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CAPITULO |

(Reviséo Bibliografica)

RESUMO

A piscicultura se desenvolveu consideravelmente nos ultimos 50 anos, com
aumento médio anual na producdo mundial de 5,3%. Dentre as epécies
produzidas, a tilapia-do-Nilo e as carpas se destacam como as espécies mais
produzidas mundialmente, representando 51,8% da produgéo. Todavia, com a
intensificacdo da producédo, as doencas de origem bacteriana se tornaram um
entrave, dentre elas, a estreptococose, causada pelo Streptococus agalactiae
tem seu lugar de destaque, provocando perdas de até 90% do plantel quando a
agua atinge temperatura superior a 28° C. Sinais clinicos como exofitalmia,
opacidade e hemorragia ocular, natacao erratica e ascite podem ser observados
nos peixes acometidos pela doenca. Comumente nas pisiculturas o tratamento
desta doenca € realizado através do uso de antimicrobianos. Atualmente,
algumas formas alternativas vem sendo incentivadas mundialmente para reduzir
a utilizacdo destes farmacos, entre elas a vacinacao e o melhoramento genético
de familias focado na resisténcia as doencas. A utilizacdo de programas de
melhoramento genético afim de maximinizar caracteristicas de interesse
econdmico como resisténcia as doencas juntamente com a vacinagdo Ssao
ferramentas promissoras para diminuir perdas decorrentes de doencas nas
pisciculturas e reduzir gastos com o uso de antimicrobianos. Assim, este estudo
combinou essas duas ferramentas de interesse na aquicultura mundial para
entender se a vacina contribui para o aumento da sobrevivéncia de familias de
tilapia-do-Nilo resistentes ao Streptococcus agalactiae. Os resultados obtidos
foram promissores, demonstrando que a vacinacdo incrementa o sistema
imunologico das familias resistentes e propicia maior sobrevivéncia apos desafio

bacteriano.

Palavras-chave: estreptococose, genética, imunidade, piscicultura, resisténcia.



ABSTRACT

Fish farming has developed considerably in the last 50 years, with an average
annual increase in world production of 5.3%. Among the species farmed, Nile
tilapia and carp are the most species farmed worldwide, representing 51.8% of
production. However, with the aquaculture intensification, bacterial diseases such
as streptococcosis has caused losses of up to 90% of the production when the
water reaches a temperature above 28° C. Clinical signs such as exophytalmia,
ocular opacity, hemorrhage, erratic swimming and ascites can be observed in fish
affected by the disease. Commonly in fish farms, the treatment of this disease is
by antibiotic therapy. Currently, some alternative ways have been encouraged
worldwide to reduce the use of these drugs, including vaccination and genetic
improvement of fish families focused on disease resistance. The use of genetic
improvement programs in order to maximize characteristics of economic interest
such as disease resistance in combination with vaccination are promising
mechanisms to reduce losses by diseases in fish farms and reduce the use of
antimicrobials. Thus, this study combined these two tools of interest in
aguaculture to investigate whether the vaccine contributes to increasing the
survival of Nile tilapia families resistant to Streptococcus agalactiae. Finnaly, the
results obtained were promising, demonstrating that vaccination increases the
immune response of vaccinated and disease-resistance families and also

provides greater survival after bacterial challenge.

Keyword: streptococcosis, genetic, immunity, fish farming, resistance.



1. REVISAO DE LITERATURA
1.1. Piscicultura no Brasil

A aquicultura atualmente € a atividade com maior crescimento dentro do
setor de produgé&o de alimentos de origem animal (FAO, 2020), sendo a sanidade
aquicola e a genética fatores importantes para este crescimento. (GUDDING &
VAN MUISWINKEL, 2013; OSMOND & COLOMBO, 2019).

Desde o ano de 2000 a piscicultura apresentou um crescimento médio na
producdo mundial de pescado de 5,3%, e 0 consumo per capita subiu de 9,9 kg
em 1961 para 20,5 kg em 2018. Este aumento consideravel no consumo pode
estar relacionado ao aumento populacional, melhor renda, busca por alimentos
mais saudaveis e a melhoria na distribuicdo destes produtos devido expanséo
da produgéo (FAO, 2020).

O Brasil € um pais com potencial para producéo de organismos aquaticos,
devido sua disponibilidade hidrica para construcdo de acudes e uso de tanques
redes, clima tropical na maior parte de seu territorio e ocorréncia natural de
espécies de interesse produtivo. Produzindo 802,930 toneladas de peixe,
acumulando um crescimento de 45% desde 2014 (Peixe BR, 2021).

Dentre as principais espécies de interesse, a tilapia-do-Nilo (Oreochromis
niloticus) se destaca, sendo a espécie mais produzida no Brasil e a terceira mais
produzida no mundo. Este peixe é de grande interesse comercial devido
auséncia de espinhos intramusculares, manejo simplificado, precocidade, facil
reproducao, baixo custo de producéo e rusticidade. Podendo ser produzida em
sistemas extensivos e intensivos, em temperaturas entre 24°C a 28 °C.
(FIGUEIREDO & VALENTE, 2008; VICENTE et al. 2014; LEIRA et al. 2016;
FAQO,2020).

Apesar das diversas qualidades desta espécie, a tilapia, assim como
todas as outras espécies criadas em sistemas de producdo intensivo, esta
susceptivel a doencas. Problemas causados por parasitas, virus, fungos e
bactérias sdo relatados em peixes submetidos a altas densidades de estocagem
(LUQUE, 2004; DINIZ & HONORATO, 2012; SADHU et al. 2014; LIMA-JUNIOR
et al. 2021), temperatura inadequada para a espécie (IWASHITA & MACIEL,
2013) e alimentagéo inapropriada (SADO & ALMEIDA BICUDO, 2012; SHIMADA
et al. 2014).



1.2. Streptococcus agalactiae

Dentre as principais doencas relacionadas a tilapia-do-Nilo se encontram
as bacterioses causadas por patégenos como Aeromonas hydrophila (HASSAN
et al. 2020), Francisella orientalis (Fno) e Streptpcoccus agalactiae (SOTO et al.
2016; DELPHINO et al. 2019).

A estreptococose € uma doenca septicemica causada pela bactéria
Gram-positiva S. agalactiae que afeta peixes de agua doce e marinhos. Este
patbgeno estd associado a altas taxas de morbidade e mortalidade em
pisciculturas de todo o mundo (ZHANG, 2020). Surtos desta doenca
apresentaram um efeito devastador no desenvolvimento da tilapicultura na
China, resultando em perdas de 0,4 bilhdes de dolares no pais em 2011 e
atingindo uma perda mundial anual de mais 250 milhdes de ddlares no mesmo
ano (AMAL & ZAMRI-SAAD, 2011; CHEN et al. 2012b).

Os principais sinais clinicos nos peixes acometidos pela bactéria séo
escurecimento do tegumento, anorexia, letargia, natacao erratica, curvatura do
corpo, exoftalmia, opacidade uni ou bilateral da cérnea, hemorragia intraocular,
hemorragia no opérculo e base das nadadeiras, ulceragdo na epiderme e morte.
As lesdes internas sado caracterizadas por ascite, congestdo branquial,
hepatomegalia e esplenomegalia acompanhadas de congestdo e
encefalomaléacia (ZHANG et al. 2018; PIAMSOMBOON et al. 2020; ZHANG,
2020).

Os estreptococos apresentam fatores de viruléncia, como a capacidade
de invasao do epitélio e endotélio, aderéncia as superficies epiteliais e citocinas
prejudiciais aos tecidos (NIZET, 2002). Estudos indicam que o epitélio
gastrointestinal é porta de entrada regular para este microrganismo, e que
posteriormente migra para O6rgdos como baco, olhos e encéfalo por via
hematdgena (IREGUI et al. 2015).

Fatores como temperatura da agua, alta densidade de estocagem,
manejo produtivo, dose infectante e a estirpe de S. agalactiae, estédo
relacionados a severidade da doencga em tilapias (ZAMRI-SAAD et al. 2014;
TAVARES et al. 2018). S. agalactiae apresenta sorotipos que estimulam a
producdo de diferentes anticorpos, e possuem caracteristicas fenotipicas
distintas, sendo uma delas sua extrutura externa (capsula). A capsula é o

principal componente que o sistema imunologico dos peixes reconhece como
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alvo para a producédo de anticorpos. Ha dez diferentes sorotipos de S. agalactiae
(I ao IX, sendo o | dividido em la e Ib). Cinco deles se encontram associados a
doencas em peixes (la, Ib, II, 1l e IX). Nas tilapiculturas brasileiras, surtos
causados pelos sorotipos la, Ib e Il tém sido descritos (LEAL & FIGUEIREDO,
2018), sendo o sorotipo Ib o mais prevalente no Brasil, com alta ocorréncia nas
regides Sul e Sudeste (Estado de SP e PR), enquanto que o sorotipo Il possui
alta incidéncia na regido Nordeste (BARONY et al. 2017; CHIDEROLI et al.
2017). A estreptococose nos peixes ocorre nos meses em que a temperatura da
agua encontra-se acima de 28° C (WONGSATHEIN, 2012). A principal via de
transmissdo ocorre de forma horizontal através do contato com o alimento,
equipamentos e/ou peixes contaminados, ou por via oral-fecal devido a
contaminacdo do sistema por meio da excre¢do das bactérias nas fezes dos
animais contaminados (NGUYEN et al. 2002; AMAL & ZAMRI-SAAD, 2011).

O tratamento das bacterioses na aquicultura é comumente realizado com
0 uso de antimicrobianos, muitas vezes de forma errbnea e sem critério
acarretando efeitos adversos como selecédo de cepas resistentes, degradacgéo
do meio ambiente e consequéncias a saude publica, com o acumulo de residuos
no pescado (GASTALHO et al. 2014; LEIRA et al. 2016; SANTOS, 2019; SILVA,
2020). Atualmente, formas alternativas para substituicdo dos antimicrobianos na
piscicultura vém sendo encorajadas, como por exemplo o uso de fitoterapicos
(SCHALCH et al. 2015; VALLADAO et al. 2019), probioticos (ALLAMEH et al.
2017; Yl et al. 2018; KOTZENT et al. 2021), vacinacao e a selecdo de gendtipos
resistentes a determinada doenca (CHENG et al. 2010; LONGHI et al. 2012;
ARIEDE et al. 2020; ZENG et al. 2021).

1.3. Sistemaimune

Alguns fatores podem influenciar a resposta imune dos peixes, como
temperatura, qualidade da &agua, alimentacdo, estresse e a genética do
individuo, podendo ocasionar variagcbes em sua imunidade inata e especifica
(URBINATI & CARNEIRO, 2004; MASTROCHIRICO-FILHO et al., 2019). Apesar
dos peixes viverem em contato direto com agentes infecciosos (parasitas, virus,
fungos e bactérias) em seu ambiente, os quais podem causar doengas e a morte
do hospedeiro (NASCIMENTO et al. 2021), as respostas imunolégicas foram

desenvolvidas pelos peixes para reconhecer e combater os patdgenos ou outras
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moléculas estranhas (antigenos) de forma eficaz (SAURABH & SAHOO, 2008;
PANDAY et al. 2015).

O sistema imunolégico dos teledsteos é dividido em sistema inato (néo
especifico) e adaptativo (especifico), estas duas linhas de defesa atuam
conjuntamente, sendo mediadas por uma variedade de células e fatores
humorais para destruir invasores ou desencadear processos de defesa (ELLIS,
1999; URIBE et al. 2011; URBINATI et al. 2014).

O sistema inato é a primeira linha de defesa dos peixes, constituida por
barreiras fisicas (pele e muco), quimica (lisozimas séricas e sistema
complemento) e células fagociticas (leucocitos e macrofagos), sendo estes,
fatores cruciais para a resisténcia as doencas (CARDOSO et al. 2015).

As respostas adaptativas sdo comumente retardatarias, mas essenciais
para a imunidade, pois é caracterizada pela memaria imunolégica dependente
de antigenos que desencadeiam reacdes resultantes do aumento de anticorpos
especificos promovendo protecdo e memoria contra determinado agente
invasor, tornando-se o fator chave para o sucesso da vacinacao (SECOMBES &
WANG, 2012; TAKAHASHI et al. 2013).

A lisozima por exemplo, € uma enzima importante na defesa contra
microrganismos invasores. Produzida pelos leucécitos durante infeccdes é
responsavel pela lise da parede celular do patégeno e estimula a fagocitose de
bactérias Gram-positivas (DAS et al. 2013).

O sistema complemento €é responsavel pelo reconhecimento de
patdbgenos e promove uma resposta efetiva contra uma infeccdo através da
opsonizacao e quimiotaxia de leucdcitos (NAKAO et al. 2011; TONG & LI, 2020).
Sua ativacao pode ocorrer por trés vias principais: classica, alternativa e da
lectina (DUNKELBERGER & SONG, 2010). A via classica € ativada pelo
complexo antigeno-anticorpo, dependente de anticorpo. A via alternativa que é
a mais rapida e mais comum nos peixes € ativada pela identificacdo da superficie
patogénica e pelo complexo antigeno-anticorpo. Ja a via da lectina é ativada pela
ligacdo de carboidratos a superficie bacteriana (VALLEJOS-VIDAL et al. 2016).

1.4. Vacinagéo de peixes
Devido a expanséo da producéo de tilapia no Brasil, estratégias para a

prevencado de doencas tém sido adotadas nas pisciculturas. A imunoprofilaxia,
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através do estimulo do sistema imune adaptativo dos peixes com agentes vivos
ou inativos tem crescido a cada ano no setor aquicola, considerada uma forma
eficaz e ecologicamente segura de proteger os peixes do Streptococcus
agalactiae (ADAMS, 2019).

A utilizacdo de vacinas contra bactérias ttm demonstrado bons resultados
tanto do ponto de vista cientifico quanto da producdo, uma vez que bons
programas de imunizacao diminuem o surto de doencas e reduzem a a utilizacéo
de antimicrobianos (GUDDING & VAN MUISWINKEL, 2013).

A vacinagéo pela via intraperitoneal em peixes tem sido considerada um
meétodo seguro e eficaz quando comparado a outras vias de administracdo (oral
e imerséo) (BGGWALD & DALMO, 2019).

No Brasil, até 0 momento, h4 apenas uma vacina comercial disponivel, a
vacina contra S. agalactiae sorotipo Ib para tilapia (AQUAVAC® STREP SA, MSD
Saude Animal). Ela é administrada intraperitonealmente na dose de 0,05
mL/peixe, em animais de pelo menos 15 gramas. Porém, esta via apresenta
algumas desvantagens como estresse para 0s animais, alto custo do produto,
falta de mao-de-obra qualificada, tempo requerido para administracdo da vacina
e para desenvolvimento da imunidade, além de um repertério limtado de
protecdo contra diferentes sorotipos e cepas deste patégeno (NAKANISHI &
OTOTAKE, 1997; CHIDEROLI et al. 2017).

1.5. Selecédo genética de peixes

Programas de melhoramento genético realizados em animais e plantas,
tém sido a base do desenvolvimento agropecuéario. Afim de maximizar a
producdo de organismos aquaticos de interesse econémico, a aplicacdo dessa
tecnologia vem se desenvolvendo e a utilizacdo de individuos genéticamente
selecionados demonstra ser promissora (ARIEDE et al. 2018;
MASTROCHIRICO-FILHO et al. 2020).

A aplicacdo dessa tecnologia em peixes avanca rapidamente quando
comparada aos mamiferos , e isso ocorre devido a grande diversidade genética
e desovas abundantes e multiplas dos teledsteos (FJALESTAD et al. 1993;
CONNON et al. 2018). O uso desta importante ferramenta tem aumentado

significativamente o desempenho e a resisténcia dos animais, considerando a



produtividade e sobrevivéncia por unidade de &rea de individuos mantidos nas
mesma condi¢cdes (PONZONI, 2006; WONMONGKOL et al. 2018).

VariacOes genéticas significativas para a resisténcia a patdégenos tem sido
observada, permitindo assim o desenvolvimento de unidades populacionais
geneticamente resistentes por meio do melhoramento seletivo (WIEGERTJES et
al. 1996; EVENHUIS et al. 2015; GONEN et al. 2015; HICKEY, 2017,
WONMONGKOL et al. 2018). Alguns autores tém observado tais variacdes
genéticas em tilapias, desmonstrando a viabilidade em obter ganho genético em
relacdo as principais infecgbes bacterianas que acomentem a tilapicultura
(LAFRENTZ et al. 2016; SHOEMAKER et al. 2017; WONMONGKOL et al. 2018;
SUKHAVACHANA et al. 2019).

No Brasil, ainda h& poucos estudos avaliando a viabilidade da producao
de tilapias resistentes a bactérias, principalmente para cepas decorrentes de
pisciculturas brasileiras, o que demonstra a necessidade de investimentos em
estudos genéticos gquantitativos para validar se ha variancia genética suficiente
para as caracteristicas de resisténcia desejadas (ARIEDE et al. 2018;
MASTROCHIRICO-FILHO et al. 2019; MASTROCHIRICO-FILHO et al. 2020).

Sendo assim, este trabalho teve como objetivo avaliar a sobrevivéncia de
tilapias-do-Nilo em processo de formacédo base de nucleo de melhoramento
genético do CAUNESP, vacinadas contra S. agalactiae e desafiadas com a

mesma bactéria.
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RESUMO

Streptococcus agalactiae € uma bactéria responséavel por surtos de doenca nas
tilapiculturas de todo o mundo, sendo uma das principais causas de perdas
econdmicas para 0s piscicultores neotropicais. Uma forma segura de prevenir
surtos de mortalidade pela estreptococose € através da vacinagdo. Todavia, na
tentativa de controlar a doenca e evitar a disseminacdo para todo o plantel os
produtores utilizam antimicrobianos, os quais, se usados de forma errbnea e sem
critérios causam resisténcia bacteriana, poluicdo ambiental e acumulo de
residuos na carne do pescado. Assim, este estudo avaliou as respostas
hematoldgica, imunolégica e a sobrevivéncia de tilapias-do-Nilo em processo de
formacdo de ndcleo base de melhoramento genético para resisténcia ao S.
agalactiae e vacinadas contra a S. agalactiae sorotipo Ib, apos desafio realizado
com cepa viva da bactéria. Para o desafio bacteriano, os peixes foram
distribuidos aleatoriamente em trés grupos, compostos por familias resistentes
a bactéria e familias resistentes e vacinadas e um grupo controle (ndo vacinado).
Antes e 15 dias ap0s a vacinagao, 15 peixes de cada familia foram amostrados
para colheita de sangue e realizacdo das anélises acima descritas e em seguida
desafiados com cepa homoéloga e virulenta de S. agalactiae. Os resultados
demonstraram que os paramétros hematolégicos e imunoldgicos nao foram
alterados significativamente pela vacinacao ou resisténcia, todavia, as analises
realizadas demontraram principalmente o incremento do sistema imunol6gico da
maioria das familias resistentes e vacinadas. Com relacdo a sobrevivéncia, a
maioria das familias vacinadas obtiveram maior porcentagem de sobrevivéncia
que os peixes inoculados com PBS. Desta forma, podemos concluir que a
vacinacao, juntamente com a selecdo genética de familias resistentes ao S.
agalactiae sorotipo Ib foram capazes de estimular o sistema imunol6gico da
tilapia-do-Nilo naturalmente resistentes a bactéria e proporcionar maior

sobrevivéncia apos desafio bacteriano.

Palavras-chave: genética, bactéria, Oreochromis niloticus, vacinagéo,

resisténcia.

21



ABSTRACT

Streptococcus agalactiae is a bacterium responsible for disease outbreaks in
tilapia farms worldwide, and causes economic losses for fish farmers. A safe way
to prevent outbreaks of mortality by streptococcosis is through vaccination,
however, in an attempt to control the disease and prevent its spread to the entire
farm, producers use antimicrobials, which, if used incorrectly and without criteria,
cause bacterian resistance, environmental pollution and accumulation of
residues in fish meat. Thus, this study assessed the hematological, biochemical,
immunological responses and survival of Nile tilapia with resistant to S. agalactiae
serotype Ib and vaccinated against this pathogen after challenge with a live strain
of the bacterium. The fish were randomly assigned to three experimental groups,
divided into bacteria-resistant families; bacteria-resistant and vaccinated families
and a control group (unvaccinated). Before and 15 days after vaccination, 15 fish
from each family were sampled for blood collection, the analyzes as previously
described were performed, and then challenged with an homologous and virulent
strain of S. agalactiae. The results showed that the hematological, biochemical
and immunological parameters were not significantly altered by vaccination or
resistant family, however, the analyzes mainly showed an increase in the immune
response in vaccinated families. Regarding survival, vaccinated families had a
higher percentage of survival than fish inoculated with PBS. Thus, we can
conclude that vaccination in combination with genetic selection of families
resistant to S. agalactiae serotype 1b, were able to stimulate the immune
response of Nile tilapia naturally resistant to the bacteria and provide greater

survival after bacterial challenge.

Keyword: genetics, bacteria, Oreochromis niloticus, vaccination, resistance.
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1. INTRODUCAO

A producdo mundial de pescado atingiu o patamar de 54,3 milhGes de
toneladas em 2018 (FAO, 2020). Deste montante, 43% € representado pela
piscicultura, a qual, atualmente estd em ascenséo e é responsavel por fornecer
parte do suprimento de peixes para o consumo. Contudo, pisciculturas de grande
porte sdo relativamente novas comparada aos outros empreendimentos
agropecuarios no Brasil e tem o desafio de aumentar a produtividade e
rentabilidade, reduzindo o impacto sobre o meio ambiente (CHOPIN et al. 2012,
CASTELLANI & BARRELLA, 2018).

No Brasil, a piscicultura foi o setor de producao de proteina animal com
maior crescimento percentual em 2014, chegando a média de 8% anual. Sendo
a tilapia-do-Nilo a principal espécie produzida no pais e a terceira mais produzida
no mundo, devido sua rusticidade, rapido crescimento, rendimento alto e boa
qualidade do filé (FAO, 2020).

Em sistemas intensivo, altera¢des na qualidade da agua devido as altas
densidades, além de préaticas de manejo excessivas que induzem o estresse nos
animais ocorrem continuamente, com consequéncias negativas para 0 seu
sistema imunolégico, fazendo com que os animais figuem mais suceptiveis a
enfermidades (URBINATI & CARNEIRO, 2004; BRANDAO et al. 2006),

Na piscicultura, as doencas de origem bacteriana sdo responsaveis por
elevadas perdas econdmicas devido a alta taxa de mortalidades, morbidade, ma
qualidade do produto final e custos associados ao seu tratamento (LANDOLT,
1989; BELEM-COSTA et al. 2021).

Dentre as bactérias de maior importancia para a tilapicultura mundial
encontra-se o Streptococcus agalactiae, cocos Gram-positivos que provocam
surtos infecciosos quando a temperatura da agua encontra-se acima de 28° C e
gue causam taxas de mortalidade de até 90% dos peixes em todas as fases de
desenvolvimento (ABUSELIANA et al. 2010; ZAMRISAAD et al. 2010;
CHIDEROLI et al. 2017).

Para o controle desta doenca, sdo utilizados antimicrobianos, que além
de apresentarem alto custo (MORAES & MARTINS, 2004; GASTALHO et al.
2014), muitas vezes sado usados de forma indiscriminada ocasionando baixa

efichcia a longo prazo e selecdo de microrganismos resistentes, além da
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possibilidade de transferéncia dos genes de resisténcia entre bactérias nunca
expostas a esses produtos (BAQUERO et al. 2008). Desta forma, alternativas
preventivas e sustentaveis sao encorajadas.

Dentre as formas de prevencdo da estreptococose, destaca-se a
vacinacgao, que proporciona a producao de anticorpos e, consequentemente, ao
possivel aumento da protecdo dos peixes contra patégenos (MA et al. 2020).
Outra alternativa eficaz e ainda pouco utilizada na piscicultura brasileira é a
selecdo genética de peixes para a resisténcia as doengas, cujos resultados
encontrados tém sido promissores, para Varias espécies de peixes,
principalmente para a tilapia-do-Nilo, permitindo assim o desenvolvimento de
unidades populacionais geneticamente resistentes (WIEGERTJES et al. 1996;
EVENHUIS et al. 2015; GONEN et al. 2015; HICKEY, 2017; WONMONGKOL et
al. 2018).

Sendo assim, este estudo teve como objetivo avaliar os parametros
hematoldgicos, imunoldgicos e a sobrevivéncia de tilapia-do-Nilo selecionadas
como resistentes ao Streptococcus agalactiae sorotipo Ib e vacinadas com
vacina comercial contra a mesma bactéria e desafiadas com cepa viva de S.

agalactiae.

2. MATERIAL E METODOS

Todos os procedimentos utilizados no estudo estdo de acordo com 0s
principios éticos em pesquisa animal do Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal e foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da FCAV - UNESP - campus de Jaboticabal, sob o protocolo n°
1171/21.

2.1. Peixes e desenho experimental

Foram utilizados um total de 300 tilapias-do-Nilo pertencentes a seis
familias (1(f7-4), 2 (f10-1), 3 (h3-15766),4 (f21-2), 5 (h1-16838) e 6 (f16-4))
pertencentes ao nucleo de melhoramento genético do Caunesp, com peso médio
de 55,82 + 30,23 g e comprimento padréo de 11,86 £ 2,24 cm. Os peixes foram
marcados com microchips (pit-tagged ISSO FDX-B, 134,2 Khz) de acordo com
a metodologia de Holm et al. (2007) para identificacdo da familia de cada

individuo e foram distribuidos aleatoriamente em trés caixas experimentais com
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capacidade de 1000 litros em sistema de recirculacdo de 4gua. Todas as caixas
receberam peixes de todas as familias (totalizando 100 animais por caixa).
Durante o periodo de aclimatacdo e experimental, os peixes receberam racao
comercial (40% PB e 3.200 kcal/kgEB) trés vezes ao dia, correspondendo a 3%
da biomassa.

Apo6s 15 dias de aclimatacéo, os peixes foram divididos em dois grupos.
O primeiro grupo denominado vacinado (n = 100), foi inoculado
intraperitonealmente com vacina comercial (AQUAVAC® STREP SA, MSD
Saude Animal) na dose de 0,05 mL por peixe, de acordo com as recomendacdes
do fabricante e o segundo grupo, denominado ndo vacinado (n = 100) foi
inoculado intraperitonealmente na dose de 0,05 mL com solucdo salina
tamponada de fosfato esterelizado (PBS). Foram mantidas 100 til4pias como
controle negativo.

A qualidade da agua foi monitorada diariamente com sonda
multiparametros série U-50-HORIBA, a temperatura foi mantida a 30,0 £ 0,5 °C,
oxigénio dissolvido 50 + 10 mg /L e pH 7,2 % 1,0 durante todo periodo
experimental.

No inicio do periodo de aclimatacao, foi realizada uma colheita de sangue
inicial de 45 peixes por tratamento para analise hematologica. Apos 15 dias da
inoculacao, foi realizada uma nova colheita sanguinea de mais 45 peixes por
tratamento, uma vez que este periodo € o indicado como tendo a maior producao
de células de defesa.

Trés dias ap6s a colheita do sangue, os animais foram inoculados
intraperitonealmente com S. agalactiae sorotipo Ib vivo, pertencente a colecéo
de cepas do Laboratério de Microbiologia e Parasitologia de Organismos
Aquaticos do Caunesp, na dose determinada ap6s o ensaio de DL75%, ou seja,

da dose capaz de produzir a mortalidade em 75% dos peixes.

2.2. Preparo da bactéria e Determinacdo da dose letal — DL75%

A cepa de S. agalactiae sorotipo Ib utilizada, foi isolada previamente de
tilapia-do-Nilo e identificada por meio de sequenciamento parcial do gene 16S
rRNA (nimero de acesso do GenBank KJ561066).

Para o preparo do inéculo, a cepa foi cultivada em meio TSA (Tripic Soy
Agar, Sigma-Aldrich, MO, EUA), incubada a 28°C por 24 horas e para
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confirmacdo da pureza foi analisado a morfologia da colonia em placa e
coloracdo de Gram. Apos confirmacéo, uma col6nia foi repicada em meio TSB
(Tripic Soy Broth, Sigma-Aldrich, MO, EUA) e incubada a 28°C por 24 horas em
estufa de crescimento. Apds, foi centrifugada a 4°C por 10 minutos a 3.000 x g
em centrifuga refrigerada (Eppendorf 5804 R) e lavada duas vezes com PBS sob
as mesmas condicfes. ApoOs as lavagens, as concentracdes foram ajustadas
através da densidade Optica em espectrofotometro (625 nm). A dose foi
estabelecida através da realizacdo da DL75% (em que os peixes foram testados
com diferentes doses quanto sua resisténcia até atingir a mortalidade de 75%
dos individuos). Os animais foram divididos de forma aleatéria em cinco caixas
experimentais de 1000 litros, com densidade de 40 peixes em cada. Os animais
de cada caixa foram anestesiados em solucdo alcodlica de benzocaina (100
mg/L) e inoculados intraperitonealmente com concentragdes crescentes de S.
agalactiae (1 x 10° 1 x 108, 1 x 107, 1 x 108 UFC/mL) e uma caixa foi utilizada
como controle, em que os peixes foram injetados com PBS. A dose estabelecida
foi de 1 x 10°.

Durante o periodo do desafio, os peixes foram inoculados com 1mL/100g
de peso vivo e avaliados quanto ao comportamento, sinais clinicos e mortalidade
diaria durante 15 dias ap0s a inoculacdo da bactéria. Os peixes recém-mortos
de cada grupo, foram lavados e desinfectados com alcool 70% e necropsiados
em cabine de seguranca. Foram coletados rim e cérebro e estriados em placas
de BHI (Brain Heary Infusion, Sigma-Aldrich, MO, EUA) e levados para estufa a
28°C por 24 horas. A confirmacdo do crescimento bacteriano foi realizada

através de morfologia da colénia em placa e coloracdo de Gram.

2.3 Andlise hematoldgicas

Nas coletas basal e 15 dias ap0s a inoculacao, 45 peixes por tratamento
foram anestesiados em solugéo alcodlica de benzocaina (100 mg/L) e o sangue
colhido por puncdo do vaso caudal. Uma gota foi destinada a confeccédo de
laminas de esfregaco sanguineo e uma aliquota (0,3 mL) foi heparinizada na
concentragdo 100 Ul mL* (20 pL) e destinada a realizacdo do hemograma e da
atividade respiratdria dos leucécitos. O restante do sangue foi mantido em

temperatura ambiente por trés horas para coagulacao, e apds centrifugagéo (4°C
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por 10 min a 2000 x g), o soro foi coletado e armazenado em ultrafreezer -80 °C
até a sua utilizacao.

O hematdcrito foi realizado seguindo a metodologia do microhematocrito
(GOLDENFARSB et al. 1971). Para a determinagdo dos paramentos eritrocitarios,
a contagem do numero de eritrocitos foi realizada em camara Neubauer,
utilizando-se solucdo formol-citrato (RANZANI-PAIVA et al. 2013). A
determinacdo da quantidade de hemoglobina presente no sangue foi
determinada através do método da cianometahemoglobina (COLLIER, 1944).

As extensdes sanguineas foram coradas com MGGW (May-Grinwald-
Gyemsa-Writh) para posterior contagem total e diferencial de trombdcitos e
leucocitos (ISHIKAWA et al 2008). As equacdes hematimétricas foram
calculadas de acordo com Wintrobe (1934) para a determinagdo do volume
corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM) e

concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM).

2.4. Andlise do sistemaimunolégico inato
2.4.1. Atividade respiratoria dos leucocitos

A analise da atividade respiratéria dos leucocitos foi realizada seguindo
metodologia descrita por Biller-Takahashi (2013). Em microtubos contendo 50
ML de nitroazul de tetrazolium (NBT) foi adicionado 50 pyL de sangue. As
amostras foram incubadas por 30 min no escuro em temperatura ambiente e 50
ML desta solugdo foi adicionada a 1 mL de N,N-dimetilformamida agitada e

centrifugada, a leitura realizada em espectrofotémetro (540 nm absorbancia).

2.4.2. Atividade da lisozima

A concentracdo da lisozima foi determinada segundo metodologia
proposta por Ellis (1990), modificada por Abreu (2009) e Zanuzzo et al. (2017).
Resumidamente, solugbes padrao de lisozima de clara de ovo (Sigma-Aldrich,
Séo Paulo, SP; # L6876) e amostras de soro foram colocadas em uma placa de
96 pocos em triplicata com suspensdo de Micrococcus lysodeikticus (Sigma-
Aldrich, Sdo Paulo, Brasil; # M3770). ApOs a mistura, a absorbancia foi medida
a 450 nm ao longo de 10 min, utilizando um leitor de microplacas (Modelo
Multiskan Ascent, Thermo Fisher Scientific Inc., Madison, WI, EUA) a
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temperatura ambiente. A taxa de reducdo da absorbancia para cada amostra foi

entdo comparada com a obtida na curva padréo (ng.uL™?).

2.4.3. Atividade hemolitica da via alternativa do sistema complemento
(HA-AP50)

A atividade do sistema complemento (via alternativa) foi medida de acordo
com Zanuzzo et al. (2015) com modificag@es. Inicialmente, sangue de coelho foi
coletado e as heméacias (RaRBCs) foram lavadas e isoladas. Para otimizar o
ensaio, foi utilizado diluicdo de 200 pL de tampédo para 400 puL de hemacias
sendo feitas misturando um pool de aliquotas de todas as amostras de soro (120
uL) com tampédo TEA-EGTA-Mg?* (trietanolamina etilenoglicol tetra-acico; 8 mM,
com 2 mM de Mg?* e 0,1% de gelatina, pH 7,4) e a suspensdo de RaRBC. Em
seguida foi medido a absorbancia a 700 nm utilizando espectrofotometro
(Modelo Genesys 10S, Thermo Scientific Inc., Madison, WI, EUA).

2.5. Resisténcia a infeccao por Streptococcus agalactiae

A resisténcia dos peixes inoculados com a bactéria viva na concentragédo
1x10° UFC/mL foi avaliada através da sobrevivencia dos animais durante 15
dias. ApoGs a inoculacdo da bactéria, os peixes foram observados a cada duas
horas para analise dos sinais clinicos e alteracdes comportamentais (exoftalmia,
opacidade ocular, melanose, isolamento do grupo, perda de apetite, natacéo
erratica, ascite e curvatura do corpo). Apenas animais que demonstravam sinais
clinicos de estreptococose foram considerados susceptiveis a bactéria. Os

animais recém-mortos foram retirados para analise microbioldgica.

2.6. Analise estatistica

Para analise das familias, o teste utilizado foi o Tukey-HSD, para vacina
o Student-T e para a interacao familia x vacina o teste de Tukey-HSD. Os dados
foram analisados no programa JMP Software (versédo 14.0, SAS Institute).

3. RESULTADOS
3.1. Variaveis Hematologicas
Com relacao as variaveis hematologicas, que sao de grande importancia

para a compreensdo da saude dos animais e do status do seu sistema
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imunoldgico, o numero de eritrécitos, leucdcitos (linfocitos e mondcitos),

hemoglobina, o volume corpuscular médio, a hemoglobina corpuscular média e

a concentracdo de hemoglobina corpuscular média nao foram diferentes

(P>0,05) entre familias na primeira coleta (tempo 0). Na segunda coleta (15 dias

apos a vacinagdo), a HCM foi influenciada (P<0,05) pela genética. A HCM foi

menor nos peixes das familias 5 e 6. J4 a vacinacdo nao influenciou essa

variavel. Um importante fator a ser ressaltado € que o namero de linfocitos

mesmo sem demonstrar diferenca significativa entre as familias ou tratamentos

(vacina ou néo), foi superior nas familias 2 e 6 vacinadas (19.741) e inferior nas

familias inoculadas com PBS (15.666). O mesmo pode ser observado para o

namero de mondcitos nas familias 1, 2, 3 e 5, que foi superior nos peixes

vacinados (3.175) e inferior nos peixes néo vacinados (1.881) (Figura 1).
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Figura 1- Variaveis hematolc’)gicas em tildpias inoculadas com PBS ou
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vacinadas.. Familias que nao receberam a vacina sao descritas como “PBS”:
1PBS; 2 PBS;3 PBS; 4 PBS; 5 PBS; 6 PBS. Familias vacinadas sao descritas
como “Vac”: 1 Vac; 2 Vac; 3 Vac; 4 Vac; 5 Vac; 6 Vac.

3.2. Andlise do sistema imunoldgico inato

Os indicadores da imunidade inata ou celular (burst oxidativo, atividade
da lisozima e do complemento) ndo foram influenciados (P>0,05) pela genética
ou pela vacinacado nos dois tempo de coleta. Todavia, pode-se observar que
apos 15 dias de vacinacao, a atividade da lisozima nas familias 1, 3, 4 e 6 foram
maiores nos peixes vacinado (8,20). A atividade do sistema complemento foi
maior nos peixes vacinados das familias 1, 2, 3, 4 e 6 (complemento 507,2) e
menor nas familias inoculadas com PBS (complemento 553) (Figura 2).
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vacinadas. Familias que ndo receberam a vacina sdo descritas como “PBS”:
1PBS; 2 PBS;3 PBS; 4 PBS; 5 PBS; 6 PBS. Familias vacinadas sdo descritas
como “Vac”: 1 Vac; 2 Vac; 3 Vac; 4 Vac; 5 Vac; 6 Vac.

3.3. Sobrevivéncia dos peixes apos o desafio bacteriano

Os sinais clinicos de estreptococose (melanose, letargia, exoftalmia e
opacidade ocular) foram observados 24 horas apos a inoculacdo do
Streptococus agalactiae, tanto nos peixes vacinados quanto nos inoculados com
PBS, que evoluiram para uma natacao erratica e posterior morte. O cérebro e o
rim dos peixes recém-mortos foram coletados para realizacdo de analise
microbiolégica e molecular, que confirmaram a morte por infeccdo de S.
agalactiae.

As primeiras mortalidades foram observadas 24 horas apos a inoculagéo
do patdégeno e a ultima mortalidade no 15° dia. O platé de mortalidade foi atingido
trés dias apds a inoculacdo da bactéria. Dos 73 peixes desafiados com S.
agalactiae Ib, 67 morreram durante o desafio, correspondendo a uma
mortalidade cumulativa total de 91,78%.

A sobrevivéncia das diferentes familias, vacinadas ou inoculadas com
PBS néao apresentou diferenca significativa (P>0,05), todavia, as familias 1, 2, 3
e 4 vacinadas tiveram maior sobrevivéncia que os peixes inoculados com PBS.
A maior porcentagem de sobrevivéncia foi observada nos peixes da familia 4
(33%) e a menor sobrevivéncia nos peixes da familia 2 e 6 inoculados com PBS
(Figura 3).
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Todos o0s peixes mortos durante o desafio apresentaram sinais
caracteristicos de estreptococose: exoftalmia, opacidade ocular, escurecimento

da pele e natacéo erratica (Figura 4).
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Figura 3- Sobrevivéncia de Oreochromis niloticus desafiadas com Streptococcus
agalactiae apos 15 dias de imunizacdo com vacina comercial. Familias que néo
receberam a vacina séo descritas como “PBS”: 1PBS; 2 PBS; 3 PBS; 4 PBS; 5
PBS; 6 PBS. Familias vacinadas sao descritas como “Vac”: 1 Vac; 2 Vac; 3 Vac;
4 Vac; 5 Vac; 6 Vac.
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Figura 4- Presenca de sinais caracteristicos de estreptococose. A: Opacidade

ocular (a); pontos hemorragicos no opérculo (b); ascite (c). B: exoftalmia bilateral

(setas vermelhas).

4.  DISCUSSAO

A vacinacdo é uma das principais ferramentas disponiveis para prevenir
surtos de doencas, além de ser altamente recomendada por ser uma alternativa
ao uso de antimicrobianos e disseminacdo de patdégenos na aquicultura
(WANGKAGHART et al. 2021; LINH et al. 2022).

Entretanto, no Brasil, atualmente a aquicultura tem disponivel somente
uma vacina licenciada para tildpia-do-Nilo contra o Streptococcus agalactiae
sorotipo Ib e no pais ja foram identificados os sorotipos la, Ib, Il e Il (BARONY
et al. 2017). Estudos demonstram que a vacina monovalente é eficaz apenas
para um sorotipo da bactéria (CHEN et al. 2012; CHIDEROLI et al. 2017).

Assim, o melhoramento genético da tilapia-do-Nilo, com a resisténcia dos
peixes aos patdgenos € uma excelente alternativa, que aliada a vacinacao contra
um patdégeno especifico pode promover maior sobrevivéncia e rentabilidade
durante todo o ciclo produtivo desta espécie, que € uma das mais importantes
economicamente para a aquicultura mundial e a principal para o Brasil.

No presente estudo, foram testadas familias de tilapia-do-Nilo pertencente
a um nuacleo em processo de formacdo de melhoramento genético para
resisténcia a S. agalactiae sorotipo Ib, vacinadas com vacina comercial contra a
mesma bactéria e um grupo controle, inoculadas com PBS e foram realizadas

coletas para analise hematoldgica 15 dias apds a vacinagdo. Com relacao aos
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resultados obtidos nessa combinagdo, observamos um aumento do niamero de
linfécitos e mondcitos nos peixes vacinados da maioria das familias, que foram
expressivos, mesmo sem significancia estatistica.

Este resultado é promissor, uma vez que os linfocitos séo as células
presentes em maior quantidade na circulagéo dos peixes (SCAPIGLIATI et al.
2022) e responsaveis pela resposta imunolégica adquirida, além de estarem
diretamente envolvidos na producéo de anticorpos, no aumento da capacidade
citotdéxica e nos processos de memoaria imunolégica (producéo de Igs), além de
promoverem a liberacdo das linfocinas que sdo reguladoras da fungao imune
(SCAPIGLIATI et al. 2013; MURPHY, 2014). Desta forma, acreditamos que o
maior nimero de linfécitos observado nos peixes vacinados das familias 2 e 6
também promovera maior nUmero de anticorpos nesses animais, uma vez que
os linfécitos (B) sé@o responsaveis pela producdo e liberagcdo de anticorpos.
Resultado semelhante foi observado por Marcusso et al. (2021) em tilapia-do-
Nilo vacinadas com antigeno sonicado contra S. agalactiae. Assim, como
observado por Monir et al. (2020) e Hayat et al. (2021) em tilpias hibridas
(Oreochromis mossambicus x O. niloticus) apds imunizacdo contra
Streptococcus iniae.

Em relacdo ao niumero de mondcitos, células responsaveis pela atividade
fagocitaria e citotoxica nao-especifica (URBINATI et al. 2014), as familias
vacinadas 1, 2, 3 e 5 também apresentaram um nimero maior dessas células
gquando comparadas aos outros individuos da mesma familia inoculados com
PBS. Esse aumento pode estar relacionado ao processo inflamatorio induzido
artificialmente pela vacina, como descrito por Martins et al. (2011), que relataram
0 aumento no numero de mondcitos em bagres do canal (Ictalurus punctatus)
apos imunizacdo contra Ichthyophthirius multifilis. Esse aumento também foi
descrito por Monir et al. (2020) em tilapias hibridas imunizadas contra S. iniae.

Durante a fagocitose, os leucocitos aumentam o consumo de oxigénio, 0
gue pode ser observado pelo aumento da atividade respiratoria dos leucaocitos.
Pesquisadores relataram a diminuicdo da atividade respiratoria dos leucdécitos
apos inoculacdo de agentes patogénicos (SEPULCRE et al. 2007) e exposi¢ao
imediata a agentes imunoestimulantes (COOK et al. 2003). Wang et al. (2021)
observaram uma diminuicdo na atividade respiratéria dos leucocitos em tilapias

apos imunizacédo contra S. agalactiae, semelhante a este estudo, em que nao foi
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observada maior atividade respiratéria dos leucécitos nos peixes vacinados ou
inoculados com PBS.

Analisar a atividade hemolitica da via alternativa do sistema complemento
tem sido um indicador da competéncia imunoldgica dos peixes e apresenta um
papel essencial na deteccdo de patégenos (BOSHRA et al. 2006). Neste
trabalho, observamos maior atividade do sistema complemento nas familias
vacinadas 1, 2, 3, 4 e 6. Esse sistema funciona através de uma cascata de
reacfes enzimaticas, para realizar fagocitose, opsoniza¢do, quimiotaxia de
leucocitos e inativacdo de toxinas. Resultados semelhantes foram observados
em tilapias-do-Nilo imunizados contra S. agalactiae por Ke et al. (2019) e em
bragres do canal (I. punctatus) imunizados contra |. multifiliis por Xu et al.(2019).

A vacinacdo também estimulou o aumento da concentragdo de lisozima
nas familias 1, 3, 4 e 6. Esta enzima protege o organismo da invasao bacteriana,
através da destruicdo dos componentes da parede celular das bactérias,
causando sua lise (LOPES et al. 2022). Nos peixes vacinados sua concentracao
foi maior possivelmente pela caracteristica da vacina utilizada, a qual € composta
pela bactéria inteira inativada, que pode ter sido responsavel pela maior atividade
da enzima.

Um dos principais indicadores de efiacia de um produto ou vacina é a
sobrevivéncia dos peixes apos um desafio com cepa homéloga ou heteréloga.
Com relacdo a sobrevivéncia das familias vacinadas ou inoculadas com PBS e
desafiadas com S. agalactiae sorotipo b, mesmo sem diferencas significativas
entre os dois tratamentos (vacina e PBS) foi constatado maior sobrevivéncia nas
familias vacinadas 1, 2, 3, 4 e 5, em que a familia 4 vacinada apresentou maior
porcentagem de sobrevivéncia (33%), seguida da familia 1 (30%), demonstrando
maior resisténcia quando comparadas com as outras familias avaliadas. Este
fato, em uma piscicultura € muito importante, pois a sobrevivéncia de 30% a mais
de peixes tem um impacto econdmico muito elevado para o piscicultor. O
aumento da sobrevivéncia de tilapias apds imunizagdo contra S. agalactiae
também foi relatado por outros pesquisadores (MA et al. 2020; MO et al. 2020;
HAYAT et al. 2021; WANG et al. 2021).

Familias de tilapias resistentes ao S. agalactiae foram descritas em
trabalhos realizados nas Filipinas (JOSHI et al. 2021; JOSHI et al. 2020),
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Tailandia (SUEBSONG et al. 2019; SUKHAVACHANA et al. 2020) e Estados
Unidos (SHOEMAKER et al. 2017)

5.  CONCLUSAO

A vacinacdo contra Streptococcus agalactiae sorotipo Ib foi capaz de
estimular o sistema imunologico da tilapia-do-Nilo resistente a bactéria e
juntamente com o melhoramente genético, proporcionou maior sobrevivéncia

dos peixes ap0s desafio bacteriano.
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