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RESUMO

A tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) sempre foi considerada mais resistente a
doencas em comparacdo com outras espécies de peixes de cultivo, entretanto tem sido
observadonas ultimas décadas que esta espécie de peixe também é susceptivel a muitas
doencas bacterianas, flngicas, parasitarias e nutricionais. No Brasil, a estreptococose € uma
das principais doencas que acomete as tilapias e que vem causando muitas perdas
econémicas. Com objetivo avaliar a resisténcia a inoculacdo experimental com Streptococcus
agalactiae em variedades de tilapia do Nilo, foi conduzido um ensaio de resisténcia com 180
tilapias de quatro variedadesendo trés comerciais (VC1, VC2 e VC3, esta Ultima red tilapia) e
uma da UFLA. Cada variedade foi distribuida em cinco aquarios,de forma que cada um
contivesse nove exemplares de uma mesma variedade. Dos cinco aquarios, quatro alojaram
peixes inoculados intraperitonealmente com 10’ CFU/peixe de S. agalactiae e um aquério
alojou peixes que receberam 0,1 mL de BHI (Brain Heart Infusion) estéril, formando grupo
controle. Um animal de cada aquério foi sacrificado as 24 h, 48 h, 72 h, 96 h e 360 h apos a
inoculacdo, foram retirados soro e tecidos para avaliacBes. A variedade UFLA apresentou
menor sobrevivéncia que as demais variedades, que ndo diferiram entre si nos 15 dias de
desafio. Foi realizado um delineamento experimental inteiramente casualizado, em esquema
fatorial (4 variedades x 5 tempos) para os parametros de atividade de lisozima e antiprotease
utilizando o teste de médias Scott-Knott e o teste de Dunnett comparando animais inoculados
e peixes ndo infectados a 5% de probabilidade. As variedades inoculadas apresentaram
atividades da lisozima superiores aos peixes ndo infetados (p=0,001), mas nao diferiram entre
si; em funcdo do tempo pés-inoculacédo, houve diferenca (p=0,001) com aumento linear de 24
a 72 h. Até 24 h poés-inoculacdo a atividade da lisozima foi semelhante a dos peixes nédo
infectados, apos este tempo 0s peixes inoculados exibiram maior atividade da lisozima em
relacdo aos néo inoculados (p < 0,05). Todas as variedades inoculadas apresentaram atividade
antiprotease similar aos peixes ndo infectados (p=0,269), no entanto, houve diferencas em
funcdo do tempo (p=0,042), manifestadas nas primeiras 48 h. As lesdes histopatoldgicas de
branquias, baco e figado foram analisadas pelo teste Qui-Quadrado, encontrando diferencas
entre UFLA e as variedades comerciais inoculadas no numero de eventos apresentados
durante o desafio, assim como a identificacdo das bactérias por imuno-histoquimica no baco
ndo diferiu entre as variedades. Estes resultados demonstram que existem animais com uma
melhor resposta ao teste de resisténcia que outros. Sendo a atividade da lisozima inversamente
proporcional a taxa de sobrevivéncia. Entretanto, deve-se levar em conta que 0s peixes nao
resistentes ao patdgeno ndo deveriam ser considerados individuos a serem descartados, pois
estes podem possuir outros critérios de selecdo genética. Porém, o entendimento das
diferentes abordagens indiretas de selecdo, pode viabilizar programas de selecdo genética a
ser utilizados em condi¢6es de cultivo ou exploragéo que estariam mais predispostas a surtos
da doenca.

Palavras-chave:Streptoccocus agalactiae. Oreochromis niloticus. Sistema imune.
Sobrevivéncia. Selecdo genética.



ABSTRACT

Nile tilapia (Oreochromis niloticus) has been always considered disease resistant
compared to other fish species; however, it has been shown in recent decades that tilapia is
also susceptible to many bacterial, parasitic, fungal and nutritional diseases. In Brazil,
streptococcal infection is one of the major diseases that attacks fish causing many economic
losses. Thus, this study aimed to evaluate resistance to experimental inoculation with
Streptococcus agalactiae in Nile tilapia strains. A resistance test was performed within 180
fish of three commercial strains (VC1, VC2 and VC3, the latter red tilapia - RT) and UFLA
strain. Each strain was distributed in five aquariums containing nine fish each, animals from
four aquariums were inoculated intraperitoneally with 10’ CFU of S. agalactiae per fish, and
animals from the remaining aquariums received 0.1 mL of sterile BHI (Brain Heart infusion)
as control group. One animal from each strain was sacrificed at 24 h, 48 h, 72 h, 96 h and 360
h after inoculation, to perform serum and tissue evaluations. Survival was, showing
significant reduction between UFLA compared to other strains and these did not differ among
themselves, through 15 days of challenge. A completely randomized design (CRD) was
performed in a factorial scheme (4 strains x 5 times) for lysozyme and antiprotease activity,
Scott-Knott and Dunnett tests were practiced to evaluate means and contrasts, respectively,
between inoculated animals and non-infected fish at 5% probability. Infected strains showed
higher lysozyme activity than non-infected ones (p = 0.001), but did not differ among them.
As a function of time after inoculation, there was linear increase (p = 0.001) from 24 h to 72
h, and over 24 h after inoculation, lysozyme activity of inoculated groups was similar to non-
infected fish. Subsequently, infected fish exhibited higher activities when compared to
uninoculated ones (p<0.05). All infected strains showed similar anti-protease activity to non-
infected fish (p = 0.269), but there were differences as a function of the time between
inoculated strains (p = 0.042), within first 48 h. Histopathological lesions of gills, spleen and
liver were analyzed by Chi-square test, finding differences in the number of events during the
challenge between inoculated fish from UF and the other strains, but there were not
meaningful differences within presence of the bacteria at spleen immunohistochemistry.
These results demonstrate that exist animals with a better response to resistance challenges
than others. Lysozyme activity is inversely proportional to the survival rate. However, fish
that are not resistant to the pathogen should not be discarded, as these may exhibit other
criteria of genetic selection. Nevertheless, understanding different approaches to indirect
selection may allow genetic selection programs to be used in field conditions where they
could be more prone to disease outbreaks.

Keywords: Streptococcus agalactiae. Oreochromis niloticus. Imune system. Survival.
Genetic selection.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

Apesar do grande potencial para produgdo de organismos aquéaticos, os surtos de
doencas infecciosas tém sido um dos fatores limitantes para a aquicultura de diversas espécies
no Brasil. O estresse associado a intensificacdo no cultivo de tilapias tem sido um dos
principais fatores que vem promovendo condi¢fes para uma maior ocorréncia de doencas.
Dentre estas doengas, a estreptococose, causada principalmente pela bactéria Streptococcus
agalactiae, é uma das responsaveis por altas taxas de morbidade e mortalidade em cultivos de
tilapia nas ultimas décadas, sendo responsavel por perdas econémicas significativas no setor.

No primeiro contato do patégeno com o hospedeiro sdo acionados mecanismos
imunolégicos inatos que as vezes sao suficientes para prevenir ou conter as infeccdes, porém
na maioria das vezes o patdégeno podera desencadear a doenca no peixe ou, até mesmo, a sua
morte. Uma melhor compreensdo dos danos provocado no organismo e da eficiéncia dos
mecanismos imunologicos acionados pelas infecgbes causadas por bactéria em peixes,
certamente, contribuira para elaboracgdo de estratégias mais eficientes de prevengdo e combate
as doencas.

A suscetibilidade das tilapias as bacterioses depende da espécie ou variedade
cultivada, das condicGes de qualidade da agua, da carga organica na unidade de producéo, do
estado nutricional dos peixes, da temperatura da dgua e de outras condi¢cdes ambientais. Para
evitar as bacterioses, diferentes medidas de prevencdo tém sido aplicadas, geralmente
associadas as melhorias e manutencdo das condi¢es ideais de cultivo, pois qualquer
desequilibrio na densidade de estocagem, na qualidade da &gua, na nutricdo ou nos manejos
produtivo e sanitario dos peixes e das instalacGes, favorece a ocorréncia de infec¢bes por
organismos patogénicos. As vacinas sdo vislumbradas como uma medida profilatica, no
entanto, na pratica ela é de dificil aplicacdo e onerosa, uma vez que demanda muito trabalho e
mdo de obra para a despesca e vacinacgdo individual dos peixes. Além disso, 0 manuseio e
estresse advindos deste manejo podem debilitar e até mesmo causar a morte dos animais.
Quando as medidas profilaticas ndo sdo devidamente tomadas ou falham, o tratamento com
antibioticos tem sido a principal forma de conter e combater as infecgdes. E importe ressaltar
que a utilizagdo indiscriminada de antibidticos na aquicultura, ou em qualquer outro tipo de
producdo animal, é perigosa e condendvel por possibilitar a contaminacdo do meio e do

homem e resultar no surgimento e disseminacédo de resisténcias antimicrobianas.
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A existéncia de individuos mais resistentes ou menos susceptiveis as doengas, dentro
de populagdes infectadas, e a possibilidade de transmissdo destas caracteristicas aos seus
descendentes, tem levado a selecdo natural e o surgimento de variedades resistentes para
algumas doencas. Além disso, os programas de melhoramento genético de tilapias tém
incorporado a sele¢do de familias ou individuos resisténcia a doencas aos seus objetivos.
Assim, a utilizacdo de peixes geneticamente resistente a doencas podera ser a melhor e mais
viavel estratégia para reduzir a probabilidade de epidemias e, consequentemente, as altas

taxas mortalidades e perdas econémicas causadas pelas doencas que acometem a aquicultura.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Producéo de tilapia no Brasil

A producéo aquicola mundial de espécies comestiveis aumentou em uma taxa anual de
6,2% no periodo 2000 a 2012, com 32,4 milhGes e 66,6 milhdes de toneladas respectivamente.
No mesmo periodo os ritmos de crescimento da Ameérica Latina e do Caribe foram de 10%.
Em 2014, a producdo mundial de pesca e aquicultura foi de 167,2 milhdes de toneladas, deste
montante, o 47,14% foi proveniente da aquicultura continental, frente a 39,74% de 2010
(FAO, 2016).

Em 2014, a producdo nacional foi estimada em 486 mil toneladas de peixes, que
somadas as 90 mil toneladas de camarédo reportadas pela ABCC (Associacdo Brasileira de
Criadores de Camardo), 20 mil toneladas de mexilhGes e aproximadamente quatro mil
toneladas de outras espécies, alcancam uma producdo aquicola de 600 mil toneladas de
pescado (KUBITZA, 2015). O consumo per capita de pescado in natura no Brasil entre 2013
e 2015 foi de 9,6 kg/hab/ano, sendo menor que outros paises como o Perd, Chile e a
China(FAO, 2016).

A industria brasileira de tilapia cresce vigorosamente, com posi¢do de destaque entre
0s paises americanos. Condi¢cdes climaticas favoraveis e vastos reservatorios hidricos
contribuem para a expansdo significativa da producéo nacional. Se 2% do potencial hidrico do
pais fosse utilizado para o cultivo de peixes em tanques-rede, o Brasil estaria entre 0s maiores
produtores mundiais. O estabelecimento da cadeia produtiva da tilapia (Oreochromis
niloticus) propicia o desenvolvimento de agroindlstrias de processamento, geracdo de
milhares de empregos, maior producdo de alimentos, geracdo de renda e intercAmbio de
tecnologias, incrementando o agronegocio nacional (VERA-CALDERON; FERREIRA,
2004).

Os principais fatores que limitam o crescimento da producéo aquicola no Brasil e que
desaceleram a producgdo da tilapicultura sdo: elevado custo de producdo, dificuldade no
licenciamento ambiental, mdo de obra pouco qualificada, dificil acesso a tecnologia e
ocorréncia de doencas (KUBITZA, 2015). A limitacdo da producdo causada pelo
acometimento de doencas, possivelmente ocorre pela falta de conhecimento e
acompanhamento técnico na identificacdo e caracterizagdo dos patogenos, alem de praticas de

manejo sanitario inapropriadas.
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2.1.1 Utilizacdo de variedades geneticamente melhoradas

Algumas variedades de tilapia (O. niloticus) foram produzidas por processos de
selecdo genética e cruzamentos, destacando-se a variedade Chitralada, que foi desenvolvida
no Japdo e melhorada na Tailandia, caracterizada por apresentar bom desempenho e rapido
crescimento quando comparadas as demais variedades (ZIMMERMAN, 2000). No Brasil, a
variedade de tilapia vermelha, conhecida como Red-Stirling foi introduzida no inicio da
década de 90, proveniente de Israel. O desempenho zootécnico dessa variedade é inferior
quando comparado as demais variedades de tilapias cultivadas no Brasil (MOREIRA,;
MOREIRA; HILSDORF, 2005). Recentemente, experimentos, como 0s do Programa de
melhoramento de tilapias vermelhas e nil6ticas da Manit Farm na Tailandia, tém demostrado
uma correlacdo genética positiva e significativa entre a taxa de crescimento e sobrevivéncia,
sendo o principal critério de selecdo a resisténcia ao Streptococcus sp.(ZIMMERMANN et
al., 2014). Também tém sido realizados estudos de variabilidade genética e de crescimento
comparando outras variedades como Red Stirling, Chitralada e hibridos vermelhos
(GARDUNO-LUGO; MUNOZ-CORDOVA; OLVERA-NOVOA, 2004; MOREIRA;
MOREIRA; HILSDORF, 2005; ROMANA-EGUIA et al., 2010).

A variedade UFLA foi originada na Universidade Federal de Lavras a partir de 2000
alevinos de tilapia nil6tica doados pela Faculdade de Agricultura e Ciéncias Veterinarias da
UNESP, Campus Jaboticabal em 11 de Novembro de 1977. Programas de melhoramento
genético, baseado em selecdo massal e ganho de peso, foram realizados durante 25 anos,
dentre suas caracteristicas d&-se destaque a textura firme do filé (DIAS, 2014).

No caso das espécies produzidas no Brasil, existem poucos programas de selecdo com
base no meérito individual e familiar combinados, ininterruptos e de longa duracéo, citando
alguns exemplos, A variedade GIFT-Genetically Improved Farmed Tilapia, que destaca-se
por sua taxa de crescimento répido, alto rendimento de filé e resisténcia a doengas, €
originaria das Filipinas e no Brasil o programa GIFT teve inicio em 2005 com importacéo de
600 exemplares de 30 familias, por meio de um convénio entre a Universidade Estadual de
Maringd, no estado de Parana e o World Fish Center, na Mal&sia; e o programa de producédo
de tildpias hibridas veggie-fish da Universidade Federal de Pelotas, que realiza selecdo de
animais resistentes ao estresse de manejo (ZIMMERMANN et al., 2014; OLIVEIRA et al.,
2012). No entanto, os programas de melhoramento genético atuantes ndo sdo suficientes para
atender as demandas do setor. Sdo necessarios novos programas de selecdo que abordem a

resisténcia as doengas como parametro de selecao.
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2.2 Estreptococose na piscicultura

Protozoarios, fungos e bactérias sdo os principais agentes etiologicos associados aos
casos de mortalidade em pisciculturas no Brasil(FIGUEIREDO et al., 2005; MARTINS et al.,
2004; MIAN et al., 2009). As principias espécies de bactérias patogénicas para tilapias sao:
Aeromonas sp., Flavobacterium columnare, Edwardsiella tarda e Streptococcus sp.
(KUBITZA, 2008). O Streptococcus agalactiae, que leva a estreptococose, tornou-se um dos
mais graves patdgenos aquaticos nas Ultimas décadas, desempenhando um papel muito
importante em todo o0 mundo e provocando grande impacto econdémico na producdo de tilapia
(AL-HARBI, 2016; LI et al., 2014; LUSIASTUTI et al., 2014; PASNIK et al., 2005).

Estreptococose € um termo genérico utilizado para designar as diferentes doencas de
etiologia bacteriana causadas por pelo menos seis diferentes espécies de cocos Gram-
positivos, incluindo o0s géneros Streptococcus, Lactococcus e Vagococcus (MAJI,
MOHATY,2016; MATA et al., 2004). Em peixes, esta doenca foi primeiramente descrita em
1956 no Japdo, em um surto de septicemia em uma fazenda comercial de truta arco-iris
Oncorhynchus mykiss(HOSHINA et al., 1958). A familia do género Streptococcus, abrange
uma ampla gama de espécies bacterianas associadas a processos etioldégicos em seres
humanos e animais, bem como, microrganismos saprofiticos ou nao patogénicos
(GLAZUNOVA; RAOULT; ROUX, 2009). Atualmente, 116 espécies e 22 subespécies
bacterianas sdo descritas como pertencentes a este género (WHELY; HARDIE, 2015).

O género Streptococcus contém bactérias Gram-positivas esféricas, inferiores a 2um
de didmetro que crescem tipicamente em pares e formam cadeias quando cultivadas em meio
liquido (IREGUI et al., 2014). Em laboratério, cultiva-se em meio de cultura suplementado
com hemécias de ovelha ou cavalo, sendo classificados de forma preliminar com base na
produgdo de hemolise, como B-hemolitica, a-hemolitica (aprox. 1% dos casos) ou estirpes ndo
hemoliticas (EDWARDS; NIZET; BAKER, 2011; IREGUI et al., 2014; KAYANSAMRUAJ
etal., 2014).

Seis espécies tém sido descritas como 0s principais agentes etioldgicos causadores de
septicemia e meningoencefalite em peixes: Streptococcus iniae, Streptococcus agalactiae,
Streptococcus parauberis, Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus phocae e Streptococcus
ictaluri (HERNANDEZ; FIGUEROA; IREGUI, 2009; NETTO; LEAL; FIGUEIREDO,
2011). Dentre as principais espécies patogénicas em peixes no Brasil destacam-se S. iniae e S.
agalactiae (FIGUEIREDO et al., 2012; MIAN et al., 2009).
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S. agalactiae é o unico membro do Grupo B de Lancefield, comumente chamado
GBS, considerado uma das principais bactérias causadoras de doengas em seres humanos,
bovinos, peixes e em Vvarios outros hospedeiros como aves, camelos, cédes, equinos, gatos, ras,
hamsters, camundongos e macacos ( AL-HARBI, 2016; AMAL et al., 2012; BARATO et al.,
2015; ELLIOTT; FACKLAM; RICHTER, 1990; HETZEL et al., 2003; JOHRI; GRANDI;
RAPPUOLI, 2009; LIU et al., 2014; VASQUEZ et al., 2017; YILDIRIM et al., 2002;
YILDIRIM; LAMMLER; WEIB, 2002). Estreptococose causada por S. agalactiae é uma das
principais doencas responsaveis por altas taxas de mortalidade que pode atingir 90% em
muitas espécies aquicolas, sendo a tilpia a mais afetada resultando em grandes perdas
econdmicas anualmente para a industria aquicola (EVANS et al., 2002; LI et al., 2015; MIAN
et al., 2009).Ha relatos deste agente patogénico nos EUA, Israel, Japdo, Kuwait, Tailandia,
Honduras, Costa Rica, Brasil e Colémbia (IREGUI et al., 2014).

O nudmero de ocorréncias desta doenca durante a Gltima década em sistemas de
cultivos de tildpia aumentou como consequéncia da intensificacdo da producéo (MIAN et al.,
2009). Existem isolados de S. agalactiae, em tilapia, que sugerem a presenca de dois Biotipos
diferentes (1 e 2), sendo Biotipo 1, beta-hemolitico, e Biotipo 2, ndo beta- hemolitico, que
diferem em suas caracteristicas bioquimicas e fenotipicas (SHEEHAN , 2009). Na Asia e na
América Latina, foram isolados cerca de 500 casos de Streptococcus sp.em tilapias,18% deS.
iniae e 82% de S. agalactiae (26% Biotipo 1 e 56% Biotipo 2), sendo o Biotipo 2 0 mais
predominante em diferentes paises de América Latina. No Brasil e na Colémbia, esta infecéo
bacteriana tem causado alta mortalidade nas tilapiculturas (ASENCIOS et al., 2016; IREGUI
et al., 2014; MARCUSSO et al,2015; SHEEHAN , 2009).

Em condicBes naturais, a interacdo peixe-patdgeno pode ndo causar problemas; porém
em sistemas de producdo ocorrem sérios prejuizos, sendo a transmissdo horizontal o
mecanismo mais comum de propagacao bacteriana (FU et al., 2014; IREGUI et al., 2014). Os
principais de surtos acontecem devido ao aumento da temperatura da dgua (acima de 27°C),
manejo intensivo, altas densidades de estocagem, altas concentracdes de amonia e nitrito, e
interacdo com individuos portadores (EVANS et al., 2002; MIAN et al., 2009; YANONG,;
FRANCIS-FLOYD, 2013). Ainda existem informacgdes limitadas sobre os mecanismos
utilizados por S. agalactiae para induzir, invadir e disseminar a doenca em peixes (IREGUI et
al., 2016).

Os sinais clinicos comuns de infeccdo por S. agalactiae em peixes sdo exoftalmia
unilateral ou bilateral, natacdo erratica, letargia e rigidez dorsal, depressdo ou irritabilidade,

anorexia, postura em forma de “C”, e culminando com a morte do animal; em casos



17

superagudos pode ser assintomatica, sendo verificada apenas a ocorréncia das mortalidades.
Esta bactéria é responsavel por causar lesdes em diversos tecidos tais como narinas, rins,
cérebro, intestinos e a regido retrobulbar, levando aparecimento de pericardite fibrinosa,
miocardite, endocardite e peritonite entre outros (CHEN; CHAO; BOWSER, 2007; ELDAR
etal., 1995; EVANS et al., 2002; IREGUI et al., 2016; MIAN et al., 2009).

A histopatologia é uma ferramenta eficaz para a visualizacdo de lesdes em células e
tecidos (IREGUI et al., 2014; MISHRA; DEVI, 2014). Porém, técnicas mais precisas como a
imuno-histoquimica (IHQ) tém sido utilizadas para a identificacdo de bactérias, como o
Streptococcus sp. em tecidos de Truta arco iris, tildpia do Nilo e Mero (DELAMARE-
DEBOUTTEVILLE et al., 2015; HERNANDEZ; FIGUEROA; IREGUI, 2009). Esta se
baseia na utilizacdo de anticorpos policlonais anti-S. agalactiae, produzidos em coelhos, onde
o principio da reacdo ¢ a ligacdo entre o antigeno especifico e o anticorpo (HERNANDEZ;
FIGUEROA; IREGUI, 2009; IREGUI et al., 2014).

Atualmente, a principal medida terapéutica empregada em caso de surtos de
estreptococose é 0 uso de antibidticos, que podem representar potenciais riscos para 0 meio
ambiente (FAGUNDES et al., 2016; HEUER et al., 2009). E quando usados de forma
excessiva, podem levar ao aparecimento de bactérias resistentes a antimicrobianos
(SAPKOTA et al., 2008), sendo dificil achar farmacos capazes de controlar infeccdes
causadas por S. agalactiae em tilapias (LI et al., 2015). Ainda ndo existem vacinas comerciais
de alta eficiéncia disponiveis que possam ser utilizadas para prevenir as doencas infecciosas
na tilapia (ZHAO et al., 2015). As vacinas e 0 uso de antibidticos sdo medidas que
representam altos custos na producdo. Portanto, os métodos de controle alternativos, como a

selecdo genética de peixes resistentes a doencas, se fazem necessarios.

2.3 Parametros imunologicos

O sistema imune dos peixes teledsteos apresenta dois componentes primarios: inato
(ndo especifico) e adaptativo (especifico) contra organismos invasores. Quando um agente
patogénico ingressa ocorre a atuacdo do sistema imune ndo especifico como primeira linha de
defesa, que inclui as barreiras fisicas, como as escamas, branquias e mucosas superficiais da
pele. Quando o patdgeno ultrapassa essas barreiras uma resposta inflamatoria inespecifica é
iniciada a fim de resolver a infeccdo, que se caracteriza por aumento de células fagociticas
encarregadas de matar os organismos invasores (MAGNADOTTIR, 2006; MAGNADOTTIR
et al., 2005; SARDER et al., 2001; URIBE et al., 2011). Com 0 aumento do numero de
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macrofagos e neutrdfilos ocorre o ataque a estes patdgenos, pela agdo da enzima lisozima,
ativagdo do sistema complemento e compostos antiproteases (MACHADO et al., 2015), onde
sua acdo pode inibir o crescimento de microrganismos infecciosos (PENAGOS; BARATO;
IREGUI, 2008) e podem ser usados como potenciais marcadores imunologicos (RZED et al.,
1993; RGED; FEVOLDEN; FJALESTAD, 2002; SAHOO et al., 2008, 2011; SARDER et al.,
2001).

As enzimas liticas, como a lisozima, hidrolases e outras enzimas bacterioliticas
hemoliticas sdo encontradas em células inflamatdrias e nos fluidos corporais dos peixes. Estas
podem atuar isoladamente ou em cascata, sendo importantes elementos de defesa,
especialmente contra bactérias. No caso da lisozima, sua acdo se da principalmente, contra as
bactérias Gram-positivas (MAGNADOTTIR, 2006). Além de uma funcdo antibacteriana, a
lisozima promove a fagocitose por ativacdo direta de leucocitos polimorfonucleares e
macréfagos ou indiretamente por um efeito de opsoninas; ela esta presente no muco, tecido
linfoide, soro e outros fluidos corporais em peixes de &gua doce e marinhos. Atividade da
lisozima é variavel de acordo com o sexo, idade, temperatura da &gua, estresse e infec¢oes,
sua mensuracdo pode ser um indicativo da condicdo imunoldgica e resisténcia as doencas
(SAURABH; SAHOO, 2008).

As antiproteases, principalmente os inibidores da protease a-1 ¢ a macroglobulina a-2,
desempenham um papel vital na inibi¢do da acdo das proteases do agente bacteriano, que por
ligacdo aos seus locais ativos ou por "captura™ da protease, evita a hidrélise das proteinas e a
invasdo e crescimento da bactéria (AWAD; CEREZUELA; ANGELES, 2015;
CHRISTYBAPITA; DIVYAGNANESWARI; DINAKARAN, 2007; GOBI et al., 2016; WU
etal., 2013).

A transmissdo genética da resisténcia inata a varias doencas bacterianas tem sido
documentada em salmonideos, carpas, trutas e tilapias do Nilo, correlacionada com
parametros imunol6gicos ndo especificos, como sdo lisozima sérica, atividade hemolitica,
explosdo respiratoria e atividades bactericidas; todos provavelmente afetam a capacidade
inerente de peixes para resistirem a patdgenos antes de uma resposta imune especifica, sendo
usados como tragos indiretos para identificar os peixes mais resistentes (SAHOO et al., 2008).
Além das interagdes entre os sistemas imunes inatos e adaptativos, também é possivel que os
genes de resisténcia e de tolerancia estejam associados com a resposta imune (GLASS, 2012).
Os fatores genéticos, assim como o0s ambientais (temperatura e estresse) desempenham um
papel importante no sistema imunoldgico dos peixes, podendo ser utilizados para a avaliacdo
de resisténcia a doencas na aquicultura (VAN MUISWINKEL; NAKAO, 2014).
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2.4 Resposta imune humoral

Os principais 6rgdos linfoides de peixes teledsteos sdo o rim anterior, o timo e o baco
(ZAPATA et al., 2006). Os peixes apresentam a imunoglobulina M (IgM) como o principal
anticorpo da resposta imune humoral (MELO et al., 2009). A IgM é produzida pelos linfécitos
B e nos peixes existe sob duas formas alternadas, uma como receptor de membrana para
antigenos de superficie de células B e outra como proteina solluvel secretada como
componentes de fluidos corporais (LITMAN; ANDERSON; RAST, 1999). A IHQ tem sido
usada para detectar a expressao de IgM em linfdcitos de peixes infectados por Streptococcus
sp. objetivando conhecer a resposta imunolégica a este agente patogénico (MARCUSSO,
2015; YUNIS-AGUINAGA et al., 2015).

2.5 Resisténcia a doengas

A resisténcia a doencas pode ser definida como a capacidade do hospedeiro de reduzir
a replicacdo do patodgeno, limitar a infeccdo ou moderar o ciclo de vida do mesmo (BISHOP;
MACKENZIE, 2003; DOESCHL-WILSON; KYRIAZAKIS, 2012). A selecdo de animais
com maior resisténcia a doencas especificas € um método viavel para melhorar a
produtividade, o bem-estar animal e oferece vantagens sobre outros métodos de controle das
infeccBes (STEAR et al., 2001; YANEZ; HOUSTON; NEWMAN, 2014).

Diferentes variaveis devem ser consideradas na selecdo de variedades de tilapia
melhorada, como as taxas de crescimento, peso, sobrevivéncia, resisténcia a doencas,
tolerdncia a agua fria, maturacdo sexual, qualidade do produto e eficiéncia alimentar. VVarios
programas de melhoramento genético tiveram sucesso nas espécies de animais aquaticos
cultivados que foram desenvolvidos ao longo das ultimas quatro décadas para obtencdo de
ganhos genéticos entre 10% e 20% por geracdo, em caracteristicas economicamente
importantes (PONZONI et al., 2013). Devido a crescente importancia da producdo de tilapias
na piscicultura global, a intensidade e diversidade de esforgos para melhorar a base genética
desta espécie tém se intensificado ao longo das Gltimas décadas (ANSAH; FRIMPONG;
HALLERMAN, 2014).

De acordo com Ponzoni; Nguyen e Khaw (2007) o melhoramento genético € um dos
meios mais eficazes para aumentar a eficiéncia da aquicultura, apresentando uma série de
vantagens como 0 ganho genético continuo e a possibilidade de ser transmitido de uma

geracdo para outra. A importancia dos programas esta focada em aumentar a rentabilidade dos
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sistemas da aquicultura através da selecdo (GJEDREM, 2012). Um dos programas de
melhoramento genético de tilpias mais conhecidos é o programa GIFT, desenvolvido
inicialmente na Maléasia com a tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) e gerido pelo World
Fish Center onde até o ano de 2014 passou por 12 geracOes de selecdo para a taxa de
crescimento. Este programa se baseou no uso de melhoramento por sele¢do de uma populacgao
base sintética altamente diversificada (KHAW et al., 2015). A populacéo base de 10 dos 20
programas de melhoramento genético de tilapias € conhecida por ser derivada da variedade
GIFT (GJEDREM, 2012; NEIRA, 2009; RYE; GJERDE; GJEDREM, 2009).

No entanto, a selecdo de peixes resistentes a doengas pode ser um procedimento dificil
de ser aplicado, pois testar o desempenho de resisténcia nos individuos contra patdégenos
requer a infeccdo experimental e posterior abate dos animais (SHEN et al., 2015). Até agora
0s programas de melhoramento genético abordam a resisténcia a doencas somente com base
na informacdo dos parentais, o que afeta o grau de progresso genético possivel em cada
geracdo (YANEZ; MARTINEZ, 2010). Através da selecio de animais resistentes a doencas,
aqueles genes serdo herdados pela descendéncia, ou seja, passados para a seguinte geracdo. A
maioria das caracteristicas de selecdo de importancia econdmica € registrada em individuos
vivos, desta forma, a sele¢do individual de animais vivos ndo pode ser incluida para
resisténcia a doencas, porém, as informacdes da familia sdo essenciais (GJERDREM,;
BARANSKI, 2009). Pode-se utilizar a informacdo presente nos candidatos a selecdo ou nos
parentes proximos, especialmente no caso de doencas ou caracteristicas invasivas (YANEZ;
HOUSTON; NEWMAN, 2014). Em peixes genes relacionados com a imunidade néo
especifica tem sido caracterizados (BAYNE et al., 2001; SAHOO et al., 2011). Muito
estudados, pois favorecem a maior compreensdo da evolucdo do sistema imune dos peixes
(ZHU et al., 2013).

A variacdo genética para a resisténcia a doencas existe para varios patdgenos
especificos em diferentes espécies de peixes (YANEZ; NEWMAN; HOUSTON, 2015;
SALAZAR et al., 2016). E possivel que os genes de resisténcia e tolerancia estejam
associados com os principais fatores da resposta imunoldgica (GLASS, 2012). Varios estudos
em diferentes espécies aquicolas demonstraram que a resisténcia a doencas tem moderada
herdabilidade (h?) em condicdes de desafio ao patdgeno viral ou bacteriano, variando entre h?
0,00 a 0,60 (ZDEGARD et al., 2011).Recentemente, a variacdo genética aditiva para
resisténcia a Streptococcus sp. em tilapias cultivadas foi determinada com h? de 0,42+0,07
para S. iniae, e 0,58+0,09 (LAFRENTZ et al, 2016) ou 0,38t0,11 para S.
agalactiae(SHOEMAKER et al., 2016).
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No caso de atividade da lisozima, as tildpias do Nilo podem apresentar uma
herdabilidade entre (0,3 a 0,7). A alta herdabilidade da atividade de lisozima sérica e a
associacdo genética negativa significativa entre esta caracteristica e a taxa de sobrevivéncia
sugerem que a atividade da lisozima sérica seja uma caracteristica promissoria como sele¢édo
indireta para melhorar a taxa de sobrevivéncia em peixes desafiados contra patégenos. De
acordo com a associacdo negativa entre o traco e a taxa de sobrevivéncia, os reprodutores
devem ser selecionados entre individuos e familias com baixa atividade de lisozima sérica
(CHIAYVAREESAJJA et al., 1999; GJEDREM; RYE, 2016; SAURABH; SAHOO, 2008).
A selecdo da resisténcia a doengca com base na variagdo da atividade de lisozima do soro pode
ser complicada, pelo fato que é altamente influenciada pelo estado imunitario dos peixes
(SAURABH; SAHOO, 2008; RZED; FEVOLDEN; FJALESTAD, 2002).

A sobrevivéncia é uma caracteristica que tende a ter uma baixa herdabilidade, ficando
entre 0,00 a 0,17 (GJERDE et al., 2004; RYE; LILLEVIK; GJERDE, 1990). Assim, além da
taxa de sobrevivéncia, devem-se considerar diferentes variaveis para a escolha de individuos.
A metodologia Kaplan-Meier permite analisar a resposta de sobrevivéncia, definida como a
probabilidade de um individuo sobreviver num dado periodo de tempo, considerando
simultaneamente pequenos intervalos de tempo. Sendo a variavel dependente o tempo e,
aqueles individuos que ndo desenvolveram a doengas denominados censurados(GOEL;
KHANNA; KISHORE, 2010)

Os ensaios experimentais encontrados na literatura diferem quanto as vias de
infeccdo, ou seja, co-habitacdo, imersdo, injecbes intraperitoneais e intramusculares (EVANS
et al., 2002; HERNANDEZ; FIGUEROA,; IREGUI, 2009). A resisténcia a doencas pode ser
analisada de diferentes formas, entre elas a Taxa de sobrevivéncia, que é uma caracteristica
complexa, influenciada por varios agentes patogénicos, pode ndo diferir entre os patdgenos e,
também, depende de muitos fatores; o Teste de desafio que consiste em expor o0 peixe a
agentes de doencas especificas, realizado em instalagdes fechadas, sem risco de infectar o
plantel num curto periodo de tempo; e por meio de Parémetros imunoldgicos ou
fisiologicos, que podem ser obtidos de informacgBes dos parentes e ndo dos proprios
candidatos, realizando-se a selecdo indireta baseada na medicdo de outras caracteristicas que
sdo geneticamente correlacionadas. Alguns estudos tiveram por objetivos determinar a
variacdo genética, as variaveis fisiologicas e imunoldgicas e a correlacdo entre elas, além da
sobrevivéncia em testes de desafio (FJALESTAD; GJEDREM; GJERDE, 1993; YANEZ;
HOUSTON; NEWMAN, 2014).
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3 CONSIDERACOES GERAIS

O Brasil apresenta vantagens para o desenvolvimento da aquicultura, destacando-se ha
alguns anos a piscicultura entre as atividades agropecuarias mais crescentes no pais e a tilapia
do Nilo como o peixe mais cultivado e procurado pelos consumidores. Porém, com a
intensificacdo da produgdo observamos um aumento nos problemas de manejo culminando
em surtos de doencas nos plantéis, ocasionando grandes prejuizos econémicos para 0S
produtores. Uma alternativa viavel é usar a selecdo de animais resistentes a doencas
importantes na piscicultura brasileira com o intuito de reduzir os prejuizos decorrentes,
impactos ambientais e assim aumentar a producao.

Desta forma, este trabalho pode contribuir para o crescimento da piscicultura no Brasil
e no estado de Minas Gerais. Mais pesquisas, neste ambito, devem ser realizadas, uma vez
que, existem poucos estudos sobre o desenvolvimento de variedades geneticamente resistentes

as infeccBes bacterianas.
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Avaliacao da resisténcia a estreptococose em diferentes variedades de tilapias do Nilo,

Oreochromis niloticus (L.)

RESUMO

Com objetivo de estudar a resisténcia a estreptococose em diferentes variedades de tilapias do
Nilo, foi avaliada & inoculago intraperitoneal experimental com 10’ CFU/peixe com Streptococcus
agalactiae em quatro variedades de tilapia do Nilo, sendo uma UFLA e trés comerciais (VC1, VC2 e
VC3, red tildpia — RT). Quatro peixes inoculados e um controle de cada variedade foram sacrificados
nos tempos de 24 h, 48 h, 72 h, 96 h e 360h apds a inoculagdo, para mensuracdo de atividade de
lisozima e antiprotease séricas, assim como realizacdo de histopatologia em diferentes tecidos e
imuno-histoquimica (IHQ). Estabeleceu-se um valor p<0,05 como estatisticamente significativo. A
atividade de lisozima apresentou diferencas (p=0,001) entre variedades e tempo pos-inoculacdo, sendo
inversamente proporcional a taxa de sobrevivéncia. Ndo houve diferenca (p=0,269) na atividade
antiprotease entre as variedades, mas ela variou (p=0,0492) em funcdo do tempo pds-inoculagdo. A
variedade UFLA apresentou menor sobrevivéncia que as demais variedades, que nao diferiram entre
si. Na variedade UFLA se observaram maiores alteracfes em branquias, baco e figado. Para a IHQ ndo
houve diferencas entre as variedades. Estes resultados demonstraram a existéncia de variagcdo de

repostas entre as variedades ao teste de resisténcia.

Palavras-chave: Streptococcus agalactiae, resisténcia a doencas, inoculacéo, selecéo.

INTRODUCAO

Estreptococose é o termo genérico utilizado para designar a doenga septicémica causada pela

bactéria Gram-positiva Streptococcus agalactiae. Esta bactéria infecta peixes de agua doce e salgada,

onde a mortalidade pode atingir 90% dos animais, sendo a tilapia do Nilo Oreochromis niloticus a
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espécie mais afetada, resultando, consequentemente em grandes perdas econdmicas para a inddstria
aquicola (Evans et al., 2002; Mian et al., 2009; Amal et al., 2012; Yi et al., 2014; Li et al., 2015). Ha
relatos da ocorréncia de S. agalactiae em peixes dos EUA, Israel, Japao, Kuwait, Tailandia, Honduras,
Costa Rica, Brasil e Colombia (Iregui et al., 2014).

O numero de ocorréncias da estreptococose em sistema de cultivos de tilapia, aumentou como
consequéncia da intensificacdo da producdo (Mian et al., 2009).Na Asia e na América Latina,
foramisolados cerca de 500 casos em tildpias de Streptococcus sp., 18% deS. iniae e82% deS.
agalactiae (26% Biotipo 1 e 56% Biotipo 2), sendo o Biotipo 2 o mais predominante em diferentes
paises de América Latina. No Brasil e na Colémbia, esta infecdo bacteriana tem causado alta
mortalidade em tilapicuturas (Asencios et al., 2016; Iregui et al., 2014; Marcusso et al.,2015;Sheehan,
2009).

Os sinais clinicos comuns da infeccdo por S. agalactiae séo: exoftalmia unilateral ou bilateral;
natacdo erratica; letargia e rigidez dorsal; depressdo ou irritabilidade; anorexia e postura em forma de
“C” evoluindo para a morte dos animais. Em casos superagudos podem ndo ocorrer sinais clinicos,
sendo verificada apenas a ocorréncia das mortalidades. Esta bactéria é responsavel por causar lesbes
em diversos tecidos, tais como: hemorragias no cérebro e olhos; pericardite fibrinosa; miocardite;
endocardite; peritonite; entre outros (Eldar et al., 1995; Evans et al., 2002; Chen, Chao & Bowser,
2007; Mian et al., 2009; Iregui et al., 2016).

Os principais fatores de risco para a ocorréncia de surtos sdo: aumento da temperatura da agua
(acima de 27°C), altas concentracbes amonia e nitrito, manejo intensivo, altas densidades de
estocagem, além da interacdo com individuos portadores da doenca (Evans et al., 2002; Mian et al.,
2009; Yanong & Francis-floyd, 2013). A suscetibilidade das tilapias as bacterioses depende da espécie
ou variedade cultivada, das condi¢cbes de qualidade da &gua, da carga organica na unidade de
producdo, do estado nutricional dos peixes, da temperatura da agua e de outras condigdes ambientais.
Para evitar as bacterioses, diferentes medidas de prevenc¢do tém sido aplicadas, geralmente associadas
a melhorias e manutencdo das condices ideais de cultivo, pois qualquer desequilibrio na densidade de
estocagem, na qualidade da agua, na nutri¢do ou nos manejos produtivo e sanitario dos peixes e das

instalacGes, favorece a ocorréncia de infeccBes por organismos patogénicos. As vacinas sdo
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vislumbradas como uma medida profilatica, no entanto, na préatica ela é de dificil aplicacdo e onerosa
(Evans, Klesius & Shoemaker, 2004; Locke et al., 2010; LaFrentz, Shoemaker & Klesius, 2011; Chen
et al., 2012; Zhao et al., 2015), uma vez que demanda muito trabalho e mao de obra para a despesca e
vacinagdo individual dos peixes. Além disso, 0 manuseio e estresse advindos deste manejo podem
debilitar e até mesmo causar a morte dos animais. Quando as medidas profilaticas ndo séo
devidamente tomadas ou falham, o tratamento com antibi6ticos tem sido a principal forma de conter e
combater as infeccdes. E importe ressaltar que a utilizagdo indiscriminada de antibi6ticos na
aquicultura, ou em qualquer outro tipo de producdo animal, € perigosa e condenavel por possibilitar a
contaminacdo do meio e do homem e resultar no surgimento e disseminacdo de resisténcias
antimicrobianas.

No sistema imune dos peixes teledsteos, quando um agente patogénico ingressa as primeiras
linhas de defesa sdo o sistema imune nado especifico, que inclui barreiras fisicas como as escamas, as
branquias e as mucosas superficiais da pele, quando o patdgeno ultrapassa essas barreiras, uma
resposta inflamatoria inespecifica é iniciada (Sarder et al., 2001; Magnadottir et al., 2005;
Magnadéttir, 2006; Uribe et al., 2011). Com o aumento do nimero de neutréfilos e macréfagos ocorre
0 ataque a estes patogenos, pela acdo da enzima lisozima, ativagcdo do sistema complemento e
antiproteases (Machado et al., 2015), enzimas que podem ser usados como potenciais marcadores
imunoldgicos (Reed et al., 1993; Sarder et al., 2001; Rged, Fevolden & Fjalestad, 2002; Sahoo et al.,
2008).

Os principais 6rgéos linfoides de peixes teledsteos séo o rim anterior, o timo e 0 bago (Zapata
et al., 2006). Os peixes apresentam a imunoglobulina M (IgM) como o principal anticorpo da resposta
imune humoral (Melo et al., 2009). Nos tecidos, os melanomacréfagos (MMC) auxiliam na defesa,
atuando como células processadoras de antigenos durante a resposta imune. Os MMC geralmente
contém uma variedade de pigmentos, incluindo a melanina, que aumenta em peixes com doencas
caquetizantes e atuam como reservatorios de bactérias no baco, rim e figado (Agius & Roberts, 2003)

Uma melhor compreenséo dos danos provocado no organismo e da eficiéncia dos mecanismos
imunoldgicos acionados pelas infecgdes causadas por bactéria em peixes, certamente, contribuira para

elaboracdo de estratégias mais eficientes de prevencédo e combate as doencas.
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A existéncia de individuos mais resistentes ou menos susceptiveis as doencas, dentro de
populagdes infectadas, e a possibilidade de transmissdo destas caracteristicas aos seus descendentes,
tem levado a selecdo natural e o surgimento de variedades resistentes para algumas doencas. A
transmissdo genética da resisténcia inata a varias doencas bacterianas tem sido documentada em
salmonideos, carpas, trutas e tildpias do Nilo, correlacionada com pardmetros imunoldgicos ndo
especificos, como sdo lisozima sérica, atividade hemolitica, explosdo respiratoria e atividades
bactericidas; todos provavelmente afetam a capacidade inerente de peixes para resistirem a patoégenos
antes de uma resposta imune especifica, sendo usados como tracos indiretos para identificar os peixes
mais resistentes (Sahooet al., 2008). E possivel que os genes de resisténcia e de tolerancia estejam
associados com os principais agentes da resposta imune (Glass, 2012).

Desta forma, futuramente o controle e a prevencdo de doencas pode ocorrer pela selegdo de
peixes resistentes a patdégenos, como uma estratégia complementar a fim de melhorar a satde e o
desempenho na producéo aquicola (LaFrentz et al., 2016; Shoemaker et al., 2016). O presente estudo
foi realizado com o objetivo de avaliar os efeitos patolégicos e a resposta imune a inoculacao
experimental de Streptococcus agalactiae, sob condicdes controladas, em quatro variedades de tilapia

do Nilo Oreochromis niloticus.

MATERIAIS E METODOS

Esta pesquisa foi conduzida em concordancia com o Comité de Etica em Uso Animal - CEUA

UFLA, (protocolo-017/13).

InstalagBes, animais e periodo pre-exprimental

O experimento foi conduzido no Laboratério de Doengas de Peixes, do Departamento de
Zootecnia, da Universidade Federal de Lavras -UFLA/MG-Brasil. Para o desafio foram utilizados um

total de 180 peixes, com peso médio de 58 g(8.6), oriundos de quatro variedades de tilapia do Nilo,
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trés de origem comercial (VC1, VC2 e VC3) e uma do plantel do setor da piscicultura da UFLA.Os
peixes foram distribuidos em aquérios de vidro com capacidade para 57 L e fluxo continuo de agua
desclorada, na vasdo de 500 ml/h e a temperatura controlada de 26+1°C. Cada aquéario recebeu 9
(nove) exemplares de uma mesma variedade, sendo destinado 5 (cinco) aquarios para cada variedade.
Alojados nos aquarios, os peixes foram submetidos a um periodo de adaptacdo de 15 dias, sendo
alimentados com racdo comercial de 32% PB, fornecida duas vezes ao dia e na propor¢do 2% da

biomassa. Ao afinal deste periodo, procedeu-se a inoculacao e deu-se inicio ao ensaio de desafio.

Bactéria usada e infeccdo experimental

Para o estudo foi utilizado um isolado patogénico de Streptococcus agalactiae obtido de um
surto de estreptococcose em tildpia do Nilo no estado de Minas Gerais pertencente ao banco de
bactérias do Departamento de Medicina Veterinaria da UFLA — Laboratério de Bacteriologia. A
amostra utilizada foi previamente identificada fenotipica e genotipicamente por testes bioquimicos e
posteriormente a PCR espécie-especifico para S. agalactiae (Berridge, Bercovier & Frelier, 2001). O
isolado bacteriano estocado em freezer a -80°C foi descongelado e semeado em agar tripticaseina de
soja suplementado com 5% de sangue equino (TSA sangue) a 28°C durante 24 h. Apos este periodo
foram inoculadas em caldo BHI (Brain Heart Infusion) por 18h a 30°C até atingir uma densidade
optica de 0,1 a 600 nm, equivalente a carga bacteriana de 10’ UFC/mL.

Apos jejum alimentar de 24 horas, os peixes foram imersos em solugdo com 100 mg de
benzocaina/L de agua. Estes, logo apés a sedagdo, foram submetidos ao processo inoculagdo. Os
animais, de quatro dos cinco aquéarios destinados a cada variedade, foram individualmente infectados
inoculando-se, por meio de uma seringa descartavel e aplicado intraperitonealmente,10'CFU deS.
agalactiae e, da mesma maneira, os do aquario restante inoculados com BHI estéril (0,1 ml) formando

0 grupo controle.



37

Coleta de amostras e testes bacterioldgicos

Apo0s a inoculacéo, o0s peixes voltavam aos seus respectivos aquarios, agora com a temperatura
da 4gua mantida a 30°C e, durante os 15 dias que se seguiram, 0s peixes que morriam em cada aquario
eram contados e submetidos a exames bacterioldgicos do rim e cérebro. Dos que sobreviveram até 24,
48, 72, 96 e 360 horas ap6s a infecgdo experimental, um peixe era retirado aletoriamente de cada
aquario e anestesiado em solucdo de 100mgde benzocaina /L, para a coleta asséptica de 100 uL de
sangue. Apos a coleta, realiza-se a eutanasia do peixe em uma solugdo de 300mg de benzocaina/lL e a
amostra de sangue coletada centrifugada a 3000xg/1h e 4°C, sendo o soro produzido estocado a —
80°C. Os peixes eutanasiado eram submetidos a necropsia, sendo deles coletados fragmentos de
cérebro, rim, bago, branquias, figado e olhos, para exame histopatolégico e imuno-histoquimico
(IHQ).Terminado o desafio, processou-se a eutanasia dos peixes sobreviventes e 0s mesmos testes

foram realizados para o re-isolamento do S. agalactiae.

Atividade da lisozima

A curva padrdo foi elaborada com lisozima de ovo de galinha branca; a atividade de lisozima
em soro foi determinada por ensaio turbidimétrico segundo Ellis (1990), com algumas modificacoes
pelo kit de lisozima (Lysozyme Detection Kit detection-Sigma Aldrich, St. Louis, USA). As amostras
de soro foram inativadas em banho-maria a 45°C, durante 30 minutos, visando a inativagdo das
proteinas do sistema complemento, 10 pL de soro + 200 pL de suspensdo bacteriana Micrococcus
lysodeikticus foram adicionados em placas estéreis de 96 pocos de 300uL fundo U , feitas em
triplicata e incubadas na leitora de microplacas Multiskan 60 (Thermo Scientific, FINLANDIA) a
25°C por dois minutos. O branco foi realizado contendo 10 pL com tampdo buffer fosfato de potassio
(66 mM pH 6.24) + 200 pL de suspensdo de Micrococcus lysodeikticus. A redugdo da densidade
oOptica (delta DO) em 450 nm foi avaliada a cada 5 minutos durante 30 minutos a 25°C. A equacéo de
regressao lineal da curva padréo foi utilizada para determinar os niveis de lisozima sérica expressos

em unidades/mL:
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(AA450/min Test - AA450/min Blank) (df)
(0,001)(0,01)

Atividade antiprotease

O ensaio antiprotease foi realizado de acordo com a metodologia descrita por Ellis, 1990 com
algumas modificacdes. Foram utilizados10 pL de soro incubado com 10 pL de tripsina (Trypsin from
bovine pancreas Sigma Aldrich, St. Louis, USA) para cada amostra, 20 pL de tampéo Tris- HCL 0,1
M (pH 6,8) como branco, uma solucéo de 10 pL de Tris HCL + 10 pL de tripsina como controle. As
solugdes foram realizados em triplicata e posteriormente incubadas por 15 minutos a 25°C. Para cada
uma das reacdes foram adicionado na sequéncia 500 pL de caseina a 1% e cada uma das amostras foi
incubada por 15 minutos a 25°C. Para a parada da reacdo foram adicionados 250 L de &cido tricloro
acético (TCA) a 10% e na sequéncia as amostras foram mantidas em gelo por 15 minutos. A mistura
foi centrifugada a 10551 x g por 5 minutos e posteriormente adicionados em placas estéreis de 96
pogos de fundo U e realizados a leitura D.O. a 280 nm no leitor de microplacas Multiskan 60 (Thermo

Scientific, FINLANDIA): A porcentagem de inibicéo foi calculada pela formula abaixo:

C e OD ref ia— OD t
Porcentagem de inibicio (%) = —————— 219578 5 100

OD referencia

Andlise histopatolégica

Os tecidos de cérebro, rim, baco, branquias, figado e olhos, foram fixados em formalina
tamponada a 10% e processados rotineiramente para histopatologia. A pesquisa do S. agalactiae € a
avaliacdo de lesOes histopatologicas foram realizadas mediante microscopia Optica. A presenca de
melanomacrofagos foi considerada discreta (até 5 células por campo, objetiva 40), moderada (de 6 a
10 células por campo, objetiva 40) e acentuada (mais de 11 células por campo, objetiva 40). As lesdes
de esteatose hepéatica foram consideradas discretas (pequenos vacuolos no citoplasma, abrangendo

menos de 1/3 dos hepatocitos), moderadas (vactiolos pequenos e médios abrangendo
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aproximadamente 2/3 dos hepatdcitos) e acentuadas (grande quantidade de vacuolos com

deslocamento do nucleo para a periferia do hepatocito, abrangendo todos os hepatdcitos).

Teste imuno-histoquimico

Os tecidos de todos os peixes foram submetidos a marcacdo IHQ, pelo método
estreptoavidina-biotina-peroxidase, usando o anticorpo primario policlonal anti-S. agalactiae (Abcam,
ab53584, Cambridge, USA), na diluicdo de 1:200, de acordo com metodologia descrita por Delamare-
Deboutteville et al., (2014). Um kit comercial (K406189-2-ENVISION+DUAL LINK SYSTEM-
HRP, DAKO®, Carpinteria, USA), contendo o anticorpo secundario foi utilizado na reacdo. A
recuperacao antigénica foi feita por digestdo enzimatica com tripsina 0,1% (pH 7,8) por 10 min a 37°C
e seguida por calor (irradiagdo em micro-ondas na poténcia maxima) por dois minutos em tampé&o
citrato (pH 6,0). As laminas foram incubadas overnight a 4°C e a reagdo foi revelada com DAB (3,3 —
diaminobenzidina, DAKO®, Carpinteria, USA) e contra corado com hematoxilina. Como controle
negativo, o anticorpo primario foi substituido por 4gua destilada. Amostras de baco foram submetidas
a marcacdao IHQ com o anticorpo primario anti-lgM de peixes (Diagnostic BioSystems RP024,
Nanterre, Franga), na dilui¢do de 1:200 seguindo a mesma metodologia descrita anteriormente.

A pesquisa do S. agalactiae ¢ 1gM nos tecidos foi realizada mediante microscopia ética, onde
a contagem do niimero de bactérias/ou coldnias bacterianas foi realizado em trés campos por tecido, na

objetiva de 40.

Analises estatisticas

Para os parametros enzimaticos foi feito ANOVA com delineamento inteiramente casualizado
com os tratamentos em esquema fatorial (4 variedades por 5 tempos); realizou-se o teste de
comparacdo multipla de médias de Scott-Knott para verificar a diferenca significativa dentro das
variedades e os tempos de colheita (24 h, 48 h, 72 h, 96 h e 360 h) e o teste de Dunnett. Os achados da

histopatologia para branquia, figado e baco e da IHQ para bago foram submetidos analises de Qui
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quadrado as andlises foram feitas com o uso do software R 3.2.3.A sobrevivéncia em cada grupo
genético foi estudada utilizando a anélise de Kaplan-Meier, usando o software SPSS.O valor p<0.05

foi considerado estatisticamente significativo.

RESULTADOS

Obteve-se o crescimento do S. agalactiae na totalidade das placas que foram semeadas com
amostras de rim e cérebro, pelo qual houve uma inoculacdo eficiente de todas as variedades avaliadas.
Os peixes ndo infetados, também foram submetidos ao exame bacterioldgico e ndo apresentaram
crescimento bacteriano.

Nos grupos controles ndo houve mortalidade nas quatro variedades inoculadas. A quantidade
de peixes mortos durante o desafio foi de 18, 19, 22 e 18 para VC1, VC2, UFLA e RT
respectivamente. O tempo de sobrevida médio para VC1, VC2, UFLA e RT foi de 10, 11, 2 e 7 dias
respectivamente, determinado pela analise de Kaplan-Meier, 0 maior impacto de mortalidade ocorreu
entre os primeiros 5 dias ap6s a inoculagdo para as variedades VC1, UFLA e RT, sendo maiores para
UF onde 90% dos peixes morreram antes do quinto dia, seguida pela variedade RT e VC1 com 60 % e
30 % de mortalidade, respectivamente. Observou-se que VC1 e RT no final de desafio apresentaram
uma sobrevivéncia media de 20 % em comparacdo VC2 e UFLA com 5% e 0% respectivamente (Fig.
1). Constatada pelo teste Log Rank, onde houve diferenca significativa entre UFLA quando
comparada com VC1, VC2 e RT, (Tabela 1).

N&o houve interacdo entre variedades e tempo, independente do tempo pos-inoculagdo da
bactéria todas as variedades apresentaram atividades da lisozima superiores aos peixes ndo infectados
(p=0,001) e ndo diferiram entre si; sendo o valor médio dos peixes ndo infectados (127,76
unidades/mL) e para VC1, VC2, UFLA e RT (160,17; 171,22; 162,71 e 177,5 unidades/mL),
respectivamente(Fig. 2); na atividade da lisozima em funcéo do tempo p6s-inoculacdo houve diferenca
(p=0,001) com aumento a partir das 24 h (122,35 unidades/mL) até as 72 h (202,48 unidades/mL) apds
este tempo a atividade da lisozima mantém-se constante e superior aos peixes ndo infectados até as

360 h (196,42 unidades/mL) (Fig. 3). Para todas as variedades, os peixes inoculados com a bactéria
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apresentaram maior atividade da lisozima que os peixes ndo infectados (p<0,05). Até 24 h pds-
inoculacdo a atividade da lisozima foi semelhante aos peixes néo infectados, apos este tempo 0s peixes
inoculados foram diferentes aos peixes ndo inoculados (p < 0,05) (Tabela 2).

Todas as variedades apresentaram atividade antiprotease ap6s-inoculagdo igual aos peixes ndo
infectados (p=0,269), os valores médios dos peixes ndo inoculados foram 22,77 % e 21,86; 25,33;
23,57 e 21,73 % para VC1, VC2, UFLA e RT, respetivamente(Fig. 4). A atividade antiprotease em
funcdo do tempo pds-inoculacdo diferiu entre eles (p=0,042), houve um comportamento igual as 24 h
(24,93 %) e 48 h (23, 64%), seguido de uma diminuicdo dela desde as 72 h (22,22 %) até 96 h (19,72
%), com posterior aumento até 26,31% as 360 h (Fig. 5). Para todas as variedades os peixes
inoculados com a bactéria apresentaram igual atividade antiprotease que os peixes ndo infectados. A
atividade antiprotease foi diferente aos peixes ndo infectados nas primeiras 48 h, depois voltou aos
niveis dos peixes sem inoculacdo bacteriana (Tabela 2).

Os peixes sacrificados 24 h ap6s a inoculagdo ndo apresentaram sinais clinicos da doenca ou
lesbes nos tecidos; apds 48 h de desafio foi observada exoftalmia, coloracdo escura em todo o corpo,
letargia, natacdo erratica e dilatagdo abdominal em varios peixes das quatro variedades inoculadas. A
exoftalmia bilateral ocorreu em 53%, 55%, 56% e 56% dos peixes para as variedades VC1, VC2,
UFLA e RT, respectivamente. Presenca de liquido avermelhado na cavidade abdominal (ascite) foi
observada em 39%, 39%, 43% e 42% dos peixes para VC1, VC2, UFLA e RT, respectivamente. Na
avaliacdo macroscépica ndao houve alteragcdes nos peixes ndo infectados.

As lesbes microscpicas mais relevantes nos peixes desafiados com S. agalactiae foram: no
baco, hiperplasia acentuada de polpa branca (Fig. 6a e 6b), aumento do nimero de MMC, éareas de
necrose celular subcapsular associadas a presenca de macrdofagos, neutrofilos e colonias bacterianas
intralesionais (Fig. 6¢) e menos frequentemente trombose (Fig. 6b). Na marcagdo IHQ, observaram-se
coldnias bacterianas ou bactérias isoladas, livres nos tecidos ou dentro do citoplasma dos macréfagos
(Figuras 6d e 6e). No hepatopéncreas: retencdo de pigmento biliar no citoplasma dos hepatocitos e
sinusdides hepaticos, esteatose discreta a acentuada e aumento do nimero de MMC , nas branquias
observa-se hiperplasia interlamelar acentuada, fusdo lamelar e infiltrado de eosindfilos multifocal

acentuado (Tabela 3). As lesdes oculares foram poucas e caracterizadas por um infiltrado inflamatério
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discreto a moderado, de macrdfagos, linfdcitos, neutréfilos e eosindfilos na gordura e musculatura
periocular (Fig. 7a) e com bactérias evidenciadas pela IHQ no citoplasma de macréfagos (Fig. 7b).
Somente um peixe da variedade VC2 apresentou lesdes no SNC, caracterizadas por meningoencefalite
ndo supurativa moderada (Fig. 7c) associada a presenca de bactérias no citoplasma dos macréfagos
(Fig. 7d). A marcacdo IHQ para IgM ocorreu em algumas células nas areas de hiperplasia de polpa
branca do baco de alguns peixes (Fig. 7e e 7f). Ndo foram observadas lesdes nos rins. Os peixes do
grupo controle ndo apresentaram sinais clinicos, lesdes macroscépicas e microscépicas.

N&o houve diferenca significativa (p>0,05) entre as variedades em relagdo aos tempos de abate
(24 h, 48 h, 72 h, 96 h e 360 h) para as lesbes encontradas nas branquias, baco e figado. Ja na
avaliagdo do tempo de frequéncia absoluta total, para 0 numero de eventos apresentados durante o
desafio, houve uma diferenca significativa em trés alteragdes: baco com MMC+++ (p=0,003) onde a
variedade UFLA apresentou 12 eventos em compara¢do com 0, 5 e 4para VC1, VC2 e RT,
respectivamente; hiperplasia interlamelar em branquias (p< 0,001) apresentoul5 eventos para
variedade UFLA, em comparacdo com 0,5 e 0 para VC1, VC2 e RT, respectivamente; no figado
MMC+ (p=0,026),as variedades UFLA e RT apresentaram 11 eventos em comparagdo com 2 e 4 para
VC1 e VC2 respectivamente (Tabela 3).0s bagos marcados na THQ em trés campos por tecido foram:

VC1 5,5,5; VC2 7,6,7; UFLA 6,7,7 ¢ RT 5,5,5, ndo se encontrou diferenca significativa entre eles.

DISCUSSAO

Gjedrem, (2015) Relatou resultados de ganhos genéticos médios em selecdo para 0 aumento
da resisténcia a doenca, onde 0 ganho genético para sobrevivéncia é bastante baixo (5,0% até 8,4%)
por geragdo, sendo 5% em Oreochromis spp. O que pode ser explicado pela dificuldade de se
padronizar as condi¢des ambientais ,havendo assim uma série de fatores que causam a mortalidade. A
selecdo de maltiplos tracos pode reduzira influéncia da sobrevivéncia no indice de sele¢éo, no entanto,
através de testes de desafio em condigdes ambientais padronizadas, informagdes mais confidveis
podem ser coletadas sobre a resisténcia a doenca. Abuseliana et al. (2011) avaliaram diferentes doses

de S. agalactiae 10°, 10°, 10°,10* e 10° CFU/mL em juvenis de tilapia vermelha infectada
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intraperitonealmente e identificaram que a dose de 10'CFU , mostrou 80% de mortalidade sete dias
apos da inoculacdo sendo a mais letal. Anshary et al. (2014) analisaram 25 juvenis de tilapias do Nilo
infectadas com 10" UFC de S. agalactiae e observaram uma sobrevida média de 1,83 dias na analise
de sobrevivéncia Kaplan Meier, e todos os peixes morreram seis dias apds a inoculagdo. Delannoy et
al., (2016) inocularam via intraperitoneal 10%, 10° e 10" UFC da cepa ST260 de S. agalactiae em
tilapias e encontraram na metodologia de Kaplan-Meier que a dose 10’ UFC foi a mais letal no dia 5
pos-inoculacdo, com mortalidade de 100%. Em comparacdo com estas pesquisas resultados similares
foram observados neste estudo, onde o valor de sobrevida média foi baixo (2 dias) na variedade UFLA
e as maiores mortalidades aconteceram entre o dia 3edial0O para UFLA> RT >VC1>VC2 .Shoemaker
et al. (2016) Avaliaram um total de 144 e 130 familias de irmdos completos de tilapias do Nilo que
foram desafiados intraperitonealmente com S. iniae e intramuscularmente com S. agalactiae Ib,
respectivamente. A mortalidade acumulativa no final do desafio foi de 46% para S. iniae e 68% para S.
agalactiae. Houve um componente genético aditivo alto encontrado para a sobrevivéncia em peixes
injetados com S. iniae (herdabilidade 0,52 = 0,12) e com S. agalactiae (herdabilidade0,38 + 0,11).

Nos pardmetros imunoldgicos, a lisozima promove a fagocitose por ativagdo direta de
leucdcitos e macréfagos ou indiretamente por um efeito de opsoninas, ela rompe as paredes celulares
das bactérias Gram-positivas e protege o hospedeiro da infeccdo (Saurabh & Sahoo, 2008).
Suwannasang et al. (2014) desafiaram tilapias jovens com duas cepas de S. agalactiae, as cepas GBS-
la e GBS-III foram inoculadas por via intraperitoneal na dosagem de 10’ CFU/peixe, onde foi
encontrado um aumento da lisozima nos trés Gltimos dias, dos nove dias de desafio das duas cepas. Yi
et al. (2014) observaram que tilapias desafiadas intraperitonealmente com S. agalactiae 10® CFU,
tiveram um aumento na atividade da lisozima nas quatro semanas de desafio, em comparagdo ao
controle. No presente estudo, verificou-se uma diferenca significativa na atividade da lisozima sendo
maior nas quatro variedades avaliadas (VC1,VC2, UFLA e RT) inoculadas com a bactéria em relagdo
aos peixes ndo infectados, uma diferenga foi observada em fun¢do do tempo em comparacdo com
peixes ndo infectados desde as 48 h até 360 h pos-inoculagdo. Huang et al. (2013) avaliaram a
resisténcia de tilapias a infecdo com S. agalactiae, cepaTHN (8 x 10’ CFU) onde demostrou-se que a

variedade Oreochromis niloticus x Oreochromis niloticus ndo apresentaram diferenca significativa no



44

final do desafio em relag&o ao controle, mais as tilapias hibridas Oreochromis niloticus x Oreochromis
aerues tiveram uma maior atividade da enzima lisozima em relacdo seu controle.

Na avaliacdo de resisténcia a infeccdo, varios autores encontraram aumento da atividade de
lisozima ap6s a inoculagdo com bactérias Gram positivas e negativas em diferentes espécies de peixes,
como Onchorhyncus mykiss, Salmon salar e Cyprinius carpus (Paulsen, Engstad & Robertsen, 2001;
Roed, Fevolden & Fjalestad, 2002; Ardo et al., 2010; Salazar et al., 2016). Porém, existem estudos
com imunoestimulantes para aumento da atividade da lisozima em tilapias do Nilo em pesquisas de
nutricdo, com a adicdo de probidticos e plantas as quais aumentaria a protecdo contra patdgeno e
aumentoda resisténcia contra S. agalactiae (Wu et al., 2013; Ferreira et al., 2015; Newaj-Fyzul &
Austin, 2015; Yunis-Aguinaga et al., 2015; Reda et al., 2016; Ridha and Azad, 2016), contudo, as
pesquisas em resposta genética em tilapias sdo limitadas. Neste estudo, 0 aumento da atividade da
lisozima pos-inoculagdo com S. agalactiae indica que esta é um importante agente ndo especifico do
sistema imune para proteger os peixes do patogeno.

No entanto, poucas informagdes estdo disponiveis respeito da resposta genética da inoculacdo
de S. agalactiae em relagdo a atividade antiprotease. Neste trabalho ndo houve diferenga significativa
nas diferentes variedades desafiadas, dados semelhantes, porém com outra abordagem, foram relatados
por Chebaani et al. (2014), que avaliaram o estresse agudo como baixa temperatura e aglomeracdo em
Redbelly tilapia e ndo encontraram diferencas significativas para a atividade da antiprotease. Embora
pesquisas sejam feitas em diferentes areas sobre resisténcia e imunidade a bactérias, a suplementacéo
nutricional com Sophora flavescens em GIFT inoculada intraperitonealmente com 10° CFU de S.
agalactiae, demostraram que a atividade antiprotease foi significativamente maior que o controle (Wu
et al., 2013). Em dietas suplementadas com extrato aquoso ndo se observou aumento significativo da
atividade antiprotease sérica em O. mossambicus inoculadas com Aeromonas hydrophila 10°
CFU/peixe (Christybapita, Divyagnaneswari & Dinakaran Michael, 2007).

MedicGes imunoldgicas de lisozima e antiprotease podem apresentar uma correlagdo negativa
com a sobrevivéncia contra edwardsiellosis, furuncolose e estreptoccocose em espécies como Rohu
(Labeo rohita), salmdo do Atlantico (Salmo salar) e tilapia do Nilo (Reed, Fevolden & Fjalestad,

2002; Saurabh & Sahoo, 2008; Sahoo et al., 2011).No caso da atividade da lisozima, as tilapias do
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Nilo podem apresentar uma herdabilidade entre (0,3 a 0,7). A alta herdabilidade da atividade de
lisozima sérica e a associacdo genética negativa significativa entre esta caracteristica e a taxa de
sobrevivéncia, sugere que a atividade da lisozima sérica seja uma caracteristica promissdria como
selecdo indireta para melhorar a taxa de sobrevivéncia em peixes desafiados contra patégenos. De
acordo com a associagdo negativa entre o traco e a taxa de sobrevivéncia, os reprodutores devem ser
selecionados entre individuos e familias com baixa atividade de lisozima sérica (Chiayvareesajja et al.,
1999; Sahoo, 2008; Gjedrem & Rye, 2016). Neste estudo demonstrou-se que o aumento da atividade
da lisozima nos peixes expostos, coincidiu-o com a diminui¢cdo da sobrevivéncia em todas as
variedades inoculadas, porém quando foi analisada a atividade da lisozima em funcdo do tempo ela
aumentou desde as 24 h até 96 h, sendo esta relacionada com a maior mortalidade das variedades UF,
VC1 e RT (Fig. 1).A utilizacdo da lisozima como critério de selecdo para melhorar a resisténcia a
doenca é um processo complexo, pelo fato que sua variagdo depende do sexo, idade e tamanho,
estacdo do ano, temperatura da agua, pH, presenca de toxinas, infeccdes e grau de estresse (Reed,
Fevolden & Fjalestad, 2002; Sahoo et al., 2008; Saurabh & Sahoo, 2008; Bresolin de Souza et al.,
2016). Estudos relatam o aumento da IgM em peixes como indicador de uma melhor resposta
imunoldgica ja que sua produgdo ocorre pouco tempo ap6s o contato com as bactérias (Hedfors et al.,
2012). Situacdo confirmada nas IHQ feitas nos bagos de varios peixes.

Os peixes desafiadosdas quatro variedades apresentaram sinais clinicos caracteristicos da
estreptococose, como escurecimento do corpo, natacdo erratica, postura em forma de C, e exoftalmia
unilateral e bilateral. Respostas semelhantes em tilapias do Nilo foram descritas em diferentes estudos,
inclusive incluindo a transmissdo vertical de doencas bacterianas a progénie (Suebsing et al., 2013;
Pradeep et al., 2016), associacdo de temperatura da agua e a suscetibilidade a infeccdo (Rodkhum,
Kayansamruaj & Pirarat, 2011), suplementacdo com probidticos e prebi6ticos (Ng et al., 2014), e
usando diferentes cepas de S. agalactiae (Suanyuk et al., 2008). Independentemente da forma de
transmissdo do patdgeno ao hospedeiro e das medidas de controle, as lesdes foram semelhantes.

As lesbes macroscopicas como ascite, pele avermelhada, congestdo de figado, baco, rim e
cérebro sdo relatadas em O. niloticus,E. lanceolatus e Acipenser baerii infectadas com S.

agalactiae(Zamri-Saad, Amal & Siti-Zahrah, 2010; Bowater, 2015; Deng et al., 2015). Além destas
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alteracBes, na maioria dos peixes das quatro variedades neste estudo, ocorreu esplenomegalia e palidez
do figado, que se evidenciaram dois dias pds-inoculacgéo.

Microscopicamente lesdes oculares caracterizadas por infiltrado discreto de macrofagos e
eosinofilos, foram observadas na cordide, na regido periorbital, nervo optico e nos musculos retos em
tilapias pés-infeccdo intraperitoneal com 10° CFU e10° CFU de S. agalactiae (Filho et al., 2009;
Abdullah et al., 2013). Lesdes semelhantes foram observadas nas quatro variedades VC1, VC2, UFLA
e RT desafiadas neste estudo, a partir de 24 h pos-infecgdo, sugerindo que estas lesGes estdo
associadas ao quadro de exoftalmia, como também foram detectadas col6nias bacterianas na IHQ no
baco em todos os tempos de coleta e em menor quantidade na meninge e na regido periocular em
alguns animais.Iregui et al. (2016) detectaram por IHQ, coldnias bacterianas de S. agalactiae no bago
de tilapias infectadas por imersao 2 h ap6s desafio, assim como também em branquias, narinas e olhos,
mas em pequenas quantidades.

Muitos estudos tém demonstrado um aumento do tamanho e do nimero de MMC em figado e
baco de peixes infectados com bactérias (Miyazaki et al., 2001; Alagappan et al., 2009). Em hibridos
de tilapia vermelha (Oreochromis sp.) inoculados intraperitonealmente com 10* CFU de S. agalactiae
foram observadas inflamacéo no parénquima hepatico, picnose nuclear, vacuoliza¢do de hepatdcitos e
aumento do nimero de MMC (Alsaid et al., 2013). Em juvenis de tilapia vermelha, inoculadas por via
intraperitoneal com 10” UFC de S. agalactiae, foram observadas hemorragia na polpa branca do baco e
aumento dos MMC, sete dias apds a inoculacdo (Li et al., 2014). Existe uma associacao significativa
entre infecgdo por S. agalactiae e a presenca de MMC no figado e no bago (Filho et al., 2009) . Neste
estudo, encontrou-se aumento de MMC em baco e figado nas variedades desafiadas (VC1, VC2,
UFLA e RT) e hiperplasia acentuada de polpa branca, provavelmente como resposta a presenca da
bactéria.

Numa avaliacdo microscopica da infeccdo de S. Iniae e S. agalactiae em tilapias, encontrou-se
um namero maior de S. agalactiae na circulagcdo e nos érgdos internos. Possivelmente, o patdgeno
pode interferir com o sistema imunoldgico ou ultrapassar a capacidade do sistema imunoldgico para
elimina-lo, porém a imunidade inata da tilapia poderia controlar a infeccdo por S. iniae mais

efetivamente do que por S. agalactiae (Chen, Chao & Bowser, 2007). A resisténcia contra patégenos
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bacterianos, virais e parasitarios em peixes pode ser hereditaria (ddegérd et al., 2011). Porém, no
futuro, o controle e a prevencdo mais eficaz da estreptococose exigira a utilizacdo de métodos
alternativos, como seria a identificacdo de animais com resisténcia a S. agalactiae, limitando o
impacto da doenca na piscicultura.

Evans, Pasnik & Klesius, (2015)avaliaram diferentes isolados de S. agalactiae mediante
injecdo intraperitoneal em tilapias e concluiram que os isolados dos EUA, Brasil e Honduras sdo mais
patogénicos e resultam em maior mortalidade do que os isolados do Oriente Médio (Israel e Kuwait).
A maioria dos testes de desafio sugere que a tilpia € mais suscetivel a S. agalactiae por via
intraperitoneal do que intramuscular.

Em conclusdo, existem diferencas nas lesdes teciduais, tempo de vida e atividade da lisozima
nos peixes expostos a bactéria S. agalactiae, nas variedades de tilapia do Nilo, o que faz com que
algumas variedades tenham melhores respostas em surtos de doenga. Estes resultados sdo muito
importantes do ponto de vista pratico para entender formas de diagnéstico e mecanismos de
abordagem para selecionar animais resistentes, uma vez que as variedades mais resistentes poderéo dar
inicio a programas de selecdo genética e serem utilizadas em condig6es de cultivo ou de exploragdo

gue estejam mais predispostas a doencas.
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Figura 1 Curvas de sobrevivéncia de Kaplan-Meier (sobrevivéncia acumulativa %), para as quatro

variedades de tilapia do Nilo apds-inocula¢do com Streptococcus agalactiae.
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Figura 2 Atividade da lisozima nas variedades de tilapia do Nilo apds inoculacdo de Streptococcus

Atividade da lisozima

agalactiae. NI (Peixes ndo infetados), VC1 (Variedade comercial 1), VC2 (Variedade comercial 2) e

RT ( Red Tilépia). Letras diferentes representam a diferenga significativa (p<0,05).
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Figura 3 Atividade de lisozima em funcdo do tempo, em tilpias do Nilo apds inoculacdo de
Streptococcus agalactiae. NI (Peixes ndo infetados). Letras diferentes representam diferenca

significativa(p<0,05).
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Figura 4 Atividade antiprotease nas variedades de tilapias do Nilo apds inoculagdo com Streptococcus
agalactiae. NI (Peixes ndo infetados), VC1 (Variedade comercial 1), VC2 (Variedade comercial 2) e

RT ( Red Tilapia). Letras diferentes representam diferenca significativa (p<0,05).
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Figura 5 Atividade antiprotease em tildpia do Nilo ap6s inoculagdo com Streptococcus
agalactiae em funcdo do tempo. NI (Peixes ndo infetados). Letras diferentes representam diferencga

significativa (p<0,05).
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Figura 6 LesBes no baco em tildpia do Nilo infectadas com Streptococcus agalactiae.a)
Grupo controle da variedade Red tilapia, fotomicrografia mostrando polpa vermelha, polpa branca e
melanomacrofagos (H&E., Obj 10); b) Estreptococose na variedade Red Tilapia, fotomicrografia
mostrando hiperplasia de polpa branca (seta) e trombo em artéria (cabega de seta) (H&E., Obj 10); c)
Estreptococose na variedade VC1, fotomicrografia demostrando macréfagos e colbnias bacterianas na
regido subcapsular (H&E., Barra 25 um); d) e €) Imunomarcacdo de S. agalactiae (cabega de seta),
livre no parénquima e no citoplasma de macrofagos(IHQ, método estreptavidina-peroxidase,

cromogeno DAB, Barra 25 pm).
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Figura 7 Lesbes em tecidos de tilapia do Nilo infectadas com Streptococcus agalactiae. a)Olho,
musculo e gordura periocular variedade UFLA, fotomicrografia mostrando infiltrado inflamatério
periocular (cabeca de seta) (H&E, Barra 25 um); b) Gordura periocular. Imunomarcacdo de S.
agalactiae no citoplasma de macréfagos(IHQ, método estreptavidina-peroxidase, cromogeno DAB,
Barra 25 um); c) e d) Cortex cerebral (*), meningite ndo supurativa (cabeca de seta) e imunomarcacao
de S. agalactiae no citoplasma de macrofagos da meninge(IHQ, método estreptavidina-peroxidase,
cromégeno DAB, Barra 25 um), e) Baco variedade Red Tildpia, Hiperplasia moderada de polpa

branca (cabeca de seta) (Barra 25 um) f ) Baco variedade Red Tilapia IH da figura 7e, demonstrando
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Imunomarcacdo de Ig M (cabeca de seta) e melanomacrofagos (*). (IHQ, método estreptavidina-

peroxidase, cromogeno DAB, Barra 25 um).

Tabela 1 Teste Log Rank, para as quatro variedades de tilapia do Nilo apds inoculagdo de
Streptococcus agalactiae.* Representam a diferenca significativa (p <0,05).

Variedades VC1 VC2 UFLA RT

VC1 - 0,560 0,000* 0,443
VC2 0,560 - 0,000* 0,587
UFLA 0,000* 0,000* - 0,007*

RT 0,443 0,587 0,007* -

Tabela 2 Comparaces Multiplas de Dunnet para atividade de lisozima e atividade antiprotease em

tildpias do Nilo apos inoculagdo de Streptococcus agalactiae. *Indica diferenca significativa (p<0,05).

Atividade de  Atividade

CONTRASTES lisozima antiprotease
p-valor

VC1 - CONTROLE 0,002* 0,416
VC2 - CONTROLE 0,003* 0,958
UFLA - CONTROLE <0,001* 0,940
RED TILAPIA - CONTROLE 0,030* 0,981
24h - CONTROLE 0,968 0,025*
48h - CONTROLE <0,001* 0,049*

72h - CONTROLE <0,001* 0,439

96h - CONTROLE <0,001* 0,421

360h - CONTROLE <0,001* 0,031*




Tabela 3 Lesdes microscopica observadas na infecdo com Streptococcus agalactiae em tilapias do Nilo.
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FREQUENCIA ABSOLUTA PARCIAL!

FREQUENCIA
ORGAO  Alteracdes 24h 48h 22h 96h 360h ABSOLUTA TOTAL®
VC1 VC2 UF RT VCl VC2 UF RT VCl1 VC2 UF RT VCl VC2 UF RT VCl1 VC2 UF RT  VCl VC2 UF RT
E. Leve 2 1 2 0 0 0 1 0 2 0 1 2 2 2 1 0 0 0 0 O 6 3 5 2
E. Mod. 0 0 0 O 1 1 1 3 0o 1 1 2 1 0 2 0 0 1 0 1 2 3 4 6
FIGADO E. Acen 2 3 3 1 0 3 0 2 1 1 0 1 0 0 1 0 0 0 0 O 3 7 4 4
MMC + 1 1 4 3 0 0 2 3 1 0 2 2 0 3 3 2 0 0 0 1 2 4 11° 11°
MMC ++ 0 2 0 0 0 0 0 ©0 0 0 0 O 0 2 0 0 0 0 0 O 0 4 0 O
MMC ++ 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 O 0 0 0 1 0 2 0 1
Eosi. 1 1 1 1 1 1 1 1 0 2 0 0 0 1 0 O 0 0 0 O 2 5 2 2
BRANQUIA F. Lam. 0 0 0 O 0 1 0 0 0 2 0 0 1 1 0 0 0 0 0 O 1 4 0 0
Hip. Int. 0 1 4 0 0 1 4 0 0 1 3 0 0 2 4 0 0 0 0 0 0° 5 15° 0°
MMC + 0 0 0 1 0 0 0 2 1 0 0 1 1 1 0 1 0 0 0 O 2 1 0 5
BAGO MMC ++ 0 0 0 1 0 2 0 0 0 0 0 O 0o 1 1 3 0 0 0 1 0 3 1 5
MMC++ O 1 4 2 0 1 3 0 0 1 3 0 0o 1 2 1 0 1 0 1 0° 5° 12" 4
Hip.p.Bra. 1 2 3 2 1 1 2 3 2 3 2 2 2 2 2 1 0 1 0 0 6 9 9 8

! frequéncias obtidas do abate de quatro animais por variedade : Variedade comercial 1 (VC1), Variedade comercial 2 (VC2), UFLA (UF) e Variedade Red

tilapia (RT) em relagio aos tempos (24 h, 48 h, 72 h 96 h e 360 h). > Somatéria dos cinco tempos de amostragem . Letras diferentes representam diferencas

significativas (p< 0.05) pelo teste de Qui-quadrado. Esteatose leve (E. leve), moderada (E. Mod), acentuada (E. Acen), melanomacréfagos (MMC),

Eosindfilos (Eosi), Fusdo lamelar (F. lam), Hiperplasia intralamelar (Hip. Int), Hiperplasia de polpa branca (Hip. P Bra.).
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Certificamos que o protocolo n° 017/13, relativo ao projeto intitulado "Avaliacao de
parametros moleculares de resisténcia & doenca estreptococose em diferentes linhages
de tilapias.", que tem como responsavel Glaucia Frasnelli Mian esta de acordo com 0s
principios éticos da experimentacéo animal, adotados pela Comissao de Etica no Uso de
Animais (Comissbes Permanentes/PRP-UFLA), tendo sido aprovado na reunido de
18/04/2013.

CERTIFICATE

We hereby certify that the Protocol n® 017/13, related to the project entitled "Evaluation of
molecular parameters of resistance estreptococose in different strains of tilapia.", under
the supervision of Glaucia Frasnelli Mian, is in agreement with the Ethics Principles in
Animal Experimentation, adopted by the Bioethic Committee in Utilization of Animals
{ComissGes Permanentes/PRP-UFLA), and was approved in April 18, 2013.
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