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Avaliacao da eficacia de vacina autoctone de Streptococcus agalactiae
inativado aplicada por banho de imersao em tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus)

Effectiveness of homologous inactivated Streptococcus agalactiae
vaccine by immersion bath in Nile tilapia (Oreochromis niloticus)

Elaine Longhi'; Lucienne Garcia Pretto-Giordano*'; Ernst Eckehardt Miiller?

Resumo

O grupo das tilapias ¢ um dos mais importantes entre os peixes cultivados. O sistema de cultivo mais
utilizado ¢é o intensivo, caracterizado por alta taxa de estocagem de peixes tornando-os susceptiveis
as doencas infecciosas. A estreptococose ¢ uma das enfermidades que causam grandes prejuizos
econdmicos. O objetivo deste trabalho foi testar uma vacina de Streptococcus agalactiae inativado
aplicada por banho de imersdo (b.i) e desafio com cepa homoéloga. Foram utilizados 421 tilapia do
Nilo (Oreochromis niloticus) com peso médio de 38,38 gramas, distribuidas em dois tratamentos
(T1 e T2) e um grupo controle. No T1, os peixes foram vacinados com uma dose da vacina por b.i.,
com concentragdo de 5,4 x 108 UFC mL". O T2 recebeu duas doses da mesma vacina por b.i., com
intervalo de 25 dias. O grupo controle recebeu agua ultrapura por b.i. Os peixes foram desafiados por
via intraperitoneal (i.p.), com concentragdo de 3,0 x 108 UFC mL"' 43 dias apds a primeira ou segunda
dose da vacina, de acordo com o tratamento. Os peixes dos tratamentos e controle foram monitorados
durante 16 dias ap6s o desafio. Comparativamente ao grupo controle os resultados obtidos para o T1
foram: p = 0,0805, RR = 0,79 (IC 95%: 0,61 — 1,01) e RPS = 21%. Para o T2 foram: p = 0,0296, RR =
0,74 (IC 95%: 0,56 — 0,96) ¢ RPS = 26%. A mortalidade apos o desafio foi de 57 peixes (40,71%) no
T1, 51 (38,06%) no T2, e 76 (51,7%) no grupo controle. Nao houve diferenga significativa entre T1
e T2 e p=0,7445. Este resultado permite concluir que a vacina testada por b.i. com uma e duas doses
apresentou baixa eficacia na imunizagdo das tilapias.

Palavras-chave: Estreptococose, imunizacdo, peixes

Abstract

Tilapia is the most important group between cultivated fish. Intensive handling systems are characterized
by high rate of stocking of fish making them susceptible to infectious diseases. The streptococcosis is
one of the diseases that cause great economic losses. The objective of the study was to test a vaccine
administered by immersion bath (b.i.) against Streptococcus agalactiae and challenge with homologous
strain. For this study, 421 Nile tilapia (Oreochromis niloticus) with an average weight of 38.38 grams
were used. They were divided into two treatments (T1 and T2) and a control group. At T1, the fish were
vaccinated with one dose of vaccine by b.i., with a concentration of 5.4 x 103CFU mL™!. The T2 received
two doses of vaccine by b.i., with an interval of 25 days. The control group received a bath of ultrapure
water. The fish were challenged by intraperitoneal (i.p.) with a concentration of 3.0 x 108 CFU mL" 43
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days after the first or second dose of vaccine, according to the treatment. The fish were monitored for
16 days after challenge. Compared with the control group results were obtained for T1: p=0.0805, RR =
0.79 (95% CI: 0.61 — 1.01) and RPS = 21%. For T2 were: p = 0.0296, RR = 0.74 (95% CI 0.56 to 0.96)
and RPS =26%. Mortality after challenge was 57 fish (40.71%) in T1, 51 (38.06%) at T2, and 76 (51.7%)
in the control group. There was no significant difference between T1 and T2, p = 0.7445. This result
shows that the vaccine tested by b.i. with one and two doses had low efficacy in vaccination of tilapia.

Key words: Streptococcosis, immunization, fish

Introducao

O grupo das tilapias ¢ um dos mais importantes

entre os peixes cultivados. O sistema de

cultivo normalmente utilizado ¢é o intensivo,
caracterizado por alta taxa de estocagem de peixes
e, consequentemente, arracoamento intensivo,
podendo ocorrer diminuicdo da qualidade da agua
e estresse dos animais, tornando-os susceptiveis
as enfermidades infecciosas (PLUMB, 1997;
SHOEMAKER; EVANS; KLESIUS, 2000). As
principias espécies de bactérias patogé€nicas para
peixes sdo Aeromonas hydrophila, Flavobacterium
Edwardisiella Vibrio
vulnificus, Streptococcus iniae e Streptococcus
agalactiae (ROBERTS; SOMMERVILLE, 1982;

FIGUEIREDO; LEAL, 2008).

columnare, tarda,

Entre as doencas de origem bacteriana que causam
maiores problemas, destaca-se a estreptococose por
provocar elevados prejuizos para a producao de
peixes de agua doce e salgada. A doenga tem sido
relatada como uma das principais em diversos paises
de destaque na aquicultura, inclusive no Brasil
(SALVADOR et al., 2005; PARK et al., 2009).

A estreptococose deve ser considerada como
um complexo de doengas similares causadas
por diferentes géneros e espécies de bactérias
(Lactococcus garvieae, Lactococccus piscium,
S. iniae, S. agalactiae, Streptococcus parauberis
e Vagococcus salmoninarum) capazes de lesar
o sistema nervoso central (TORANZO et al.,
2005). No Brasil, S. agalactiae ¢ a espécie mais
isolada em tilapias e os principais sinais clinicos
observados sdo opacidade de cornea, exoftalmia
uni ou bilateral, natacdo erratica, letargia, ascite e
escurecimento da pele (SALVADOR et al., 2003,
2005; FIGUEIREDO et al., 2006).

As principais medidas utilizadas no controle
da estreptococose esta relacionada com manejo,
alimentacado, utilizacdo de antibioticos e produtos
quimicos. Porém o wuso indiscriminado de
antibioticos e produtos quimicos pode causar
poluicdo e degradagdo do meio ambiente, além
de selecdo de cepas resistentes e risco a satde do
consumidor (GRISEZ; OLLEVIER, 1995; SWAIN
et al., 2002; KLESIUS; EVANS; SHOEMAKER,

2004; SERRANO, 2005).

O desenvolvimento de novas vacinas e a
melhoria nas técnicas de vacinagdo tem auxiliado
o controle de algumas doencas infecciosas na
aquicultura (HASTEIN; GUDDING; EVENSEN,
2005). Devido aos beneficios econdmicos, as
vacinas produzidas a partir de células inativadas
sao amplamente usadas para a protecdo dos
peixes frente a diferentes doencas bacterianas
(DUMRONGPHOL et al., 2009). Os peixes podem
ser imunizados pelas vias intraperitoneal (i.p.), oral
(v.0.) e por banho de imersao (b.i.). Esses métodos
apresentam vantagens ¢ desvantagens relacionadas
ao nivel de prote¢ao, efeitos colaterais, praticidade e
custo-beneficio (GOMES; AFONSO; GARTNER,
2006).

As vacinas estreptococicas aplicadas por via
i.p. apresentam melhores resultados na protecdo de
tilapias, mas ndo ¢ de facil aplicagdo, ¢ um fator de
estresse para os peixes e apresenta maior custo com
a mao de obra qualificada. . A aplicacdo da vacina
por b.i. ¢ menos eficaz, mas tem como vantagem o
baixo custo e a praticidade, podendo ser utilizado
em peixes de menor porte ¢ em grande quantidade
(NAKANISHI; KIRYU; OTOTAKE, 2002; EVANS
et al., 2004b; PRETTO-GIORDANO et al., 2010b).
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Em 2011, foi aprovada no Brasil a primeira
vacina de S. agalactiae inativado para tilapias,
Aquavac® STREP Sa, de aplicacdo i.p. que em
condigdes experimentais, apresenta RPS de 84% nos
peixes vacinados e desafiados com S. agalactiae por
viai.p. (MSD SAUDE ANIMAL, 2012). O objetivo
deste trabalho foi avaliar a eficacia de uma vacina
autdctone de S. agalactiae inativado aplicada por
b.i. em tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) em
condigdes experimentais.

Material e Métodos
Peixes
Foram utilizadas 421 tilapia do Nilo

(Oreochromis niloticus), com peso médio de
38,38g. O experimento foi conduzido na Estacao de

Piscicultura do Departamento de Biologia Animal e
Vegetal da Universidade Estadual de Londrina, em
Londrina, Parana.

As tilapias foram distribuidas em caixas de
fibra de vidro com capacidade de 500L (Tabela
1), 10 dias antes do inicio do experimento, para
aclimatagdo. O arracoamento foi realizado duas
vezes ao dia na propor¢ao de 1,5% do peso vivo,
com racao extrusada, com pelets de 2 mm, e 35% de
proteina bruta (FISH 35%, Extrusada, Cooperativa
Integrada®). Antes do inicio do experimento foram
necropsiados aleatoriamente nove peixes, colhido
material de rim cranial, encéfalo e figado para
exame bacteriologico. As amostras colhidas foram
negativas para S. agalactiae e/ou outros agentes
bacterianos.

Tabela 1. Delineamento experimental da avaliagdo da eficacia de uma vacina de Streptococcus agalactiae inativado
aplicada por banho de imersao (b.i) em tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) e desafiadas por via intraperitoneal

(i.p.), em Londrina-PR, 2009.

N° de Esquema de Vacinacdo Desafio 3,0 x 10° Periodo de
Tratamentos Repetigdes tilépias 5,4 x 108 UFC mL"! UFC mL" observacdo
Dia 0 Dia 25 Dia 78
1 47
Tl 2 47 1* dose b.i. oDliSiﬁiOp 16 dias
3 46 ’ '
Total 3 140
1 45 R . a .
T2 ) 45 1* dose b.i.  2* dose b.i. Desaﬁp 16 dias
3 44 0,ImL i.p
Total 3 134
1 49 Agua
Controle 2 49 ultrapura Oler:rsliﬁiOp 16 dias
3 49 b.i. ’ ’
Total 3 147

Fonte: Elaboragdo dos autores.

Controle da qualidade da agua

As caixas continham 400L de agua de pogo
semi-artesiano, com fluxo de 3L de agua/minuto,
aeragdo continua e limpeza realizada diariamente
por succao.

A temperatura e o oxigénio dissolvido foram
mensurados diariamente com oximetro YSI 55
(Yellow Spring Instrument, Yellow Springs, OH,
USA). Os niveis limnologicos de amoénia foram
mensurados semanalmente, pela reagdo de Berthelot
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(SOLARANZO, 1969) e nitrito pela reacdo de
Griess (AMINOT; CHAUSSEPIED, 1983).

Vacina

A vacina foi preparada segundo Pretto-Giordano
et al. (2010b). Foi utilizado S. agalactiae (UEL-10)
isolado de um surto de estreptococose em tilapias
cultivadas em tanque-rede no norte do estado do
Parana.

O cultivo da cepa vacinal foi realizado em meio
Tryptic Soy Broth (TSB) (Difco Laboratories,
Sparks, MD) e incubado a 30£1°C/72h. Uma
aliquota foi utilizada para determinar a concentragao
bacteriana por espectrofotometria (Modelo Cintra
5), comprimento de onda de 540nm, densidade
optica (OD) de 0,7860, e contagem em placas
(UFC mL") de Tryptic Soy Agar (TSA) (Difco
Laboratories, Sparks, MD). A pureza da cultura
foi confirmada por semeadura em Agar Columbia
(Difco Laboratories, Sparks, MD) adicionado de
5% de sangue ovino (ACS). A cultura em TSB
foi inativada por adigdo de formalina tamponada
a 10%, concentragdo final de 3%, em temperatura
ambiente por 48 h. Uma aliquota da cultura tratada
foi semeada em ACS para confirmar a inativacao
das células.

A cultura inativada foi centrifugada a 7000 x
g por 30 min, a 10°C e o pelet mantido sob
refrigeracdo até o momento do uso. Para a
vacinagao, 10 mL do pelet foi diluido em 990 mL de
solugdo salina estéril a 0,85% e posteriormente em
9000 mL de 4gua ultrapura, totalizando 10.000 mL,
correspondendo a uma concentracdo final de 5,4 x
10¥UFC mL".

Desafio

O desafio foi realizado com a mesma cepa
utilizada na produgdo da vacina. S. agalactiae foi
cultivado em 100 mL de TSB a 30+£1°C/24 h e a
concentrac¢do celular de 3,0 x 108 UFC mL-!, de

acordo com Pretto-Giordano et al. (2010b). O
in6culo foi padronizado por espectrofotometria com
comprimento de onda de 540nm, OD de 0,7846 ¢
contagem em placas (UFC mL"') com TSA. A
pureza do indculo foi verificada por semeadura em
placas de ACS, incubadas a 30+1°C/48 h.

Delineamento experimental

Foram utilizados dois tratamentos e um grupo
controle, com trés repeticdes cada (Quadro 1). No
tratamento 1 (T1), 140 peixes foram vacinados
com uma dose da vacina, administrada por b.i. No
tratamento 2 (T2), 134 peixes foram vacinados
com duas doses de vacina por b.i. com intervalo
de 25 dias. No grupo controle, 147 peixes foram
submetidos a b.i. em agua ultrapura estéril.

Para a vacinagdo e banho de dgua ultrapura,
os peixes de cada tratamento foram divididos em
grupos de 25 peixes, e cada grupo foi imerso por
20 minutos em 10.000 mL da solugdo de vacina
ou agua ultrapura, com aeragdo constante e, em
seguida, recolocados nas caixas de origem (EVANS
et al., 2004b).

Os peixes foram desafiados com 0,ImL de
inoculo de S. agalactiae, com concentragdo de 3,0
x 10¥ UFC mL" por i.p. (PRETTO-GIORDANO
et al., 2010b), 43 dias apos a aplicagdo da vacina
(Figura 1).

Durante 16 dias apds o desafio, os peixes mortos
e morimbundosforam retirados diariamente. Dos
peixesmortosemoribundos, foramretiradasamostras
de encéfalo, rim, figado, coracdo, liquido visceral e
olhos e semeadas em ACS, incubadas a 30+1°C/48
h. Foi observada a morfologia das colonias e
auséncia de hemolise e quando consideradas tipicas
foram submetidas a Coloragdo de Gram, prova da
catalase e esculina. Para a identificacdo bioquimica
foi utilizado o Api 20 Strep (BioMérieux, France) e
para a classificagdo no grupo de Lancefield o Slidex
Strepto Kit (BioMerieux, Franca) (EVANS et al.,
2002).
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Estatistica

Para verificar a significancia estatistica entre
os grupos vacinados e controle, utilizou-se o teste
de Qui-quadrado corrigido de Yates, com nivel de
significancia de 5%. O célculo do Risco Relativo
(RR), com intervalo de confianca de 95%, foi
realizado para verificar a for¢a de associagdo entre
a exposicdo a vacina e o seu efeito protetor. Para
os calculos citados utilizou-se o pacote estatistico
Epi6 6,04 (DEAN et al., 1994). A eficacia da vacina
foi calculada como porcentagem de sobrevivéncia
relativa (RPS), segundo Amend (1981):

RPS = 1 — (% mortalidade dos animais
vacinados/% mortalidade dos animais controle) x
100.

Resultados e Discussao

Durante o experimento, a temperatura foi
mantida com média de 23,5°C (19, 3 — 25,1) e o
oxigénio dissolvido com média de 4,61 mg/L
(1,17 — 6,64). A concentragdo média de amonia
foi de 0,22 mg/L (0,11 — 0,86) e a de nitrito de
0,029 mg/L (0 — 0,66). A mortalidade de peixes no
T1 foi de 57 (40,71%), no T2, 51 (38,06%) e no
grupo controle, 76 (51,7%). Comparativamente ao
grupo controle, os peixes do T1, imunizados com
uma dose da vacina, e no T2, imunizados com duas
doses, apresentaram os seguintes valores: p=0,0805,
RR=0,79 (IC 95%: 0,61 — 1,01) e RPS=21,0% no
T1, e p=0,0296, RR=0,74 (IC 95%: 0,56 — 0,96)
e RPS=26,0%. Nédo houve diferenga significativa
entre T1 e T2 (p = 0,7445) (Tabela 2).

Poucos trabalhos foram realizados com vacinas
estreptocdcicas aplicadas por b.i. e a maioria

dos resultados se assemelha aos desta pesquisa.
A baixa eficicia da vacina administrada por b.i.,
quando comparada a outros métodos de inoculag@o
também foi observada por outros pesquisadores
(NAKANISHI; KIRYU OTOTAKE, 2002; EVANS
et al., 2004 a).

Em 2002, Nakanishi; Kiryu e Ototake (2002)
testaram uma vacina de S. iniae inativada na
concentracdo de 1,0 x 10° UFC mL"! por b.i. em
trutas arco iris (Oncorhynchus mykiss) de 4 a 10g.
Os grupos, controle e vacinado, foram desafiados
14 dias apds com dose de 2,3 x 10° UFC peixe’! por
via i.p. A mortalidade foi de 80% nos dois grupos,
demonstrando a ineficacia da via de administragdo
da vacina. Os autores, com a mesma vacina e desafio,
imunizaram um grupo de peixes por método que
associou micro lesdes na pele a b.i. para aumentar a
absor¢do da vacina, e obtiveram taxa de mortalidade
de 40%, melhorando a eficacia.

Evans, Klesius e Shoemaker (2004a)
pesquisaram uma vacina com 4,0 x 10° UFC mL"!
de células inativada de S. agalactiae e concentrado
de produtos extracelulares administrada por b.i.
No experimento foram vacinados dois grupos de
tilapias, um com peixes de 5g e outro com 30g.
Os peixes foram desafiados por via i.p. com cepa
homologa na concentragdo de 3,6 x 10° UFC/peixe,
30 dias apds imunizagdo e na concentracao de 1,7
x 108 UFC/peixe, 34 dias apos, respectivamente. O
RPS foi de 34% no grupo de 5g e 35% no grupo de
30g. Os autores concluiram que a via por b.i., apesar
do baixo RPS, pode ser considerada satisfatoria
quando utilizada em larvicultura ¢ em sistemas de

producdo de juvenis.
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Tabela 2. Eficacia de uma vacina de Streptococcus agalactiae inativado aplicada por banho de imersdo em tilapia do
Nilo (Oreochromis niloticus) em condigdes experimentais,L.ondrina, 2009.

Tratamentos Obitos/Total (%) p* (£ 0,05) RR (IC 95%)* RPS%"
T1* 57/140 (40,7) 0,0805 0,79 (0,61 — 1,01) 21
Controle 76/147 (51,7)
T24 51/134 (38,06) 0,0296 0,74 (0,56 — 0,96) 26
Controle 76/147 (51,7)
T24 51/134 (38,06) 0,7445 0,93 (0,70-1,25)
T1¢ 57/140 (40,7)

* Qui-quadrado corrigido de Yates; * RR — Risco relativo;® Porcentagem relativa de sobrevivéncia; °T1 — peixes vacinados com uma

dose; ¢ T2 — peixes vacinados com duas doses
Fonte: Elaboragdo dos autores.

Vacina inativada elaborada com S. iniae e
Lactococcus garvieae é comercializada na Asia
(AquaVac  Garvetil™, SCHERING-PLOUGH
INTERVET, 2007b). Segundo dados do laboratério
responsavel, a vacinagdo de alevinos por b.i.
com uma dose reforgo, incorporada na racdo
(Aquavac Garvetil™ Oral), e administrada na
fase juvenil apresenta uma eficacia de 50%
contra as bactérias utilizadas na elabora¢do da
vacina. A vacina inativada de S. iniae (Norvax®
Strep Si, SCHERING-PLOUGH INTERVET,
2007a) administrada por b.i. ou via i.p., segundo
o fabricante, quando obedecidas as normas de
conservagdo e uso, pode alcangar eficacia de 68%
e 100%, respectivamente. Shoemaker et al. (2006)
avaliaram a eficacia de vacina inativada e liofilizada
de S. iniae na concentragdo de 4,0 x 10° células mL!
administrada por via i.p. e v.0. incorporada a racao
utilizando a tecnologia Oralject™ em tilapias. O
RPS dos peixes vacinados pela v.o. foi de 63,1% e
do grupo vacinado por via i.p. de 100%. Apesar da
vacina protegida ter apresentado menor eficacia o
método é menos estressante e possibilita vacinacao
de grandes populagdes de peixes.

Outras com vacinas Inativadas
de estreptococos

administragdo por via i.p. apresentou melhor

pesquisas
também mostraram que a

eficacia. Eldar et al. (1995) em Israel, pesquisaram
vacinas constituidas de células inativadas (10'°UFC
mL"), de diferentes cepas de S. difficile. Os autores

utilizaram tilapias de 150 — 180g, vacinadas com
duas doses i.p. com intervalo de quatro semanas e
desafiadas trés semanas ap6s com indculo de 1,0 x
10°UFC peixe™, via i.p. Apds 75 dias de observagio
verificaram que 100% dos peixes do grupo controle
morreram ¢ nos grupos vacinados ndo ocorreu
mortalidade.

Evans et al. (2004b) pesquisaram uma vacina
experimental elaborada com S.agalactiae inativado
e concentrado de produtos extracelulares por via
i.p. em tilapias de 5 e 30 g. Os peixes desafiados
por via i.p. com cepa homologa de Streptococcus
agalactiae, 46 e 30 dias ap0s, apresentaram RPS de
25 e 80%, respectivamente.

Pretto-Giordano et al. (2010b) no Brasil,
testaram em condi¢des experimentais semelhantes
as utilizadas nesse estudo, vacina inativada de S.
agalactiae por via i.p. com uma e duas doses em
tilapias com 20 gramas de peso. Os peixes foram
desafiados 30 dias apos por via i.p. € o RPS foi de

83,6 ¢ 96,4%, respectivamente.

A vacina Aquavac® STREP Sa (MSD SAUDE
ANIMAL, 2012) testada no Brasil, apresentou em
condigdes laboratoriais, RPS de 84% nos peixes
vacinados e desafiados com S. agalactiae por
via i.p. Em condi¢des de campo, a porcentagem
de sobrevivéncia dos peixes vacinados em duas
propriedades foi de 91,9 e 87,0 e dos nao vacinados
de 76,5 e 78,0, respectivamente.
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Neste trabalho, o inicio da mortalidade dos
peixes, T1, T2 e grupo controle, foram observados
a partir do segundo dia apds o desafio com pico
entre o oitavo e décimo dia. Inicialmente os
peixes apresentaram letargia e diminui¢do de
apetite evoluindo para exoftalmia uni e bilateral
e posteriormente natacdo erratica, opacidade de
cornea, distensdo visceral e alteracdo da coloracao
de pele. A tnica diferenca observada foi que os
peixes dos T1 e T2, ao contrario dos do grupo
controle, recuperaram gradativamente o apetite a
partir do 11° dia apos o desafio.

A cepa utilizada nesta pesquisa, apesar de trés
passagens prévias em tilapias para reativagao,
apresentou taxa de mortalidade atipica, entretanto,
os sinais clinicos observados foram semelhantes
aos descritos na literatura.(EVANS et al., 2002;
SALVADOR et al., 2003, 2005; FIGUEIREDO et
al., 2006).

Os principais sinais clinicos observados em
tilapias com infeccdo natural ou experimental
por Streptococcus spp sdo tipicos de septicemia e
meningoencefalite. Os sinais mais freqiientes sao:
comportamento anormal, natagdo erratica, letargia,
exoftalmia uni ou bilateral, opacidade de cdrnea,
anorexia, ascite e escurecimento da pele (PLUMB,
1997, 1999; EVANS et al., 2002). No Brasil,
Salvador et al. (2005), Figueiredo et al. (2006),
Pretto-Giordano et al. (2010a), também relataram
sinais semelhantes em tilapias com infecgdo natural
ou experimental.

Evans et al. (2002) inocularam S. agalactiae
isolados de peixes de diferentes regidoes naturalmente
infectados, em tilapias na concentracdo de 1,0 x
107 UFC peixe™, via i.p. e observaram mortalidade
variando de 60% a 100%, em um periodo de sete
dias apos a inoculacao.

Evans, Klesius e Shoemaker (2004a) verificaram
morbidade e mortalidade de 40 e 50% em tilapias,
nas primeiras 24 horas ap6s inoculagao, por via i.p.
de S. agalactiae nas concentragdes de 4,5x 10°¢ 5,5
x 10> UFC peixe’!, respectivamente.

Pretto-Giordano et al. (2010a) avaliaram
experimentalmente a patogenicidade de S.
agalactiae 1isolados de infecgdes naturais em
tilapias por inoculagdo i.p, em concentragdes que
variaram de 1,0 x 10%a 1,5 x10% UFC peixe! ¢
observaram dois picos de mortalidade, um entre o
primeiro e segundo dia apds a inoculagdo, e outro
entre o sexto e o sétimo dia. As taxas de mortalidade
acumulada variaram de 67,5 a 90%, dependendo da

concentracao do desafio.

Mian et al. (2009) avaliaram a DL, de cinco
cepas de S. agalactiae, isoladas de tilapia do Nilo
em diversos estados brasileiros e observaram taxas
de mortalidade de 90 a 100%, com apresentacao dos
primeiros sinais clinicos 24 h apds a infeccao, e a
maior mortalidade com 72 h. Os autores afirmaram
que as cepas de S.agalactiae mostraram ser
extremamente virulentas para tilapias, necessitando
de mais estudos sobre os fatores de viruléncia e
interagdo agente, hospedeiro e ambiente.

Segundo Chang e Plumb (1996) a intensidade
das lesdes e sinais clinicos em tilapia depende
de fatores relacionados a cepa de S. agalactiae,
dose infectante, qualidade da agua, temperatura,
biomassa e manejo.

Os peixes moribundos ou mortos submetidos
a necropsia apresentaram  como
macroscopicas:  pele  esbranquigada,
exoftalmia, opacidade de cornea, presenga de
liquido amarelado na cavidade visceral, encéfalo
hemorragico,

principais
lesoes

hepatomegalia, esplenomegalia,
coracdo com pontos de fibrose e rim palido. Estas
lesoes sdo compativeis com as infecgdes causadas
por estreptococos em peixes e sdo semelhantes as
descritas por varios pesquisadores (SALVADOR et
al., 2003; HERNANDEZ; FIGUEROA; IREGUI,
2009; INOCENTE FILHO et al., 2009; PRETTO-

GIORDANO et al., 2010a).

No exame direto e cultivo das amostras de
sangue, olho, liquido visceral, figado, baco, rim
e encéfalo com alteragdes macroscopicas, foi
observado a presen¢a de cocos gram positivos
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dispostos em pequenas cadeias. Nas 48/52 amostras
biologicas foram isoladas colonias pequenas, nao
hemoliticas, cocos gram positivos, pertencentes ao
grupo B de Lancefield e caracteristicas fenotipicas
correspondentes as descritas para S. agalactiae
isolados de tilapias (SALVADOR et al., 2005;
MIAN et al., 2009). Estas caracteristicas foram
idénticas as da cepa utilizada para a elaboracao da
vacina e desafio.

Conclusao

Nas condigdes deste experimento, os resultados
mostraram que a vacina de Streptococcus agalactiae
inativado aplicada por banho de imersao em tilapia
do Nilo (Oreochromis niloticus) apresentou baixa
eficacia.

A vacinagdo com duas doses da vacina nao
alterou significativamente a eficacia da vacina.

A cepa de Streptococcus agalactiae utilizada
trabalho de
viruléncia e picos de mortalidade atipicos.

neste apresentou caracteristicas

Este trabalho foi registrado e aprovado no
Comité de Etica em Experimentagio Animal, sob o
numero 57/08 (Anexo 1) e realizado de acordo com
as normas de bioseguranca e ética.
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