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ESTUDO DO EFEITO MODULADOR DO MACROLÍDEO TILOSINA NA REAÇÃO 
INFLAMATÓRIA AGUDA DE TILÁPIAS DO NILO (Oreochromis niloticus), 

VACINADAS E DESAFIADAS COM Streptococcus agalactiae 
 
Resumo: O presente estudo avaliou o efeito modulador da tilosina sobre a resposta 
hematológica de tilápias, administrado de forma oral na ração, sobre a reação 
inflamatória aguda de tilápias do Nilo, O. niloticus, vacinadas e desafiadas com S. 
agalactiae. 104 tilápias (± 300g) foram acondicionadas aleatoriamente em 13 
aquários (n=8), constituindo quatro tratamentos: PF= Padrão Fisiológico (n=8);  
NT+V= Não tratados com tilosina e vacinados (n=24);  NT+NV= Não tratados com 
tilosina e não vacinados (n=24);  T+V= Tratados com tilosina e vacinados (n=24);  
T+NV= Tratados com tilosina e não vacinados (n=24) Sendo amostrados em três 
períodos, isto é: seis, 24 e 48 horas pós-desafio (HPD), para a avaliação da resposta 
no tempo. Bacterina de S. agalactiae (1,0X109 células/mL) foi intramuscularmente 
administrada 15 dias antes do desafio bacteriano. A aerocistite demonstrou um 
aumento no número de migração celular conforme a evolução da reação inflamatória 
(P<0.001), tendo o pico de acúmulo em 48 HPD. Peixes vacinados mostraram maior 
número de células no exsudato inflamatório em 6 e 48 HPD. No início da reação 
inflamatória (6 HPD), peixes vacinados e tratados com tilosina apresentaram 
leucocitose com marcada linfocitose absoluta, monocitose relativa e neutrofilia 
relativa e absoluta. Tardiamente com 48 HPD, estes animais recuperaram os valores 
leucocitários,  apresentando contagens próximas às observadas em animais 
controles (PF). Na fase inicial 6 HPD, tilápias apresentaram microcitose, aumento de 
creatinina, da atividade enzimática de fosfatase alcalina e aspartato 
aminotransferase, além de alterações no metabolismo energético com diminuição do 
colesterol, aumento de triglicerídeos e glicose. Com a evolução da infecção 24 e 48 
HPD, observou-se macrocitose, diminuições nas contagens de eritrócitos e 
hemoglobina, sendo estas respostas influenciadas pelo tratamento com tilosina. Os 
triglicerídeos e colesterol retornaram aos níveis basais em animais vacinados e 
ocorreu recuperação mais precoce das alterações de creatinina e fosfatase alcalina 
em tilápias vacinadas e tratadas com tilosina. Tilápias vacinadas e não tratadas 
apresentaram diminuição significativa na atividade respiratória dos leucócitos (Burst 
oxidativo), sendo diferente de todos os outros tratamentos em 48 HPD (P<0.01), 
sendo estes achados influenciados pela número de neutrófilos circulantes. Por outro 
lado, as tilápias apresentaram pico de concentração sérica de lisozima  24 HPD. A 
atividade sérica desta enzima foi fortemente influenciada pela contagem de 
monócitos no sangue e pelo tratamento com tilosina. No proteinograma das tilápias, 
observou-se aumento significativo nos valores de ceruloplasmina e haptoglobina em 
peixes vacinados e tratados com 48 HPD. O estudo histopatológico revelou 
alterações patológicas na mucosa gástrica e intestinal, cérebro, coração, rins e 
fígado decorrentes da infecção por S. agalactae, porém peixes tratados com tilosina 
e vacinados apresentaram lesões com menor gravidade. Contudo, a vacinação 
associada ao tratamento com tilosina auxiliou as respostas de defesa orgânica das 
tilápias amenizando as alterações deletérias observadas da estreptococose, 
demonstrando o efeito imunomodulador deste macrolídeo neste teleósteo. 
 
Palavras-Chaves: Tilapicultura, estreptococose, macrolídeos.  
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STUDY MODULATOR MACROLIDE TYLOSIN EFFECT IN ACUTE 
INFLAMMATORY REACTION OF NILE TILAPIA (Oreochromis niloticus) , 

VACCINATED AND CHALLENGED WITH Streptococcus agalactiae 
 
Abstract: This study evaluated the effect modulator tylosin on hematologic response 
of tilapia, administered orally in feed, on acute inflammatory response of Nile tilapia, 
O. niloticus, vaccinated and challenged with S. agalactiae. 104 tilapia (± 300 g) were 
placed randomly in 13 aquariums (n = 8), constituting four treatments: PF = Standard 
Saline (n = 8); + V NT = not treated with tylosin and vaccinated (n = 24); NV + NT = 
Not treated with tylosin and non-vaccinated (n = 24); T + V = treated with tylosin and 
vaccinated (n = 24); T + = NV treated with tylosin and non-vaccinated (n = 24). The 
bacterin of S. agalactiae (1,0x109 cells / ml) was intramuscularly administered 15 
days before the bacterial challenge. The aerocistite study showed an increase in cell 
migration number as the evolution of the inflammatory response (P <0.001) with peak 
accumulation in 48 of the HPD. Fish vaccinated showed greater number of cells in 
the inflammatory exudate 6 and 48 HPD. At the beginning of the inflammatory 
reaction (6 HPD), fish vaccinated and treated with tylosin showed leukocytosis with a 
marked absolute lymphocytosis on monocyte and neutrophil relative and absolute. 
Late 48 HPD, these animals recovered the leukocyte values, with scores close to 
those seen in control animals (PF). In the initial phase 6 HPD, tilapia had 
microcytosis, increased creatinine, the enzymatic activity of alkaline phosphatase 
and aspartate aminotransferase, and changes in energy metabolism with decreased 
cholesterol, increased triglycerides and glucose. With the evolution of the infection 
HPD 24 and 48, there was macrocytosis, decreases in hemoglobin and red blood cell 
counts, these responses are affected by treatment with tylosin. Triglycerides and 
cholesterol returned to baseline levels in vaccinated animals and occurred earlier 
recovery of creatinine and alkaline phosphatase changes in vaccinated and treated 
with tylosin tilapia. Vaccinated tilapia and untreated showed a significant decrease in 
respiratory activity of leukocytes (oxidative burst), being different from all other 
treatments in 48 HPD (P <0.01), and these findings influenced by the number of 
circulating neutrophils. Moreover, tilapia showed peak serum concentration of 
lysozyme HPD 24. The serum activity of this enzyme was strongly influenced by 
monocyte count in the blood and the treatment with tylosin. The protein profile of 
tilapia, there was a significant increase in ceruloplasmin and haptoglobin values in 
fish vaccinated and treated with HPD 48. Histopathological examination showed 
pathological changes in the gastric and intestinal mucosa, brain, heart, kidneys and 
liver resulting from infection with S. agalactae, but fish vaccinated and treated with 
tylosin showed less severe lesions. However, vaccination associated with the 
treatment with tylosin helped the defense responses of organic tilapia mitigating the 
harmful changes seen the estreptococose, demonstrating the immunomodulatory 
effect of macrolide this teleost. 
 
 
Key Words: tilapia, estreptococose, macrolides, bacterins. 
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1. INTRODUÇÃO 

 
O setor de pescado no Brasil apresentou um crescimento de 31,2% na 

produção anual entre os anos 2008 e 2010, atingindo quase 500 mil toneladas/ano 

(FLORES e FILHO, 2013) . A criação de algumas espécies de peixes vem crescendo 

significativamente nos últimos anos, dentre estas, destacam-se as tilápias, pois 

apresentam elevada precocidade e rusticidade, além também da sua carne ser 

altamente apreciada pelo consumidor (CASTRO et al., 2014a).  

A biomanipulação dos ecossistemas aquáticos com a maximização dos 

recursos produtivos traz consigo inúmeros desafios, dentre os quais se destaca o 

controle sanitário das populações de peixes. Em geral, o aumento de espécimes por 

área, somado às práticas de manejo, resulta na ocorrência do estresse, condição 

fisiológica responsável por imunossuprimir os sistemas de defesa dos peixes, 

predispondo-os as mais diversas enfermidades (BELO et al., 2005; REQUE et al., 

2010; BELO et al., 2012a; CLAUDIANO et al., 2013).  

Agentes etiológicos que causam aparentemente poucos danos às populações 

de peixes em seu habitat natural podem tornar-se agentes precursores de doenças 

de grande importância econômica quando submetidos às condições de criação 

(TORT, 2011). 

O Streptococcus agalactiae representa um importante patógeno para a 

tilapicultura intensiva brasileira, sendo responsável por significativas perdas 

econômicas e inúmeras estratégias vêm sendo estudadas para controlar surtos 

desta doença nos plantéis piscícolas (SALVADOR et al., 2012; CASTRO et al., 

2014b). Por outro lado, estudos buscam compreender e avaliar alterações 

fisiopatológicas na evolução destas enfermidades, nas quais a análise hematológica 

e bioquímica sérica fornecem subsídios importantes no diagnóstico e prognóstico de 

condições mórbidas em populações animais (BELO et al., 2013; 2014). 

Compostos terapêuticos que apresentam tanto ação antibacteriana, bem 

como efeitos moduladores em mecanismos de defesa, são promissores para o 

tratamento de doenças causadas por bactérias nos peixes. Ao longo das últimas 



2 
 

duas décadas, tem havido um interesse crescente nos potenciais efeitos 

moduladores do sistema imunológico dos antimicrobianos do grupo dos macrolídeos 

como a tilosina (GOOD et al., 2012), porém são escassas as informações do uso 

deste fármaco no controle de enfermidades bacterianas nos peixes. 

 

2. OBJETIVOS 

 

2.1 Geral 

 
Partindo-se da importância patogênica da streptococcose para tilapicultura 

intensiva e da importância da reação inflamatória na resposta de defesa dos peixes 

teleósteos, este estudo tem por objetivo avaliar a atividade imunomodulatória do 

macrolídeo tilosina sobre a reação inflamatória aguda de tilápias, O. niloticus, 

vacinadas e desafiadas com S. agalactiae.  

 

2.2 Especifico 

 

 Avaliar a atividade imunomodulatória do macrolídeo tilosina sobre o acúmulo 

celular no foco inflamado na aerocistite infecciosa de tilápias (O. niloticus) 

vacinadas e desafiadas com S. agalactiae. 

 Avaliar a atividade imunomodulatória do macrolídeo tilosina sobre o 

Hemograma, leucograma e trombograma de tilápias (O. niloticus) vacinadas e 

desafiadas com S. agalactiae. 

 Avaliar a atividade imunomodulatória do macrolídeo tilosina sobre a resposta 

bioquímica sérica de tilápias (O. niloticus) vacinadas e desafiadas com S. 

agalactiae. 

 Avaliar a atividade imunomodulatória do macrolídeo tilosina sobre a atividade 

respiratória dos leucócitos e de lisozima sérica de tilápias (O. niloticus) 

vacinadas e desafiadas com S. agalactiae. 
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 Avaliar a atividade imunomodulatória do macrolídeo tilosina sobre o 

proteinograma de tilápias (O. niloticus) vacinadas e desafiadas com S. 

agalactiae. 

 Avaliar a atividade imunomodulatória do macrolídeo tilosina sobre  os índices 

somáticos dos órgãos  de tilápias (O. niloticus) vacinadas e desafiadas com S. 

agalactiae. 

 

 

3 REVISÃO DE LITERATURA 

 

3.1. Inflamação em Teleósteos  
 

Segundo Contran et al. (2004) as infecções bacterianas são agressões 

biológicas ao organismo dos peixes que respondem através do processo 

inflamatório na tentativa de diluir, circunscrever e isolar ou destruir o agente 

agressor. Uma das suas principais características é a mobilização adequada e em 

tempo hábil, de leucócitos da microcirculação para o foco inflamado onde se 

acumulam (MORAES; MORAES, 2009). Nos mamíferos inflamação aguda tem 

duração relativamente curta, perdurando por minutos, horas, por um ou dois dias, e 

se caracteriza por vasodilatação arteriolar, capilar e venular, aumento de 

permeabilidade vascular e instituição de edema; aumento da viscosidade sangüínea 

e marginação leucocitária, diapedese, quimiotaxia, acúmulo de leucócitos no foco 

lesado e fagocitose por células competentes (MORAES; MORAES, 2009), podendo 

sofrer pequenas variações em função do tipo de tecido afetado, do agente causal, 

da intensidade da agressão e do nível de especificidade da resposta. Outros 

mecanismos de defesa envolvem a produção de peptídeos para controle microbiano, 

atividade de lisozima, sistema complemento e outras proteínas sanguíneas 

(COLONNA et al., 2006). 
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Por inoculação de carragenina na bexiga natatória de O. niloticus e Piaractus. 

mesopotamicus houve uma resposta inflamatória caracterizada por congestão 

vascular, acúmulo de células mononucleares e raros granulócitos (MATUSHIMA; 

MARIANO, 1996; MARTINS et al., 2006). A inoculação de Aeromonas hydrophila 

inativada, tioglicolato e lipopolissacarídeo de Escherichia coli na bexiga natatória de 

P. mesopotamicus, demonstrou após 24 horas maior acúmulo de exsudato com 

presença marcante de trombócitos, linfócitos, macrófagos e granulócitos que 

variaram de acordo com o tipo de estímulo inflamatório (BOZZO et al., 2007).  

No entanto, Endo (1997) com a injeção de LPS na bexiga natatória de O. 

niloticus houve a formação de exsudato constituído principalmente por neutrófilos 

(96%) 24 horas depois da aplicação, o mesmo acúmulo de granulócitos foi 

encontrado por Moraes et al. (2011) em estímulo por Aeromonas hydrophilana 

mesma espécie. 

O pico de produção das proteínas de fase aguda geralmente ocorre entre 12 

e 24 horas após o início da resposta inflamatória aguda. A eletroforese permite uma 

avaliação aproximada das concentrações de várias proteínas importantes, cujas 

alterações estruturais, seja de regulação de suas sínteses, ou de seu maior 

consumo, podem refletir nas suas modalidades eletroforéticas ou nas suas 

concentrações (FELDMAN, 2000). 

 

3.2. Tilapicultura intensiva no Brasil 
 

O crescente aumento na comercialização mundial das tilápias, espécies de 

teleósteos dos gêneros Oreochromis e Tilapias, especialmente pelo aumento da 

produção na China e outros países em desenvolvimento, como o Brasil, transformou 

este grupo de peixes no segundo mais importante para a aquicultura e o terceiro 

mais importado pelos EUA e Europa, depois somente dos camarões marinhos e 

salmões (CONRAY; CONRAY, 2004). Tal fato é resultante do potencial fisiológico 

reprodutivo e de adaptação destes animais, que apresentam elevada rusticidade, 
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fácil domesticação e excelente valor agregado para a comercialização, gerando 

perspectivas de se tornarem o mais importante grupo de espécies aquícolas neste 

século XXI (FITZSIMMONS, 2000).  

De acordo com as estatísticas do Ministério da Pesca e Aquicultura (MPA), a 

produção de tilápias representou cerca de 38% da produção de pescado continental 

no Brasil no ano de 2010, sendo este ciclídeo o grupo de peixes mais criado. Neste 

contexto, destaca-se a espécie Oreochromis niloticus, comumente chamada de 

“tilápia nilótica”, de origem africana, oriunda da bacia do Rio Nilo, pertencente à 

família Cichlidae. Para Zimmermann e Fitzsimmons (2004), no Brasil, a tilapicultura 

segue a mesma tendência mundial, com predomínio de tilápias nilóticas ao invés de 

tilápias vermelhas, pois estas apresentam crescimento mais rápido e um rendimento 

de filé superior quando comparadas às demais espécies de tilápias.  

Por outro lado, as disputas por novos mercados, a concorrência com outros 

países neste início das exportações, a necessidade de se desenvolver um mercado 

interno mais forte, bem como as novas oportunidades de uma aqüicultura intensiva, 

deverão considerar os aspectos sanitários na produção das tilápias, através de 

manejos eficientes do sistema aquático que visem melhorar não somente a 

produtividade, mas também proteger o consumidor e o meio ambiente 

(ZIMMERMANN; FITZSIMMONS, 2004). 

 

3.3 Streptococcus agalactiae 

 

Dentre as enfermidades de etiologia bacteriana em sistemas de criação 

intensiva de tilápia, destaca-se a septicemia por Streptococcus spp. (SURESH, 

1998). O Streptococcus agalactiae é classificado como do grupo B Lancefield 

apresentando células esféricas ou cubóides. Esta bactéria é Gram-positiva, catalase 

negativa, unem-se em forma de pares ou cadeias, é imóvel, não esporulada e 

anaeróbia facultativa. Obtém energia por meio da fermentação de carboidratos como 

a glicose (HARDIE; WHILEY, 1997). Seu papel mais importante esta na capacidade 
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de seus polissacarídeos inibirem a fagocitose por macrófagos e neutrófilos do 

hospedeiro (NIZET, 2002), sendo bactérias oportunistas amplamente distribuídas no 

ambiente aquático associadasà má qualidade da água, manejo inadequado e 

condições de criação intensiva, causando prejuízos importantes para a aqüicultura 

mundial (BUNCH;  BEJERANO, 1997). 

Nos peixes, o quadro clínico principal é a meningoencefalite acompanhada de 

anorexia, natação errática com movimentos giratórios na superfície da água e 

escurecimento da pele. Macroscopicamente encontram-se hemorragias cutâneas 

difusas em todo o corpo, na região cefálica e caudal, além de esplenomegalia, ascite 

e septicemia (SHOEMAKER; KLESIUS, 1997).  

3.4. Antibióticos Macrolídeos e a Tilosina 
 

Os macrolídeos reúnem um grupo de fármacos muito utilizados no tratamento 

de diversas doenças infecciosas. Esses fármacos atuam inibindo a síntese proteica 

e o crescimento bacteriano, fazendo com que proteínas vitais deixem de ser 

sintetizadas e causando a morte do patógeno. Alguns estudos apontaram que, 

independente de sua atividade antimicrobiana, os macrolídeos apresentam 

propriedades anti-inflamatórias e antivirais (BEIGELMAN et al., 2009). 

A origem da descoberta do mecanismo anti-inflamatório dos macrolídeos 

ocorreu na década de 1980 no Japão, quando o uso desse medicamento aumentou 

significativamente a sobrevida de pacientes com panbronquiolite difusa (PBD), uma 

grave doença pulmonar crônica, com intensa inflamação neutrofílica (JAFFÉ; BUSH, 

2001). Dentre seus efeitos mais relevantes estão a inibição da síntese e secreção de 

citocinas pró-inflamatórias e o aumento da secreção de citocinas anti-inflamatórias, 

assim como efeitos na atividade dos neutrófilos através da inibição da sua migração 

para os sítios de inflamação. Os macrolídeos também podem inibir a degranulação 

dos leucócitos, reduzir a inflamação eosinofílica, ativar a fagocitose dos macrófagos 

e ainda aumentar o transporte mucociliar, diminuindo a produção de muco in vivo e 

in vitro. Esses fármacos apresentaram efeito na imunidade adaptativa através da 

regulação de células T e da apresentação de antígenos (GOOD et al., 2012).  
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O Tilmicosin é um antibiótico macrolídeo semissintético, derivado da tilosina, 

provou ser eficaz no tratamento de doenças inflamatórias das vias aéreas de gado 

bovino segundo Fodor et al. (2000) e Picavet et al. (1991), em ovelhas (NACCARI et 

al., 2001), suína (MOORE et al., 1996) e as e mastite em animais ruminantes 

(NACCARI et al., 2003). Segundo Scorneaux e Shryock (1999), a eficácia da 

tilmicosin é atribuída ao seu caráter farmacodinâmico e baixas concentrações 

inibitórias. Há evidências para sugerir que tilmicosin exerce ações 

imunomoduladoras sobre apoptose de neutrófilos (LEE et al, 2004) e da produção 

modulada de fatores inflamatórios, incluindo prostaglandina E2 (PGE 2) em 

macrófagos (LAKRITZ et al., 2002). Outros investigadores também descobriram que 

os macrolídeos utilizados em humanos inibiu a indução de (NO) por macrófagos 

alveolares iNOS mRNA e óxido nítrico, bem como a expressão de iNOS e COX-2 de 

proteínas em macrófagos, e diminuição da produção de citocinas, tais como TNF-α, 

IL-1 e IL-8 e um aumento da produção de IL-10 em monócitos humanos (KOHRI et 

al., 2000). 

 

4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

 4.1 Peixes e acondicionamento  

 

Para o estudo foram utilizadas 104 tilápias do Nilo (± 400 g) oriundas da 

mesma desova, acondicionadas em 13 tanques (n=8), com capacidade de 500L de 

água cada, abastecidos com água corrente desprovida de cloro, proveniente de 

poço artesiano, com vazão de 1 L/min. Após o transporte para os aquários, os 

peixes foram aclimatados durante 15 dias para a concentração plasmática de 

cortisol e a osmolaridade voltem aos níveis basais. Nos primeiros três dias de 

aclimatação, os animais foram submetidos a banhos em solução de NaCl na 

concentração de 6,0 g/L (CARNEIRO; URBINATI, 2001). 
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Durante o experimento os peixes foram alimentados com ração comercial 

peletizada (32% de proteína bruta), constituindo a dieta basal. O arraçoamento dos 

animais foi feito duas vezes ao dia, alimentados pela manhã e tarde, 

correspondendo a 3% da biomassa dos aquários. A qualidade da água determinada 

nos momentos da alimentação, sendo a temperatura e concentração de oxigênio 

dissolvido medidos pelo aparelho YSI, modelo 55, e o pH e a condutividade elétrica 

pelo aparelho YSI, modelo 63. Durante todo o experimento as variáveis físico-

químicas (temperatura= 30,5 ± 1,0 ºC, oxigênio dissolvido = 4,1 ± 1,0 mg / L, pH = 

8,20 ± 0,3 e condutividade = 204,5 ± 20,1 mS /cm) mantiveram-se em zona de 

conforto para a espécie (BOYD, 1990). 

 

 

4.2 Delineamento experimental 

 

Os peixes foram distribuídos aleatoriamente em 13 tanques, constituindo os 

seguintes tratamentos (Tabela 1): PF= Padrão Fisiológico (n=8); NT+V= Não 

tratados com tilosina e vacinados (n=24);  NT+NV= Não tratados com tilosina e não 

vacinados (n=24); T+V= Tratados com tilosina e vacinados (n=24);  T+NV= Tratados 

com tilosina e não vacinados (n=24). Sendo amostrados em três períodos, isto é: 

seis, 24 e 48 horas pós-desafio (HPD), para a avaliação da resposta no tempo.  

 

Tabela 1: Distribuição dos grupos de Tilápias nos diferentes tratamentos. 

GRUPOS TRATAMENTOS  HPD (Horas pós-desafio¹) 
6 24 48 

PF² Padrão Fisiológico n=8 
NT+V Não tratados com tilosina³ e vacinados  n=8 n=8 n=8 

NT+NV Não tratados com tilosina³ e não vacinados n=8 n=8 n=8 
T+V Tratados com tilosina³ e vacinados  n=8 n=8 n=8 

T+NV Tratados com tilosina³ e não vacinados n=8 n=8 n=8 
¹ Desafio com S. agalactiae em bexiga natatória. 
² Grupo padrão fisiológico para obtenção de valores de referência de peixes não vacinado e não 
tratado, sem desafio bacteriano. 
³ Tartarato de Acetilisovaleriltilosina, Aivlosin FG50®, Sanphar. 
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 4.3 Dietas experimentais contendo tilosina  

 

A composição da dieta basal seguiu às exigências para tilápias, estabelecidas 

no NRC, através da utilização de ração comercial peletizada LAGUNA-Socil® (28% 

de proteína bruta e 4000 kcal de energia bruta kg-1). Para padronização da dieta 

experimental contendo o macrolídeo tilosina, a ração comercial foi finamente 

triturada para ser misturada na proporção de 400mg/Kg de tartarato de acetil 

isovaleril tilosina (Aivlosin, Sanphar), respectivamente, conforme recomendação do 

fabricante do fármaco. A mistura contendo o macrolídeo foi novamente peletizada e 

estocada em saco plástico escuro, a - 16oC até o uso. 

 

 4.4 Anestesia dos peixes 

 

Os peixes foram anestesiados por imersão em solução aquosa de benzocaína 

na proporção de 1:10.000 para sedação e captura dos animais no momento do 

desafio bacteriano e 1:500 no momento da eutanasia. Inicialmente, a benzocaína foi 

diluída em álcool 98o (0,1 g/mL), completando-se o volume para 1L (WEDEMEYER, 

1970). Após o manuseio experimental, os animais foram novamente colocados nos 

aquários com fluxo de água contínuo e aeração. 

 

 4.5 Produção e administração da vacina contra Streptococcus agalactiae 

 

A suspensão bacteriana utilizada como vacina foi produzida pelo cultivo de 

alíquota do isolado de S. agalactiae conforme metodologia de Pilarski et al. (2008). 

Brevemente, à suspensão antigênica foi adicionado o adjuvante incompleto de 
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Freund (na proporção de 1:1) e essa mistura foi emulsionada em misturador elétrico 

e mantida sobre refrigeração até o momento do uso. 

A vacina foi administrada via intramuscular na região dorso-lateral 

esquerda na dose de 0,5 mL. Realizou-se uma estimulação vacinal 15 dias antes do 

desafio bacteriano nas duas repetições dos grupos T+V e NT+V. Enquanto, os 

peixes dos grupos T+NV e NT+NV foram submetidos à administração de solução 

fisiológica + adjuvante incompleto de Freund (na proporção de 1:1) na mesma dose, 

para padronização do estresse de captura e manejo.  

 

4.6 Desafio bacteriano  

 
 

As cepas de S. agalactiae utilizada neste estudo foram Laboratório de 

Imunopatologia de Peixes, Universidade Estadual do Norte do Paraná (UENP). As 

cepas foram mantidas congeladas a -70ºC e no momento do uso, uma alíquota do 

isolado foi descongelada e o material semeado em caldo BHI (Brain Heart Infusion – 

Difco) em duplicata para incubação a 25º C, durante 48 horas. 

Ensaios para estabelecimento da DL50, dose letal que causa a mortalidade 

de 50% dos animais, foram conduzidos de acordo com a metodologia proposta por 

Plumb (1999), utilizando as concentrações de 105-109 UFC por peixe, sendo a DL50 

estabelecida em 1,0 x 105 UFC. Com os peixes anestesiados, foi injetado o inoculo 

de S. agalactiae na bexiga natatória. 

 

4.7 Aerocistite infecciosa 

 

Para a avaliação do acúmulo de células totais, ao término dos tempos pré-

estabelecidos de seis, 24 e 48 HPD, os animais foram dissecados dando acesso à 

bexiga natatória. A seguir, esta foi lavada cuidadosamente com 1 mL de solução 
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gelada de PBS contendo EDTA a 0,09%. O mesmo volume injetado foi coletado com 

auxilio de micropipeta monocanal, e transferido para tubos tipo eppendorf mantidos 

no gelo. A solução PBS-EDTA-exsudato foi centrifugada a 1000 rpm, por cinco 

minutos. O sobrenadante foi retirado e o sedimento total foi ressuspendido com a 

adição de 100 µL do sobrenadante previamente retirado e uma alíquota desse 

volume foi transferida para câmara de Neubauer para contagem das células 

inflamatórias totais em microscopia de luz, coradas pelo método Tavares-dias e 

Moraes (2003). 

Para a contagem diferencial de trombócitos, linfócitos, macrófagos e 

granulócitos foi colocada uma gota deste exsudato sobre lâmina histológica, 

juntamente com uma gota de soro de tilápia, extraída no dia anterior e mantidos sob 

refrigeração. Após homogeneização, foi feita a extensão, deixou-se secar em 

temperatura ambiente para posterior fixação em álcool metílico. Depois de secas, 

foram coradas pancromicamente com corante May-Grunwald-Giemsa-Wrigth 

(TAVARES-DIAS; MORAES, 2003) para posterior contagem em microscopia de luz 

de até 200 células dentre os diferentes tipos acumulados no foco inflamatório. 

 

 

4.8 Hematológia 

 

Para avaliação do hemograma foram colhidas amostras de sangue dos peixes 

por punção de vaso caudal, com auxílio de seringas descartáveis previamente 

heparinizadas, às 6, 24 e 48 horas após estímulo bacteriano. A partir das amostras 

de sangue total foi feita a contagem direta de eritrócitos, leucócitos e trombócitos em 

câmara de Neubauer, utilizando-se a solução de Natt e Herrick (1952) como diluente 

na proporção de 1:100 (v:v). Os eritrócitos foram quantificados nos cincos 

quadrantes secundários em diagonal do quadrado central, sendo este valor 

multiplicado por 5000. Em relação à determinação total de leucócitos e trombócitos 

foram quantificados todos juntos nos 25 quadrantes secundários do quadrado 
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central, sendo este valor multiplicado por 1000. Para determinação da proporção de 

trombócitos e leucócitos no sangue foram realizadas extensões sanguíneas em 

lâmina. Depois de secas, foram coradas com corante “May-Grunwald-Giemsa-

Wrigth” segundo Tavares-dias e Moraes (2003). Assim, estabelecendo o percentual 

de cada tipo celular de interesse.   

 

 4.9 Avaliação do bioquímico sérico  

 

A glicemia dos animais foi determinada utilizando o aparelho Accu-Chek 

Performa, e alíquotas de soro foram destinadas a avaliação da atividade hepática de 

fosfatase alcalina, glicose, colesterol, triglicerídeos, através da determinação 

enzimática e colorimétrica em analisador bioquímico semi-automático (Modelo 

LabQuest – Bioplus®). 

 

 4.10 Análise da atividade respiratória dos leucócitos e de lisozima sérica 

 

Realizou-se análise da atividade respiratória dos leucócitos seguindo a 

técnica descrita por Biller-Takahashi et al. (2013). Brevemente, coletaram-se 2 mL 

de sangue periférico com heparina de cada peixe/tratamento/tempo, deste 

utilizaram-se 100 µL para leitura do burst, aos 100 µL de sangue foi acrescentado 

100 µL de NBT (0,2% w/v PBS – Sigma®). Esta mistura foi incubada durante 30 

minutos a temperatura ambiente (25 °C) no escuro. Seguidamenten as amostras 

foram agitadas em vortex e retirado 50 µl de cada amostra e transferidas para outro 

tudo tipo Eppendorf, em seguida foi acrescentado 1 mL de N, N-dimetil formamida - 

DMF (Sigma®) homogeneizado e centrifugado a 3000 G durante 5 min. 

Posteriormente foi realizada a leitura do sobrenadante em 540 nm em 

espectrofotômetro (Biospectro SP-22) previa calibragem com o branco. Para o 

branco utilizaram-se todos os passos excluindo o sangue, sendo substituir por 100 

µL de água destilada. 
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Para a análise de lisozima sérica Uma alíquota de sangue sem anticoagulante 

foi deixado em repouso por duas horas em temperatura ambiente e centrifugado a 

3000 rpm por cinco minutos, a 10°C, para extração de soro que foi armazenado a -

20°C até determinação da concentração da lisozima. A análise foi realizada segundo 

Ellis (1990) e adaptado por Marzocchi-Machado et al. (1999) e Abreu et al. (2009). A 

curva padrão foi estabelecida com seis concentrações de lisozima (50, 80, 100, 150, 

200 e 300 ng em 300 µL de tampão fosfato de sódio – NaH2PO4; 0,05 M; pH 7,4). 

Um volume de 300 µL de cada concentração foi pipetado em uma cubeta de 1 mL 

seguido da adição de 300 µL de suspensão de Micrococcus lysodeikticus (10 mg de 

bactéria em 50mL de tampão fosfato de sódio). A densidade óptica (DO) foi medida 

imediatamente por espectrofotometria cinética, durante 10 minutos, com leituras 

realizadas a cada 20 segundos em comprimento de onda de 450 nm. A diferença 

entre a DO inicial e final (∆DO) de cada concentração foi calculada em 5 minutos de 

leitura e a curva representada graficamente. As amostras de soro mantidas a – 20 

°C foram submetidas a tratamento térmico de 56 °C por 30 minutos, para inativação 

das proteínas do sistema complemento e garantia de que a lise foi provocada pela 

lisozima.O mesmo procedimento que determinou a curva padrão foi realizado com 

as amostras, utilizando-se volumes de 100 µL de soro e 150 µL de tampão fosfato 

de sódio. A concentração da lisozima de cada amostra foi quantificada pela curva 

padrão determinada, utilizando-se a equação da reta e as respectivas ∆DOs (WON 

et al., 2004).  

 

 4.12 Proteinograma 

 
Alíquotas de soro foram destinadas a avaliação de proteínas totais e albumina 

através da determinação enzimática e colorimétrica em analisador bioquímico semi-

automático (Modelo LabQuest – Bioplus®). As concentrações de globulinas totais 

foram determinadas pela subtração das albuminas totais em relação às proteínas 

totais plasmáticas, tendo como resultado a expressão dos valores das globulinas 

totais. 
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Para a análise das proteínas de fase aguda o fracionamento eletroforético foi 

realizado em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sódio (SDS-PAGE). 

Foi realizado por técnica descrita por Laemmli (1970) modificada, utilizando-se o 

sistema vertical de eletroforese (PROTEAN II XI-VERTICALELETROPHORESIS 

CELLS®- BIO-RAD) com amostra de soro. Para polimerização do gel foi necessário 

à adição de 15,0 μL de tetrametiletilenodiamina e 0,3 μL de persulfato de amônia a 

10%. A placa contendo o gel foi colocada em suporte apropriado em contato com 

uma cuba superior contendo solução tampão de pH 8,5, constituída de 36,30g de 

tris-base, 112,50g de glicina, 10g de dodecil sulfato de sódio (SDS) e água destilada 

estéril suficiente para completar um litro de solução. A parte superior da placa que 

contem o gel entrara em contato com uma cuba contendo solução tampão de pH 8,5 

constituída de 18,15g de tris-base, 46,25g de glicina, 10g de SDS, em um litro de 

água destilada estéril. As placas foi preenchidas com o gel de separação a 10% e 

gel de empilhamento a 4%. 

As amostras para o fracionamento das proteínas foram preparadas 

utilizando-se 10 μL de soro sangüíneo diluídos em 30 μL de tampão-fosfato (PBS) e 

20 μL de gel mix e aquecidas sobre água em ebulição por 10 minutos. Uma alíquota 

de 5 μL das referidas amostras foi depositada no fosso do gel. A placa foi colocada 

em suporte apropriado, em contato com solução tampão com pH 8,5 e submetida à 

corrente elétrica a 20 mA, em fonte adequada. Terminada a separação, o gel foi 

corado durante duas horas em solução de azul de comassie 0,2%, no agitador 

horizontal, para uma coloração uniforme e, em seguida, retirado o excesso de 

corante com solução descorante, até que as frações se apresentem nítidas. Os 

pesos moleculares e as concentrações das frações protéicas foi determinados por 

densitometria computadorizada (SHIMADZU CS-930) através do escaneamento das 

amostras.  

 

 4.13 Avaliação somática dos órgãos 
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Após a necropsia, fígado, rim caudal, e baço foram coletados para avaliação 

morfométrica realizada de acordo com Weibel et al. (1969), através da proporção 

entre peso do órgão (PO) e peso corporal (PC) expressos como índice somático 

hepático, renal, e esplênico calculado pela fórmula: Índice somático (IS) = PO X 

100/PC.  

 

 4.14 Análise estatística 

 

Os dados experimentais foram submetidos à análise de variância através de 

delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial com parcela subdividida 

no tempo “Split Plot Design” (2 tratamentos com o macrolídeo X 2 vacinação X 3 

tempos), utilizando-se o pacote estatístico SAS, pelo procedimento PROC GLM, 

versão 8.2 (SAS, 2001). As comparações múltiplas foram aferidas pelo Teste de 

Tukey ao nível de 95% de confiança de acordo com Snedecor e Cochran (1974).   
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5. RESULTADOS 

 

5.1 Aerocistite infecciosa 

 

O estudo da aerocistite (Tabela 2) demonstrou um aumento no número de 

migração celular conforme o passar do tempo (P<0.001), tendo o pico deste 

acumulo em 48 HPD. Peixes vacinados mostraram incremento altamente 

significativo, principalmente na fase mais aguda e em 48 HPD. O tratamento com 

tilosina (T+NV) não demonstrou alterações estatística quando comparados aos 

outros grupos. 

De um modo geral, em relação ao estimulo da reação inflamatória observou-

se maior acúmulo de células granulocíticas no exsudato em comparação com outros 

tipos celulares. O tratamento com tilosina quando não associado a vacina teve 

aumento no percentual relativo de granulócitos conforme o passar do tempo, sendo 

o pico em 48 horas, diferentemente, quando associado o tratamento com a 

vacinação, observa-se este pico em 24HPD. Os valores absolutos destas células 

teve diferença estatística em animais vacinados (NT+V e T+V) principalmente em 

48HPD. 

Os valores relativos de linfócitos sofreram uma redução conforme o passar do 

tempo experimental (P<0.001), sendo o pico de percentual celular agudo em 6 HPD, 

com exceção de animais do controle positivo (NT+NV) que apresentaram o pico em 

24 HPD. Em 6HPD animais T+NV tiveram maior número de linfócitos quando 

comparados aos outros grupos, seguido por animais vacinados (NT+V e T+V), 

ambos demonstraram maiores valores que o grupo NT+NV. Diferentemente em 48 

HPD animais V+NT obtiveram maior presença desta célula no exsudato, enquanto 

T+NV apresentaram menor valor. 

Analisando a evolução da reação inflamatória em relação a macrófagos, de 

um modo geral o acumulo ocorreu tardiamente no tempo de 48 HPD. No período de  

24 HPD o grupo NT+NV obteve maior acúmulo de macrófagos quando comparados 

a animais tratados e vacinados. 
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Tabela 2: Valores médios (n=8) e análise de variância1 dos resultados observados na avaliação do acúmulo celular na aerocistite de tilápias, O. 
niloticus, submetidas aos diferentes tratamentos e induzida inflamação por S. agalactiae. 

 
1 Médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (P<0,05). Letras maiúsculas comparam os tratamentos em  
cada dia analisado e letras minúsculas comparam a evolução de cada tratamento ao longo do tempo. 
2 Períodos amostrados 6, 24 e 48 horas após o início do tratamento;0 e 1,5 mg de tartarato de acetil isovaleril tilosina/Kg de ração. 
3 Significância estatística: NS- não significativo para P>0,05; * - Significativo para P<0,05;** - Significativo para P<0,01 
4 R: Valor relativo, A: Valor absoluto (x103/µL) 

Células Totais

(x103/µL) R (%)4 A (x103/µL)4 R (%) A (x103/µL) R (%) A (x103/µL) R (%) A (x103/µL)

NT V 230Aa 15.50ABa 35Ab 3.75Ab 9Ab 78.75Ba 181Ab 2.00Ba 4Ab

NT NV 192Ac 5.00Cab 9Aa 2.75Ab 4Aa 91.62Aa 176Ab 0.63Ba 1Aa

T V 286Ac 12.12BCa 39Ab 5.12Ab 15Ab 80.75ABa 226Ab 2.00Ba 6Aa

T NV 251Ac 21.25Aa 54Aa 7.12Aa 16Ab 67.25Cb 169Ab 4.38Aa 10Aa

NT V 3292ABb 8.12Ab 247Ab 6.25Aab 216Ab 84.62Aa 2782Ab 1.00Aa 45Ab

NT NV 3832Ab 9.75Aa 404Aa 8.50Aa 345Aa 81.12Aa 3053Ab 0.63Aa 29Aa

T V 3729ABb 8.25Aab 220Ab 6.12Aab 132Ab 84.62Aa 3331Ab 1.00Aa 44Aa

T NV 2389Bb 8.75Ab 218Aa 7.37Aa 162Aab 82.62Aa 1976Ab 1.25Ab 31Aa

NT V 50156Aa 5.25Ab 2608Aa 10.75Aa 5391Aa 83.37Aa 41815Aa 0.63Aa 315Aa

NT NV 17312Ca 2.37Ab 522Ba 7.75Aab 1544Ca 88.25Aa 15006Ca 1.63Aa 239Aa

T V 36750Ba 4.62Ab 1894Ba 11.37Aa 4520Ba 82.75Aa 29911Ba 1.25Aa 422Aa

T NV 17606Ca 3.12Ab 571Ba 10.25Aa 2133Ca 85.12Aa 14726Ca 1.5Ab 174Aa

615.86** 13.08** 0.68NS 7.43* 32.21** 1.78NS 598.21** 4.99* 1.63NS

1.16NS 1.73NS 0.00NS 1.26NS 0.06NS 3.08NS 2.23NS 5.45* 4.55*
18.12** 0.15NS 1.91NS 0.00NS 0.12NS 0.01NS 17.36** 1.03NS 3.37NS

3.15* 2.07NS 1.16NS 0.81NS 1.80NS 2.40NS 2.15NS 2.33NS 0.13NS

13.77** 0.37NS 0.99NS 0.98NS 5.71* 0.63NS 11.34** 0.37NS 0.93NS

0.13NS 4.65* 0.00NS 0.32NS 0.64NS 3.81* 0.04NS 3.01NS 0.30NS

7.22* 4.53* 0.36NS 0.28NS 0.36NS 3.46* 6.72* 3.66* 1.94NS

3.76 86.75 42.4 76.52 24.66 13.87 3.93 114.50 93.61

Trombócito

Vacinação3

Tempo2 Vacinação2

Tempo3

Tratamento3

6

24

48

Tratamento*Vacinação3

Tempo*Vacinação*Tratamento3

Coeficiente de variação

GranulócitosMacrófagosLinfócito

Tempo*Tratamento3

Tempo*Vacinação3

Tratamento2
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5.2 Hematológia 

 

5.2.1 Série vermelha 
 

O estudo hematológico das tilápias durante aerocistite infecciosa por S. 

agalactae revelou alterações microcíticas e hipercrômicas na fase inicial da resposta 

de defesa 6 HPD, marcado pela diminuição dos valores de hematócrito e do volume 

corpuscular médio (VCM), assim como, pelo aumento da hemoglobina e da 

concentração de hemoglobina corpuscular média (CHCM) quando comparados aos 

valores de referência observados nos animais controles (padrão fisiológico).  

Na comparação entre os tratamentos, verificou-se efeitos mais deletérios em 

peixes tratados com tilosina e não vacinados (T+NV) com aumento significativo 

(P<0,05) do CHCM e diminuição dos valores percentuais de hematócrito quando 

comparados aos animais não tratados e não vacinados (NT+NV), demonstrando a 

participação benéfica da estimulação vacinal que amenizou parcialmente tais efeitos.  

Com a evolução do processo inflamatório 24 HPD, a participação benéfica da 

imunização dos peixes e o efeito negativo do tratamento com tilosina sobre a 

resposta hematológica ficaram mais evidentes. Nesta fase, os peixes apresentaram 

diminuição do número de hemácias e aumento do VCM quando comparadas aos 

peixes controles (padrão fisiológico), exceto tilápias vacinadas e não tratadas com 

tilosina. Peixes tratados com tilosina e vacinados apresentaram diminuição 

significativa (P<0,05) no número de eritrócitos e aumento significativo (P<0,05) do 

VCM.  

A diminuição no número de eritrócitos se manteve com 48 HPD e apesar de 

não existir diferença entre os tratamentos, peixes somente vacinados (NT+V) não 

apresentaram variação significativa (P>0,05) entre os três períodos observados, 

confirmando a hipótese de que a estimulação vacinal amenizou os efeitos deletérios 

da aerocistite infecciosa por S. agalactae. Inclusive tilápias tratadas com tilosina e 

não vacinadas (T+NV) apresentaram alterações mais severas no quadro  
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hematológico (48 HPD) com menor valor médio na contagem de eritrócitos, 

associado a diminuição significativa (P<0,05) do hematócrito e na quantidade de 

hemoglobina 

 

Tabela 3: Valores médios (n=8) e análise de variância1 dos resultados observados no estudo 
hematológico de tilápias (O. niloticus) submetidas aos diferentes tratamentos e induzida inflamação 
por S. agalactiae. 

 
1 Médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (P<0,05). 
Letras maíusculas comparam os tratamentos em cada tempo analisado e letras minúsculas 
comparam a evolução de cada tratamento ao longo do tempo. 
2 T=tempo, TTO= Tratamento, VAC= vacinação. Períodos amostrados 6, 24 e 48 horas após o início 
do tratamento;0 e 1,5 mg de tartarato de acetil isovaleril tilosina/Kg de ração; V=vacinados e NV= não 
vacinados com S. agalactiae. 
³ Hemácia = x106/µL, Hematócrito= %, Hemoglobina= g/dL, VCM (volume corpuscular médio)= fL, e 
CHCM  (concentração hemoglobina corpuscular média)= g/dL. 
4 Valor determinado (n=8) de tilápias sem nenhum estímulo, e mantidos nas mesmas condições 
experimentais (nutrição e ambiência) 
5 Significância estatística: NS- não significativo para P>0,05; * - Significativo para P<0,05;** - 
Significativo para P<0,01 
 

1.61 ± 0.17 46.00 ± 2.67 10.24 ± 0.37 290.48 ± 36.46 22.24 ± 1.21

NT V 1.57Aa 40.87ABa 12.08Aa 262Aa 29ABa

NT NV 1.61Aa 41.25Aa 11.03Ba 257Aa 26Ba

T V 1.63Aa 36.87ABa 11.98ABa 226Ab 33Aa

T NV 1.41Aa 35.62Bb 11.55ABa 254Ab 34Aa

NT V 1.58Aa 39.62Aa 8.72ABb 260Ba 21Ab

NT NV 1.37ABb 39.00Aa 7.85Bb 300ABa 20Ab

T V 1.31Bb 42.25Aa 8.97Ab 327Aa 21Ab

T NV 1.35ABa 42.42Aa 8.33ABb 311ABa 20Ab

NT V 1.49Aa 38.50ABa 8.96Ab 262Aa 23Ab

NT NV 1.38Ab 39.25Aa 7.46Bb 292Aa 19Ab

T V 1.42Ab 39.87Aa 9.02Ab 280Aa 23Ab

T NV 1.26Aa 33.28Bb 6.70Bc 266Aab 21Ab

5.02** 2.31NS 107.86** 6.91* 39.27**
4.46* 1.28NS 0.10NS 0.22NS 3.84*
4.28* 0.99NS 26.59** 0.97NS 3.29NS

0.21NS 3.70* 0.92NS 2.51NS 2.78NS

0.14NS 0.51NS 2.99* 0.02NS 0.39NS

0.05NS 1.28NS 0.00NS 1.08NS 1.52NS

2.32NS 1.00NS 0.93NS 1.60NS 0.31NS

16.15 14.88 11.38 19.31 20.32

Tratamento*Vacinação4

Tempo*Vacinação*Tratamento4

Coeficiente de variação

Hemácia ³ Hematócrito³

Tempo4

Tratamento4

Vacinação4

Tempo*Tratamento4

Tempo*Vacinação4

Padrão fisiológico3

6

24

48

Hemoglobina³ VCM³ CHCM³Tempo2 Tratamento2 Vacinação2
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5.1.2 Leucograma 
 

A associação da vacina coma tilosina fez com que o grupo V+T que 

inicialmente (6HPD) teve leucocitose com marcada linfocitose absoluta, monocitose 

relativa e neutrofilia relativa e absoluta. Após, teve uma queda demonstrando 

leucopenia (24 HPD) com neutrofilia e monocitose, ambas relativas e absolutas. Em 

48 HPD esta associação consegui recuperar os valores leucocitários próximo ao 

grupo PF, mas ainda com monocitose e neutrofilia relativa e absoluta.  

 

 

 

Figura 1: Valores médios (n=8) e análise de variância¹ dos resultados observados no estudo 
leucocitário de tilápias, O. niloticus, submetidas aos diferentes tratamentos e induzida inflamação por 
S. agalactiae. 
 

1 Médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (P<0,05). 
Letras maíusculas comparam os tratamentos em cada tempo analisado e letras minúsculas 
comparam a evolução de cada tratamento ao longo do tempo. 2 T=tempo, TTO= Tratamento, VAC= 
vacinação. Períodos amostrados 6, 24 e 48 horas após o início do tratamento;0 e 1,5 mg de tartarato 
de acetil isovaleril tilosina/Kg de ração; V=vacinados e NV= não vacinados com S. agalactiae. 

 

Animais desafiados e não vacinados (grupos: NT+NV e T+NV) apresentaram 

uma leucocitose aguda (6HPD), seguida por queda no total de leucócitos conforme o 

passar do tempo experimental. O grupo T+ NV demonstrou menores valores de 

leucócitos quando comparados aos outros grupos, marcado principalmente por 

linfopenia, monocitose e neutropenia em 48 HPD.  
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Tabela 4: Valores médios (n=8) e análise de variância¹ dos resultados observados no estudo diferencial leucocitário de tilápias, O. niloticus, 
submetidas aos diferentes tratamentos e induzida inflamação por S. agalactiae. 

 
1 Médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (P<0,05). Letras maíusculas comparam os tratamentos em cada 
dia analisado e letras minúsculas comparam a evolução de cada tratamento ao longo do tempo. 
2 T=tempo, TTO= Tratamento, VAC= vacinação. Períodos amostrados 6, 24 e 48 horas após o início do tratamento;0 e 1 mg de tartarato de acetil 
isovaleril tilosina/Kg de ração; V=vacinados e NV= não vacinados com S. agalactiae. 
³ Valor determinado (n=8) de tilápias sem nenhum estímulo, e mantidos nas mesmas condições experimentais (nutrição e ambiência). 
4 Significância estatística: NS- não significativo para P>0,05; * - Significativo para P<0,05;** - Significativo para P<0,01. 

(%) (/µL) (%) (/µL) (%) (/µL)

75.16 4.16 20.66

NT V 76.00Aa 54514Aa 20.85Ab 14874Aab 3.14Aa 2214Aab

NT NV 80.75Aa 75415Aa 16.75Aa 17313Aa 2.50Ab 22544Aa

T V 78.42Aa 71790Aa 20.00Aa 18135Aa 1.57Aa 1437Aa

T NV 83.14Aa 59614Aa 15.85Aa 11213Aa 1.00Ab 692Aa

NT V 80.62Aa 40674Aa 16.37Aab 7906Ab 3.00Aa 1031Ab

NT NV 86.00Aa 34771Ab 10.00Aa 3658Ab 4.00Ab 1646Ab

T V 75.00ABa 17842Bb 23.00Aa 4944Ab 2.00Aa 492Ab

T NV 69.14Bb 8795Cb 26.71Aa 3814Aa 4.14Ab 736Ab

NT V 71.12Aa 47103Aa 24.12Aa 17267Aa 4.75Ba 3297Aa

NT NV 65.12Ab 14801Bc 23.87Aa 5698Bb 11.00Aa 2539Bb

T V 62.5Ab 24700Bb 32.87Aa 13596Aa 4.62Ba 1776Aa

T NV 62.57Ab 9374Cb 25.85Aa 3773Ba 11.57Aa 1922Bb

13.78** 51.01** 20.78** 1.22NS 6.68* 17.10**
3.89* 21.97** 0.52NS 0.00NS 6.64* 1.01NS

0.04NS 17.66** 9.87* 0.00NS 2.10NS 13.54*
2.58NS 7.10* 0.41NS 3.13* 2.93* 0.23NS

0.86NS 9.08* 7.22* 0.09NS 0.17NS 3.31*
0.13NS 1.80NS 0.16NS 0.21NS 0.07NS 0.09NS

1.08NS 0.82NS 0.04NS 0.02NS 1.38NS 0.33NS

15.42 5.21 83.67 27.85 46.13 8.64

Tempo*Vacinação*Tratamento4

Coeficiente de variação

Tempo2 Tratamento2 Vacinação2

6

24

48

Tratamento4

Vacinação4

Tempo*Tratamento4

Tempo*Vacinação4

Tratamento*Vacinação4

Padrão fisiológico3

Tempo4

Linfócito Monócito Neutrófilo
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5.1.3 TROMBOGRAMA 
 

A análise do trombograma demonstrou a ação da vacina nos grupos NT+V e 

T+V em manter os níveis próximos aos obtidos no grupo PF = 14,83x10³±4,26/µL, na 

fase inicial de 6 horas, passando a trombocitopenia em 24HPD e recuperando esse 

valor em 48 HPD. Diferentemente dos animais não vacinados (NT+NV e T+NV) que 

apresentaram trombocitopenia em todos os tempos com quedas maiores em 24 e 48 

HPD. 

 

 

 
Figura 2: Valores médios (n=8) e análise de variância1 dos resultados observados da contagem de 
trombócitos de Tilápias Vacinadas e Desafiadas com Streptococcus agalactiae,  tratadas com 
Tilosina. 

1 Médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (P<0,05). 
Letras maíusculas comparam os tratamentos em cada dia analisado e letras minúsculas comparam a 
evolução de cada tratamento ao longo do tempo. 2 Períodos amostrados 6, 24 e 48 horas após o 
início do tratamento;NT= não tratados com Tilosina e T= tratados com1 mg de tartarato de acetil 
isovaleril tilosina/Kg de ração; V=vacinados e NV= não vacinados com S. agalactiae. 3 Valor 
determinado (n=8) de tilápias sem nenhum estímulo, e mantidos nas mesmas condições 
experimentais (nutrição e ambiência). 
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5.3 Bioquímica sérico  

 

Aumento na atividade enzimática de aspartato aminotrasnferase (AST) e 

fosfatase alcalina foram observadas em peixes com aerocistite infecciosa quando 

comparadas aos animais controles (padrão fisiológico), sendo que a fosfatase 

apresentou pico na atividade enzimática na fase inicial 6 HPD enquanto a AST com 

48 HPD. Na comparação entre os tratamentos, tilápias tratadas com tilosina e 

vacinadas (T+V) apresentaram diminuição significativa da atividade enzimática da 

fosfatase alcalina na fase mais aguda com 6 HPD quando comparado a animais não 

tratados com tilosina, inclusive somente este tratamento não apresentou variações 

significativas (P>0,05) para fosfatase alcalina entre os três períodos avaliados.  

Peixes com aerocistite infecciosa por S. agalactae apresentaram aumento 

circulante de creatinina 6 e 24 HPD, exceto peixes tratados com tilosina e vacinados 

(T+V) que apresentaram recuperação dos níveis basais com 24 HPD. Enquanto nos 

demais tratamentos essa recuperação ocorreu 48 HPD. 

O estudo do metabolismo energético dos animais com aerocistite revelou 

aumento nos valores circulantes de glicose e triglicerídeos associados à diminuição 

da quantidade de colesterol 6 HPD, porém não houve diferença significativa entre os 

diferentes tratamentos, exceto peixes tratados com tilosina e vacinados (T+V) que 

apresentaram aumento significativo (P<0,05) de triglicerídeos. Peixes vacinados 

apresentaram recuperação dos níveis basais de triglicerídeos 24 e 48 HPD quando 

comparados às tilápias não vacinadas que apresentaram exaustão das reservas 

deste lipídeo.  
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Tabela 5: Valores médios (n=8) e análise de variância1 dos resultados observados na avaliação bioquímica sérica de Tilápias Vacinadas e Desafiadas 
com Streptococcus agalactiae,  tratadas com Tilosina. 

 1 Médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (P<0,05). Letras maiúsculas comparam os tratamentos  
em cada dia analisado e letras minúsculas comparam a evolução de cada tratamento ao longo do tempo. 
2 Amostrados 6, 24 e 48 horas após o desafio bacteriano;0 e 25 ppm de tartarato de acetil isovaleril tilosina/Kg de ração; Vac=vacinados e NV= não 
vacinados com S. agalactiae. 
3 Valor de referência para tilápias sem nenhum estímulo e mantidas nas mesmas condições experimentais (mesma desova, nutrição e ambiência) 
4 Significância estatística: NS- não significativo para P>0,05; * - Significativo para P<0,05;** - Significativo para P<0,01 
5 AST: Aspartato aminotrasferase (U/L), ALT: alanina aminotransferase (U/L), FA: fosfatase alacalina (mg/dL), glicose (mg/dL), colesterol (mg/dL), 
triglicerídeos (mg/dL) e creatinina (mg/dL). 
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5.4 Atividade respiratória dos leucócitos e de lisozima sérica 

 
 Animais T+V quando comparados ao PF mostraram uma queda em 6 HPD, 
passando por uma recuperação em 24 HPD e voltando a cair em 48 horas, 
diferentemente de animais não tratados e vacinados que não demonstraram esta 
recuperação. O grupo V+NT apresentou maior queda nos valores de Burst 
respiratório, sendo diferente de todos os outros tratamentos em 48 HPD (P<0.01). 
 
 

 
Figura 3: Valores médios (n=8) observados na atividade respiratória de leucócitos (Burst oxidativo 
respiratório) de tilápias, O. niloticus, submetidas aos diferentes tratamentos e induzida inflamação por 
S. agalactiae. 

¹ Valor determinado (n=8) de tilápias sem nenhum estímulo, e mantidos nas mesmas condições 
experimentais (nutrição e ambiência).² Absorbância 540nM. HPD³ Períodos amostrados 6, 24 e 48 
horas após o início do tratamento;NT= não tratados com Tilosina e T= tratados com1 mg de tartarato 
de acetil isovaleril tilosina/Kg de ração; V=vacinados e NV= não vacinados com S. agalactiae.  

 

 

 A análise da concentração de lisozima  (Figura 6) demonstraram um pico em 

24 horas, sendo que animais não tratados demoraram mais para ter os valores 

aumentados (após 6 HPD) e em 48 HPD obtiveram maiores valores comparados aos 

outros grupos. 
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Figura 4: Valores médios (n=8) observados na concentração de lisozima de tilápias, O. niloticus, 
submetidas aos diferentes tratamentos e induzida inflamação por S. agalactiae. 

¹ Valor determinado (n=8) de tilápias sem nenhum estímulo, e mantidos nas mesmas condições 
experimentais (nutrição e ambiência).² Absorbância 540nM. HPD³ Períodos amostrados 6, 24 e 48 
horas após o início do tratamento;NT= não tratados com Tilosina e T= tratados com1 mg de tartarato 
de acetil isovaleril tilosina/Kg de ração; V=vacinados e NV= não vacinados com S. agalactiae. 

 

 

A análise de correlação entre neutrófilos e monócitos com os valores de Burst 

respiratório demonstrou-se interação altamente significativa, onde, quanto maior 

valor de burst maior numero de neutrófilos e monócitos, principalmente em animais 

não vacinados (P= 0.0227), e em 48 HPD (P= 0.0230). Quando esta comparação se 

torna mais específica, somente com neutrófilos e níveis de burst, ocorreu interação 

principalmente em animais não vacinados (P=0.0150), animais tratados com tilosina 

(P=0.0059) e no período mais tardio 48 HPD (P=0.0119). 

Quando correlacionados valores obtidos de lisozima com número de monócitos 

observou-se correlação de positiva de 40%(P=0.0468), mostrando a influência do 

tratamento com tilosina na resposta infecciosa. 
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Tabela 6: Análise de correlação entre os valores de atividade respiratória ou lisozima sérica ao 
número absoluto de neutrófilos e monócitos contados no sangue de tilápias submetidas aos 
diferentes tratamentos durante aerocistite infecciosa por Streptococcus agalacteae. 

 
1 Número absoluto de monócitos e neutrófilos no sangue; atividade respiratória (Burst) e de lisozima 

no sangue.  

2 ρ2= Coeficiente de correlação de Spearman; Prob.> |ρ| 2 – Probabilidade de significância do valore 

de ρ. 

 

 

5.5 Proteinograma 

 

Todos os animais estudados apresentaram hiperproteinemia aguda (6 HPD) e 

queda destes níveis durante o processo experimental, com exceção do grupo T+V, 

onde, a associação da vacina com o tratamento incrementou as concentrações de 

proteínas totais, tendo pico em 48 HPD. 

Animais vacinados e não tratados saíram da hiperproteinemia inicial (6HPD), 

para valores próximos ao grupo PF em 48 HPD, diferentemente de animais que dos 

grupos não vacinados que demonstraram hipoproteinemia em 48 HPD. 

Os valores de albumina acompanharam os valores de proteínas totais, 

demonstrando melhores valores em animais vacinados, e principalmente quando 

associados ao tratamento, onde o grupo T+V manteve os níveis plasmáticos desta 

proteína próximo a valores do grupo PF. Observou-se hipoalbuminemia em animais 

tratados e não vacinados (T+NV) durante todos os períodos amostrais. 
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Tabela 7: Valores médios (n=8) e análise de variância¹ dos resultados observados na concentração 
de proteína total e albumina de tilápias, O. niloticus, submetidas aos diferentes tratamentos e induzida 
inflamação por S. agalactiae. 

 
1 Médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (P<0,05). 
Letras maíusculas comparam os tratamentos em cada dia analisado e letras minúsculas comparam a 
evolução de cada tratamento ao longo do tempo. 
2 T=tempo, TTO= Tratamento, VAC= vacinação. Períodos amostrados 6, 24 e 48 horas após o início 
do tratamento;0 e 1 mg de tartarato de acetil isovaleril tilosina/Kg de ração; V=vacinados e NV= não 
vacinados com S. agalactiae. 
³ Valor determinado (n=8) de tilápias sem nenhum estímulo, e mantidos nas mesmas condições 
experimentais (nutrição e ambiência). 
4 Significância estatística: NS- não significativo para P<0,05; * - Significativo para P<0,05;** - 
Significativo para P<0,01. 

 

Os níveis de globulinas (relação proteínas totais e albumina) demonstraram 

principalmente a ação da vacina no incremento, animais vacinados e não tratados 

apresentaram pico plasmático em 24 HPD e em 48 horas alcançaram níveis basais. 

Diferentemente, peixes V+T tiveram pico em 48 horas, e animais não vacinados 

quando comparados ao grupo PF apresentaram valores inferiores. 
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Figura 5: Valores médios (n=8) e análise de variância¹ dos resultados observados na 

relação entre a concentração de proteínas totais e albumina  (globulinas) de tilápias, O. 

niloticus, submetidas aos diferentes tratamentos e induzida inflamação por S. agalactiae. 

 
 

Os níveis de haptoglobina tiveram diminuição conforme passar do tempo, 

sendo observado pico em 6 HPD em todos os grupos analisados. Sendo, maior a 

concentração desta proteína em animais tratados e vacinados e animais T+V. 

A vacinação também influenciou nos níveis de ceruliplasmina, em 6 HPD 

animais vacinados apresentaram maiores valores de concentração desta proteína. 

Peixes T+V obtiveram maior incremento em 48 HPD, quando comparados aos 

outros grupos. Animais não vacinados não demonstraram alterações significativas 

durante o passar do tempo experimental. 

O pico observado na avaliação da transferrina em animais dos grupos NT+V e 

T+ NV na fase mais aguda (6HPD), não foi observado em animais NT+NV e T+V, 

onde alcançaram pico em 24 horas. Já em 48 HPD, observou-se menor valor desta 

proteína em animais tratados (T+V e T+NV). 
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Tabela 8: Valores médios (n=8) e análise de variância¹ dos resultados observados na 

concentração de proteínas de fase aguda  de tilápias, O. niloticus, submetidas aos 

diferentes tratamentos e induzida inflamação por S. agalactiae. 

 
1 Médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente pelo teste de Tukey 

(P<0,05). Letras maíusculas comparam os tratamentos em cada dia analisado e letras 

minúsculas comparam a evolução de cada tratamento ao longo do tempo. 
2 T=tempo, TTO= Tratamento, VAC= vacinação. Períodos amostrados 6, 24 e 48 horas após 

o início do tratamento;0 e 1 mg de tartarato de acetil isovaleril tilosina/Kg de ração; 

V=vacinados e NV= não vacinados com S. agalactiae. 

³ Valor determinado (n=8) de tilápias sem nenhum estímulo, e mantidos nas mesmas 

condições experimentais (nutrição e ambiência). 
4 Significância estatística: NS- não significativo para P<0,05; * - Significativo para P<0,05;** - 

Significativo para P<0,01. 
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5.6  Estudo do índice hepático, esplênico e renal somático 

 

 
Tabela 9: Análise de correlação entre os valores de avaliação somática de tilápias 
submetidas aos diferentes tratamentos durante aerocistite infecciosa por Streptococcus 
agalacteae. 

 
1 Médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente pelo teste de Tukey 
(P<0,05). Letras maíusculas comparam os tratamentos em cada dia analisado e letras 
minúsculas comparam a evolução de cada tratamento ao longo do tempo. 
2 T=tempo, TTO= Tratamento, VAC= vacinação. Períodos amostrados 6, 24 e 48 horas após 
o início do tratamento;0 e 1 mg de tartarato de acetil isovaleril tilosina/Kg de ração; 
V=vacinados e NV= não vacinados com S. agalactiae. 
³ Valor determinado (n=8) de tilápias sem nenhum estímulo, e mantidos nas mesmas 
condições experimentais (nutrição e ambiência). 
4 Significância estatística: NS- não significativo para P<0,05; * - Significativo para P<0,05;** - 
Significativo para P<0,01. 
5 IHS: índice hepatossomático, ISS: índice esplenossomático e IRS: índice renal somático 
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Todos os grupos demonstraram aumento significativo nos índices 

esplenossomáticos, sendo observado que animais vacinados obtiveram menores 

valores quando comparados a não vacinados. O tratamento não demonstrou 

alterações significativas. 

Resultados observados no estudo hepatossomático mostrou que não houve 

diferença estatística entre os grupos na fase aguda (6HPD). No entanto, em 24 HPD 

o grupo T+NV demonstrou um aumento do IHP quando comparado aos outros 

grupos, também em 24 horas pode-se notar que animais V+NT tiveram menor valor 

do índice somático deste órgão. Já em 48 HPD todos os grupos se mostraram 

próximos ao PF, com exceção de animais que não foram vacinados e não tiveram 

tratamento (NT+NV), que se mantiveram acima dos valores basais (PF). 

A avaliação renal somática demonstrou uma redução no período de 6 HPD em 

quase todos os grupos, com exceção de animais NT+NV que se mantiveram 

próximo ao grupo PF, este mesmo grupo apresentou aumento conforme o passar do 

tempo, tendo em 48 HPD o maior valor de IRS. animais vacinados não tiveram 

diferença estatística quando associados ao tratamento ou não. O tratamento com a 

tilosina (T+NV) incrementou o IRS em 24 diferentemente de quando associada a 

vacina, tendo pico em 48 HPD. 

 

5.7  Estudo Histopatológico 

 

No estudo histopatológico hepático, não observou-se em 48 HPI influência 

dos tratamentos em tilápias com aerocistite por S. agalactiae. Sendo que todos os 

animais afetados apresentaram desarranjo nos cordões, moderada necrose de 

hepatócitos, degeneração hidrópica e dilatação sinosóide hepática.  

Na avaliação histopatológica 48 HPI do baço de tilápias desafiadas com S. 

agalactiae animais não vacinados e não tratados apresentaram congestão 

esplênica, todos os tratamentos apresentaram formações de centros de 

melanomacrófagos (CMM) e melanomacrófagos livre. 
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O coração dos animais do grupo controle pôde-se observar a disposição das 

fibras musculares estriadas cardíacas (miocárdio), a organização da serosa 

(pericárdio) e o revestimento interno das câmaras (endocárdio), os quais 

apresentaram padrão de normalidade para esse órgão. Em todos os tratamentos 

avaliados, observamos uma ligeira pericardite, sendo que animais não vacinados 

apresentaram maior celularidade na serosa. 

Os cortes histológicos do encéfalo, feitos para a análise, mostram que a parte 

correspondente aos cortes foi a região této ótico, sendo observadas alterações 

histológicas nas meninges, tendo aumento de células inflamatórias e espessamento. 

Histologicamente, o estomago da tilápia não se observaram variações 

significativas quanto à mucosa e a serosa, porém as glândulas gástricas de animais 

tratados com tilosina se mostrou mais espessa no estomago. Neste estudo 

observou-se um moderado aumento de células caliciformes na mucosa intestinal de 

todos os tratamentos quando comparados ao grupo controle. 
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Figura 6: Fotomicrografia de corte histológico de fígado de tilápias, O. niloticus, 

submetidas aos diferentes tratamentos e induzida inflamação por S. agalactiae. A 

(4x),B (40x) e C (40x) Tilápias Não tratadas e vacinadas. D(4x), E (40x)e F(40x) Não 

tratadas e não vacinadas. G (4x), H (40x)e I (40x)Tratadas com tilosina e vacinadas. 

J (4x), K (40x)e L (40x) Tratadas e não vacinadas. Seta preta: desarranjo nos 

cordões hepáticos, HP: hepatopâncreas, NE: necrose, DH e ponta seta: 

degeneração hidrópica, CMM: Centro de Melanomacrófagos, Circulo: Dilatação 

sinosóide hepática. Coloração H.E. 
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Figura 7: Fotomicrografia de corte histológico de baço de tilápias, O. niloticus, 

submetidas aos diferentes tratamentos e induzida inflamação por S. agalactiae. 

CMM: Centro de Melanomacrófagos. A: Não tratado e vacinado (10x), MM: 

melanomacrófagos livres e acúmulo de lipofuscina. B: Não tratados e não vacinados 

(10x), CG: congestão. C: Tratados e vacinados (10x). D (10x) e E (4x) tratados e não 

vacinados. Coloração H.E.  
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Figura 8: Fotomicrografia de corte histológico de coração de tilápias, O. niloticus, 
submetidas aos diferentes tratamentos e induzida inflamação por S. agalactiae.. A: 
Não tratado e vacinado (10x). B: Não tratados e não vacinados (10x). C: Tratados e 
vacinados (10x). D tratados e não vacinados (10x) Seta: pericardite com infiltrado 
inflamatório. Coloração H.E 

 

 
Figura 9: Fotomicrografia de corte histológico de cérebro (teto óptico) de tilápias, O. 

niloticus, submetidas aos diferentes tratamentos e induzida inflamação por S. 

agalactiae.. A: Não tratado e vacinado (10x). B: Não tratados e não vacinados (10x). 
C: Tratados e vacinados (10x). D tratados e não vacinados (10x) Seta: meningite 
com infiltrado inflamatório. Coloração H.E..  
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Figura 10: Fotomicrografia de corte histológico de rim caudal de tilápias, O. niloticus, 
submetidas aos diferentes tratamentos e induzida inflamação por S. agalactiae. 
Coloração H.E. 
 A: Não tratado e vacinado (10x), seta branca: infiltrado inflamatório com 

predominancia de células mononucleares, G: glomérulo, estrelas: edema, contorno: 

degeneração de túbulos renais, seta vermelha: diminuição da luz do túbulo renal. 

B: Não tratados e não vacinados (10x). seta branca: perda do espaço de Bowman 

pelo aumento do tufo glomerular, estrelas:  infiltrado inflamatório, contorno: 

degeneração de túbulos renais, seta vermelha: diminuição da luz do túbulo renal. 

C: Tratados e vacinados (10x), seta branca: perda do espaço de Bowman pelo 

aumento do tufo glomerular, estrelas: edema, seta vermelha: diminuição da luz do 

túbulo renal, contorno: :  infiltrado inflamatório. 

D tratados e não vacinados (10x) seta branca: perda do espaço de Bowman pelo 

aumento do tufo glomerular, estrelas: edema, contorno: :  infiltrado inflamatório  
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Figura 11: Fotomicrografia de corte histológico de porção proximal do estomago de 

tilápias, O. niloticus, submetidas aos diferentes tratamentos e induzida inflamação 

por S. agalactiae. Coloração H.E. A (4x),B (40x) Tilápias Não tratadas e vacinadas. 

C(4x) e D (40x) Não tratadas e não vacinadas. E (4x) e F (40x) Tratadas com tilosina 

e vacinadas. G (4x) e H (40x) Tratadas e não vacinadas. M: mucosa, S: serosa, E: 

epitélio colunar, GF: Glândulas gástrica. Seta: aumento na mucosa, com aumento 

número de glândulas gástrica.  
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Figura 12: Fotomicrografia de corte histológico de porção proximal do estomago de 

tilápias, O. niloticus, submetidas aos diferentes tratamentos e induzida inflamação 

por S. agalactiae. Coloração H.E. A (4x),B (40x) Tilápias Não tratadas e vacinadas. 

C(4x) e D (40x) Não tratadas e não vacinadas. E (4x) e F (40x) Tratadas com tilosina 

e vacinadas. G (4x) e H (40x) Tratadas e não vacinadas. Seta: bordas em escova, 

Circulo ligeiro aumento de células de Goblet..   
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6. DISCUSSÃO 

 
 

A avaliação do acúmulo celular da aerocistite demosntrou aumento 

significativo no número de células com relação ao tempo, alcançando pico em 48 

HPD, diferentemente dos achados de Castro et al. (2014) que ao induzir a aerocistite 

por Streptococcus agalactiae em tilápias demonstrou pico celular em 24 horas e 

queda em 48 HPD. Tais achados corroboram com Moraes (2014), onde durante 

infecção por Aeromonas hydrophila atribuiu a diferença observada ao tipo de 

estímulo empregado, sendo, o estímulo da bacterina mais facilmente debelado pelo 

organismo. 

A avaliação do acúmulo celular na aerocistite revelou-se predomínio de 

granulócitos no local inflamado em todos os tempos estudados, corroborando com 

achados de Endo et al. (1997) e Prado (2014). Segundo Good et al. (2012), os 

macrolídeos podem reduzir a inflamação eosinofílica, assim como efeitos na 

atividade dos neutrófilos através da inibição da sua migração para os sítios de 

inflamação, respaldando os achados em animais tratados e não vacinados, no qual 

apresentaram menores valores de granulócitos em todos os períodos amostrais, 

embora somente em 48 HPD esta redução foi significativa (P<0.001).  

Analisando a evolução da reação inflamatória da bexiga natatória em relação 

aos macrófagos, de um modo geral, o acúmulo ocorreu tardiamente no tempo de 48 

HPI na maioria dos grupos. Na reação inflamatória de peixes teleósteos, grandes 

quantidades de macrófagos migram para o foco inflamado mais tardiamente 

corroborando os achados de Moraes et al. (2011) e Prado (2014), usando este 

mesmo modelo experimental em tilápias, Belo (2006) e Belo et al., (2012) verificaram 

aumento significativo no acúmulo de macrófagos em lamínulas de vidro implantadas 

no tecido subcutâneo de tilápias e pacus durante reação inflamatória crônica tipo 

corpo estranho, respectivamente. 

BEIGELMAN et al.(2009) afirmaram que independente de sua atividade 

antimicrobiana, os macrolídeos apresentam propriedades anti-inflamatórias, os 

achados deste estudo demonstram tal propriedade, sendo animais tratados com 
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tilosina apresentaram menores valores leucocitários quando comparados a animais 

não tratados, esta queda pode estar relacionada também ao efeito antimicrobiano 

deste fármaco debelando o processo infeccioso. 

Peixes vacinados contra S. agalactiae e desafiados apresentaram leucocitose 

como reflexo de linfocitose em relação aos peixes não vacinados, tais achados se 

igualam aos de Barbuio (2013). O aumento de linfócitos em peixes vacinados 

também é notado neste estudo, porém na fase mais aguda (6HPD). A linfocitose em 

peixes pode sugerir um estímulo imune. Isto é comprovado pelo aumento no número 

destas células em tilápia do Nilo após vacinação, conforme observado por Bailone et 

al. (2010) e Barbuio (2013), estes autores verificaram que 48 horas após o desafio o 

número de linfócitos em peixes vacinados se manteve maior do que os peixes não 

vacinados, demonstrando forte incremento na resposta de defesa. 

As alterações microcíticas e hipercrômicas na fase inicial da resposta de 

defesa 6 HPD são comumente observadas em casos de deficiência de ferro 

(TVEDTEN, 2010) e de desequilíbrio líquido-eletrolítico por hiponatremia (BELO et 

al., 2014). Muitos microrganismos patogênicos necessitam de ferro para o seu 

crescimento, sendo capazes de competir com sucesso por estes íons nos tecidos e 

fluidos corporais do hospedeiro (NEVES et al., 2009).  

De acordo com a revisão feita por Verschuere et al. (2000), diversos estudos 

comprovaram que a suplementação de ferro na dieta durante o curso de bacterioses 

resultou em aumento da mortalidade dos peixes. Alterações macrocíticas e 

normocrômicas são observadas em peixes apresentando insuficiência hepática 

durante casos de intoxicação por mercúrio, em surtos bacterianos por Aeromonas 

sp.,  Pseudomonas sp., Vibrio sp. e Flavobacterium columnaris, assim como, em 

peixes apresentado deficiência de íons de ferro (CLAUSS et al., 2008). Tilápias 

tratadas com tilosina e não vacinadas (T+NV) apresentaram alterações mais severas 

no quadro  hematológico (48 HPD) com menor valor médio na contagem de 

eritrócitos, associado a diminuição significativa (P<0,05) do hematócrito e na 

quantidade de hemoglobina. e conforme Grant (2015) estas alterações em conjunto 

ocorrem nos quadros de anemia.  
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O aumento da atividade sérica da fosfatase alcalina na fase inicial 6 HPD e 

AST em 48 HPD pode ser resultado de alterações patológicas no fígado, pois 

segundo Belo et al. (2012b) casos de citotoxicidade hepática ou alterações na 

permeabilidade da membrana dos hepatócitos podem resultar no extravasamento 

destas enzimas para a circulação sanguínea.  

Na patologia clínica, o “clearance” da creatinina é realizado para avaliação e 

determinação da funcionalidade dos rins, tendo em vista que o aumento sérico da 

mesma pode ocorrer em casos de alterações e lesões renais, associadas à perda da 

capacidade de filtração glomerular (PIRARAT et al., 2012).  

De acordo com (MOMMSEN et al., 1999), processos neoglicogênicos 

resultantes da participação de catecolaminas e glicocorticoides endógenos durante a 

resposta ao estresse aumentam a demanda metabólica e consequentemente os 

valores séricos de triglicerídeos e glicose. A biossíntese de cortisol nas células 

interrenais dos peixes é realizada a partir da degradação metabólica do colesterol 

(TORT, 2011), justificando os achados de diminuição deste lipídeo. Porém peixes 

vacinados apresentaram recuperação dos níveis basais 48 HPD.  

Para Mommsen et al. (1999), as relações entre os valores séricos de cortisol 

e glicose, assim como as reservas de glicogênio são complexas e irão depender de 

inúmeros fatores, como intensidade do estímulo estressante, condição nutricional do 

animal, espécie de peixe, entre outros. Neste estudo, os achados comprovam o 

efeito benéfico da imunização das tilápias sobre o metabolismo energético durante 

aerocistite infecciosa por S. agalactae.  

A atividade respiratória dos leucócitos demonstra a capacidade dos fagócitos 

em produzir espécies reativas de oxigênio, com o objetivo de atacar os patógenos 

invasores durante o processo de fagocitose, atuando sobre as membranas e 

destruindo os agentes invasores (BASHEERA-JOHN et al., 2002). Segundo Verlhac 

e Gabaudan (1997) assim que a fagocitose inicia, ocorre intenso aumento no 

consumo de oxigênio molecular (atividade respiratória). O aumento deste parâmetro 

mesmo sem diferença estatística sugere a melhora do sistema imunológico 

(FARIAS, 2012), em 6 HPD animais tratados (T+NV) demonstraram uma maior 
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resposta, diferentemente de animais vacinados que em 6 e 24 mantiveram maiores 

níveis deste parâmetro. 

 A lisozima é uma enzima importante capaz de causar lise em bactérias, 

encontrada em várias espécies de peixes (LIE et al., 1989). Em algumas situação 

suas concentrações podem sofrer alterações no sangue, como por exemplo em 

infecção ou estresse, ocorrendo variação nas células brancas (VERLHAC; 

GABAUDAN, 1997; WENDEELAR BONGA, 1997; MARTINS et al., 2000), pois os 

principais produtores de lisozima em peixes são os leucócitos, principalmente em 

neutrófilos, monócitos e em macrófagos (LIE et al., 1989), Durante analise de 

correlação entre valor achado de lisozima e quantidade monócitos circulantes, 

observou-se interação positiva de 40% em animais tratados com o macrolídeo. A 

determinação da concentração de lisozima é um parâmetro importante para a 

avaliação da imunidade inata nos peixes. Kumari e Sahoo (2006) concluíram que o 

uso de imunoestimulantes aumentam a concentração e atividade de lisozima, tal 

achado corrobora com os encontrados neste estudo onde animais tratados com 

tilosina apresentaram maiores valores de concentração de lisozima em 48 HPD. 

Segundo Quintana (2002) os níveis de proteínas totais no plasma são 

alterados rapidamente após o início da reação inflamatória e pode durar por vários 

dias, dependendo da intensidade do estímulo. Resultados da literatura demonstram 

que peixes acometidos tanto por bactérias como por parasitos apresentaram 

redução nos níveis de proteínas do sangue (BOON et al., 1990). A albumina é a 

proteína mais abundante no plasma, responsável pela manutenção do equilíbrio 

osmótico do sangue transporte e de nutrientes. As globulinas séricas são 

sintetizadas no fígado ou por células do sistema imunitário, e estão envolvidas 

diretamente nos mecanismos de defesa do animal (THOMAS, 2000). 

Solter (1991) observou que avaliação da concentração haptoglobina e 

ceruloplasmina, foi até 6 vezes mais sensível do que da concentração de 

fibrinogênio ou leucócitos contagem na detecção de inflamação. A transferrina é 

uma glicoproteína, assim como a maioria das proteínas plasmáticas (KANEKO et al., 

1997) 
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Segundo Gruys et al. (1994) a ceruloplasmina é uma glicoproteína (α-1), 

essencial para a eritropoiese por ser transportadora do cobre, tendo ação 

antioxidante nas células e tecidos, protegendo-os de compostos gerados por 

fagocitose de microorganismos e diminuição de neutrófilos endoteliais (CERÓN et 

al., 2005). Dentre as proteínas de fase aguda (PFA) analisadas, a ceruloplasmina 

foi, aparentemente, a de maior produção diante do processo inflamatório agudo, 

apresentando aumento discreto quando comparado ao das outras PFA, fato que 

também havia sido observado por Kogika et al. (2003). Conner et al. (1988) afirmou 

que a ceruloplasmina é liberada na circulação sangüínea imediatamente após a 

instalação do processo inflamatório. Assim, a ceruloplasmina poderia ser 

determinada como um indicador precoce do processo inflamatório Kogika et al. 

(2003). A vacinação influenciou nos níveis de ceruliplasmina, em 6 HPD animais 

vacinados apresentaram maiores valores de concentração desta proteína. 

A haptoglobina é uma proteína α-2 responsável pelo transporte de 

hemoglobina nas células do sistema mononuclear fagocitário para que haja a 

recuperação do íon ferro durante o processo de hemocaterese e na defesa contra 

microorganismos. A concentração da haptoglobina aumenta em resposta a diversas 

situações: estresse orgânico, infecção, inflamação aguda ou necrose tecidual 

(CORAZZA, 1997). Os níveis de haptoglobina tiveram diminuição conforme passar 

do tempo, sendo observado pico em 6 HPD em todos os grupos analisados. Os 

níveis de haptoglobina caem após um processo hemolítico ou em doenças 

hepáticas. Neste estudo observou-se a diminuição no volume dos eritrócitos 

provavelmente por um desequilíbrio hidroeletrolítico causado pela infecção. 

O fígado de teleósteos é um órgão multifuncional, envolvendo atividades 

como conversão do alimento e até desintoxicação de compostos estranhos 

(STEGEMAN; LECH, 1991). Entre as funções hepáticas mais importantes, 

destacam-se a formação de: proteínas plasmáticas, uréia e síntese de certos 

aminoácidos (Honorato et al. 2013). Sendo assim disfunções hepáticas graves 

causada por várias etiologias, podem propiciar um quadro irreversível, levando em 

alguns casos a diminuição da taxa de crescimento, e a morte do animal. 

(RAŠKOVIĆ et al. 2011).  
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O parênquima do tecido hepático da tilápia é composto por hepatócitos, veias 

centrais, capilares sinusóides e hepatopâncreas exócrino. A partir das veias centrais 

partem capilares sinusóides formando arranjos cordonal, os hepatócitos apresentam 

citoplasma claro, levemente arredondado com núcleo levemente deslocado para a 

periferia da célula e com nucléolo evidente (BARBUIO, 2013). Todos animais 

infectados apresentaram desarranjo nos cordões, moderada necrose de hepatócitos, 

degeneração hidrópica e dilatação sinosóide hepática. Tais achados demonstram 

aumento da atividade enzimática do fígado, causado pelo metabolismo de toxinas da 

bactéria (CARRASCHI et al., 2012). As áreas de necrose focal encontradas nos 

animais infectados com S. agalactiae corroboram com os achados de Zamri-Saad et 

al. (2010). Alterações como vacuolização dos hepatócitos, infiltrados inflamatórios e 

alteração no formato dos vasos sinusóides podem ser interpretados como respostas 

ao estresse, sendo, desta forma, considerados como indicadores histopatológicos da 

qualidade do ambiente (TEH et al., 1997).  

As alterações provocada pela infecção natural por S. agalactiae em tilápias 

foram observadas pela associação da presença das colônias bacterianas,  

exotoxinas, e lesões do fígado, baço, rins e cérebro (ZAMRI-SAAD et al., 2010). 

Histologicamente ocorre severa inflamação granulomatosa inclusive, necrose, 

vacuolização de hepatócitos e congestão esplênica em animais com estreptococose 

(EVANS et al., 2000). 

O baço e o rim cefálico, são os principais órgãos hematopoiéticos, uma vez 

que os centros hematopoiéticos desses órgãos são responsáveis pela origem e 

formação dos eritrócitos, linfócitos, monócitos, trombócitos e granulócitos (PIMPÃO, 

2006). Segundo Carneiro (1999) o baço constitui importante órgão de defesa contra 

microrganismos que penetram nos vasos sanguíneos, em virtude da riqueza de 

células fagocitárias, sendo o principal órgão destruidor de eritrócitos.  

ROBERTS (1981) definiu CMM como fagócitos originários de monócitos 

circulantes e que apresentam seus graus de pigmentação variando de acordo com a 

espécie estudada e a idade e estado de saúde do animal, o colorido dos pigmentos 

varia do negro ao amarelo, dependendo do tipo de material fagocitado, o qual 

poderia ser de natureza melânica, lipofuscínica, ceróide ou hemossiderínica. São 
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inúmeras as funções atribuídas aos melanomacrófagos, tais como: fagocitose de 

bactérias. Os CMM são considerados parte integrante do sistema hematopoiético de 

teleósteos (ROBERTS, 1975). 

Por ser um órgão de grande fluxo sanguíneo e com elevada presença de 

compostos químicos o rim pode sofrer mudanças patológicas na cápsula de 

Bowman, como proliferação anormal das células epiteliais e o espessamento da 

lâmina basal, levando a redução do espaço de Bowman, além do aparecimento de 

células sangüíneas ou agregados de células sangüíneas ou de matéria estranha no 

espaço de Bowman (TAKASHIMA & HIBIYA, 1995).  

A camada de muco constituído por glicoproteínas insolúveis em água 

secretada pelas células caliciformes tem papel importante na proteção contra 

infecções, pois impede o contato de microrganismos com as células epiteliais e tem 

efeito bactericida devido à presença de lisozima e ácidos graxos de baixo peso 

molecular (NOGA 1995), cuja função principal é proteger e lubrificar o revestimento 

do intestino (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008). 
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7.CONCLUSÃO 

 
A associação da vacinação e o tratamento com tilosina auxiliou as respostas 

de defesa orgânica das tilápias (O. niloticus) amenizando as alterações deletérias 

observadas na estreptococose, demonstrando o efeito imunomodulador do 

macrolídeo tilosina sobre a reação inflamatória.  
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