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HEMATOLOGIA E HISTOPATOLOGIA DE TILAPIAS (Oreochromis niloticus)
VACINADAS E DESAFIADAS COM Aeromonas hydrophila E Streptoccocus
agalactiae

RESUMO - A intensificacdo dos sistemas aquicolas tem contribuido para o aumento
da ocorréncia das doencas infecciosas. Assim, o objetivo deste estudo foi analisar
as alteracbes hematoldgicas e histopatoldgicas de tilapias (Oreochromis niloticus)
vacinadas e desafiadas com Aeromonas hydrophila e Streptococcus agalactiae.
Para tanto, peixes com pelo menos 15 gramas foram vacinados com 0,05 mL por
peixe, na cavidade celomética entre as nadadeiras ventrais e foram mantidos por 21
dias para o desenvolvimento da imunidade. A inducédo da infeccéo foi realizada em
periodos diferentes para cada bactéria, sendo apds a vacinacao, com 60 dias para
Aeromonas hydrophila e 90 dias para Streptococcus agalactiae, com as respectivas
concentracdes de DL50. Apds sete dias da inoculacdo foram coletados, de forma
asséptica, figado, rim, baco e cérebro dos peixes, a realizacdo das provas
bioquimicas e confirmacdo da presenca das bactérias Aeromonas sp. e
Streptococcus sp. e coleta do sangue para a contagem total dos leucécitos e
trombocitos e diferencial dos leucocitos, da série vermelha foram analisados
hematécrito, eritrocitos, VCM (Volume Corpuscular Médio), HCM (Hemoglobina
Corpuscular Média) e CHCM (Concentracdao Hemoglobina Corpuscular Média), além
dos testes bioquimicos de proteina total (PPT), colesterol, albumina, uréia,
triglicérides, lactato e glicose e também foi realizado o reisolamento das bactérias.
Ao término do periodo experimental ocorreram aumento nas variaveis hematolégicas
e bioquimicos do CHCM, globulinas e colesterol e a diminuicdo no hematocrito,
VCM, leucécitos e lactato de tilapias infectadas por S. agalactiae e aumento nos
parametros de leucocitos, globulinas e a diminuicdo dos trombdcitos e colesterol de
tilapias infectadas por A. hydrophila além de alteracdes histopatolégicas em pele,
figado e rim das tilapias ndo vacinadas e infectadas. A vacinacdo melhorou a
resposta histofisioldgicas dos animais apds a infeccdo com as duas espécies de
bactérias avaliadas.

Palavras-chave: Bacteriose, Aeromonose , Streptococose, Reisolamento



viii

HEMATOLOGY AND HISTOPATHOLOGY TILAPIA (Oreochromis niloticus)
VACCINATED AND CHALLENGED WITH Aeromonas hydrophila AND
Streptococcus agalactiae

ABSTRACT - The intensification of aquaculture systems has contributed to the
increased occurrence of infectious diseases. The objective of this study was to
analyze the hematological and histopathological tilapia (Oreochromis niloticus)
vaccinated and challenged with Aeromonas hydrophila and Streptococcus agalactiae
To that end, with at least 15 fish were vaccinated with 0.05 grams mL per fish in
between the coelomic cavity and ventral fins were maintained for 21 days for
development of immunity. Induction of Infection was performed at different times for
each bacteria, which after vaccination, 60 days and 90 days A. hydrophila to S.
agalactiae, with respective concentrations of LD50. After seven days of inoculation
were collected aseptically, liver, kidney, spleen and brain of fish carrying out the
biochemical and confirmation of the presence of the bacteria Aeromonas sp. and
Streptococcus sp. and blood collection for the total count of leukocytes and
thrombocytes and differential leukocytes, red series were analyzed hematocrit,
erythrocytes, MCV (Mean Corpuscular Volume) , MCH (Mean Corpuscular
Hemoglobin) and MCHC (Mean Corpuscular Hemoglobin Concentration), in addition
to biochemical assays of total protein (PPT), cholesterol, albumin, urea, triglycerides,
and glucose and lactate was also performed reisolation of bacteria. At the end of the
experimental period there was an increase in haematological and biochemical
variables of MCHC, globulin and cholesterol and decrease in hematocrit, MCV and
lactate tilapia infected with S. agalactiae and an increase in leukocyte parameters,
globulin and the decrease of platelets and cholesterol tilapia infected with A.
hydrophila as well as histopathological changes in skin, liver and kidney of tilapia
unvaccinated and infected. Vaccination improved the response histophysiological
animals after infection with two species of bacteria evaluated.

Keywords: Bacteriosis, Aeromonosis, Streptococcosis, Reisolation



1. INTRODUCAO

A piscicultura brasileira apresentou crescimento de 19,6% entre 2008 e 2009,
quando a producao passou de 282.008 para 337.353 t. No balanco do crescimento a
contribuicdo da producdo de organismos aquaticos continentais passou a
representar 81,2% da producao aquicola nacional no ano de 2009, frente aos 77,2%
em 2008 (FAQO, 2010). Assim, este é o setor de produgédo animal que mais cresce no
mundo respondendo por quase metade da oferta total dos peixes consumidos (FAO,
2010).

Dentre os principais organismos produzidos, a tilapia € o segundo grupo de
peixe mais criado no mundo, com perspectiva de se tornar um dos produtos
aquicolas de comércio internacional mais importante do século 21 (DALTON et al.,
2005). A tilapia (Oreochromis sp.) é a espécie mais produzida no Brasil, exceto nas
regides abrangidas pelas Bacias do Amazonas e Paraguai, onde sua criacao nao é
permitida pela legislagdao ambiental vigente, com representacédo de 39% do total de
pescado proveniente da piscicultura continental no Brasil em 2009 (FAQO, 2010).

A densidade, a oferta de alimento, 0 manejo com classificagdes seriadas e
pesagens e a degradacado da qualidade da agua devido ao aumento da quantidade
de matéria organica, leva a queda do nivel de oxigénio dissolvido contribuem para o
aumento do estresse e facilita a multiplicagdo dos microrganismos no ambiente. Isto
contribui para uma predisposicdo a enfermidades infecciosas e parasitarias que
trazem grandes prejuizos econémicos aos produtores (RANZANI-PAIVA, 1997;
CARRASCHI et al., 2011). Segundo Jin-ha et al. (2009) apenas a presenca da
bactéria Edwarsiella tarda em pisciculturas de bagre coreano (Silurus asotus) causa
5% de mortalidade dos peixes por dia em pisciculturas coreanas.

O Streptococcus sp. tornou-se um dos patdégenos mais relatados na criacao
de peixes, causando grandes perdas na produgcdo de peixes marinhos e de agua
doce em regides quentes. Embora identificado pela primeira vez em 1976, a
septicemia causada por Streptococcus spp. € um problema sanitario em sistemas de
criagdo intensiva de tildpia (AGNEW; BARNES, 2007).

Outra bactéria importante durante o ciclo produtivo e para a saude publica é a
Aeromonas hydrophila, um patdgeno oportunista, considerado invasor secundario,

que causa infeccdo em peixes imunossuprimidos e/ou associa-se a infeccao por



outros patégenos, como no caso do protozoario ciliado Epistylis (VIEIRA, 2003).
Segundo Holliman (1993), as aeromonas méveis estdo presentes no ambiente
aquatico e no intestino de peixes. Assim, as septicemias sdo um problema em todo o
mundo e em todas as espécies criadas em agua doce.

Além de causar doenga nos peixes é uma zoonose e pode trazer graves
consequéncias aos seres humanos que entrarem em contato com essa bactéria,
sendo considerada também um problema de salde publica. O estudo com
Aeromonas hydrophila conduzido por Rossi Junior (1998) relata a preocupagéo com
as bactérias do género Aeromonas sp., por serem capazes de estabelecer diferentes
tipos de patogenias que acometem tanto animais como o homem.

Com a ocorréncia de grandes surtos em decorréncia destes patégenos, o uso
de farmoquimicos, principalmente de forma indiscriminada e sem registro, torna-se
cada vez mais frequente. O uso de antimicrobianos traz uma preocupacédo em
relacdo a resisténcia dos microrganismos patogénicos e para a saude animal e
humana. Saavedra et al. (2004) demonstraram as taxas de resisténcia de
Aeromonas sp. para amoxicilina, carbenicilina, ticarcilina e ao imipenem, um
antibiético de uso clinico, sugere que esta resisténcia pode ser transferida para a
populacdo de Aeromonas sp. do meio ambiente, sendo necessario buscar novas
alternativas, principalmente na prevencao de doengas e neste contexto incluem-se
as vacinas (ROMANO; MEJIA, 2003).

A capacidade dos peixes em desenvolverem imunidade contra determinado
microrganismo depende da idade, da temperatura da agua, do agente de
imunizagao e do método de vacinacdo (GUDDING et al., 1999).

As reacgdes cruzadas ocorrem quando dois microrganismos possuem epitopos
iguais ou semelhantes em microrganismos nao relecionados. Como resultado, os
anticorpos direcionados a um antigeno (qualquer substancia estranha que possa
induzir resposta imune) podem reagir inesperadamente para outro antigeno néo
relacionado, podendo assim, causar uma resposta imune a outro microrganismo ao
qual ndo se esperava (TIZARD, 2002). Um exemplo de reagao cruzada ocorre entre
a Brucella abortus e a Yersinia enterocolitica o que pode levar um animal infectado
por Y. enterocolitica ser diagnosticado como positivo para brucelose (TIZARD,
2002).



Assim, o objetivo geral do estudo foi verificar se ao vacinar peixes com uma
vacina para Streptococcus sp. (forma comercial ja existente no mercado brasileiro) é
possivel que essa vacinagao traga outros beneficios além da protecdo especifica
para este microrganismo como, por exemplo, um incremento na imunidade de
tilapias na infec¢do por Aeromonas sp. Nao ha demonstracao na literatura, porém, é
provavel que as amostras de S. agalactiae e A. hydrophila apresentem
comportamento similar e tais indicios embasam a necessidade por informacdes
sobre o perfil antigénico dos patdgenos isolados no pais (FIGUEIREDO; LEAL,
2008).

2. OBJETIVOS

Os objetivos deste trabalho foram avaliar as alteracbes hematoldgicas e
histopatolégicas em tilapias (O. niloticus) vacinadas com vacina comercial e
desafiadas com Streptoccocus agalactiae e Aeromonas hydrophila, para tanto:
i) Verificar a eficacia da vacina de Streptoccocus sp. para tilapias infectadas
experimentalmente com Streptoccocus agalactiae e Aeromonas hydrophila, pela
avaliacdo da taxa de mortalidade;
ii) Realizar o reisolamento das bactérias Aeromonas sp. e Streptoccocus sp., por
meio de testes bioquimicos para comprovagdo do género da bactéria causadora das
alteracgdes;
iii) Avaliar as variaveis hematoldgicas e histopatolégicas (figado, rins e musculo) em
tilapia ap6s a vacinagdo e infeccdo, para obtengdo do padrdo de resposta
imunoldgica e histopatoldgica.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Streptococcus sp.

Dentre as espécies de estreptococos, o Streptococcus iniae e o
Streptococcus agalactiae sao considerados os mais importantes patégenos para a
aquicultura (SHOEMAKER; KLESIUS, 1997). A estreptococose é uma doenca
septicémica que afeta peixes de dgua doce e de agua salgada, ambos em criacao
ou livre no ambiente. As principais espécies envolvidas sao S. iniae e S. agalactiae,
com sinais clinicos a infeccao e espectro de hospedeiros semelhantes (EVANS et
al., 2002; SHELBY et al., 2002). O primeiro relato do isolamento de Streptococcus
sp. em tilapia foi realizado por Wu (1970) e desde entdo, este género tem sido

identificado como responsavel por elevados prejuizos em varios paises.

No Brasil, no norte do Parana, Streptococcus sp. isolados de tilapia criadas
em sistema intensivo e com histérico de elevada mortalidade apresentaram
caracteristicas fenotipicas semelhantes ao S. agalactiae, sugerindo ser esta uma
das espécies envolvidas na limitagdo da tilapicultura brasileira. O primeiro
isolamento deste patdgeno foi realizado por Salvador et al., (2005), em tilapia do Nilo
(O. niloticus) com sinais neuroldgicos (natagédo erratica e em movimentos circulares),
em sistema de criacao intensiva.

O Streptococcus agalactiae € um patégeno emergente em tilapia em todo o
mundo. MIAN (2008) investigou aspectos da epidemiologia, transmissao e viruléncia
das infec¢des por S. agalactiae, em nove surtos de meningoencefalite e septicemia
em producdes de tilapia no Brasil. Neste estudo foi observado variacdo de peso dos
peixes infectados, elevada taxa de mortalidade e como fator ambiental temperatura
acima de 26°C.

O S. agalactiae tem sido isolado de animais homeotermos terrestres ou
heterotermos aquaticos, 0 que indica uma ampla diversidade de hospedeiros
(EVANS et al., 2002).

Os principais sinais clinicos e lesdes macroscopicas nos peixes com
isolamento de Streptococcus sp. foram hepatomegalia, esplenomegalia, lesdo de

pele e de base das nadadeiras e exoftalmia com opacidade de cérnea. O maior



namero de infeccdes por Streptococcus sp. ocorreu nos meses com temperaturas
mais elevadas, principalmente no periodo de transicdo inverno primavera
(SALVADOR et al.,, 2003). Para Figueiredo et al. (2006), outras caracteristicas
importantes foram escurecimento dos peixes, pequenas lesdes de pele com perda
de escamas e areas de petéquias na base das nadadeiras ventrais, natacao erratica
e em movimentos circulares, alta mortalidade e evolugéo rapida, com morte dois a
trés dias apds o inicio dos sinais clinicos.

As espécies de estreptococos do grupo B de Lancefield, assim como outras
do género, sao células esféricas ou ovoides Gram-positivas, catalase negativa, que
se apresentam aos pares ou em cadeias. Sdo imdveis, ndo esporuladas e
anaerodbicas facultativas. Obtém energia por meio da fermentacdao de carboidratos
como a glicose, que resulta na maior parte em acido latico (KILLIAN, 1998).

Os estreptococos patogénicos possuem varias caracteristicas que contribuem
para sua viruléncia, como aderéncia as superficies epiteliais, invasao de células do
epitélio e do endotélio e injuria direta aos tecidos (NIZET; RUBENS, 2000).

Os estreptococos podem sobreviver mesmo em condicdes ambientais
adversas. Kitao et al. (1979) descreveram a presenca de elevado numero de
estreptococos na agua e em sedimentos de pisciculturas durante os meses de veréao
e diminuicdo durante o outono e inverno. Os peixes doentes e mortos sdo as
principais fontes de infeccao (MINAMI et al., 1979; CLARK et al., 2000).

3.2. Aeromonas sp.

As bactérias do género Aeromonas estao presentes naturalmente no
ecossistema aquatico e fazem parte da microbiota natural dos organismos aquaticos
(FRAIRE, 1978). As moveis, dentre elas, sdo as mais virulentas e pertencem a
espécie A. hydrophila (HOLLIMAN, 1993).

A doenca causada por A. hydrophila esta associada ao excesso de matéria
organica na agua (POST, 1987) e temperaturas acima de 28 °C.

A. hydrophila € um bastonete mével, com flagelo polar, com motilidade ativa e
produz acido e gas a partir de carboidratos, ndo produz esporos, Gram-negativa,
nao capsulada, oxidase positiva e anaerdbia facultativa (STOSKOPF, 1993).



Esta bactéria causa septicemia hemorragica, caracterizada pela presenca de
pequenas lesdes superficiais € hemorragias locais, como petéquias, nas branquias e
opérculos, exoftalmia e distensdo da cavidade celomatica com acumulo de liquido
ascitico, anemia e necrose hepatica e renal (AUSTIN; AUSTIN, 1987). Também
pode determinar perda de apetite, apatia, lesdes epidérmicas como
despigmentacdo, necroses e perda da pele com exposicdo da musculatura e
corrosao da nadadeira caudal (CARRASCHI et al., 2011). Internamente, os 6rgaos
podem estar friaveis e esbranquigcados, a cavidade celomatica com exsudato,
intestino flacido com muco amarelo e sem alimento (PLUMB, 1994). Em necropsia,
observam-se 0rgaos internos congestos e hemorragicos e o rim e o bacgo
aumentados (FIGUEIREDO; PLUMB, 1977).

Angka et al. (1995) isolaram varias cepas de A. hydrophila de Ictalurus
punctatus de diversos ambientes na Indonésia, que apresentaram diferentes niveis
de viruléncia. Até cinco dias ap0s a injegao intracelomatica da bactéria, os peixes

apresentaram les6es musculares, na pele no local da inje¢édo, no figado e rins.

3.3. Desenvolvimento de vacinas para peixes

A maioria das vacinas bacterianas € utilizada na forma inativada e é
administrada por injecdo, via oral ou imersdo. A aplicacdo das vacinas pela via
intracelomatica é o método mais confiavel e eficaz, quando comparada a via oral e
imersao. As desvantagens desta via incluem estresse intenso para os peixes, custos
com o manejo e tempo requerido para administracdo da vacina (NAKANISHI;
OTOTAKE, 1997).

O desenvolvimento de vacinas € um processo baseado na identificacdo de
estruturas Unicas presentes nas células de um determinado microrganismo, gerando
imunidade se administrada como vacina. As vacinas vivas, inativadas e de DNA
(menor frequéncia) sdo os principais tipos utilizados (GUDDING et al., 1999). Um
antigeno vacinal deve ser obtido de vérios isolados, induzir a formacao de anticorpos
especificos, conferir protecdo, seguranca e ser eficiente para o hospedeiro
imunizado (CHAKRAVARTI et al., 2001).

Na aquicultura, ha a descricdo do desenvolvimento de vacinas para
Flavobacterium columnare, Aeromonas hydrophila e S. agalactiae. A imunizacao de



Ictalurus punctatus via imersdo com vacina viva modificada para F. columnare foi
eficiente na inducado de resposta imune, conferindo protecdo aos animais quando
desafiados experimentalmente (SHOEMAKER et al., 2007). De maneira similar,
vacina viva atenuada (VIVAS et al.,, 2004; VIVAS et al.,, 2005) e fantasmas
bacterianos (envelope celular ausente de conteudo citoplasmatico) (CHU et al.,
2008) contra A. hydrophila promoveram incremento na imunidade das espécies
testadas. As tilapias imunizadas com bacterina mais produto extracelular
concentrado de S. agalactiae apresentaram protecao significativa a infeccdo quando
comparadas aos grupos controle ndo vacinados (EVANS et al., 2004; PASNISK et
al., 2005a; PASNISK et al., 2005b).

Variabilidade genética e fenotipica tem sido observada quando amostras
nacionais sdao comparadas com amostras de referéncia e isoladas de outras
localidades, principalmente para F. columnare (FIGUEIREDO et al.,, 2005;
OLIVARES-FUSTER et al.,, 2007a) e S. agalactiae (OLIVARES-FUSTER et al.,
2008). Para F. columnare tais variagbes se refletem na viruléncia e predilecao por
hospedeiro (OLIVARES-FUSTER et al., 2007b; SHOEMAKER et al., 2008). E
provavel que as amostras de S. agalactiae e A. hydrophila apresentem
comportamento similar. Tais indicios embasam a necessidade por informagdes
sobre o perfil antigénico dos patdégenos isolados no pais (FIGUEIREDO; LEAL,
2008).

3.4. Hematologia e imunologia de peixes teleésteos

O estudo da composicao e da fungdo dos componentes do sangue de peixes
teleésteos é de fundamental importancia na avaliagao das condigdes fisiolégicas,
bioquimicas e patoldgicas dos peixes (TAVARES-DIAS, 2003). Os peixes
tele6steos sdo animais que possuem sistema de defesa inato e adaptativo,

envolvendo os leucécitos, trombdcitos e os eritrocitos.

3.5. Sistema imunoldgico inato e adaptativo
Os processos de defesa ndo especificos (inato), assim como o especifico
(adaptativo), podem ser de dois tipos: a imunidade mediada por células e a

imunidade humoral. A imunidade celular ndo especifica envolve o0 mondcito e os



leucécitos granulares. Estas células s&o responsaveis por varios processos da
resposta imune nao especifica (inflamacdo, fagocitose, fagocitose com células
acessoérias e citoxicidade nao especifica). A resposta humoral ndo especifica é
composta por uma variedade de substancias (lisozima, sistema complemento,
interferon, proteina C reativa, transferrina e lectina) encontradas no muco, soro e
ovos dos peixes, que inibem o crescimento de microorganismos infecciosos
(SECOMBES, 1996; YANO, 1996).

A imunidade celular especifica esta relacionada a capacidade dos linfécitos T
reconhecerem alguns antigenos que se ligam a epitopos de certas células. Se uma
bactéria for fagocitada pelo macréfago, os fragmentos resultantes da fagocitose
ligam-se a marcadores superficiais desse macrdéfago que os apresenta aos
linfécitos T, estimulando assim a proliferacdo desta célula (SWAIN; SAHOO;
AYYAPPAN, 2006).

A ativacado do sistema humoral especifico, pela entrada de um antigeno no
organismo chegando a um érgao linféide, os linfécitos B dividem-se e formam
células que sofrem diferenciacao, originando os plasmécitos (linfécitos B ativados) e
células de memdéria. Os plasmécitos produzem anticorpos especificos a cada
antigeno, que se encontram no sangue e migram para os locais da infecgdo. As
células de memdria tornam-se inativas, mas prontas a responder rapidamente, caso
venha a acontecer um posterior contato com o antigeno (KAATTARI; PIGANELLI,
1996).

Os processos de aglutinacdo e inibicdo de patdgenos sdo dois mecanismos
importantes na resposta imune de peixes teledsteos, realizados por moléculas
presentes no soro sanguineo. As moléculas responsaveis pela aglutinacdo séo as
lectinas e as imunoglobulinas (lg). As lectinas sao proteinas capazes de se ligar a
alguns acucares, principalmente manoses, encontrados na parede de bactérias
Gram negativas ou Gram positivas, porém, ndo possui tanta especificidade quanto
as Ig’s. Contudo, as moléculas com maior capacidade aglutinante sdo as lg, que
possuem uma ag¢do mais especifica entre os antigenos, sendo produzidas pelos
linfocitos B. Silva et al. (2009) e Swain et al. (2007), relataram aumento do titulo de
aglutinacdo no soro sanguineo de tilapia do Nilo e carpa indiana (Labeo rohita),

respectivamente, apds vacinarem com antigenos polivalentes.



Na circulagdo sanguinea de peixes teledsteos € encontrado apenas IgM,
possuindo estrutura tetramera ou pentdmera, ao contrario dos mamiferos que
possuem diversos tipos de Ig (IgA, IgE, IgD, IgM, IgG). Tanto as lectinas como as Ig
também possuem fungdo de opsonina (molécula que age como facilitadora de
ligagdo no processo de fagocitose) e estdo envolvidas na ativacdo do sistema
complemento, cascata proteolitica responsavel por clivar organismos invasores
(ELLIS, 1999; SWAIN; SAHOO; AYYAPPAN, 2006).

A atividade antimicrobiana do soro sanguineo dos peixes teleésteos se deve a
diversos tipos de proteinas e enzimas. A lisozima é uma enzima importante no
combate de infec¢cdes em peixes teledsteos, € produzida por neutrofilos e mondcitos,
sua acao se da principalmente, contra as bactérias Gram-positivas, porém também
pode ajudar a inibir Gram-negativas (MAGNADOTTIR, 2006; SAURABH; SAHOO,
2008). Outros tipos de inibidores microbianos do sangue, sdo a transferrina, a qual
instabiliza o ferro disponivel, importante nutriente para manutencdo das bactérias;
peptideos antimicrobianos, que possuem acao rapida e eficaz, pois atuam
diretamente nas membranas dos patégenos provocando sua desestabilizacao;
antiproteases, como a o?-macroglobulina que inibe a acdo de toxinas proteoliticas
produzidas pelas bactérias (ELLIS, 1999; MAGNADOTTIR, 2006).

3.6. Células vermelhas

Os eritrocitos sdo as células mais numerosas do sangue, que contém a
hemoglobina como pigmento respiratério, que tem por funcao transportar o oxigénio
(O2) no sangue, qualquer deficiéncia no eritrdcito podera prejudicar o aporte de O2
nos tecidos. As alteragdes em sua estrutura estdo altamente relacionadas a
resposta dos organismos frente a processos anemiantes (RANZANI-PAIVA; SILVA-
SOUZA, 2004; SATAKE; PADUA; ISHIKAWA, 2009). Segundo Clauss; Dove; Arnold
(2008) doengcas em peixes causam anomalias em eritrécitos e consequentemente
anemias, sendo Aeromonas spp. a causa mais comum de anemia hemolitica em

peixes.

3.7. Trombdcitos
Em contraste com as plaquetas de mamiferos que sao células anucleadas, os
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trombécitos de peixes participam do processo de defesa do organismo
(TAVARES-DIAS; MORAES, 2004). Os trombdcitos podem possuir formas variadas
nos peixes: elipticos, arredondados, ovais, fusiformes; com nudcleo grande que
acompanha o formato da célula (RANZANI-PAIVA; SILVA-SOUZA, 2004). Além do
seu papel de hemostasia, os trombdcitos tém relevante participagdo no mecanismo
de defesa orgéanica, demonstrado pela sua presenca nos processos de coagulacéo e
inflamagéo, além de alguns autores sugerirem possivel atividade fagocitaria nos
processos de infeccao (TAVARES-DIAS, 2003; MARTINS et al., 2004). Tilapia do
Nilo desafiada com A. hydrophila apresentaram aumento no numero de
trombdcitos circulantes comprovando sua atuacdo na defesa do organismo
(BAILONE et al., 2010).

3.8. Células brancas

Os leucécitos sdo células sanguineas que participam dos mecanismos de
defesa organica em peixes teledsteos, e estdo subdivididos em dois grupos: nao
granulares (linfécitos e monécitos), e leucocitos granulares (neutréfilos, eosindfilos,
baséfilos e leucocitos granulares PAS positivo), e participam das respostas
imunoldgicas de diferentes formas (FERNANDEZ; DE BLAS; RUIZ, 2002).

3.8.1. Leucdcitos nao granulares

Os linfécitos sdo leucdcitos mais comuns e mais variados em teledsteos e
elasmobranquios saudaveis. Estas células s&o responsaveis pela resposta imune
adaptativa humoral e celular, promovendo a produgéo de anticorpos, aumento da
capacidade citotoxica, atuando no processo de memoria imunoldgica e promovendo
a liberacdo de fatores reguladores da funcdo imune, como as linfocinas
(YOSHINAGA et al.,, 1994). Os linfécitos se distinguem em dois grupos de
populagées chamados linfécitos B e T. Os linfécitos B se diferenciam em
plasmécitos (linfécitos B ativados) e células de memoria, participando da resposta
imune humoral. Enquanto os linfocitos T diferencia-se em linfécitos T auxiliares, que
reconhecem antigenos especificos ligados a marcadores e liberam mensageiros
quimicos que estimulam a atividade de células como os fagécitos; e linfécitos T

citotoxicos, que reconhecem e destroem células infectadas.
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Os linfécitos B e os diferentes linfécitos T, quando ativos, migram para o local
de infec¢do ou para o timo e segregam substancias téxicas que matam as células
anormais (TIZARD, 2002; SWAIN; SAHOO; AYYAPPAN, 2006). Segundo Clauss,
Dove e Arnold (2008) a linfopenia (diminuicdo do namero de linfécitos no sangue)
sugere condicdo de imunossupressao observada, por exemplo, em uma infecgao
aguda. Ja a linfocitose (aumento do numero de linfocitos no sangue) em peixes pode
sugerir estimulo imune, causado no inicio de uma infeccao crénica ou apés o uso de
imunoestimulantes e vacinas. Linfocitose foi observada por Bailone et al. (2010) e
por Silva et al. (2009) em tilapia do Nilo vacinada intraperitonealmente com antigeno
polivalente.

Os monécitos apresentam um papel importantissimo na resposta imune,
participando da producdo de citocinas e da apresentacdo dos antigenos em
teleésteos (VALLEJO; MILLER; CLEM, 1992; SHOEMAKER; KLESIUS; PLUMB,
1997). Dentre as principais caracteristicas destacam-se a capacidade de fagocitar
material estranho ao organismo, inerte e antigénico, assim como restos celulares da
resposta inflamatéria e de outros processos degenerativos, além de secretarem
radicais livres de oxigénio e nitrogénio e destruir diferentes tipos de patégenos
(ELLIS, 1999).

3.8.2. Leucocitos granulares

Os neutréfilos sdo as células mais comuns entre as granulares e as primeiras
envolvidas nos estagios iniciais de inflamagéo nos peixes (MANNING, 1994). Estas
células possuem a capacidade de fagocitacitose (FERNANDEZ; DE BLAS; RUIZ,
2002) e atividade microbicida desencadeada durante o processo denominado
"explosao respiratéria", que consiste na conversdo do oxigénio molecular em
compostos e metabdlitos derivados do oxigénio, como radicais livres do oxigénio
(PLYZYCZ et al., 1989).

Os eosindfilos e baséfilos (no tecido chamado de mastécito) se encontram
distribuidos pelo tecido conjuntivo, especialmente no trato gastrointestinal e nas
branquias. A fungdo dessas células nos peixes nao esta totalmente esclarecida,
porém sabe-se que elas intervém nos processos de inflamacgao crénica e na defesa

celular, sendo mais comumente encontradas na corrente sanguinea quando ha
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infestagao por parasitos (HINE, 1992; RANZANI-PAIVA; SILVA-SOUZA, 2004).

Os leucécitos granulares PAS-positivos (LG-PAS), anteriormente chamados de
células granulociticas especiais (CGE), sdo pouco lembrados nos estudos
hematolégicos em peixes e ndo estdo presentes em tilapias (O. niloticus) (RANZANI-
PAIVA; SILVA-SOUZA, 2004).

4. MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Nucleo de Ensino e Pesquisas Ambientais em
Matologia, Nepeam localizado na FCAV/Unesp, Campus de Jaboticabal.

A vacina utilizada foi AQUAVAC® STREP Sa. (inativada contra
streptococoses) lote 004/10 fornecida pela empresa MSD Animal Health®.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado (DIC)
com cinco tratamentos e trés repeticbes. Os resultados obtidos foram analisados
pela analise de variancia (ANOVA) e suas médias comparadas pelo teste de Tukey
5%.

4.1. Procedimento experimental e vacinacao

Os peixes (n = 500 da linhagem Gift) foram adquiridos de pisciculturas da
regidao de Jaboticabal — SP e foram mantidos em quarentena por 30 dias em
mesocosmos de 400 litros. Neste periodo, os animais foram alimentados com racao
comercial (FRI-Aqua ALEVINOS de 2-3 mm: Proteina Bruta (MIN) 400 g/Kg, Extrato
Etéreo (MIN) 75 g/Kg, Matéria Mineral (MAX) 130g/Kg, Matéria Fibrosa (MAX)
5090/Kg), até a saciedade duas vezes ao dia.

Para a realizagdo do experimento, foi utilizada vacina comercial para
Streptococcus sp., administrada aos animais seguindo a metodologia recomendada
pela empresa. Os peixes com pelo menos 15 gramas foram vacinados com 0,05 mL
por peixe, na cavidade celomatica entre as nadadeiras ventrais e foram mantidos por
21 dias para o desenvolvimento da imunidade.

Para a realizacdo do experimento foram utilizados exemplares de tilapia (O.

niloticus) com peso entre 25 e 50 gramas. Os animais foram distribuidos em 18
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mesocosmos de 400 litros em cinco grupos em delineamento inteiramente
casualisado (DIC), sendo estes: i) vacinado infectado com Aeromonas hydrophila
(VIA); ii) vacinado infectado com Streptococcus agalactiae (VIS); iii) ndo vacinado
infectado com Aeromonas hydrophila (NVIA); iv) ndo vacinado infectado com
Streptococcus agalactiae (NVIS) e v) ndo vacinado nao infectado (NVNI). Cada
grupo com trés réplicas com 20 peixes cada, totalizando 60 animais por grupo.

Os critérios de inclusdo dos peixes para o experimento foram: peixes com
aparéncia saudavel e se alimentando normalmente, dentro da faixa de peso
desejada e que ndo foram submetidos a tratamentos e/ou profilaxias com
antibiéticos ou qualquer tipo de medicamento.

Previamente foi realizado um ensaio para verificar a DL50 das cepas das
bactérias Aeromonas hydrophila e Streptococcus agalactiae que foram utilizadas
posteriormente nas induc¢des das infecgdes realizadas 60 e 90 dias respectivamente

apoés a vacinagao.

4.2. Inducao de infeccao

A inducdo da infeccdo foi realizada em periodos diferentes para cada
bactéria, sendo ap6s a vacinacao, com 60 dias para Aeromonas hydrophila e 90 dias
para Streptococcus agalactiae, com as respectivas concentragdes de DL50.

Para tanto, os grupos VI e NVI foram inoculados com 1,0 mL de um
concentrado de 2.10"" UFC de Aeromonas hydrophila e de 1.10® UFC de
Streptococcus agalactiae, sendo 0,5 mL intracelomatico e 0,5 mL intramuscular e
subcuténeo.

As bactérias foram multiplicadas em meio de enriquecimento especifico caldo
soja triptona (TSB) para Aeromonas hydrophila e BHI para o Streptococcus
agalactiae. Apbés a centrifugacdo das culturas, o sobrenadante foi descartado e o
pellet diluido em solucéo salina a 0,85% para ser inoculado. Apés este procedimento
as culturas foram diluidas de forma seriada em solugéo salina até dez vezes entao
foi adicionado 0,1 mL da ultima diluichio em placa de agar vermelho de
fenol-amido-ampicilina para a Aeromonas hydrophila e em agar sangue para 0
Streptococcus agalactiae permitindo, desta maneira, fazer a contagem e conversao

do numero de UFC por mililitro de in6culo. O grupo VNI foi inoculado com solucéo
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salina a 0,85% da mesma forma. Este processo foi realizado no Laboratério de
Microbiologia de Alimentos e Agua do Departamento de Medicina Veterinaria
Preventiva e Reproducao Animal da FCAV/Unesp, Campus de Jaboticabal.

Para a inducao de infeccdo, os mesocosmos foram mantidos com renovagao
de agua e os peixes foram alimentados duas vezes ao dia com racao comercial a
vontade.

Os sinais clinicos macroscopicos (corrosao de nadadeiras, lesdes superficiais
e hemorragias locais como petéquias, exoftalmia e distensdo da cavidade
celomatica e a mortalidade) e a ocorréncia de mortalidade foram avaliados duas
vezes ao dia.

Apés sete dias da inoculacdo foram coletados, de forma asséptica, figado,
rim, baco e cérebro dos peixes. Cada amostra foi transferida para meio de
enriquecimento para a realizagdo das provas bioquimicas e confirmagdo da
presenca das bactérias Aeromonas sp. e Streptococcus sp.

4.3. Reisolamento de Aeromonas sp.

As amostras de figado, rim, baco e cérebro dos peixes foram incubadas em
caldo soja triptona (TSB) e incubadas por 24 horas a 28 °C.

Das culturas obtidas foram repicadas em agar vermelho de
fenol-amido-ampicilina e selecionadas as coldnias sugestivas de Aeromonas sp. As
colénias amareladas, com halo transparente devido a hidrolise do amido, foram
selecionadas para as etapas seguintes.

Das colbnias caracteristicas, foram realizados esfregacos que foram corados
pela técnica de Gram; e as culturas que apresentarem bastonetes retos e curtos, aos
pares, isolados ou em cadeias curtas e Gram negativas, foram repicadas em agar
triplice-agucar-ferro (TSI) (SAAD et al., 1995). Apos incubacéo a 28 °C por 24 horas, as
culturas que apresentaram reacao 4cida, tanto na base como no bisel, com coloragéao
amarelada e com ou sem formagédo de gas foram novamente repicadas em &agar
tripticase-soja (TSA).

Em seguida, foram submetidas as provas de motilidade e oxidase seguindo
esquema de caracterizacao adotado por POPOFF (1984). Para a prova de motilidade

as culturas de bactérias foram inoculadas em tubos contendo agar semi-sélido e
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incubados a 28 °C por 24 horas e, as que apresentaram crescimento em toda a
extensdo do tubo foram consideradas positivas (MAC FADDIN, 1976).

Para a realizag&o da prova da oxidase foram realizados esfregacgos das culturas
de bactérias, com a utilizacdo de alca de platina, em fitas para prova da oxidase
adquiridas prontas para uso. Foram consideradas positivas as culturas cujos
esfregacos tornaram-se de coloracdo purpura em alguns segundos.

Os cultivos que apresentaram as caracteristicas de motilidade e oxidase positiva

foram considerados como de Aeromonas sp.

4.4. Reisolamento de Streptococcus sp.

Foram coletados de forma asséptica fragmentos de rins, figado, baco e
cérebro, que foram semeados em agar sangue, seguindo-se a incubacdo a 27 °C
por 24 a 48 horas. As coldnias obtidas foram caracterizadas presuntivamente pelos
testes de Gram, catalase, oxidase e crescimento em agar Mac Conkey.

4.5. Variaveis Hematoldgicas e Bioquimicas do Sangue

As andlises hematoldgicas e bioquimicas do sangue foram realizadas no
sétimo dia apds a infecgéo, para avaliar as alteracbes provocadas pelos patdégenos
sendo realizada com os animais do controle e dos tratamentos.

Para tanto, sete peixes de cada tratamento foram amostrados com auxilio de
uma seringa de 3,0 mL com agulha (25 mm x 0,6 mm) heparinizada coletando-se
cerca de 1,0 ml de sangue por meio de venopungéao caudal.

As analises hematoldgicas e bioquimicas do sangue foram realizadas no
momento da coleta, para verificar as possiveis alteragdes em cada tratamento.

Foi determinado o numero de eritrocitos (Er), contados em camara de
Neubauer utilizando-se salina (0,7%) como diluente, hematocrito (Ht), pela técnica
de microhematdcrito, segundo Goldenfarb et al. (1971), taxa de hemoglobina (Hb)
pelo método de cianometahemoglobina e leitura em espectrofotdmetro, segundo
Collier (1944) e calculados os indices hematimétricos VCM (volume corpuscular
médio), HCM (hemoglobina corpuscular média) e CHCM (concentracdo de
hemoglobina corpuscular média), segundo Wintrobe (1934).
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Foram confeccionadas laminas de extensédo sanguinea que, apds a coloracao
pelo método de ROSENFELD (1947), foram utilizadas para a contagem diferencial e
total de leucécitos (Lc) e contagem total de trombdcitos (Tr), pelo método indireto
segundo a metodologia recomendada por Hrube e Smith (1998).

A analise bioquimica de proteinas totais foi realizada por refratémetro.

A leitura de glicose e lactato foi realizada pela leitura em Lactimetro YSI 2300
no Laboratério de Farmacologia do Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal
da UNESP de Jaboticabal (SP).

Os testes bioquimicos: colesterol, albumina, uréia e triglicerideos foram
realizados na Universidade Camilo Castelo Branco — Descalvado.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente estudo n&o ocorreu mortalidade, isso pode ter ocorrido devido a
baixa densidade dos peixes nos mesocosmos e da falta de outros estimulos
estressores.
5.1. Série Branca

Para o numero de leucécitos totais, na contagem absoluta, ocorreu diferencga
significativa entre os trés grupos avaliados. O grupo Infectado Aeromonas hydrophila
(IA) apresentou um aumento significativo do nimero meédio de leucocitos em relagéo
ao grupo nao Infectado (Controle). O grupo Infectado Streptococcus agalactiae (1S)
apresentou o menor valor médio de leucécitos, também diferindo significativamente

do grupo controle (Tabela 1).
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Tabela 1. Média + desvio padrdo da contagem absoluta de Leucécitos de tilapia (O.

niloticus).
Leucdcitos (uL)
Tratamentos A0

Leucdcitos totais Tro?;g)igltos Mondcitos Linfécitos  Eosindfilos Neutréfilos
Controle 17635+9286 27186+ 11917 176+121 9793 +2549 31+63 282 +214
A. hydrophila 37485 +8067  9015+3581 164 +226 9187 +8125 16+39 360 +383
S. agalactiae 8547 +3282 28248 +6083  68+79 797243120 34+46 357 +252
Céé’i{] Zr ophila + 28206 + 7449 18492 +5996 78 +83 6526 +3381 77+102 258 +22
3;%’301@9 * 7872+3169  23213+4999  33+43 744943068 51+73 181 +144
Vacina NS NS NS NS NS NS
Infecgéo ** ** * NS NS NS
Vacina X Infecgao NS NS NS NS NS NS
Valor de F 14,55 5,85 2,04 0,88 0,69 0,52
cv 40,89 35,6 101,57 46,5 170,75 84,76

CV = Coeficiente de variagao; NS = nao significativo; * = significativo (P<0,05); ** = Significativo (P<0,001).



18

Tabela 2. Média + desvio padrao da contagem relativa Leucécitos de tilapia (O. niloticus).

Contagem relativa de leucocitos (%)

Tratamentos'

Mondcitos Linfocitos Eosindfilos Neutrdfilos
Controle 1,56 + 0,88 91,33 +2,83 0,22 + 0,44 2,67 £2,00
A. hydrophila 1,83 2,32 91,83 +3,76 0,17 0,41 3,67 £3,33
S. agalactiae 0,86 + 0,90 93,00 + 2,94 0,57 £ 0,79 4,00 +2,00
A. hydrophila + Vacinado 1,00 + 1,00 90,57 + 3,60 1,00 + 1,41 3,71 2,21
S. agalactiae + Vacinado 0,71 1,11 94,43 +2,15 0,57 £0,79 2,29 +1,98
Vacina NS NS NS NS
Infecgéo NS * NS NS
Vacina X Infecgao NS NS NS NS
Valor de F 0,98 1,55 1,25 0,73
cv 95,91 3,28 174,18 72,09

CV = Coeficiente de variagdo; NS = nado significativo; * = significativo (P<0,05); ** = Significativo
(P<0,001).

Na analise do desdobramento estatistico, o grupo nao vacinado infectado
Aeromonas hydrophila (NVIA) apresentou maior numero médio de leucdcitos,
diferindo significativamente de todos os outros grupos (Tabela 1), o grupo Vacinado
Infectado Aeromonas hydrophila (VIA) apresentou a segunda maior meédia diferindo
de todos os outros grupos, o grupo Nao Vacinado N&o Infectado (Controle)
apresentou a terceira maior média, os grupos Nao Vacinado Infectado Streptococcus
agalactiae (NVIS) e Vacinado Infectado Streptococcus agalactiae (VIS) tiveram as
menores médias de leucdcitos e nao diferiram entre si, porém diferiram do restante
dos grupos (Tabela 1).

Os leucécitos desempenham um papel importante na resposta imune dos
peixes durante o processo inflamatério. O aumento no ndmero de leucécitos pds-
desafio em juvenis de Labeo rohita indica um possivel aumento da resposta
inflamatéria mediada por leucécitos contra a infeccdo bacteriana por Aeromonas
hydrophila. (Chun-Yao Chen et al., 2004). Este padrao de resposta também ocorreu
no presente estudo ocorrendo um maior numero médio de leucécitos no tratamento
NVIA.



19

Para Kollner et al. (2002), a ocorréncia de microrganismos, ativa o sistema
imune iniciando a proliferacdo de leucdcitos e trombdcitos. Estas ultimas também
envolvidas na defesa do organismo (JORGENSEN et al., 1993; HILL; ROWLEY
1996; BOZZO et al.,, 2007). No presente estudo as principais proliferacdes de
leucocitos ocorreram nos tratamentos NVIA e VIA (Tabela 1).

Para Harikrishnan et al (2003) em carpas (Cyprinus carpio) infectado com A.
hydrophila, o numero de leucécitos aumentou até 30 dias apds a infecgdo. No
presente estudo os peixes NVIA apresentaram altos valores de leucdcitos em
relacao ao Controle apos sete dias da infec¢ao (Tabela 1).

Para Bailone et al. (2010) também ocorreu um aumento do numero do total de
leucécitos em peixes vacinados em relacdo a outros tratamentos ou apés desafio.
No presente experimento nos tratamentos desafiados com Aeromonas hydrophila
também ocorreram este comportamento tanto para os vacinados quanto para os ndo
vacinados, porém para os tratamentos desafiados com Streptococcus agalactiae
ocorreu uma diminuigdo dos leucécitos (Tabela 1).

A capacidade de alguns isolados de Streptococcus iniae de sobreviver dentro
de fagdcitos e de promover a apoptose de células infectadas € considerada uma
vantagem para o estabelecimento da doenga, uma vez que, provoca a morte destas
células, sem a liberacdo de componentes celulares, reduzindo ou suprimindo a
inflamacéo além de conferir uma vantagem na instalacao de uma meningite (Zlotkin
et al., 2003).

Além da capacidade de evadir a resposta imune, o que confere uma
vantagem para a manutengdo de uma bacteremia. Para entrar no sistema nervoso
central (SNC) a partir da corrente sanguinea, bactérias livres podem fazer o seu
caminho através da barreira hematoencefélica ou em associagdo com monécitos ou
fagocitos (Zlotkin et al., 2003).

Como citado anteriormente o S. iniae e S. agalactiae possuem caracteristicas
fenotipicas e genotipicas semelhantes e apesar de ainda néo ter sido estudado se o
mesmo ocorre com o S. agalactiae essa € uma hipotese para explicar a diminuigao
no numero de leucdcitos observada neste estudo.

Para os mondcitos na analise dos grupos ocorreu diminuicdo significativa do
grupo IS em relagao ao controle (Tabela 1).
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Os monécitos tém uma atividade fagocitica, de modo a migrar para a regiao
inflamatéria como uma resposta de defesa (GRIFFIN 1984, MARTINS et al 2009a).
O presente trabalho apresenta resultado semelhante ao exibir uma diminuicao
significativa do niumero de mondécitos no grupo IS em relagao ao controle (Tabela 1).

Além disso, os mondcitos produzem citocinas e sao células primérias na
apresentacao do antigeno em teledsteos (VALLEJO et al., 1992). Porém como
citado acima os Streptococcus sp. podem causar uma destruicdo destas células o
que pode justificar a diminuicdo destes nos peixes infectados.

Para o niumero médio de trombdcitos ocorreu uma diminuicdo significativa no
tratamento IA. O Controle e o IS ndo diferiram entre si e também nao exibiram
diminuicao nos valores médios destas células (Tabela 1).

Na analise do desdobramento o numero total de trombdcitos dos grupos
Controle, NVIS e VIS apresentam os maiores valores destas células e ndo diferiram
significativamente entre si e apresentaram diferencga significativa em relacdo aos
demais grupos avaliados (Tabela 1).

O menor valor para trombdcitos ocorreu no grupo NVIA que diferiu do restante
dos tratamentos (Tabela 1).

Para Bailone et al. (2010), a vacina em tilapias e desafio com A. hydrophila
promoveu aumento no numero de trombdcitos, sendo esta uma caracteristica em
tilapias vacinadas em relagcdo as nao vacinadas. Este padrao de resposta também
foi encontrado no presente estudo, com maior niumero meédio de trombdcitos no
tratamento VIA em comparagdo com o NVIA (Tabela 1). No entanto o numero de
trombdcitos dos tratamentos NVIA, VNI e VIA foram significativamente menores do
que o Controle (Tabela 1).

Um resultado semelhante foi observado por Matushima e Mariano (1996) em
tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) e por Martins et al., 2006 e Bozzo et al., 2007
em pacu (P. mesopotamicus), em que 50-70% de as células presentes no local da
lesdo foram trombdécitos. Comprovando assim a migracao destas células para o local
da leséo, diminuindo sua quantidade no sangue circulante.

Na contagem relativa dos leucécitos ocorreu aumento significativo apenas no

namero de linfécitos no grupo IS em relagdao ao controle (Tabela 2). Na analise do
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desdobramento os tratamento NVIS e VIS apresentaram diferenca no numero de
linfécitos porém néo de forma significativa (Tabela 2).

A porcentagem de linfocitos circulantes em relacdo a infeccdo por S.
agalactiae, neste estudo, seguiu o padrdo sugerido por Clauss et al. (2008) o qual
infere que a linfocitose em peixes pode sugerir um estimulo imune. Isto é
comprovado pelo aumento no numero destas células em tildpia do Nilo apéds
vacinagao polivalente, conforme observado por Bailone et al. (2010). Estes autores
verificaram que 48 horas ap6s o desafio o numero de linfécitos em peixes vacinados
se manteve maior do que os peixes ndo vacinados. O aumento de linfocitos em
peixes vacinados também é notado neste estudo, porém ndo de forma significava
(Tabela 2).

5.2. Série Vermelha

Tabela 3. Média + desvio padrao da série vermelha de tilapia (O. niloticus).

Eritrécitos Hematocrito VCM Hemoglobina CHCM
Tratamentos
4 Os/u L) (%) (fL) (g/dL) (g/dL)

Controle 1,69 + 0,24 28 +2,53 170+33  8,57+0,73 311439
A. hydrophila 1,62 + 0,24 27 +2,38 167 + 21 751+0,78 27 +1,30
S. agalactiae 1,71 £ 0,24 19 +2,27 113+15  8,65+1,05 45+3,43
A. hydrophila + Vacinado 1,75 £ 0,20 29 +0,98 171+22  7,99+0,43 27 +0,93
S. agalactiae + Vacinado 1,78 +0,32 19 + 3,31 106 £27  9,72+2,77 53+2142
Vacina NS NS NS NS NS
Infecgao NS ** ** * **
Vacina X Infecgéo NS NS NS NS NS
Valor de F 0,34 26,77 8,54 2,35 9,88
CV? 14,51 9,62 17,73 15,1 25,39

2 CV = Coeficiente de variagao; NS = n3o significativo; * = significativo (P<0,05); ** = Significativo (P<0,001).

Para o hematdcrito ocorreu diferenca significativa entre o IS e os demais
grupos (Tabela 3). O IA apresentou 0 maior numero de hematdcrito, seguido pelo
controle, porém nao ocorreu diferenca significativa entre estes dois grupos,
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enquanto o IS apresentou o menor valor médio de hematécrito, diferindo
significativamente dos demais grupos (Tabela 3).

Para o VCM ocorreu diferenca significativa entre o IS e os demais grupos. O
Controle apresentou o maior nimero de VCM, seguido pelo grupo IA, porém nao
ocorreu diferenca significativa entre estes dois grupos (Tabela 3). O IS apresentou o
menor valor médio de VCM, diferindo significativamente dos demais grupos (Tabela
3).

Para o CHCM ocorreu diferenca significativa entre o IS e os demais grupos. O
IS apresentou o maior numero de CHCM, seguido pelos grupos NI e IA, porém néo
ocorreu diferenga significativa entre estes dois grupos (Tabela 3).

A diminuicdo do hematdcrito ocorreu em co-infeccdo por Aeromonas e
Streptococcus em truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) (Barham et al., 1980). No
presente estudo o IS também exibiu uma diminuigdo no hematocrito em relagéo aos
demais grupos (Tabela 3).

Os processos anemiantes sao atribuidos a disturbios na producdo de
eritrécitos ou perda dessas células por hemdlise (JAIN, 1986). Diversos autores
(YOSHINAGA et al., 1996; RANZANI-PAIVA et al., 2000; TAVARES-DIAS et al.,
2002) relacionam a anemia normocitica-hipocrémica as infecgbes por patdgenos e
parasitos.

O figado, bagco e o rim de tildpia (O. niloticus) doente apds infecgdo grave,
sugerem que a hematopoiese foi afetada, diminuindo volume eritrocitario em tilapia
(O. niloticus) (ISHIKAWA, 1998). No presente estudo o grupo IS apresentou uma
reducgéo significativa do VCM em relagdo aos demais grupos nao diferindo entre os
peixes vacinados e ndo vacinados quando infectados com Streptococcus agalactiae
(Tabela 3).

A reducao da concentracdo hemoglobina foi relatada em ciclideos (Etroplus
suratensis) infectado pela sindrome epizodtica ulcerativa (PATHIRATN e
RAJAPAKSHE, 1998). No presente estudo ao contrario do citado por estes autores,
ocorreu um aumento significativo dos valores de CHCM dos peixes IS sendo eles
vacinados ou nao vacinados e os valores dos tratamentos |A permaneceram

semelhantes aos do controle (Tabela 3).
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Os parametros sanguineos de peixes teledsteos podem ser afetados pelo
estresse agudo e/ou crénico, como revisado por Barton e lwama (1991) e Bonga
Wendelaar (1997). A este respeito, os parametros de RBC de jundia nao foram
alterados apés estresse agudo, mas no estresse cronico por adensamento durante
10 dias ocorreu alteracdo deste parametro. Os aumentos de duas vezes no RBC
pode ter ocorrido pela libertacdo a partir do conjunto de armazenamento no bacgo
(Vijayan, Leatherland, 1989; Pulsford et al., 1994).

Barcellos et al. (2004) encontraram além da contagem de RBC aumentada,
hematécrito diminuiu significativamente apds manutencédo de peixes adensados por
10 dias.

No presente estudo ocorreu diminuicdo do hematdcrito, diminuicdo do VCM e
aumento do CHCM (Tabela 3), mas nao ocorreu diminuicdo do numero de eritrocitos
descartando assim a hipétese de anemia, porém a infec¢cdo causou uma diminuicao
no volume dos eritrdcitos provavelmente por um desequilibrio hidroeletrolitico.

A andlise dos desdobramentos ndo indicou nenhuma diferenca significativa
entre os tratamentos além dos ja expressos (Tabela 3).

5.3. Variaveis Bioquimicas

Tabela 4. Média + desvio padrao das variaveis bioquimicas de tilapia (O. niloticus).

Testes Bioquimicos

Tratamentos'

PPT Colesterol Albumina Pt/Alb
Controle 229 * 047 202,30 * 60,78 0,37 ¥ 0,30 1,91 * 0,72
A. hydrophila 274 * 0,40 169,43 * 33,20 0,26 * 0,15 240 * 0,24
S. agalactiae 246 * 0,36 245,00 * 84,88 0,17 * 0,07 229 * 0,39
A. hydrophila + Vacinado 2,70 * 0,42 170,71 * 37,87 0,19 * 0,06 251 * 045
S. agalactiae + Vacinado 246 * 0,17 26057 * 14580 0,24 * 0,11 221 * 0,23
Vacina NS NS NS NS
Infecgao * * * *
Vacina X Infecgéo NS NS NS NS
Valor de F 1,64 1,65 1,44 1,69
CV? 16,15 37,34 75,59 24,02

2 CV = Coeficiente de variagdo; NS = ndo significativo; * = significativo (P<0,05); ** = Significativo (P<0,001).
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Para o PPT ocorreu diferenca significativa entre 1A e o controle, mas nao
diferiu de IS (Tabela 4). O IA apresentou o maior valor de PPT, seguido pelo IS,
enquanto que, o controle exibiu o menor valor médio de PPT diferindo
significativamente do |A e ndo apresentou diferenca significativa em relagdo ao IS
(Tabela 4).

Na anélise dos desdobramentos o tratamento controle apresentou o0 menor valor
médio de PPT, diferindo significativamente dos tratamentos NVIA e VIA que exibiram
0s maiores valores de PPT e nao exibiram diferenca significativa entre si, com
relacao aos outros tratamentos ndo ocorreram diferencas significativas (Tabela 4).

Na relacao proteina total/albumina (diferenca significa quantidade de globulina),
ocorreu diferenca significativa para o grupo IA em relacdo ao controle, na
comparacdao do grupo IS com o controle ocorreu um aumento porém nao
significativo (Tabela 4).

Os niveis de PPT no plasma podem ser modificados poucas horas apds o inicio
da reacao inflamatéria por varios dias, dependendo da intensidade do estimulo
(WHITE et al., 1981; QUINTANA, 2002). O aumento do estresse e inflamacao causa
um aumento na produgdo de globulinas, alterando a concentracdo de proteina
plasmatica total (THOMAS, 2000). O aumento das globulinas no soro possui grande
importancia para o0 mecanismo de defesa, com consequente redugdo da proporgcao
albumina-globulina (SAHOO, MUKHERJEE, 2001).

Resultados da literatura demonstram que peixes acometidos tanto por bactérias
como por parasitos apresentaram reducdo nos niveis de proteinas do sangue
(BOON et al., 1990). Porém no presente estudo ocorreu um aumento nos niveis de
proteina plasmatica no grupo IA, corroborando com Post (1966) que relatou
aumentos na proteina total em truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) infectadas com
Aeromonas. Enquanto que uma co-infecgdo por Aeromonas e Streptococcus na
mesma espéecie resultou em diminuicdo da proteina total (Barham et al., 1980).

Os resultados do presente trabalho sugerem que o0 aumento na concentracao de
PPT seria uma resposta das proteinas de fase aguda propria do fenédmeno
inflamatério em peixes teledsteos, conforme descrito por (TAVARES-DIAS,

MORAES, 2004). Além disso, poderia estar relacionado com o aumento de atividade
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de linfocitos, em resposta a administracdo da vacina, que pode aumentar a resposta
proliferativa desta célula (SIWICKI et al., 1994).

Tabela 5. Média + desvio padrdo das variaveis bioquimicas de tilapia (O. niloticus).

Testes Bioquimicos

Tratamentos'

Uréia Triglicérides Lactato Glicose
Controle 489 * 215 138 * 56 095 * 045 2,03 * 0,66
A. hydrophila 1,67 £ 1,37 99 * 46 1,13 * 045 1,82 * 0,29
S. agalactiae 314 * 318 135 * 92 057 * 0,36 2,03 * 0,53
A. hydrophila + Vacinado 400 * 554 141 * 92 129 * 039 1,70 ¥ 0,45
S. agalactiae + Vacinado 750 * 841 170 * 93 055 * 029 1,71 * 054
Vacina NS NS NS NS
Infecgéo NS NS ** NS
Vacina X Infecgéao NS NS NS NS
Valor de F 1,33 0,56 3,57 0,65
CV? 96,54 53,87 45,06 29,3

% CV = Coeficiente de variacdo; NS = ndo significativo; * = significativo (P<0,05); ** = Significativo (P<0,001).

Para o lactato ocorreu diminuicdo significativa grupo IS em relacdo ao

controle e o grupo IA apresentou aumento do lactato em relagdo ao controle, porém

nao foi significativo (Tabela 5).

O lactato apresentou diferenca significativa ao longo do tempo de
amostragem em pirarucu (Arapaima gigas) quando comparados ao controle.
Ocorreu uma diminuicdo do lactato ao longo das amostragens, sendo notéria a
diminuicdo do ritmo natagdo dos peixes, indicando uma resposta terciaria de
estresse, com a mudanca do comportamento dos animais (BRANDAO, GOMES,

CHAGAS, 2006). Isso sustenta o resultado obtido com tilapias no presente

estudo.
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6. HISTOPATOLOGIA
6.1. Histopatologia da Pele e do Tecido Muscular

No grupo controle os peixes apresentaram a pele composta por duas
camadas: a epiderme e a derme. A epiderme revestida por um epitélio pavimentoso
simples composto basicamente por células de revestimento, células mucosas e
cromatoforos. Abaixo da epiderme localiza-se a derme composta basicamente por
tecido conjuntivo frouxo levemente modelado (Figura 1A) similar ao descrito para o
pacu, Piaractus mesopotamicus (CARRASCHI et al., 2012). Abaixo da pele ocorre
uma camada de tecido muscular estriado com as fibras apresentando orientacao
longitudinal no sentido cranio-caudal.

No grupo vacinado infectado A. hydrophila, a pele apresentou caracteristicas
similares ao controle, porém neste grupo ocorreram rupturas dos feixes de tecido
muscular. No grupo ndo vacinado infectado A. hydrophila ocorreu aumento no
nuamero de cromatéforos e rupturas dos feixes da camada muscular (Figura 1B). A
ruptura de feixes de tecido muscular também ocorreu em paulistinha (Danio rerio)
apods a injecdo celomatica da bactéria S. iniae na concentragéo de 10° UFC (MILLER
e NEELY, 2004); e em pacu infectado com A. hydrophila na concentracao de 2,4 x
107 bacteria.mL™' (CARRASCHI et al., 2012).

O aumento no numero de cromatéforos também ocorreu em embrido de D.
rerio infectado com Edwardsiella tarda na concentragdo de 108 UFC (PRESSLEY et
al., 2005) e em infeccdo com A. hydrophila e tratados com os antibi6ticos
oxitetraciclina (110.0,140.0,170.0 mg kg™') e florfenicol (5,0 mg.kg"') (CARRASCHI et
al., 2012).

De uma forma geral o género Aeromonas possui alguns fatores que definem a
viruléncia como hemolisinas, proteases e lipases (BEAZ-HIDALGO e FIGUERAS,
2013), estas caracteristicas podem definir os possiveis efeitos teciduais dos peixes
do grupo infectado nao vacinado.

Para DAS et al. (2011) a presenca de 2,24 x10” UFC de A. hydrophila injetada
na cavidade intra celomdtica causou necrose das fibras do tecido muscular de
Pintius sarana, diferindo dos resultados obtidos em tilapia. Esta diferenca pode ser
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atribuida, a concentracdo de bactérias utilizadas ou ao tempo de coleta apés a
infeccdo, pois estes autores realizaram a coleta 14 dias apds a infeccao, enquanto
que, para o estudo com a tilapia a coleta foi realizada 7 dias apés a infecgéo.

Os sinais clinicos das tilapias infectados com A. hydrophila na determinacéo
da DL50 foram escurecimento, corrosdo de nadadeiras e hemorragias cutaneas e
alguns peixes tiveram morte subita, sem apresentar sinais clinicos. Na necropsia
apresentaram congestdo de branquias, figado e rins, além do figado estar
aumentado de volume e com regides esbranquigadas.

As tilapias infectadas com S. agalactiae na determinacdo da DL50
apresentaram escurecimento, corrosdo de nadadeiras, hemorragia cutanea,
aumento do volume da cavidade celomatica e, em alguns casos, natacao erratica.
Na necropsia as tilapias apresentaram acumulo de liquido intra-celomatico, aumento
da vesicula biliar, regides do figado escurecidas, congestao de branquias e rins.

Para Secombes (1996) o escurecimento da derme de peixes doentes esta
associada ao maior numero de células e pigmentos no local, associado ao aumento
de melanéforos, na tentativa de regeneracao de tecidos danificados.

O escurecimento da derme de peixes pode estar relacionado a determinagéao
da hierarquia social e condicdo de estresse. Os peixes subordinados apresentam
coloragdo mais escura que os dominantes (BEECHING, 1995) e a situagcédo de
enfermidade também pode ser um estimulo estressor.

O grupo nao vacinado infectado por S. agalactiae apresentou aumento do
namero de melandéforos e infiltrado de células de defesa no musculo (Figura 1C). O
paulistinha (Danio rerio), apdés a injecdo celomatica da bactéria S. iniae na
concentragdo de 10° UFC, também apresentou infiltrado de células de defesa no
tecido muscular (MILLER e NEELY, 2004). Segundo estes autores a presenca da
bactéria também causou necrose dos miécitos dos feixes musculares, esta alteracao
nao ocorreu na tilapia apds a infeccdo com S. agalactiae. A degeneracao tecidual
muscular também pode ocorrer por infestacdo de parasitos. O rabdovirus
hemorragico (VHSV) também causou este tipo de alteracdo tecidual em D. rerio
(NOVOA et al., 2006) e o parasito ciliado Philasterides dicentrarchi em linguado,
Paralichthys olivaceus (HARIKRISHNAN et al., 2012).
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Para PRESSLEY et al., (2005) também ocorreu infiltrado de células de defesa
(linfécitos, mondcitos, macréfagos e granulécitos) na cavidade celomatica de D. rerio
apds o contato com E. tarda na concentracdo de 10° UFC por cinco horas.

Na coleta de 7 dias, os grupos controle e vacinado infectado apresentaram

caracteristicas histopatologicas similares ao descrito para a primeira coleta.
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Figura 1. Fotomicrografia da pele e do tecido muscular de
tilapia, HE Em A) Grupo controle destaque dos cromatéforos
(seta) e camada de tecido conjuntivo (estrela) na epiderme,
400x. Em B) Grupo ndo vacinado infectado A. hydrophila,
com ruptura feixes musculares (seta cheia) 100x. Em C)
Grupo ndo vacinado e infectado por S. agalactiae, com a
presenca de infiltrado de células de defesa (seta dupla) no
tecido muscular (TM), 400x.
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6.2. Histopatologia do Figado

Histopatologicamente, o parénquima do tecido hepatico da tilapia, no controle
é composto por hepatocitos, veias centrais, capilares sinuséides e hepatopancreas
exocrino. A partir das veias centrais partem os capilares sinusoides que apresentam
um arranjo cordonal com uma pequena desorganizacdo na regiao terminal de cada
capilar. Os hepatécitos apresentam citoplasma claro, levemente arredondado com
nucleo levemente deslocado para a periferia da célula e com nucléolo evidente
(Figura 2A) similar a descri¢cao histologica para o pacu P. mesopotamicus (SOUZA et
al., 2001; MATAQUEIRO et al., 2009).

Nos peixes do grupo vacinado infectado com A. hydrophila, também ocorreu
hipertrofia dos hepatécitos e desarranjo dos capilares sinusbides e em algumas
regidbes o nucleo estd deslocado para a periferia da célula, em algumas regides
ocorre também vacuolizacdo, o restante permanece semelhante ao controle.

O figado dos peixes do grupo nado vacinado infectado Aeromonas hydrophila
apresentou desarranjo cordonal dos capilares sinuséides, vacuolizacao
citoplasmatica, deslocamento do nucleo para a periferia da célula.

Estas caracteristicas histofisiolégicas podem indicar aumento da maquinaria
enzimatica do figado, especialmente do reticulo endoplasmatico liso e do complexo
de golgi responsaveis pelo metabolismo de toxinas da bactéria (SIMONATO et al.,
2007; CARRASCHI et al., 2012).

Na segunda coleta (coleta 90 dias apds a vacinacdo e sete dias apos a
infec¢do), o grupo controle permaneceu com as mesmas caracteristicas da primeira
coleta.

Para DAS et al. (2011) a presenca de A. hydrophila, causou no figado o
aumento dos centro melanomacroéfagos, especialmente, em peixes moribundos,
porém esta alteracdo tecidual ndo ocorreu em tilapia.

No grupo vacinado infectado Streptococcus agalactiae, ocorreu apenas uma
leve hipertrofia dos hepatécitos (Figura 2C) em relagdo ao controle, enquanto que,
no nao vacinado infectado por Streptococcus agalactiae, ocorreu pequeno
desarranjo cordonal dos capilares sinus6ides e as demais caracteristicas foram

similares ao controle.
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Em exemplares Lota lota infectado naturalmente com Micobacterium
salmoniphilum e em locais poluidos com produtos organicos a base de dicloro-
difenil-tricloroetano (DDT) e bifelina policlorodas (PCB), o figado também apresentou
hipertrofia dos hepatdcitos, além de aumento de células inflamatérias no tecido
hepatico (BERG et al. 2013).

HP

HP

B

Figura 2. Fotomicrografia do figado de tilapia, HE,
400x. Em A) Grupo controle com detalhe para a
organizacao cordonal (trago) dos capilares sinusoides,
dos hepatocitos (seta) e do hepatopancreas(HP). Em
B) Grupo vacinado e infectado por S. agalactiae com
desarranjo da organizacao cordonal dos hepatécitos

(conector).

6.3. Histopatologia do Baco
O baco em tilapia (O. niloticus) do controle apresentou organizagédo similar a

trabéculas que se formam na cépsula do tecido e formam uma estrutura septada



32

dividindo o baco histologicamente em polpa branca (menor porcdo) e polpa
vermelha (predominante). A polpa vermelha por estrutura alongada (similar a septos
incompletos) com a presenca de grande quantidade de células sanguineas e os
centros de melanomacréfagos. A polpa branca € formada basicamente por vasos
sanguineos e linfocitos. Na polpa vermelha ainda ocorrem os canais sinusoides que
contém células de defesa (Figura 3A).

Os tratamentos ndo vacinado infectado Aeromonas hydrophila, grupo
vacinado infectado com A. hydrophila e vacinado infectado Streptococcus agalactiae
nao exibiram altera¢des histolégicas nos periodos de coleta, durante o experimento,
porém 0s grupos vacinados apresentaram maior numero de melanomacrofagos
livres no interior do tecido. Para PRESSLEY et al. (2005), em D. rerio ocorreu a
resposta rapida de macréfagos em diferentes tecidos com o objetivo de fagocitar a
bactéria Edwardsiella tarda, esta resposta também pode ter ocorrido em tilapias
infectadas com A. hydriphila.

Figura 3. Vista geral do bago de tilapia (O. niloticus) do grupo controle com
detalhe para o centro melomacréfago (MM) e a polpa vermelha do tecido (V),
HE, 400x.
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6.4. Histopatologia do Rim Cefalico

O rim cefélico do controle de tildpia apresenta disperso pelo parénquima
centros de melanomacréfagos, melanomacréfagos livres, vasos sanguineos e
células da série branca (Figura 4). Os demais grupos avaliados nao exibiram
resposta ou alteracdes histopatologicas.

Figura 4. Vista geral do rim cefélico de tilapia (O. niloticus) do grupo controle
com detalhe para o centro melomacréfago (MM) e a polpa vermelha do tecido
(V), HE, 400x.

6.5. Histopatologia do Rim Caudal

O rim caudal dos peixes do grupo controle e dos vacinados infectados séo
formados por glomérulos que sao envoltos pela cdpsula similar a capsula de
Bowman. No estroma renal ocorre a presenga de células hematopoiéticas e
linfocitarias. Os tubulos proximais sdo constituidos por um epitélio cubico simples,
com nucleo variando da posicado mediana a basal da célula. As células epiteliais
apresentam cilios formando a borda em escova e a luz tubular central é reduzida, os
tubulos distais apresentam também epitélio cubico, porém mais baixo que dos
tubulos proximais e nucleos arredondados mais evidentes e basais. Entre as células

deste epitélio sdo mais visiveis 0s espagos intercelulares laterais (Figura 5A).
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O grupo nao vacinado infectado A. hydrophila as caracteristicas histolégicas
foram similares ao controle, porém ocorreu desprendimento dos capilares dos
glomérulos da capsula renal e aumento dos espacos intercelulares laterais do
epitélio dos tlbulos proximais (Figura 5B).
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Figura 5. Fotomicrografia do rim caudal de tilapia, HE, 400x. Em A)
Grupo controle com detalhe para glomérulo (G), tubulos proximais (TP)
e tubulos distais (TD). Em B) Grupo nao vacinado infectado com A.
hydrophila com desprendimento da glomérulo da capsula glomerular e
aumento dos espacos intercelulares nos tabulos proximais (TP). Em C)
Grupo vacinado e infectado por S. agalactiae com desarranjo da

organizacao cordonal dos hepatdcitos (conector).
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7. CONCLUSOES

Diante dos resultados obtidos conclui-se que:

O reisolamento foi realizado com sucesso, comprovando que as bactérias
causadoras das alteracdes pertencem ao género Aeromonas e Streptococcus.

As tilapias infectadas por S. agalactiae demonstraram aumento nos
parametros hematoldégicos e bioquimicos do CHCM, globulinas e colesterol e a
diminuicdo no hematécrito, VCM e leucocitos. As tildpias infectadas por A.
hydrophila apresentaram aumento nos parametros de leucdcitos, justificado pelo
aumento das globulinas e a diminuicdo dos trombdcitos e colesterol, além de
alteracbes histopatolégicas em pele, figado e rim das tilapias ndo vacinadas e
infectadas.

A presencga da bactéria A. hydrophila causou alteragbes histopatoldgicas em
pele, figado e rim das tilapias ndo vacinadas e infectadas. A vacinagdo melhorou a
resposta histofisiologicas dos animais apds a infeccdo com as duas espécies de
bactérias avaliadas.
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