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RESUMO

A aquicultura tem se desenvolvido consideravelmente nos tultimos 20 anos,
apresentando crescimento anual, superior ao crescimento da industria pesqueira ligada a
captura. A intensificacdo do cultivo de peixes eleva a ocorréncia de enfermidades, como
aquelas causadas por bactérias. Essas patologias geram perda significativa na produgao,
afetando o desempenho zootécnico e econémico do setor. O objetivo deste trabalho foi
avaliar a resposta imunolégica e o Nivel de Protecdo Relativa (NPR) de uma vacina de
bactéria inativada em juvenis de tildpia-do-nilo desafiados, experimentalmente, com a
bactéria patogénica Streptococcus agalactine. A pesquisa foi realizada no Instituto de Pesca, na
unidade de Sao Paulo/SP e na Unidade de Pesquisa e Desenvolvimento de
Pirassununga/SP. O delineamento foi inteiramente casualizado, com trés tratamentos (C- =
controle negativo; C+ = controle positivo e V = vacinados) e seis repetigdes. O desafio da
infeccdo experimental foi realizado por injecdo intraperitoneal com S. agalactiae sorotipo III,
de acordo com a DL50 determinada em estudo prévio com a mesma estirpe e animais da
mesma faixa de peso. Ao término do experimento, com duragdo de 45 dias, foi avaliado o
nivel de protecdo relativa da formulagdo vacinal, bem como foram realizadas analises
hematolégicas, imunodifusdo em gel e recuperacdo e identificacdo da bactéria por PCR. Os
dados foram submetidos aos testes de normalidade e homocedasticidade, anélise de
varidncia (ANOVA) e testes de Tukey (a <0,05). Observou-se no grupo dos animais
Vacinados, a taxa de sobrevivéncia foi de 80% ap6s o desafio com S. agalactiae, enquanto nos
animais dos grupos C- e C+ obteve-se, respectivamente, 100% e 32,5% de sobrevivéncia. O
nivel de protecado relativa da vacina foi de 70,37%, proporcionando boa protecdo contra
infeccdo por S. agalactiae. O grupo vacinado apresentou maior nivel de reagdao entre antigeno
e anticorpo no teste de imunodifusdo em gel. As andlises hematol6gicas demonstraram que
houve diferencga significativa (p<0,05) entre o grupo vacinado apds 28 dias e os demais, para
a taxa de hemoglobina, nas contagens de leucdcitos totais e linfdcitos. Portanto, a vacinagdo
foi eficaz para protecdo de juvenis de tildpia-do-nilo contra S. agalactiae sorotipo III e deve
ser incentivada como medida profilatica na tilapicultura onde ocorre maior incidéncia dessa
bactéria patogénica, afim de amenizar mortalidades e perdas econémicas.

Palavras-chave: infeccdo, sanidade, imunidade, profilaxia, microbiologia.



ABSTRACT

Aquaculture has developed considerably in the last 20 years, presenting annual
growth, superior to the growth of the fishing industry linked to capture. The intensification
of fish farming increases the occurrence of diseases, such as those caused by bacteria. These
pathologies generate significant loss in production, affecting the zootechnical and economic
performance of the sector. The objective of this work was to evaluate the immunological
response and the Relative Protection Level (RN) of an inactivated bacterial vaccine in Nile
tilapia juveniles experimentally challenged with the pathogenic bacterium Streptococcus
agalactiae. The research was carried out at the Instituto de Pesca, at the Sdo Paulo/SP unit
and at the Pirassununga/SP Research and Development Unit. The design was completely
randomized, with three treatments (C- = negative control; C+ = positive control and V =
vaccinated) and six replications. The challenge of the experimental infection was performed
by intraperitoneal injection with S. agalactiae serotype IlII, according to the LD50 determined
in a previous study with the same strain and animals of the same weight range. At the end of
the experiment, which lasted 45 days, the relative protection level of the vaccine formulation
was evaluated, as well as hematological analyses, gel immunodiffusion and recovery and
identification of the bacteria by PCR. Data were submitted to normality and
homoscedasticity tests, analysis of variance (ANOVA) and Tukey's tests (a <0.05). It was
observed in the group of vaccinated animals, the survival rate was 80% after the challenge
with S. agalactiae, while in the animals of the C- and C+ groups, 100% and 32.5% of survival
were obtained, respectively. The relative protection level of the vaccine was 70.37%,
providing good protection against S. agalactiae infection. The vaccinated group showed a
higher level of reaction between antigen and antibody in the gel immunodiffusion test.
Hematological analyzes showed that there was a significant difference (p<0.05) between the
vaccinated group after 28 days and the others, for the hemoglobin rate, in the total leukocyte
and lymphocyte counts. Therefore, vaccination was effective to protect Nile tilapia juveniles
against S. agalactiae serotype III and should be encouraged as a prophylactic measure in
tilapia farming where there is a higher incidence of this pathogenic bacterium, in order to
alleviate mortality and economic losses.

Keywords: infection, sanity, immunity, prophylaxis, microbiology.
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INTRODUCAO GERAL

A aquicultura vem desempenhando um papel cada vez mais importante no fornecimento
de alimento de qualidade. Em 2018, a producao mundial proveniente da aquicultura foi de 82,1
milhdes de toneladas e um faturamento de 250 bilhdes de délares. J& a aquicultura continental
contribui com 51,3 milhdes de toneladas, representando 62,5% da producdo aquicola total,
superando a producdo da atividade pesca extrativa (FAO, 2020).

Esse desenvolvimento também pode ser visto na piscicultura brasileira, que vem
apresentando um aumento significativo de producdo. Nos tltimos seis anos, a producado de peixes
de cultivo teve crescimento de 72% no pais: de 578.800 toneladas em 2014 a 802.930 toneladas em
2020. Dentre as espécies de peixe cultivadas em nosso pais, a tildpia-do-nilo mantém-se na
lideranga entre as espécies mais produzidas, com volume de produgao de 486.155 ton, representou
60,6% de toda a piscicultura brasileira em 2020. Esse resultado foi 12,5% superior ao de 2019, que
comprova a preferéncia nacional pela espécie (Peixe BR, 2021).

Altas producdes podem ser alcancadas com o regime de cultivo intensivo ou super
intensivo, que sdo usualmente praticados pelas pisciculturas industriais, tendo como
caracteristicas altas densidades de estocagem e elevado nivel de arracoamento (Evans; Shoemaker;
Klesius, 2000). Nesse regime de cultivo, frequentemente surgem problemas de manejo inadequado,
nutricionais, enfermidades parasitarias e infecciosas.

Dentre as principais bactérias causadoras de enfermidades em peixes, estdo Aeromonas sp.,
Flavobacterium sp., Francisella sp., Vibrio sp. e Streptococcus spp. Os principais sinais clinicos
observados sdo lesdes de pele, abscessos, sangramento e sepse, causando perdas econdmicas
significativas (Austin & Austin, 2007). Entre as diferentes espécies de estreptococos responsaveis
por infecgdes em peixes, destaca-se a septicemia causada por Streptococcus agalactiae, considerada a
enfermidade de maior impacto nos cultivos comerciais, caracterizada principalmente por sinais de

meningoencefalite (Salvador et al., 2005).

Surtos provocados por essa bactéria levam a altas taxas de morbidade e mortalidade de
animais, resultando em sérios prejuizos econdmicos, especialmente na tilapicultura (Amal et al.,
2011). O nivel de mortalidade em um cultivo pode atingir 90% do lote produtivo, geralmente no

periodo antes da comercializacdo (Ali et al., 2010).

No Brasil, existe alta prevaléncia e encontra-se amplamente distribuido geograficamente,
sendo detectado em estados como Parand, Sao Paulo, Minas Gerais, Santa Catarina, Bahia, Cear4,

Mato Grosso, Pernambuco, Goiés e Espirito Santo (Salvador et al., 2005; Barony et al., 2017).
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O Streptococcus agalactine € um coco Gram positivo que causa septicemia e meningocefalite
em muitas espécies de peixes marinhos e de d4gua doce em todo o mundo (Soto et al., 2015). Essa
bactéria também pode causar septicemia e meningite em recém-nascidos humanos (Bohnsack et al.,
2008) e ja foi relatada em outros animais, incluindo camelos, gatos, golfinhos, cavalos e sapos (Johri
et al., 2006). Os principais sinais clinicos da Estreptococose incluem letargia, exoftalmia, opacidade
da cérnea, anorexia, escurecimento da coloragdo da pele, natacdo erratica, presenga de tlceras na
epiderme e morte (Marcusso, 2015). A via horizontal representa a principal forma de transmissao
do patégeno, sendo que peixes sadios adquirem a doenga através do contato com peixes enfermos,
alimentos contaminados ou ainda por contato indireto mediado pela agua (Webster, 2006).

Frente a essa realidade, a utilizacdo de antibi6ticos para o tratamento de doencgas
bacterianas tem causado efeitos adversos relacionados a selecdo de cepas resistentes, poluicao e
degradacdo do meio ambiente, além de riscos diretos a satide do consumidor devido aos residuos
na carne (Rattanachaikunsopon & Phumkhachorn 2009). Por isso, a substituicdo do uso de
antibiéticos na aquicultura tem se tornado foco nas pesquisas atuais, sendo a vacinagdo a
alternativa profildtica mais vidvel na prevencdo de doencas bacterianas (Melo et al., 2015).

Por outro lado, as vacinas tém uma maior aplicabilidade preventiva, visto que podem ser
administradas anteriormente ao periodo de ocorréncia de doencgas, sem causar qualquer impacto
ao ambiente ou gerar residuos.

Devido aos seus beneficios, as vacinas produzidas a partir de células inativadas sdo
largamente utilizadas para a protecdo dos animais na presenca de doencas bacterianas
(Dumrongphol et al., 2009). As primeiras vacinas foram desenvolvidas com células inativadas de S.

agalactine e concentrados de produtos extracelulares (Klesius et al., 2004).

O desenvolvimento de novas vacinas e a melhoria nas técnicas de vacinacdo tém auxiliado
no controle de algumas doencgas infecciosas na aquicultura, de modo geral (Hastein; Gudding;
Evensen, 2005). Desta forma, como ha diferencas entre cepas de S. agalactiae e seus sorotipos,
busca-se desenvolver vacinas que dispdem de protecdo cruzada contra isolados heterélogos de S.

agalactiae.

O sorotipo predominante no Brasil é o Ib eo sorotipo III, esses sorotipos sao relatados como
patégenos adaptados de peixes (Soto, 2015). Porém, em 2016, o sorotipo III foi diagnosticado no
pais. Este sorotipo foi detectado em diferentes unidades de producédo de tildpia-do-nilo na regiao
Nordeste (Johri, 2006). Ou seja, a populacdo de S. agalactize tem uma diversidade genética ainda
nao conhecida totalmente, espacialmente distribuida de acordo com seu tipo de sequéncia genética

e que eventos evolutivos estdo levando a criacdo de novos grupos.
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Além disso, Barony et al. (2017) em seu estudo, revelou que existem eventos atuais que
levam ao aumento da diversidade de S. agalactiae no Brasil, provavelmente evoluindo junto com a

expansao da aquicultura nas altimas décadas.

A ocorréncia de infec¢bes ocasionadas por S. agalactize mostraram-se em evidéncia por ser
um grande obstaculo a expansdo da aquicultura brasileira e por sua alta prevaléncia nos cultivos
de tildpia-do-nilo. Novas vacinas contra a bactéria e seus sorotipos estdo sendo estudadas,
podendo atender a demanda por imunoprofilaticos em outras regides do pais. Este trabalho tem
como objetivo avaliar as alteracdes no sistema imune p6s vacina e eficiéncia da mesma, contra S.

agalactiae sob desafio experimental em juvenis de tilapia-do-nilo (O. niloticus).

No capitulo I, apresentamos o artigo intitulado “EFICACIA de vacina contra Streptococcus
agalactine em juvenis de tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus) com infecgdo experimental” redigido

nas normas da revista cientifica Fish and Shellfish Immunology.
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RESUMO

A bactéria patogénica Streptococcus agalactine é atualmente um dos principais entraves na
piscicultura mundial. Dentre os diversos sorotipos existentes, o sorotipo III tem ocasionado altas
taxas de mortalidade nas producées de tildpia, ocorrendo na regiao Nordeste do Brasil, causando
surtos, geralmente em tildpias na fase de juvenis (> 30 g) e principalmente no verdo, onde a
temperatura pode chegar a 32°C. O método mais eficiente na prevencao dessa doenca é a
vacinacdo, que vém sendo aplicada nas pisciculturas. Diante disso, o objetivo desta pesquisa foi
avaliar a eficicia de uma vacina contra S. agalactine em juvenis de tildpia, sob desafio de infecgao
experimental com S. agalactize sorotipo III. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado com trés grupos (C- = controle negativo; C+ = controle positivo; V= vacina) e seis
repeticdes. Os juvenis de tilapia-do-nilo receberam a dose de 0,05 mL da vacina, e ap6s 30 dias os
peixes foram desafiados com S. agalactiae sorotipo III. Foram avaliados a taxa de sobrevivéncia
dos animais, nivel de protecao relativa da vacina, e hematologia. O grupo vacinado apresentou
sobrevivéncia de 80% apods desafio com S. agalactiae sorotipo III e NPR de 70,37%. As analises
hematolégicas demonstraram que houve diferenca significativa (p<0,05) entre o grupo vacinado
ap0s 28 dias e os demais, para a taxa de hemoglobina, nas contagens de leucdcitos e linfécitos.

Palavras-chave: aquicultura, estreptococose, imunoglobulina, soro.

ABSTRACT

The pathogenic bacterium Streptococcus agalactiae is currently one of the main obstacles in fish
farming worldwide. Among the various existing serotypes, serotype III has caused high mortality

rates in tilapia production, occurring in the Northeast region of Brazil. Causing outbreaks of
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septicemia and meningoencephalitis, usually in tilapia in the juvenile stage (> 30 g) and especially
in summer, where the temperature can reach 32 © C. The most efficient method for preventing this
disease is vaccination, which is applied in national farms. Therefore, the objective of this research
was to evaluate the efficacy of a vaccine against S. agalactiae in tilapia juveniles under challenge
of experimental infection with S. agalactiae serotype III. The experimental design was completely
randomized with three groups (C- = negative control; C + = positive control; V = vaccine) and six
replications. Nile tilapia juveniles received a dose of 0.05 mL of the vaccine. After 30 days after
vaccination, fish were challenged with S. agalactiae serotype III. The survival rate of the animals,
the relative protection level of the vaccine and hematology were adopted. The hematological
analyzes showed that there was a reduced difference (p <0.05) between the vaccinated group after
28 days and the others, for hemoglobin rate, in the counts of leukocytes and lymphocytes. The
vaccinated group presented 80% after challenge with S. agalactiae serotype III and NPR of
70.37%.

Keyboards: aquaculture, streptococcosis, immunoglobulin, serum.

1. INTRODUCAO
A piscicultura brasileira alcangou em 2020, o volume de producdo de 802.930 toneladas,
que representa um crescimento de 593% comparado ao ano anterior (Peixe BR, 2021). Dentre as
espécies cultivadas no pais, destaca-se a tildpia-do-nilo, que representou 60,6% da produgao
nacional. E uma das espécies de peixes de dgua doce mais produtiva e comercializada, pela sua

rusticidade, tolerancia a altas temperaturas, bom desempenho zootécnico e facil comercializagdo.

Embora o cultivo de tilapia-do-Nilo tenha se desenvolvido rapidamente, também enfrenta
grandes desafios de doencas bacterianas causadas por Vibrio spp. (Shoemaker et al., 2011),
Aeromonas hydrophila (Ibrahem et al., 2008), Flavobacterium spp. (Shoemaker & LaFrentz, 2015),
Francisella tularensis (Hsieh et al., 2006) e Edwardsiella tarda (Thune et al., 1993).

O Streptococcus agalactiae, um estreptococo do grupo B (GBS) (Ye et al., 2011; Lusiastuti et
al., 2014), é uma bactéria associada a alta mortalidade em peixes marinhos, estuarinos e de agua
doce, incluindo a tildpia-do-nilo. A infecgdo estreptocdcica é caracterizada por septicemia e

meningoencefalite grave (Ye et al., 2011).

A severidade da estreptococose depende de varios fatores ambientais, incluindo

temperatura da agua elevada, aumento dos niveis de amoénia e baixos niveis de oxigénio
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dissolvido, tais fatores podem ser causados por manejo inadequado e alta densidade de estocagem

(Bromage e Owens, 2002).

As estratégias de controle incluem manejo (remogdo de animais mortos e moribundos),
tratamentos (antibioticoterapia) e prevengdo (vacinas) (Shoemaker, 2010). Apesar de essas
estratégias terem demonstrado melhora na taxa de sobrevivéncia dos peixes, é fundamental
aprimorar esses métodos para obtencdo de melhores resultados (Gudding, 2015). Deste modo, as
vacinas sdo uma das medidas mais sustentdveis e eficazes contra os agentes bacterianos,

principalmente aqueles que apresentam resisténcia aos antibiéticos.

Em 2019, no Egito iniciaram estudos com um novo tipo de vacina multivalente para tildpia
nos laboratérios da MEVAC. A vacina ME-VAC Aqua Strept foi formulada como uma
microemulsdo inativada polivante contendo antigenos de Streptococcus spp. (S. agalactiae e S. iniae),
L. garvieae e E. faecalis juntamente com Montanide IMS 1312 VC como um nano-adjuvante,
originado de Seppic, na Franca. J4 aqui no Brasil, a MSD Satde Animal traz ao mercado a vacina
bivalente AQUAVAC STREP® SA1 para a piscicultura, a fim de auxiliar na prevencdo dessa
enfermidade em tilapias, dessa vez a companhia dispde de uma vacina com duas combinagdes,

sorotipo la e III

As vacinas autégenas também atendem ao mercado aquicola trazendo mais seguranca e
beneficios sanitarios na producdo de peixes. As vacinas autégenas podem ser produzidas a partir
de microorganismos isolados da propriedade na qual esteja ocorrendo enfermidades causadas
pelos mesmos. Algumas empresas atendem ao mercado nacional com vacinas autégenas, dentre
elas a Vaxxinova Biovet, que apresenta em seu portfélio a produgado e comercializacao de vacinas

contra diferentes espécies, sorotipos e combinacées de Streptococcus sp.

O método mais correto, seguro e eficiente de prevencdo e controle de doencas é a
vacinacdo, que tem sido amplamente utilizado contra diversas doencas em peixes, evitando
infeccdo e mortalidade em massa. Assim, busca por vacinas para prevencdo de S. agalactiae se

intensificou significativamente junto com a expansao da tilapicultura nas tltimas duas décadas.

Portanto, objetivou-se neste trabalho avaliar a resposta imunolégica e o Nivel de Prote¢ao
Relativa (NPR) da utilizagdo de vacina contra Streptococcus agalactiae em juvenis de tilapia-do-Nilo

(O. niloticus) sob desafio de infeccao experimental com sua estirpe homoéloga.
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2. MATERIAL E METODOS
21. Condic¢des experimentais e aclimatacao dos animais

O experimento foi realizado no Instituto de Pesca, na unidade de Sao Paulo/SP e na
Unidade de Pesquisa e Desenvolvimento de Pirassununga/SP. Foram utilizados 270 juvenis de
tildpia, com peso médio de 11,97 + 1,62 g e comprimento médio de 11,56 + 0,23 cm (Figura 1).
Foram estocados em um sistema de recirculagdo composto por aquarios com volume de 50 litros,
na densidade de 15 animais por aquério. A alimentagao foi ad libitum, duas vezes ao dia, utilizando
racao extrusada com 32% de proteina bruta, 10% de umidade, 6,5% de extrato etéreo, 7% de fibras

e 14% de matéria mineral.

2.2.  Parametros de qualidade de agua

Durante o periodo de aclimatagdo e pds vacinacdo dos peixes, os paramétros de qualidade
de agua foram aferidos diariamente para evitar estresse aos animais e desestabilizacdo do filtro
biolégico. O oxigénio dissolvido, a temperatura da 4gua e o pH foram aferidos com o auxilio de
sondas multiparametros (Hanna® Akso®). A amonia e o nitrito foram aferidos por meio de testes

colorimétricos (Labcon®).

2.3. Vacinacao

A vacina utilizada foi a CampVac Streptomune, produzida pela Biocamp Laboratérios
Ltda. (Campinas, Sdo Paulo). A vacina é composta por duas estirpes de S. agalactiae sendo sorotipo
1B e sorotipo III. Os isolados bacterianos foram inativados e emulsionados em adjuvante oleoso
comercial, de acordo com protocolos previamente estabelecidos. Os animais foram anestesiados

em eugenol (0,2 ml.L) e a dose de 0,05 mL da vacina foi aplicada via intraperitoneal.

24.  Cultivo da bactéria patogénica e preparacao do inéculo para infeccao experimental

A cepa da bactéria patogénica S. agalactiae sorotipo III foi cedida pela Biocamp
Laboratérios Ltda ao Laboratério de Microbiologia do Instituto de Pesca. A identidade foi
confirmada por andlise molecular, onde realizou-se a extracdo de DNA bacteriano, utilizando
como template na reacdo de PCR (Reagdo em Cadeia de Polimerase) com primer especifico para S.
agalactine. Ap6s a identificacdo a cepa foi cultivada em meio liquido BHI (brain heart infusion,
DIFCO) e incubada em estufa B.O.D a 28°C, por 24h seguindo a metodologia descrita por
Guimaraes (2020).
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Para preparacdo do indculo bacteriano utilizado na infeccdo experimental, seguiu-se a
mesma metodologia do cultivo. Apés o periodo de 24h incubada em estufa B.O.D., a bactéria
patogénica foi semeada em placa de Petri com auxilio de alca de platina, esse procedimento foi

realizado em duplicata e incubada em estufa B.O.D. a 28°C, por 24h.

Uma aliquota da bactéria patogénica foi retirada da placa com auxilio da alga de platina e
transferida para um tubo plastico conico (15mL) com solugdo PBS com volume de 5 mL , onde foi
homogeneizada em voértex. Para realizagdo da leitura, foi retirado 1 mL do inéculo da bactéria e
realizada a leitura em espectrofotdometro. Foram realizados ajustes na turbidez no meio inoculado,
com auxilio de espectrofotometro a 640 nm, para obter a absorbancia em 0,800, que corresponde de

108 a 10° UFC. mL1.

2.5. Ensaio de Infec¢ao Experimental

A infeccdo experimental foi realizada na Unidade de Pesquisa e Desenvolvimento de
Pirassununga (UPD/Centro de Pesquisa de Aquicultura/Instituto de Pesca/APTA/SAA),
conforme normas e recomendacdes da Resolucdo n° 592 de junho de 1992, do Conselho Federal de
Medicina Veterinaria, e preceitos de Principios Eticos da Experimentagdo Animal. Este projeto foi
aprovado pelo Comité de Etica para experimentacdo animal do Instituto de Pesca (Protocolo
01/2018). A infeccdo experimental seguiu o protocolo de DL50 realizado anteriormente para
determinar a dose a ser injetada, onde foram analisadas duas concentracdes diferentes e um

tratamento controle. A dose letal de 50% estabelecida foi de 1,4 x 104 UFC.mL-1.

O delineamento foi inteiramente casualizado, com trés tratamentos e seis repeticdes (Figura
1). Os animais infectados possuiam peso médio de 37,36 + 10,23 g e comprimento médio de 12,71 +
1,11 cm. Os grupos experimentais foram: C-: controle negativo (sem vacina e sem infeccao); C+:
controle positivo (sem vacina e submetido ao desafio com S. agalactiae sorotipo III); V3: vacinados e

submetido ao desafio com S. agalactiae sorotipo I
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2.6. Extracao de DNA

O DNA total foi extraido a partir de amostras de bactéria coletadas de cérebro de tilapia-
do-nilo, de acordo com o protocolo descrito por Martinez et al. (1998), modificado por Tapia-
Paniagua et al. (2010), com base em precipitacdo salina, o meio de cultura contendo a bactéria
passou por centrifugagdo a 10.000 x g por 5 min para separacdo do pellet bacteriano, em seguida
foi homogeneizado em 300 pL de tampao de ressuspensao (0,1 M Tris-HCl, 0,01 M NaCl, 0,1
EDTA, pH 8) e em 300 pL de tampao de lise celular (0,1 Tris-HCI, 0,1 M EDTA, 0,01 M NacCl, 1%

SDS, pH 8).

As amostras foram tratadas com 90 pL de proteinase K (150 pg mL) a 65°C por 2h. Apds o
tratamento, foram adicionados 197 pL de NaCl 6M. As solucdes foram resfriadas em gelo por 10
min e centrifugada a 12.000 x g por 30 min. O sobrenadante contendo DNA gendémico foram

transferidos para outros tubos contendo volume igual de isopropanol.

O DNA de cada amostra foi sedimentado por centrifugacdo a 12.000 x g por 15 min. O
sobrenadante foi descartado e adicionou-se volume igual de etanol a 70%. Os tubos foram
centrifugados a 12.000 x g por 6 min, o sobrenadante foi descartado novamente e os material

sedimentado moderadamente seco foi ressuspendido em 500 pL de TE e armazenado a 4°C.

2.7.  Diagnéstico Microbioldgico e identificacao por PCR

Durante o periodo de infecgdo experimental, os peixes mortos ou moribundos foram
coletados e armazenados a -20°C. Para realiza¢do do diagnostico microbiolégico e molecular, os
peixes foram retirados do freezer e mantidos em geladeira por 12h. Apds esse periodo, foram
realizados cortes nos peixes para ter acesso ao cérebro e rim encefélico e, com auxilio de alca de
platina, coletou-se amostra desses 6rgaos em cada peixe para semeadura em placa contendo adgar

BHI, com incubagao em estufa B.O.D a 28°C, por 24h.

A multiplicacao dos isolados foi evidenciada pelo surgimento de colonias bacterianas sobre

o agar, sendo avaliadas a morfologia pela coloracao de Gram e identificagdo molecular.
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A técnica de PCR utilizada foi seguindo a metodologia utilizada por Fiolo (2011) com
algumas modificagdes. Foram designados um par de primers para cada sorotipo, nesse caso o
sorotipo 1b e o sorotipo III e um par de primer para confirmar o microorganismo como realmente

sendo Streptococcus agalactiae (Tabela 1).

Tabela 1. Sequéncia de primers usados nas reacdes de PCR

Primer Sorotipo alvo Sequéncia (5" - 3') Tm (°C)
S. agalactiae F S. agalactiae ATGATGTATCTATCTGGAACTCTAGTG
S. agalactiae R S. agalactiae CGCAATGAAGTCTTTAATTTTTC
S. agalactiae Ib F 1B TTTAGAAGTCCAGAATTTCATAGAGTC
S. agalactiae Ib R 1B CAAAGAAAGCCATTGCTCTCTG o0
S. agalactiae IIl F 111 CCACATATGAGAATAAGACTTGC
S. agalactiae III R 111 CCTAGTGATAGTACTTTGGTTTCTG

Ap6s a extracdo de DNA, as amostras passaram por duas reagdes no termociclador, sendo a
primeira apenas com os primers que definiam a espécie S. agalactiae F e S. agalactiae R. As
amostras que amplificaram nessa etapa, seguiram para a segunda reacao com os outros dois pares
de primers (S. agalactiae Ib F e S. agalactiae Ib R, S. agalactiae III F e S. agalactiae III R) na
quantidade de 0,5 pl de cada primer, misturados em mix (10,5 pl de agua Milliq®, 5 pl de Tampao
Buffer, 2 pl de tampao MgCl2, 1 pl de dNTP, 0,5 pl de primer forward, 0,5 pl de primer reverse e
0,5 pl de Taq polimerase) para cada amostra. O volume do mix é de 20 pl e ao final, adiciona-se 5
pl do DNA da amostra de interesse. O ciclo realizado foi programado nas seguintes condigdes,
94°C por 5 min, 35 ciclos de 94°C por 30 s, 60,8°C por 30 s, 72°C por 30 s, 72° por 5 min e final de

4°C.

28.  Imunodifusdo em gel

O procedimento ocorreu em transferir para lamina de microscépio, 5mL de 1% de agar
bacteriolégico em PBS. Apés a solidificagdo do agar, foram realizadas cinco perfuragdes, sendo

quatro em volta e uma central, usando canula de espessura de 2mm. O pogo central foi
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preenchido com 20uL de anti-IgM de tilapia, enquanto os pogos adjacentes foram preenchidos com
20 pL de cada amostra de soro dos peixes controles e tratados (ap6s 28 dias da vacina). As laminas
foram mantidas em placa de Petri com algoddao dmido e temperatura ambiente por 20h e

observadas diariamente (Ouchterlony, 1958).

Ap6s esse periodo, foi colocado um pedaco de papel de filtro encima do agar e as laminas
foram secas em estufa a 40°C over night. Para melhor visualizacdo das reagdes, as laminas foram
coradas com o corante amido black (Bayer®) 1% junto com solvente dcido acético, etanol, d4gua
(10:45:45), em berco de coloracdo, onde permaneceram por 2h. Em seguida, foram retiradas e
imergidas em descorante (mesma mistura de solvente sem corante) por 15 minutos. As laminas sao
secas a temperatura ambiente e fotografadas. No caso da linha de precipitagdo em alguma lamina
nao tenha sido visualizada, esta foi repetida e pipetando ou carregando mais o antigeno (soro) em

intervalo de tempo acima de 4 horas sendo a recarga feita de 2 em 2 horas.

2.9. Analises hematolégicas

Para as andlises hematolégicas, foram coletados 8 animais de cada tratamento em dois
momentos durante o experimento, no momento zero que corresponde ao momento antes da
vacinagdo e 30 dias apds vacinacdo. Os animais foram anestesiados em eugenol 0,2 mL.L7,
(Nakandakare, 2013) e coletadas aliquotas de sangue por puncdo do vaso caudal, com auxilio de
seringas heparinizadas.

Foram determinados: ntiimero total de células, contado em cadmera de Neubauer, utilizando
como diluente PBS; contagem diferencial e total dos leucdcitos e trombdcitos pelo método indireto
em extensdes sanguineas, coradas com Rosenfeld (1947) hematocrito, pelo método de
microhematdcrio; taxa de hemoglobina, pelo método da cianometahemoglobina e glicose,
utilizando aparelho de medicdo digital.

Com os valores da taxa de hemoglobina (Hb), hematécrito (Ht) e namero de eritrécitos (Er)

foram calculados os indices hematimétricos absolutos: Volume corpuscular médio (VCM = (Ht x
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10)/Er); Concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM = (Hb x 100)/Ht) e

Hemoglobina corpuscular média (HCM = (Hb x 10)/Er) (Ranzani-Paiva, 2010).

2.10. Analises estatisticas
Os dados foram submetidos aos testes Qui-quadrado, teste de Kruskal Wallis e Dunn para
dados ndo paramétricos, que ndo atendam as premissas. O nivel de significdncia estatistica para

todos os testes considerado foi de 5% (p< 0,05).

3. RESULTADOS
3.1. Parametros de qualidade de agua
Os parametros de qualidade de dgua (Tabela 2) dos aquérios mantiveram-se em niveis

desejaveis para um bom crescimento e integridade imunolégica dos peixes (SA, 2012).

Tabela 2. Média e desvio-padrdes das variaveis dos pardmetros de qualidade de d4gua dos aquérios

durante experimento com tildpia-do-nilo (O. niloticus) vacinadas durante 30 dias.

Parametros de qualidade de agua

Oxigénio (mg.L7) pH Temperatura (°C) Amoénia (ppm) Nitrito (ppm)
5,27 + 0,475 6,82 + 0,257 24,6 +1,158 0,20 + 0,099 0,71+ 0,552

3.2.  Teste de infeccao experimental in vivo

A vacina proporcionou protegdo significativa no grupo vacinado, com sobrevivéncia de
80% no grupo Vacina, enquanto que o tratamento C+ e C-, apresentaram respectivamente, 32,5% e
100%. O nivel de protegdo relativa do tratamento Vacina foi 70,37% (Figura 2). Os principais sinais
clinicos observados foram natagdo errética, opacidade ocular, exoftalmia, ascite, escurecimento da
pele, anorexia e letargia. Os demais tratamentos apresentaram diferenca estatistica (P<0,05) em

comparacao ao controle, em relacdo a sobrevivéncia (Tabela 3)

Tabela 3. Mortalidade acumulada no desafio de infeccdo experimental, sobrevivéncia total
(Sobrev.) e nivel de protecao relativa (NPR) de tilapias-do-nilo (n=40 por tratamento), apos 15 dias

de infecgdo (dpi) com S. agalactiae sorotipo III.

Tratamento : Mortalidade acumulada so(},riv_ NPR
dpi 2 3 4 6 9 15 (%)
Controle negativo 0 0 0 0 0 0 100%*
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DIAS POS DESAFIO
Controle positivo 15 16 19 27 27 27 32,5%*
Vacina 5 6 7 8 8 8 80%*  70,37%

*Diferenga estatistica em comparagao entre o tratamento controle e os demais tratamentos pelo teste Qui-quadrado (P<0,01).

Grafico 1. Mortalidade acumulada de tilapias-do-Nilo apés 15 dias de desafio de infeccao
experimental (dpi) com S. agalactiae sorotipo III (C-: controle negativo; C+: controle positivo; V:

vacinados).

3.3. Identificacao por PCR

O resultado foi positivo para todas as amostras coletadas dos peixes submetidos a infeccao

experimental, utilizados primers especificos para a espécie S. agalactiae (Figura 3).

100bp 1. 4 7 26 29 30 CN




Figura 2. Andlise pela técnica PCR para determinacdo do Streptococcus agalactiae
utilizando “primer” especifico para espécie e posterior confirmacdo do sorotipo. Amostras 1, 4, 7,

26, 29 e 30 (amostras coletadas de cérebro de tildpia-do-nilo infectadas experimentalmente.

Na segunda reacao utilizando quatro pares de primers especificos para os sorotipos q (Ib e
III), os resultados foram positivos para o sorotipo III. As mesmas amostras em que foram
utilizados os primers especificos do sorotipo Ib, ndo houve amplificacdo. Confirmando a infecgao

experimental com S. agalactiae sorotipo III (Figura 4).

100 bp 1th 4ib 7Ib 261b 291b30ib CN 111l 4lll 711l 26111 29111 30111 CN

-

Figura 3. Segunda reacdo de PCR para identificagdo dos sorotipos Ib e III de Streptococcus
agalactiae. Amostras 1Ib, 4 Ib, 7 Ib, 26 Ib, 29 Ib e 30 Ib (amostras coletadas de cérebro de tildpia-do-
Nilo infectadas experimentalmente com S. agalactine e testadas com primers do sorotipo Ib).
Amostras 11III, 4111, 7III, 26III, 29111 e 30IIl (amostras coletadas de cérebro de tilapia-do-Nilo
infectadas experimentalmente com S. agalactinze e testadas com primers do sorotipo III). CN:

controle negativo. 100 bp: peso molecular.
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3.4. Imunodifusdo em gel

Foram preparadas duas laminas no teste de Ouchterlony realizado a partir das amostras

dos soros dos peixes
letad 3 6 8 8
coletados no M k ™) 3 momento
zero, antes da ' e ] - - vacinacao. Na
anti IgM tilapia -~
primeira {.j lamina
(Figura 5) é ‘ o possivel
observar v 2 linhas pouco

visiveis que mostram identidade com o anticorpo anti-IgM de tilapia produzido em coelho. As
solucdes contendo antigeno (soro dos peixes no momento zero) e anticorpo (anti-IgM de tildpia
produzida em coelho) foram pipetadas nas perfura¢des do agar e a lamina foi incubada em cdmara
umida por 4 horas. Neste periodo, ndo foi possivel visualizar nenhuma linha de precipitagdo. Apos
o periodo de 4 a 6 horas e mais algumas aliquotas de amostras de soro dos peixes a cada duas
horas, foi observada reagdo com linha de precipitacdo indicando identidade, para os peixes 3, 4 e 5.

A reacdo com linha de precipitacdo ndo foi observada nos peixes 6 e 8.

Figura 4. Lamina contendo amostras de soro de peixes coletados no momento zero (peixes

3,4,5, 6 e8) nos pocos da extremidade, e anti-IgM de tilapia no pogo central.

Na segunda lamina, onde estdo presentes as amostras de soro dos peixes vacinados (Figura
6) foi possivel verificar a reacdo de precipitagdo em amostras de soros de peixes 28 dpv. As laminas
foram incubadas em cdmara tumida por 8 horas. Apés este periodo, foi adicionado novamente

aliquota de amostras de soros dos peixes vacinados, onde permaneceram em incubacdo até 20
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horas. Foi possivel observar reacdo de precipitagio em todas as amostras de soros dos peixes

vacinados. Para os peixes 1 e 3, foram observadas mais de uma linha de precipitacao.

Figura 5. LAmina com amostras de soro de peixes 28 dpv (peixes 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 e 8) nos

pocos da extremidade e no poco central, anti-IgM de tilapia no pogo central.

3.5. Eritrograma, leucograma, trombograma e glicemia.

As anélises hematolégicas demonstraram que a concentra¢do de hemoglobina e contagens

de, linfécitos e leucdcitos totais foram diferentes significativamente (p<0,05) no tratamento Vacina

em relacdo ao Momento Zero e ao Controle. A taxa de hemoglobina e o ntimero de linfécitos e

leucécitos de peixes vacinados foram inferiores em relagdo ao momento zero (MZ) e controle. Para

os demais indices, estes foram semelhantes entre os tratamentos (Tabela 5). Quanto ao nivel de

glicose, nao

diferenca
1 2

-
(p>0,05) entre c \ '

tratamentos
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Tabela 4. Eritrograma, leucograma e trombograma de tilapias-do-nilo, O. niloticus, vacinadas contra S. agalactiae antes e ap6s 28 dias.

Vacina (dose: 0,05 mL)

Variaveis MZ C- A% p-valor
RBC (uL1) 13937502 + 153104,8 15037502 + 146208 1441250% + 190333,4 0,42
Ht (%)* 22,872+ 7,71 24,932 + 333 28,622 £+ 3,09 0,06
Hb (g dL)* 6,66 + 1,09 10,032 + 2,95 8,653 + 1,76 0,01%**
VCM (fL)** 196,932 + 66,03 186,63 + 21,39 211,59* £ 19,70 0,10
HCM (pg)* 51,442 + 11,95 69,822 + 18,81 64,03 + 16,09 0,08
CHCM (g dL)* 33,412 + 11,77 42,30 £11,13 31,807 £ 5,34 0,09
Leuc (uL1)** 70813,002 + 25416,81 51908,03% + 24332,92 20126,98P + 5802,81 <0,01***
48914,65% + 23799,66 18258,03P +5018,70 <0,01***
Lf (nL-1)** 65268,33% £+ 23068,03
Nt (uL1)** 3544,532 + 2518,85 1538,94? + 1030,26 1628,72% + 778,39 0,09
Bs (uL1)** 311,512 + 435,73 320,482 + 262,15 168,24% + 136,89 0,49
Es (uL1)** 388,312 + 291,54 374,182 + 446,16 119,45% £ 119,99 0,19
Mn (uL1)* 1219,872 + 885,73 889,36% + 621,28 755,152 £ 479,67 0,39
Tr (uL)* 14876,192 + 9809,31 17586,39% + 6186,18 14076,832 + 8166,47 0,67

MZ - momento zero; C- - controle negativo (28 dpv); V - vacinados (28 dpv); RBC = Eritrécitos; Ht = hematécrito; Hb = Hemoglobina; VCM= Volume Corpuscular Médio; HCM =
Hemoglobina Corpuscular Médio; CHCM = Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Media; Leuc = Leucécitos Totais; Lf = Linfécitos; Nt = Neutroéfilo; Bs = Baséfilo; Es = Eosindfilo;
Mn = Mondcito; Tr = Trombécito. *ANOVA (anélise paramétrica). Letras diferentes em mesma linha demonstra diferenca significativa entre as médias pelo teste de Duncan (p<0,05).
**Teste de Kruskall-Wallis (anélise ndo paramétrica). Letras diferentes em mesma linha demonstra diferenca significativa entre as medianas pelo teste de Post Hoc Dunn (p<0,05).
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Tabela 5. Niveis de glicose de tildpias-do-nilo, (O. niloticus), vacinadas contra S. agalactiae antes e

ap0s 28 dias.
Vacina (dose: 0,05 ml)
Variaveis Mz C- A" p-valor
Glicose* 77,37+ 14,25 70,37+ 18,18 62,25 +9,70 0,67

MZ - Momento zero; C- - controle negativo (28 dpv); V - vacinados (28 dpv);

*ANOVA (andlise paramétrica).

DISCUSSAO

3.6. Imunodifusdo em gel

A medida das intera¢des entre antigeno-anticorpo com o propésito de diagnostico é
conhecida como imunosorologia. As técnicas imunosorolégicas fundamentam-se na natureza da
interacdo antigeno-anticorpo, nas quais podem expressar-se de duas formas distintas, em
decorréncia da utilizagdo de imuno-reagentes livres de marcacdo ou de reagentes marcados. As
técnicas em que ndo se empregam marcadores demonstram-se por fendmenos visiveis. Portanto,
ao se combinar anticorpos com antigenos solaveis, os complexos resultantes podem formar

precipitados insoltiveis (Molinaro, 2009).

A precipitacao é uma técnica usada para mensurar a presenca e a concentragao de antigeno-
anticorpo. A precipitacdo maxima ocorre em dreas de equivaléncia, ou seja, concentragdes
semelhantes de antigeno e anticorpo, diminuindo em areas de excesso de um dos componentes. A
imunodifusdo é uma técnica que pode ser realizada por difusdo simples ou dupla. Na
imunodifusdo dupla, tanto o antigeno como o anticorpo incorporado ao meio sélido se movem um
em dire¢do ao outro, até haver a precipitacdo do imunocomplexo (Chakraborty, B.N & Saha, 1994;

Mineo et al., 2016; Ouchterlony, 1967).

Assim, a sensibilidade do teste pode variar dependendo da concentracdo de antigeno-
anticorpos presentes. Segundo Ouchterlony (1967) uma concentracdo baixa de antigeno ou
anticorpo aumenta a sensibilidade, mas ndo permite a medida de concentracdo ou visualizagao da

precipitacdo.
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Segundo resultados, na primeira fase onde as laminas receberam no orificio do dgar o
antigeno e anticorpo no periodo de 4 horas ndo apareceram as linhas de precipitacdo o que podia
estar indicando a auséncia de quantidades de antigeno ou anticorpo. Mas, assim que apds o
periodo os orificios receberam outra carga de antigeno (soros dos peixes), a reacdo foi observada.
Outro fator importante esta na linha de precipitagdo formada, indicando uma reta com possivel
formacao de um arco continuo, produzindo uma rea¢do com identidade, isto é, os peixes 3, 4 e 5,
apresentaram no soro uma IgM que reagiu com a anti-IgM da tildpia produzida no coelho (Figura
5). Como foi necessério pipetar a solugdo de antigeno por 3 vezes isto determinou que a presenca
da IgM no soro teve concentracdo baixa. Em relacdo aos peixes 6 e 8, onde ndo apareceu a linha de
precipitagao, isto veio indicar que a concentracdo de IgM estava muito baixa e ndo foi detectada na

reagao de dupla difusao.

Quando os reagentes (antigeno-anticorpo) estdo em quantidades equimolares, a linha de
precipitacdo aparece formando até curvatura podendo ser identidade total, parcial ou de nao
identidade (Molinaro, 2009). Neste caso dos resultados todos tem aparéncia de identidade total.
Quando analisados os soros dos peixes submetidos a vacinagdo apds 28 dias, ocorreu formacgdo de
mais de uma linha de precipitagdo (Figura 6). A primeira indica a pureza do antigeno ou do
anticorpo e as outras indicam moléculas de massa molecular maior que se difundem mais
lentamente. Isto pode ser visualizado no peixe de ntimero 1 e 3 apds vacinacao. Cada precipitado
funcionou como uma barreira para os reagentes que o formam e impedem sua difusdo além do
sitio da precipitagdo. Esta barreira é imunoespecifica. Outro fator importante a ser citado é que
bastou somente uma pipetagem nos pogos para que a reacao fosse equimolecular. Em relacdo aos
outros soros dos peixes (2, 4, 5, 6, 7, 8) apresentaram uma sé banda, mas mais difusa ou maior ou

ainda com maior intensidade na cor.

Assim, a imunodifusdo conseguiu determinar a reacdo com peixes vacinados apresentando

linhas de precipitacdo maiores ou em maior nimero do que os peixes controles.
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3.7. Hematologia

Os parametros hematolégicos tém sido considerados importantes indicadores da satde dos
peixes (Abu-Elala et al., 2019). No hemograma, ndo se registraram diferencas significativas entre o
grupo vacinado quando comparados ao controle, exceto para os valores de leucdcitos totais,

linfécitos e hemoglobina.

No estudo realizado por Ramos-Espinoza et al. (2020) as analises mostraram a taxa de
hemoglobina significativamente maior na segunda semana apés vacinagao (14 dias) no grupo onde
a vacina continha H>O, em sua composi¢do em comparacao ao grupo em que a vacina continha
H>O; + hidréxido de aluminio, o que pode estar relacionado as alteracdes fisioldgicas dos peixes
durante o estudo. Assim como, os valores de hemoglobina dos grupos vacinados foram
significativamente menores na segunda semana apds vacinacdo em comparacdo com 4 semanas
ap6s vacinacao (28 dias). No presente estudo, os valores de hemoglobina em peixes vacinados
ap0s 28 dias se mostraram siginificativamente superior (p<0,05) em comparagdo a peixes antes da
vacinagdo e significativamente diferente (p<0,05) em comparagdo ao tratamento controle. Bishlawy
et al. (1999) hipotetizou uma relacdo entre eritrécitos, hemoglobina e resposta imune, sugerindo
uma participagdo ativa na resposta imune contra patégenos, além disso, estudos desenvolvidos no
molusco Tegillarca granosa reportaram participacdo da hemoglobina na resposta imune contra

patégenos (Bao et al., 2011).

Para Ramos-Espinoza et al. (2020) os valores de linfécitos nos grupos vacinados foram
menores do que no grupo nao vacinado ap6s duas semanas da vacinagdo (14 dias). No presente
estudo, ocorreu situacdo semelhante nos valores de leucécitos e linfécitos, apds 28 dias da
vacinacado. Pereira et al. (2016) reportou situagdo similiar de valores menores de linfécitos em
hibridos de surubim vacinados contra Aeromonas hydrophila aos 21 dias apds vacinagao. Neste caso,
a diminuicdo do total de linfécitos e leucdcitos pode ser explicada devido a migracao das células
imunes para os tecidos onde a presenga do antigeno estd em desenvolvimento (Mutoloki et al.,

2014).

35



Alguns estudos recentes demonstraram que, ap6s vacinacdo ou infeccdo, células
pertencentes a resposta imune inata exibem mudangas ao longo prazo que melhoram a resposta

ap0s estimulos por patégenos (Netea et al., 2016).

3.8.  Vacinagao e infeccao experimental com S. agalactiae

A vacinacdo é um método eficaz e sustentavel de controle de doencas e reducdo do uso de
substancias antimicrobianas na aquicultura (Marcusso, 2021; Brudeseth et al., 2013). Varios estudos
relatam a eficacia da vacinagao em Oreochromis niloticus para combater a estreptococose, a principal

doenga infecciosa na criacdo intensiva de tilapia (Marcusso, 2021).

Na producao de tildpia, a tendéncia é uma producao cada vez mais intensiva e, grandes
empresas aquicolas terdo foco na reducdo do uso de antibitticos. Portanto, o teste de vacinas
aprimoradas e o seu desenvolvimento continuo sao um importante passo para os produtores e as

empresas veterindrias (Brudeseth et al., 2013).

A concentracdo bacteriana durante o desafio pode influenciar a eficicia da vacina, segundo
Pretto-Giodarno et al. (2010). Midtlying (2016) recomendou que percentuais de mortalidade
maiores ou iguais a 60% nos grupos desafiados ndo vacinados sdo necessarios para garantir o
sucesso dos ensaios de eficicia de vacina. Entretanto, Aasjord e Slinde (1994) afirmaram que
percentagens de 50 a 90% sdao adequadas para testes de vacinas. Os peixes do ensaio de DL50 eram
menores, portanto, as diferencas na mortalidade esperada e na taxa de mortalidade obtida no
grupo desafiado ndo vacinado provavelmente, foram devido ao crescimento dos peixes, que pode
influenciar sua resposta imune. Pois, a resposta imune dos peixes depende muito do peso, devido

ao numero de células imunocompetentes (Tort et al., 2003).

No presente estudo, o grupo onde foi injetada a vacina contra S. agalactine apresentou
eficicia e seguranca na protecdo da tilapia-do-Nilo durante a infec¢do experimental com cepa
homologa, tornando-se evidente pela presenca de sinais clinicos e comportamentais. Obteve-se a

porcentagem de sobrevivéncia de 80%. O grupo Controle positivo, peixes ndo vacinados e
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infectados, sobreviveram 32,5%. Os principais sinais clinicos observados foram natacdo erratica,

opacidade ocular, exoftalmia, ascite, escurecimento da pele, anorexia e letargia.

Evans et al. (2004) e Pasnik et al. (2005) em seus estudos com vacina inativada contra S.
agalactiae em tilapia, apresentaram a sobrevivéncia em peixes vacinados de 85% e 68% e em peixes
nao vacinados de 24% e 55% ap0s desafio de infecgao experimental em 30 e 21 dias ap6s vacinagao,

respectivamente.

O estudo em questdo mostra que o NPR da vacina foi de 70,37%, sendo considerado
moderadamente alto. Midtlying (2016) concluiu que NPR ideal sdo aqueles maiores ou iguais a
60%. Os resultados obtidos no presente mostraram que, a vacina obteve nivel moderado de
protecdo contra a cepa homoéloga de S. agalactiae do sorotipo III sob condigdes experimentais,

mostrando excelente resultado.

Segundo Schmidt (2016), podem ocorrer mortalidades apés a vacinagdo devido a estresse,
reacOes adversas ou lesdes no local da injecao apds a vacinagdo com a administra¢do de uma tinica
dose. No presente estudo, ndo ocorreram alteragdes comportamentais ou lesdes na pele associadas

a administracdo da vacina apds 30 dias nos peixes vacinados.

CONCLUSAO
Os resultados observados neste estudo sdao promissores no uso da vacina como medida
profilatica para juvenis de tilapia-do-nilo. A vacina demonstrou ser eficaz e segura para controle

de doengas e bem-estar dos peixes, podendo ser utilizada na produgdo de peixes em larga escala.
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