, o sistema imunolégico dos animais vacinados preveniu e
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erradicou a lactococose, e, considerando que um numero suficiente de
individuos possa ser imunizado, a transmissdo desta doenca infecciosa

entre individuos pode ser interrompida.

Diversas tentativas tém sido realizadas para o desenvolvimento de
uma estratégia de vacinacdo apropriada contra a lactococose, contudo
variacfes na protecdo tem sido relatadas dependendo a espécie de peixe,
bem como da rota de administracédo (Toranzo et al., 2009). Autovacinas
tem sido desenvolvidas em diversas espécies de peixes (Vendrell et al.,
2006; Eldar et al., 1995; Eldar et al., 1997). Tanrikul (2012) desenvolveu
uma vacina autégena contra L. garvieae isolada de surtos em criacfes de
truta arco-iris Israel e obteve niveis de protecdo de 83,3% apds desafio
experimental. Vendrell et al. (2007) relataram 94% de sobrevivéncia apos
desafio por L. garvieae de truta arco-iris vacinadas intraperitonealmente.
Por outro lado, Hosseni et al. (2011) relataram sobrevivéncia de 54% apos
desafio com L. garvieae em truta arco-iris vacinadas por imersao.
Recentemente, uma vacina oleosa bivalente (Aeromonas hydrophyla x
Lactococcus garvieae) intraperitoneal desenvolvida para truta arco-iris
apresentou 100% de RPS quando os animais foram desafiados contra
Lactococcus garvieae (Bastardo et al., 2012).

Considerando a Ultima estatistica aquicola (MPA, 2012), a
mortalidade evidenciada no presente estudo poderia representar perda de
cerca de 1.000 toneladas anuais no cultivo de surubins, sem considerar as
perdas econbémicas inerentes a utilizacdo de antimicrobianos para conter
surtos, bem como a possibilidade de embargo das exportacbes pela
presenca de residuos de antibidticos nas carcacas. Adicionalmente, esta
mortalidade provavelmente poderia ser mais acentuada no campo, ja que
surtos da doenca estdo associados a mudangas nas condicfes ambientais,
elevada densidade, mudanca repentina de temperatura, transferéncia de
peixes, manejo incorreto, baixa qualidade e elevada temperatura da agua
(Kav e Ergans, 2008) com consequente estresse. Neste sentido, Fukuda et
al. (1997) demonstraram que a mortalidade acumulada do Seriola
guinqueradiata apoOs desafio com L. garvieae variou de 20 a 60%

dependendo da concentracdo de oxigénio dissolvido na 4gua.
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As manifestacdes clinicas da lactococose em surubins hibridos foram
caracterizadas por exoftalmia, hemorragia na area periocular, septicemia
hemorragica e distensdo abdominal. A mortalidade dos animais foi iniciada
apos 24 horas e perdurou 17 dias, sendo que as primeiras horas da
infeccdo, o sistema imune dos animais vacinados revelou-se mais eficaz
gue dos animais ndo imunizados. Estes dados corroboram com estudos
realizados com truta arco iris (Vendrell et al., 2007; Bastardo et al., 2012),
tilapia (Evans et al., 2009) e S. quinqueradiata (Ooyama et al., 2002), cujos
estudos demonstraram que o periodo de incubacdo da doenca é muito
curto e este patdégeno atua com elevada viruléncia, com observacao de
sinais clinicos caracteristicos da infeccdo em todos animais mortos

independente dos tratamentos de vacina avaliados.

Vacinas contendo 6leo adjuvante possuem duas vantagens:
aumento do tempo de protecado e elevado titulo de anticorpos especificos
(Brudeseth et al., 2013). O uso de adjuvantes oleosos € combinado com
sucesso com bacterinas injetaveis para peixes (Vendrell et al., 2006). O
mecanismo dos 6leos adjuvantes é o efeito de armazenagem, que permite
gue o antigeno seja liberado vagarosamente no tecido ou sangue,
acentuando a resposta humoral (Anderson, 1997). Nos Uultimos anos,
preparacfes oleosas tém sido utilizadas para prevenir grande namero de
doencas bacterianas (Newman, 1993; Anderson, 1997; Rahman et al.,
2000; Romalde et al., 2003).

O periodo de incubacdo de uma doenca e a rapidez com gue 0s
anticorpos protetores sao desenvolvidos influenciam a eficacia da
vacinacdo. Apods desafio experimental com a L. garvieae os melhores
niveis de sobrevivéncia e niveis de anticorpos estiveram presentes nos
animais imunizados com bacterina oleosa. A utilizacdo do 6leo adjuvante
melhorou a imunogenicidade da vacina, acentuando a resposta humoral na
producdo de anticorpos apds a imunizacdo. Os niveis de anticorpos dos
surubins contra L. garvieae corroboraram com estudos prévios contra essa
mesma bactéria, onde foi demonstrado que o titulo de aglutinacdo maximo
verificado apés desafio com bactéria capsulada foi de 1:8, suficiente para
produzir protecdo adequada em Seriola quinqueradiata (Ooyama et al.,
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2002). Estes resultados s&o as primeiras evidéncias sobre a viabilidade do
estimulo do sistema imunolégico adaptativo de surubins hibridos, e estédo
em concordancia com outros estudos que demonstraram o efeito de
intensificacdo imunitaria do adjuvante e que o uso de Oleos adjuvantes
combinados com bacterina injetavel melhorou a protecdo dos peixes contra
L. garvieae (Bastardo et al., 2012; Kubilay et al.,2008; Ravelo et al., 2006;
Romalde et al., 2005).

Os resultados dos niveis de anticorpos circulantes obtidos neste
estudo sugerem que 0s animais utilizados tiveram um contato prévio
natural com a L. garvieae evidenciado pelos niveis basais de anticorpos
especificos ao patdgeno nos peixes ndo vacinados (DO= 0,272). No
momento do desafio ndo foi observada diferenca entre o0s niveis de
anticorpos nos tratamentos nao vacinados e vacinados com bacterina
aquosa, bem como nao foi observado poder de aglutinacdo dos anticorpos
frente a L. garvieae em ambos tratamentos, contudo, apesar disto, foram
verificadas protecdo e erradicacdo da lactococose dos animais vacinados
com bacterina aquosa ao final do experimento. Este resultado pode indicar
memaoria imunolégica e provavel ativacdo o sistema imune adaptativo
celular dos surubins hibridos pela vacinacdo. Alguns estudos que
avaliaram as células T em Dicentrarchus labrax reportaram que apés a
imunizagcdo dos animais a atividade destas células €& aumentada
(Buonocore e Scapigliati, 2009). Estudos conduzidos com vacinagao de
truta arco-iris (Bastardo et al., 2012), linguado (Toranzo et al., 1995) e
tilapia (Eldar et al., 1995) contra L. garvieae, e outras bactérias Gram
positivas Streptococcus difficile e S. parauberis, também reportaram baixos
niveis de anticorpos e bons niveis de protecdo, contudo, ndo ja relatos
sobre o efeito da vacinacdo na imunidade celular de peixes devido a
auséncia de marcadores disponiveis para avaliacdo de células T

(Buonocore e Scapigliati, 2009).

O sistema imune inato dos peixes tem gerado aumento de interesse,
e atualmente €& considerada ferramenta primaria na defesa e no
direcionamento do sistema imune adaptativo (Whyte, 2007). Neste

contexto, o estudo das variaveis hematoldgicas assume importancia como
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meio auxiliar de diagndstico e estado de saude dos peixes (Tavares Dias e
Moraes, 2004). Os eritrocitos sdo as células mais numerosas no sangue e
sua funcdo consiste no transporte de oxigénio e gas carbénico,
desempenhado pelo seu componente principal, a hemoglobina (Tavares
Dias e Moraes, 2004). Apesar da tendéncia do aumento do numero de
eritrocitos circulantes apds a infec¢cdo dos animais, observou-se que a
lactococose gerou um quadro de anemia microcitica nos animais nao
imunizados. Garcia e Moraes (2009) observaram o mesmo sintoma em
pacus apos desafio bacteriano. As quantidades de eritrocitos circulantes
bem como os valores de hematécrito e VCM antes do desafio bacteriano
estdo de acordo com outros estudos realizados com Pseudoplatystoma

corruscans em cativeiro (Ranzani Paiva et al., 2000).

O nuamero de células brancas no sangue é um frequente indicador de
doencas (Miller et al., 2010). A resposta inflamatoria aguda dos surubins
frente a lactococose foi caracterizada por um quadro de leucocitose. Estas
células identificam e eliminam os patdégenos, além de serem importantes
mediadores da ativacdo do sistema imune adaptativo. A reacédo
inflamatoria inespecifica e a resposta imunoldégica nas quais ocorre a
fagocitose sdo de extrema importancia nos mecanismo de defesa do
hospedeiro (Sasaki et al., 2002; Vale et al., 2002; Lamas et al., 1994), ja
gue, as respostas adquiridas funcionam conjuntamente com estes

componentes da defesa inata para erradicacdo dos patdogenos.

No presente estudo, verificou-se menor quantidade do namero de
mondcitos na circulacdo dos surubins hibridos imunizados com bacterina
aquosa e oleosa antes e apo0s desafio bacteriano quando comparados ao
tratamento controle. Estes resultados podem indicar a interagdo entre
sistema imune inato e adaptativo, jA& que os anticorpos produzidos em
resposta ao antigeno os remove via ativacdo das dos macréfagos e pela
via do complemento. Este processo pode provocar reducdo dos mondcitos
circulantes por conta da diferenciacdo destas células em macréfagos e
conseguente migracao para os 6rgaos linféides e tecidos conjuntivos para
atuar como células fagociticas e células apresentadoras de antigenos
(Fijan, 2002; Pellizon et al. 2002; Miller et al., 2010). Apdés o desafio
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bacteriano, as médias das contagens das células leucocitarias circulantes
dos surubins hibridos aumentaram independente do tratamento de vacina e
observamos uma tendéncia de neutrofilia, linfocitose e monocitose no sangue
dos animais infectados. A mesma tendéncia de aumento das células leucocitérias
apos infeccdo bacteriana esta relatada para diversas espécies de peixes (Bailone,
2010; Garcia e Moraes 2009; Lamas et al, 1994; Bruno e Munro, 1986;
Secombes, 1996; Roberts, 1989).

A lisozima sérica é utilizada como indicador de respostas imunes nao
especificas em peixes (Tort et al.,, 2003). No presente estudo,
independente do tratamento avaliado, a intensidade de resposta desta
enzima foi a mesma antes e apés a infeccdo experimental. A lisozima é
uma enzima bacteriolitica do sistema imune inato encontrada em varias
espécies de peixes marinhos e de agua doce (Lie et al., 1989) e cuja
concentracdo no sangue eleva-se rapidamente apoés infeccdo, como
verificado apoés infeccdo dos surubins hibridos. Esta enzima é produzida
principalmente pelos macréfagos e neutrofilos (Uribe et al., 2011) e é
capaz de degradar a camada de peptideoglicano da parede celular de

bactérias, resultando em sua lise.

O presente estudo demonstrou que a imunizagdo dos surubins
hibridos preveniu a mortalidade e o quadro de anemia, desencadeados
pela lactococose. Adicionalmente, o0s animais ndo imunizados que
sobreviveram ao desafio com L. garvieae tornaram-se portadores
assintomaticos e futuros disturbios na homeostase destes animais
poderiam acarretar em novos surtos em toda a populacdo, sendo a
vacinacdo uma medida eficaz para erradicacdo da lactococose nos
surubins, além de também poder gerar um impacto positivo na reducdo do
uso de antibiéticos ao longo do cultivo. Contudo, embora algumas vezes a
imunizacdo reduza a incidéncia de uma doenca para niveis bem baixos, os
programas de imunizacdes eficientes requerem a pratica de outras

medidas sanitarias.
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5. CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que a imunidade dos surubins pode
ser estimulada com emprego de vacinas. A bacterina oleosa melhorou a
resisténcia a lactococose 30 dias ap0s a vacinacado e tem potencial para,
no futuro, fazer parte de uma medida estratégia de manejo para o controle
da lactococose. Contudo, estudos posteriores s&80 necessarios para

verificar a poténcia da vacina com desafios bacterianos em longo prazo.
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