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RESUMO

Este estudo avaliou o efeito de vacina polivalestbre as respostas
hematolégica e imunoldgica da tilapia do Nilo diesid com
Aeromonas hydrophila. Duas doses de vacina (1% 1x1§ Unidades
Formadoras de Colénia (UFC) x ). contendo proporcdes iguais de
Aeromonas hydrophila, Pseudomonas aeruginosa e Enterococcus
durans inativadas em formalina, foram testadas por imgeca
intraperitoneal (i.p.). Os peixes foram desafiadess dias apds a
vacinacao i.p. com a dose de desafio de 1KIFC deA. hydrophila x
mL* diluida em 1 mL de solucdo salina estéril. Sems dipbs a
imunizacdo e 48h apds o desafio, foi realizada&issnhematologica,
atividades antimicrobiana e aglutinante do sorotedrdo desafio, o
nimero de eritrécitos foi superior nos peixes vadis com 1x10UFC

x mL™ Apds o desafio, o nimero total de trombdcitosbeam foi
maior nos peixes vacinados com a maior dose. Angms o0 desafio, o
numero total de leucocitos e 0 niumero de linfécapsesentaram os
maiores valores nos peixes vacinados. O numero aw®eitos nos
peixes vacinados e nos injetados com salina foomeaites do desafio.
Ap6s a imunizacdo e o desafio, 0 soro de peixeisados com a maior
dose apresentaram maior titulo de aglutinacédo a@@énatnydrophila, P.
aeruginosa e E. durans. Antes do desafio a atividade antimicrobiana do
soro foi maior nos peixes ndo vacinados e nos &dom com a maior
dose, sendo que apés o desafio 0os peixes ndo dasieaos injetados
com salina apresentaram maior atividade antimiarahi Este estudo
mostrou que apds seis dias, a vacina polivalenteonaentracéo de 1
x10® UFC x mL! estimulou a producdo de eritrécitos, leucdcitos,
trombdcitos e linfécitos circulantes e reduziu o&is de glicose.

Palavras-chavesvacinagao, bacteriosgesafio



Hematological and immunological parameters of nilgilapia
immunized with polyvalent vaccine and challenged wh Aeromonas
hydrophila

ABSTRACT

This study evaluated the effects of polyvalent vzaiton on the
hematological and immunological responses in Nigpia challenged
againstAeromonas hydrophila. Two dosis of vaccine (1xf@nd 1x18
Colony Forming Unit (CFU) x mL), containing the same quantities of
Aeromonas hydrophila, Pseudomonas aeruginosa and Enterococcus.
durans inactivated by formalin were tested by intraperial (i.p)
injection. Fish were challenged six days after iraaioon i.p. with the
dose of challenge of 1xA@FU A. hydrophila x mL™* diluted in 1 mL
sterile saline solution. Six days after immunizatiand 48h after
challenge hematological parameters, antimicrobiatl aagglutinant
activities of serum were analyzed. Before challenipe number of
erythrocytes was higher in fish vaccinated with @CFU x mL*, and
after challenge, total number of thrombocytes wigkdr in those that
received the greatest dose of vaccine. Before &rd @hallenge, total
number of leukocytes and the number of lymphocyhewed the
highest values in vaccinated fish. The number ohoogtes in fish
vaccinated and saline injected was higher beforallaige. After
immunization and challenge, the serum of fish vaeteid with the
highest dosis showed the highest agglutinationr tiégainst A.
hydrophila, P. aeruginosa e E. durans. Before challenge, high values of
antimicrobial activity of serum of non-vaccinatedshf and fish
vaccinated with the highest dose was observed. efdrer, after
challenge, non-vaccinated fish and saline injecteés showed the
highest antimicrobial activity. This study showdthtt six days after
immunization with a polyvalent vaccine in a concation of 1 x18
CFU x mL' stimulated the production of erythrocytes, leukesy
thrombocytes and circulating lymphocytes, but redutche glucose
levels.

Key words: vaccination, bacteriosishallenge
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INTRODUCAO

Segundo a FAO (2008), a producao mundial de tiléptautros
ciclideos tive uma grande ascensao nas Ultimasaiaias, atingindo
cerca de 250.000 toneladas em 2006. A tilapia do (@reochromis
niloticus) apresenta diversas caracteristicas positivas @é@edo em
cativeiro, destacando-se sua fisiologia, reproducgenética e,
principalmente, mercado (FITZSIMMONS, 2000). Possmia grande
vantagem no que diz respeito ao conhecimento @disponivel, tanto
no campo da biologia quanto no da piscicultura g@opente dita
(BORGES, 1996). Devido a importancia desta espéai@quicultura,
muitos aspectos de sua criagdo vém sendo estudBdeGANI e
REVACH, 1991).

O rapido desenvolvimento da producdo aquicolacipatmente
devido a intensificacdo dos sistemas de produgdmrdéce condicdes
estressantes para peixes cultivados culminando mfiern@dades e
perdas econdmicas (SCHRECK, 1996). Criacdes imMangie peixes
sdo frequentemente limitadas pela alta mortalidddeorrente de
doencas infecciosas, principalmente as causadas hamtérias
(HANSEN e OLAFSEN, 1999; SKJERMO e VADSTEIN, 1999).

Em condi¢bes adequadas, patdgenos podem estantpes®s
peixes sem causarem maiores danos (ROBERTS, 1@&ijtudo,
guando o equilibrio é quebrado, por alteracdesistensa ambiente-
parasito-hospedeiro (TAVARES-DIA& al., 1999a) representam grave
ameaca ao sucesso das criagbes (MORAES e MARTIN®})2Os
prejuizos causados aos hospedeiros variam em fudg&oespécies
parasitadas, numero de parasitos, lesdo no tecglates sanitario do
peixe (TAVARES-DIASet al., 1999b).

Dentre os principais desafios para 0 desenvolvimeda
aquicultura, destacam-se a melhoria do desempentesigténcia as
enfermidades dos organismos cultivados. As enfemesl de origem
bacteriana representam grandes prejuizos economicosisistem em
um dos fatores limitantes na criacdo de peixedyimdo a tildpia do
Nilo (ABDEL-TAWWAB et al., 2008).

Bacterioses em peixes

Por fazer parte da microbiota da 4gua de rios gquis) as
bactérias podem intensificar seu potencial pategéguando condicbes
fisicas e quimicas do ambiente estiverem alterb&LTERS e
PLUMB, 1980). A maioria utiliza matéria organica reineral do
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ambiente aquatico para crescerem e se multiplicarenguando

favorecidas, as bactérias sdo capazes de invadiambiente

nutricionalmente vantajoso dos tecidos dos peixeg@rem processos
infecciosos (FRERICHS, 1989).

Na criacdo de tilapias, as bactérias do género rAamas,
Pseudomonas e Enterococcus sdo frequentementalaisolguando
ocorrem surtos de mortalidades (PLUMB, 1999; MORAES
MARTINS, 2004).

Aeromonas hydrophila, bactéria oportunista que acomete grande
variedade de espécies de peixes de 4gua docesiéarada de ampla
distribuicdo geogréafica. Causa mortalidade massimalusive nos
ciprinideos, sendo o agente etiologico de variangdas (RAHMANEet
al., 1997). Bastonete mével Gram-negativo respongelal septicemia
hemorragica caracteriza-se pela presenca de peqguéesdes
superficiais, hemorragias locais, particularmentas rbranquias e
opérculos, Ulceras, abscesso, exoftalmia, distealsdominal, aciimulo
de liquido ascitico e anemia. Sua presenca é neaiptemperaturas
mais elevadas, particularmente na aquicultura ésepdropicais, sendo
um grave problema econémico (AUSTIN e AUSTIN, 1983¢gundo
‘Food and Drug Administration’, FDA (1999). hydrophila pode
causar infec¢cdes também em humanos pela ingestaondetmero
suficiente de bastonetes através do alimento cigda. No homem ela,
provoca gastroenterite, meningite, Ulcera de coregasobretudo,
enfermidade respiratoria e intestinal. De acordem deALL et al.
(1998), no Brasil, as bactérias do género Aeromeéagescritas como
patégenos emergentes de importancia crescentaragntos.

Segundo Costa (2004pseudomonas spp. sdo bactérias Gram-
negativas, encontradas na agua e na microbiotaahaios peixes,
agindo como invasores secundarios em peixes pEtasit ou
submetidos a estressoreBseudomonas aeruginosa, bactéria néo
fermentativa e aerdbia obrigatdria, ocupa um vhatitat na natureza,
sendo saprofita na dgua e solos Umidos (resisteoppulessecacao) ou
na superficie dos vegetais. E um patdgeno opotanigeralmente
associado aos fatores predisponentes como: fesienbfeccdes
parasitarias ou fungicas. Vive igualmente em estadmensal no
intestino dos animais e homem, sendo que sua [geesestes locais
reflete o grau de exposi¢éo as fontes ambientdsscomo: agua e solo
(PALLERONI , 2005).P. aeruginosa € conhecida como patdogeno mais
oportunista em organismos imunossuprimidos e datdds (PIER e
RAMPHAL, 2005). Destaca-se por apresentar elevaodiengial de
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patogenicidade e resisténcia a terapia antimicneb{&TOVERet al.,
2000).

Os Enterococos tém um potencial crescente comoteagim
sérias infec¢des, mas pouco se sabe sobre a vialdos mesmos. Esta
falta de informacéo pode ser atribuida ao fatowdeag enterococos, os
quais vivem normalmente como comensais na micrabidgestinal de
individuos saudaveis, possuem tracos de virulénui#o sutis, ndo
facilmente identificados (SHANKAR al., 1999).Enterococcus durans
sdo cocos Gram-positivos que geralmente se dispéepares e cadeias
curtas. Sao anaerébios facultativos e a temperétuma de crescimento
€ de 35°C, embora a maioria dos microrganismogsenyolva entre 10
e 45°C. Apresentam crescimento rapido em meios dkura
suplementados com sangue, produzindo colénias dsamos 24 horas
de incubacdo (FACKLANt al., 1999).

Ferramentas de avaliacao

Segundo Hrubeet al. (2000), existem poucas ferramentas de
diagnostico disponiveis para a avaliacdo de enflaiais em peixes.
Uma vez que a aquicultura jA se consolidou, toenascessario 0
desenvolvimento de métodos eficientes de diagrmsBaracteristicas
bioguimicas, metabdlicas e hematolégicas podemusiezadas para
avaliagdo do estresse (CARNEIRO e URBINATI, 2001).

Em peixes, os parametros hematoldgicos variam exoridacia
de fatores fisiolégicos e ecologicos, como sexofagss de
desenvolvimento gonadal, estresse, infecgbes, pesmmprimento
corpéreo  (LUSKOVA, 1998). Hematocrito, concentracide
hemoglobina e nuamero de linfécitos sdo consideradasaveis
sanguineas indicadoras auxiliares da resposta te@s®s em peixes
(CARNEIRO e URBINATI, 2001, MARTINS:t al., 2008).

A funcéo de cada componente celular sanguineo e@spainda
€ pouco elucidada (TAVARES-DIAS e MORAES, 2004). lib&citos
de peixes participam do processo inflamatério (LAM& al., 1994),
atuando como células imunocompetentes (Ré&lzl., 2003). Lewiset
al. (1979) reportaram a presenca de receptores derfigp para
eritrocitos nos linfécitos pequenos bigalurus punctatus, analogos aos
linfécitos ‘T’ dos mamiferos. Os grandes, por sea,vapresentavam
imunoglobulinas de superficie e aderéncia a céldéas. hydrophila,
sendo analogos aos linfécitos B.

Segundo Siwiclet al. (1998), imunoestimulantes como vacinas,
leveduras, lipopolissacarideos e adjuvantes aumerda resposta
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proliferativa de linfécitos ‘T’ e ‘B’, bem como aahilizacdo enzimatica

e a atividade fagocitaria de neutréfilos. Os ndibi® tém papel
importante na defesa contra infeccdes e possuesistema de agentes
microbicidas (VALE et al., 2002), sendo o0s leucdcitos com maior
atividade migratéria (GRIFFIN, 1984).

Os mondcitos também tém atividade fagocitéaria, aléen
transformarem-se em macréfagos e migrarem paramifdlamatorio,
auxiliando neste processo (GRIFFIN, 1984). Mesegtiedd. (1994),
demonstrando reacdo positiva de eosindfilos fremtegperoxidase,
sugeriram que essas células estejam envolvidasotegso fagocitario
e microbicida.

Relatos sugerem que os trombdcitos estejam enwslvith
coagulagdo sanguinea (FISCHER® al., 1998), reduzindo a
predisposicdo a infeccbes (KOZINSKAt al., 1999), além de
apresentarem atividade fagocitaria em peixes agiibsos (WALSH e
LUER, 1998) e tele6steos (HILL e ROWLEY, 1996). hitss et al.
(2006), estudando a reacao inflamatoria Riaractus mesopotamicus
induzida pela carragenina, observou que a migraghiolar para a
bexiga natatdria foi na maioria de trombdcitos.

Segundo Tavares-Dias e Moraes (2004), assim conuemsis
leucécitos, a funcdo das células granulociticag@ais ndo esta bem
elucidada. Martinset al. (2000) observaram elevado numero dessas
células circulantes e mesopotamicus injetados com carragenina.

O nivel de glicose no sangue de peixes demonstrindieador
sensivel ao estresse ambiental (SILBERGELD, 19%WANA et al.,
1995). Peixes teledsteos, em geral sdo intoleranglgose. Tilapias,
por ndo consumirem fontes contendo elevado teorgli®mse no
ambiente, evoluiram sem mecanismo para reducadarams niveis
sanguineos (WRIGH®t al., 2000). Este estado é provavelmente devido
a resposta periférica ineficiente para os efeita®gaticos da insulina
(como o que ocorre ediabetes mellitus humana), do que a secrec¢éo de
insulina inadequada (MOMMSEN e PLISETSKAYA, 1991).

Atuando como barreira natural contra a entradaatiégpnos em
peixes, a pele e 0 muco também contem substanmiasacdo imune
(OURTH, 1980). Assim como os demais vertebradosa pesistir a
doencas bacterianas, os peixes contam com sistemzeiespecifico
(ou adaptativo) e ndo especifico (ou inato), emeeanismos humorais
e celulares (ELLIS, 1999).

A resposta humoral ndo especifica inclui a produgkn
substancias inibitérias de crescimento microbianolissnas. Em
teledsteos, o sistema imune ndo especifico tem imaisrtancia que o
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especifico por possuirem apenas um tipo de imuboglo

(ANDERSON, 1992; ANDERSONMNt al., 1992). A fagocitose, realizada
principalmente por neutr6filos e macréfagos, faztepala resposta
celular inata (ELLIS, 1999). Os fagocitos conténziemas liticas.

Quando estimulados por bactérias, produzem espée@tivas de

oxigénio durante o processo de explosdo respisat@s quais sao
altamente bactericidas (ANDERSON, 1992; ELLIS, 1999

Os anticorpos participam da defesa humoral espacifiibindo a
aderéncia de bactérias ou invasdo de células ndocifarias e
neutralizando toxinas bacterianas (ELLIS, 1999¢nAldos anticorpos
(GRAVNINGEN et al., 2008), as lectinas atuam no processo de
aglutinacdo dos antigenos. Presentes no soro saegdds peixes, sdo
proteinas que se ligam a agulcares da superfidiaatérias (ARASON,
1996).

A resposta celular especifica € composta princigaten por
leucdcitos (linfécitos, mondcitos, neutréfilos, masdilos, basdfilos) e
células citotoxicas (SECOMBES, 1996). Os linfocitaambém
participam da resposta humoral, e podem ser de tijois: ‘B,
diferenciando em plasmadcitos e célula de memorid]’ e atuando
especificamente no reconhecimento de antigenosagdig para o sitio
infectado e destruicdo de células infectadas, attemcontrole da
resposta imune (TIZARD, 2002).

Estudando parametros hematoldgicos em tilapiadiddaa com
Enterococcus sp. Martinset al. (2008) observaram aumento do nimero
de trombdcitos, linfécitos e hematdcrito nos peixésctados. Contudo,
os niveis de glicose e nimero de eritrécitos néanfanfluenciados, o
que foi sugerido pelos autores ser devido ao imomgduficiente para
provocar alteracdo destes pardmetros ou da henegepo

Importancia da vacinagéo em peixes

Em relacdo as bacterioses, a profilaxia baseadsai@mento
sanitario é dificil de ser alcangada devido a presale outras espécies
de peixes e invertebrados no meio e até mesmaypeladade da agua.
J& a antibioticoterapia, frequentemente utilizaglanmacdo intensiva de
larvas, pode resultar no aumento da resisténcieohiéma, acimulo de
residuo nos tecidos (VADSTEIN, 1997) e imunossigées(VAN
MUISWINKEL et al., 1985).

Portanto, a imunoprofilaxia através da estimulagaosistema
imune especifico e ndo especifico dos peixes é aveclpara o
desenvolvimento de uma producdo sustentavel nossistamas
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aquaticos (GUDDINGet al., 1999). A vacinagdo, utilizando agentes
inativados, é considerada um método preventivan alé contribuir
para a redugdo do uso de quimioterdpicos e anabiamos
(GUDMUNDSDOTTIR e BJORNSDOTTIR, 2007).

E necesséario o desenvolvimento de programas deiZeqio
contra enfermidades e para o0 uso de produtos preeen
ecologicamente seguros, a fim de manter a satdeid®is aquaticos.
Assim, torna-se importante investir na pesquisa p®dutos
imunoldgicos polivalentes e de amplo espectro, pdoeser utilizados
em mais de uma espécie de peixe. Pesquisas comlogimde peixes
ainda sdo escassas no Brasil. Contudo, a aplicdgd@cinas contra
enfermidades bacterianas e virais tem demonstrads kesultados em
relacéo aos aspectos cientificos e econémicos (BOH04).

Na Noruega, o uso de antibiéticos foi reduzido deteheladas
para aproximadamente uma tonelada de substaneéaaatiano depois
gue a vacinacdo se tornou estratégia comum pavatmle de doencas
bacterianas nas fazendas de peixes (MARKESTAD e\dRA997).

Programas de vacinacao eficientes tém diminuidecuéncia de
surtos de doencgas bacterianas e reduzido o uso ntieidéticos
(HASTEIN et al., 2005). Contudo, a diversidade antigénica de basté
patogénicas sugere que mesmo que seja adquiridkénesa a uma
linhagem particular, ndo sera garantida protecéitramutras linhagens
potencialmente patogénicas do mesmo género. Pernestvo, seria
necessario o desenvolvimento de vacinas polivadeoteno produto
comercial vidvel (ROBERTS, 1993).

Segundo Guddingt al. (1999), peixes podem ser imunizados por
trés vias: injecao (preferencialmente via intrapegal), imersdo ou
oral. Tais métodos apresentam variacfes quantoivab ae protecéo
oferecida, efeitos-colaterais, praticidade e cbstoeficio.

A via oral é simples, barata e ideal para admagsto em massa
e para peixes de todos os tamanhos. Entretantatitess de vacinagéo
oral contra aeromoniose (POST, 1966; SCHACHTE, }19viBriose,
iersiniose e furunculose (MICHEL, 1979; JOHNSON MEND, 1983;
NELSON et al., 1985;) tém produzido respostas de curta duraf@io
respostas inadequadas. Um dos fatores importarstes @ resposta
pobre e inconsistente da vacinagdo oral é a degfiaddigestiva dos
antigenos no intestino delgado, antes da vacinangdc areas de
resposta imune no intestino grosso e outros oigEogies (JOHNSON
e AMEND, 1983; ROMBOUTet al., 1986). Atualmente, para a
vacinacao oral, pesquisadores tém dado énfasaec@oodos antigenos
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visando evitar sua digestdo e decomposicdo dummassagem pelo
estdbmago e pelo intestino delgado (JOOSTEEA., 1997).

O banho de imerséo, por infiltracdo hiperosmétapesar de
eficiente para varias espécies de peixe e bact@IdANGPAN et al.,
1986), ndo demonstrou resultados satisfatorios pigapias contra
linhagens deA. hydrophila. Trabalhos demonstraram que a vacinagdo
contra furunculose por meio de banhos de imers@maqveu protecado
imune baixa a moderada (SMITddal. 1980; ADAMSet al., 1988) ou
apenas quando os animais foram desafiados com bamcentracdo da
bactéria (PALMER e SMITH, 1980; RODGERS, 1990).

Estudando diferentes niveis de protecdo contranéutose,
Midtlyng et al. (1996), compararam dez regimes de vacinacdo (dose
Unica ou repetida, administracdo oral, por imeisdontraperitoneal e
monovalente ou polivalente), sendo que a injec@@paritoneal de
vacina polivalente promoveu maior imunidade cofitranculose.

Kozinska e Guz (2004) imunizaram carpas-comuypiinus
carpio) contra aeromoniose, testando 0,2 mL via intrépesal de
solucdo de: cultura ou células bacterianas inadiveom formalina,
Lipopolissacarided®50 ou Lipopolissacarideos-50. Apés 30 dias, os
peixes foram desafiados e monitorados por 14 diakendo-se 0%,
10%, 20% e 20% de mortalidade, respectivamenteyasq aqueles
néo vacinados obtiveram 70%.

O sucesso da imunoprofilaxia na prevencdo de fulogse,
causada poAeromonas salmonicida, em salmonideos, sugere que esta
doenca também possa ser controlada pela vacindg&oL(UND e
DALSGAARD, 1998). Lundet al. (2002), imunizaramAnarhichas
minor contra A. salmonicida com administracdo intraperitoneal de
solucbes monovalentes e polivalentes, contendaedifes cepas de
bactéria. ApGs sete semanas, os peixes foram aesaficomA.
salmonicida e a taxa de mortalidade observada por 25 diapedes
tratados com vacina polivalente apresentaram memogtalidades em
relacdo aos tratados com vacinas monovalentes, bsawbtiveram
resultados significativamente melhores quando coados ao grupo
controle.

Ingilae et al. (2000), vacinaraniippoglossus hippoglossus e A.
minor contra A. salmonicida através de diferentes métodos de
imunizacdo, sendo banho de imerséo e trés pordimjagraperitoneal.
Apo6s 10 dias, os peixes foram desafiados coAtrealmonicida e a
resposta imune foi verificada somente nos peixesinados
intraperitonealmente. A taxa de mortalidade doggsevacinados por
banho de imerséo foi semelhante ao grupo controle.
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Dessa forma, mais estudos com imunizacéo deveneal&rados
para comprovar a eficiéncia da vacina, em condigigesriagdo, com
peixes amplamente produzidos no Brasil, como pidijadesafiando-os
contra cepas patogénicas isoladas preferencialmdate préprios
animais acometidos.

O artigo cientifico foi submetido a revistarthivos de Medicina
Veterinaria®’, ISSN 0301-732X, Qualis B1 na area de Zootecnia e
Recursos Pesqueiros

OBJETIVOS
Geral

Colaborar para o desenvolvimento de uma vacinavaielite
eficaz na prevenc¢éo deromonas hydrophila em cultivos de tildpias do
nilo (Oreochromis niloticus), mitigando 0s impactos econdmicos
causados por este patdgeno.

Especificos

Avaliar os efeitos de uma vacina polivalente inadal
intraperitonealmente em tilapias do nif@r¢€ochromis niloticus) através
de parametros hematoldgicos e imunolégicos em ditaacdes: seis
dias ap6s a imunizacdo e 48 horas apds o desafipo acdactéria
Aeromonas hydrophila.
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Resumo - Este estudo avaliou o efeito de uma vacina polnale
inoculada intraperitonealmente sobre as respostamatblogica e
imunoldgica da tilapia do nilo desafiada cdweromonas hydrophila.
Duas doses de vacina (11 1x1¢ Unidades Formadoras de Colonia
(UFC) x mL") contendo propor¢des iguais Aeromonas hydrophila,
Pseudomonas aeruginosa e Enterococcus. durans inativadas em
formalina, foram testadas por injecdo intraperigdn@p). Os peixes
foram desafiados seis dias ap6s a vacinacao inp.1lcdd UFC deA.
hydrophila x mL™ diluida em 1 mL de solucéo salina estéril. Seis di
apos a imunizacdo e 48h apdés o desafio, foi rekliza andlise
hematoldgica, atividades antimicrobiana e aglutimao soro. Antes do
desafio, o numero de eritrocitos foi superior neixgs vacinados com
1x1¢ UFC x mL™. Ap6s o desafio, o nimero total de trombdcitos
também foi maior nos vacinados com a maior doséesAlB apis o
desafio, o numero total de leucocitos e o ndmero lidcitos
apresentaram os maiores valores nos peixes vasin@mumero de
mondcitos nos peixes vacinados e nos injetadossoingdo salina foi
maior antes do desafio. Apds a imunizagéo e o iesaforo de peixes
vacinados com a maior dose apresentaram maioo teilaglutinagcéo
contraA. hydrophila, P. aeruginosa e E. durans. Antes do desafio a
atividade antimicrobiana do soro foi maior nos peixéo vacinados e
nos vacinados com a maior dose, sendo que apé&afiades peixes nao
vacinados e os injetados com salina apresentaraior ratividade
antimicrobiana. Este estudo mostrou que apoOs sels @ vacina
polivalente na concentracdo de 1 XU6C x mL* estimulou a producéo
de eritrdcitos, leucdcitos, trombdcitos e linfésitarculantes e reduziu
0s niveis de glicose.

Termos para indexagdovacinagao, bacterioséesafio
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Abstract - This study evaluated the effects of polyvalent wzettton on
the hematological and immunological responses ide Nilapia
challenged againgteromonas hydrophila. Two dosis of vaccine (1x10
and 1x18 Colony Forming Unit (CFU) x mt) containing the same
quantities of Aeromonas hydrophila, Pseudomonas aeruginosa and
Enterococcus. durans inactivated by formalin were tested by
intraperitoneal (i.p) injection. Fish were challedgsix days after
vaccination i.p. with 1x10CFU A. hydrophila x mL™ diluted in 1 mL
sterile saline solution. Six days after immunizatiand 48h after
challenge hematological parameters, antimicrobiatl aagglutinant
activities of serum were analyzed. Before challenpe number of
erythrocytes was higher in fish vaccinated with @CFU x mL*, and
after challenge, total number of thrombocytes wigkdr in those that
received the greatest dose of vaccine. Before #pd ehallenge, total
number of leukocytes and the number of lymphocyhewed the
highest values in vaccinated fish. The number ohoogtes in fish
vaccinated and saline injected was higher beforallarige. After
immunization and challenge, the serum of fish vaated with the
highest dosis showed the highest agglutinationr tidgainst A.
hydrophila, P. aeruginosa e E. durans. Before challenge, high values of
antimicrobial activity of serum of non-vaccinatedshf and fish
vaccinated with the highest dose was observed. efdrer, after
challenge, non-vaccinated fish and saline injecteés showed the
highest antimicrobial activity. This study showdthtt six days after
immunization with a polyvalent vaccine in a concation of 1 x18
CFU x mL' stimulated the production of erythrocytes, leukesy
thrombocytes and circulating lymphocytes, but redutche glucose
levels.

Key-words: vaccination, bacteriosishallenge
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Introdugé&o

Segundo a FAO (2008), nas ultimas duas décadasdugio
mundial de tildpia e outros ciclideos obtiveram nge ascensao,
atingindo cerca de 250.000 ton. em 2006. A til&@danilo é conhecida
por apresentar diversas caracteristicas positiaaa p criacdo em
cativeiro, destacando-se sua fisiologia, reproducgenética e
principalmente mercado (Fitzsimmons, 2000).

Entretanto, o rapido desenvolvimento da producéoicats,
principalmente devido a intensificacdo dos sisterdas producéo,
favorece condicOes estressantes para peixes d@a@ralminando em
enfermidades e perdas econdmicas (Schreck, 1986jrébos principais
desafios para o desenvolvimento da aquiculturdadas-se a melhoria
do desempenho e resisténcia a enfermidades deismgencultivados.
Doencas bacterianas, contudo, consistem em umatioe$ limitantes
para a criacdo de peixes (Abdel-Tawwveshl., 2008).

Por fazer parte da microbiota da agua de tanqueivedros,
bactérias podem intensificar seu potencial pategéguando condi¢cdes
fisicas e quimicas do ambiente estiverem alter@ddters & Plumb,
1980). A bactéria oportunista Gram negatieromonas hydrophila
afeta grande variedade de espécies de peixes @dedage, sendo de
ampla distribuicdo geografica. Pode causar mosdéd massiva,
inclusive em ciprinideos (Rahmanal., 1997).

A antibioticoterapia, frequentemente utilizada naiagio
intensiva de larvas, pode resultar no aumento slatéacia microbiana,
acumulo de residuo nos tecidos (Vadstein, 199Mhundssupressao
(Van Muiswinkelet al., 1985). Portanto, a imunoprofilaxia por meio da
estimulacdo do sistema imune especifico e néo dispedos peixes € a
chave para o desenvolvimento de uma producdo sé&ssdnnos
ecossistemas aquaticos (Guddagl., 1999). A vacinagéo, utilizando-
se de agentes inativados, € considerada um bomion@@ventivo,
além de contribuir para a reducdo do uso de quemdipicos e
antimicrobianos (Gudmundsdéttir & Bjornsdéttir, 200

Pesquisas em imunologia de peixes ainda sdo escas®rasil.
Contudo, a aplicacéo de vacinas contra enfermidbdeterianas tem
demonstrado bons resultados em relagdo aos aspdettfficos e
econbmicos, reduzindo a utilizacdo de quimicos tiiaticos (Costa,
2004).

Vérios fatores interferem na resposta imune dozepgicomo
estadio de desenvolvimento, tamanho, estado imgitol@ nutricional
(Tatner & Manning, 1983; Blyet al., 1997; Nakanishi & Ototake,
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1997). A eficacia da vacina, por sua vez, é inftiemta pela via de
administracdo, dose e natureza do antigeno, usdjdeantes, além do
ambiente e temperatura da agua (Tatner, 1987:hhiliget al., 1993;
Bly et al., 1997). Assim, para o desenvolvimento de vacifiagestes,
mais informagfes devem ser consideradas quantmgena dos agentes
infecciosos e diferentes respostas do hospedeiroinfaccdo
(Gudmundsdottir & Bjérnsdottir, 2007).

A eficiéncia da vacinacdo é determinada pela naimais longa
inducdo de resposta dos linfécitos T de memoriafiemao da forma
pela qual a multiplicagcao celular é induzida e @manho do efetor da
populagéo celularb(rst-size) (Salerno-Gongalves & Sztein, 2008)s
células T de memoria sdo relativamente lentas emar gema funcao
efetora quando comparadas as células T efetoraémpsdo menos
susceptiveis a apoptose durante a fase inicialivigao celular (Salek-
Ardakani & Croft, 2006).

Os anticorpos participam da defesa humoral espacifiibindo a
aderéncia de bactérias ou a invasdo de célulasfaguritarias e
neutralizando toxinas bacterianas (Ellis, 1999)esBntes no soro
sanguineo dos peixes, as lectinas sdo proteinasedligam a agucares
da superficie de bactérias (Arason, 1996), e atnanprocesso de
aglutinacdo dos antigenos além dos anticorpos (Brgen et al.,
2008).

A resposta celular especifica € composta principaten por
leucécitos (linfocitos, mondcitos, neutréfilos, ewdilos, basofilos) e
células citotoxicas (Secombes, 1996). Os linfocifrncipais células
envolvidas na resposta humoral podem ser de dges:tiB,
diferenciando em plasmocitos e célula de memodrial, eatuando
especificamente no reconhecimento de antigenosagdig para o sitio
infectado e destruicdo de células infectadas, atttmcontrole da
resposta imune (Tizard, 2002).

Niveis de resisténcia de peixes podem ser detedwsna
avaliando-se sua taxa de sobrevivéncia ap0s irdedwcteriana
experimental (Wasson & Kelly, 1990). Um método aammnte
utilizado para avaliar a eficiéncia de uma vacira@lculo da taxa de
sobrevivéncia relativa, considerando-se peixesralente vacinados
(Ellis, 1988).

Avaliando a resposta de tilapi@reochromis niloticus) contraA.
hydrophila, Sarderet al. (2001) observaram as atividades da lisozima e
fagocitaria, bem como o quadro hematolégico, além talxa de
mortalidade acumulada apoés infeccao experimental@patégeno. Em
experimento com imunizacdo d&cophthalmus maximus contra
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Edwardsiella tarda, Castro et al. (2008) avaliaram a taxa de
sobrevivéncia e niveis de anticorpos.

Destacando-se a importancia de se estabelecer atocplo de
vacinagcdo nas pisciculturas comerciais a fim deuziedo surto de
bacterioses no cultivo, o objetivo deste estudaafa@iliar a capacidade
de resposta hemato-imunoldgica em tilapia do nidsaadministracéo
de vacina polivalente A{ hydrophila, Pseudomonas aeruginosa e
Enterococcus durans) e desafiada com. hydrophila.



25

Materiais e Métodos

Material biolégico

O experimento foi conduzido no Departamento de égtura,
Laboratério AQUOS- Sanidade de Organismos AquatiC@A, UFSC,
Florianépolis, SC, com tilapias da linhagem GIFTedidas pela
Fundacéo 25 de Julho, Joinville, SC.

As cepas deéA. hydrophila ATCC 7966 Enterococcus durans
ATCC 19492, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853e Escherichia
coli ATCC 25922 utilizadas neste ensaio foram cedidds mstituto
André Tossello (Campinas, SP), e cultivadas nor sltdMicrobiologia
do Laboratério de Camarfes Marinhos, CCA, UFSQjaidpolis, SC.

Dose de desafio parderomonas hydrophila

Peixes com peso de 196,97+25,00 g e comprimentd thet
18,53+1,20 cm foram distribuidos em tanques pldstide 150 L de
agua com aeracao continua e renovacéo diaria deeS@tnentadoad
libitum com ragdo comercial contendo 28% de proteina bduas
vezes ao dia. Apds aclimatacdo por 5 dias, os pdt@m injetados
intraperitonealmente com concentragbes crescerdedadtéria. Os
tratamentos, conduzidos em triplicatas, consistidas doses 0; 1x10
1x1C; 1x10 e 1x1§ Unidades Formadoras de Coldnias (UFC) x mL
YIpeixe, diluidas em 1 mL de solucéo salina 0,65%riéscontendo
cinco peixes por repeticao.

Os testes foram conduzidos por 96h apds inoculagésistema
estatico, sem substituicdo ou sifonagem de aguaatiementacdo dos
peixes. Diariamente, observou-se a taxa de maatiice monitoraram-
se o0s parametros fisico-quimicos da agua: oxigfiagmlvido 5,54+0,44
mg x L% temperatura 24,93+2,49°C; pH 7,29+0,30; aménital to
0,45+0,48 mg x L.

Verificada a mortalidade em todas as unidades jfis
estimou-se a dose de desafio pdtahydrophila. A concentragédo
bacteriana que provocou aproximadamente a mortiide 50% dos
peixes em 96h foi utilizada para o desafio.

Producéo da vacina

As cepas bacterianas Aehydrophila, P. aeruginosa e E. durans
foram cultivadas separadamente em tubos de ensai@rdL contendo
meio de cultura liquido BHI (Brain and Heart Infusi Difco),
incubadas por 24h sob agitacdo continua. Apds guagéo das
popula¢gdes bacterianas, foram mensuradas em pdgsonguais e
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adicionadas em formalina (0,5%), sendo novamentebadas sob
agitacdo a 3C por 24h. As culturas bacterianas foram centrifagaa
4000 »g por 10 min. O sobrenadante, contendo a formalfba,
descartado e o pelete ressuspendido em solucéa satéril a 0,65%. A
suspensdo bacteriana em solucao salina foi senegagdaca de Petri
contendo meio de cultura BHI e incubada aC3por 24h para verificar
a seguridade da vacina.

Vacinacgéo e desafio

Peixes com 255,524+21,16 g e 21,28+1,93 cm foramnilelisdos
em tanques plasticos de 150 L de &gua, com aeregdiinua e
renovacdo diaria de 30%. Dez peixes por unidadergwpntal litros,
aclimatados por 10 dias e alimenta@dslibitum com ragdo comercial
contendo 28% de proteina bruta duas vezes ao aiametros fisico-
quimicos da 4gua foram monitorados diariamentegémio dissolvido
5,43+0,48 mg X i temperatura 26,09+3,13°C; pH 7,02+0,32 e amdnia
total 0,90+0,67 mg x &

O delineamento experimental foi inteiramente cazadb com
trés repeticbes. As unidades experimentais foramstitoidas de
animais vacinados injetados intraperitonealmenta dx1d e 1x18
UFC x mL" de bactérias inativadas (divididas em proporcgesis);
controle injetados com solucdo salina estéril einpaados. Antes das
aplicag?es, os peixes foram anestesiados com satiecBenzocaina (50
mg x 7).

Os peixes permaneceram em jejum por 24h antedetxdo € o
desafio realizado 10 dias apdés a imunizacao pecéoj intraperitoneal
de l1 mL contendo a dose de desafioAdédnydrophila (1x10° UFC x
mL").

Hemograma e glicose plasmética

Na primeira coleta (seis dias ap6s a imunizacaijzaram-se
trés peixes de cada tanque, sendo descartados apiimda do sangue.
J4 na segunda coleta (48h apds desafio), foi aditizo restante dos
peixes de cada tanque.

Amostras de sangue foram coletadas seis dias ajptisn&Zzacao
e 48h apos o desafio. Apés anestesia com benzp@amh de sangue
foram retirados por puncdo do vaso caudal com iausg seringas
contendo EDTA (10%) e seringas sem anticoagulaate pbtencdo do
soro. Uma aliquota armazenada em capilares de meicratdcrito para
determinacdo do percentual de hematdcrito (Golderdiaal., 1971).
Em seguida, foram realizadas duplicatas de extsns@mguineas
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coradas com May-Grunwald/Giemsa (Rosenfeld 1947a pantagem
diferencial de leucocitos e contagens totais datidritos e leucécitos.
A contagem total de eritrécitos foi realizada enmbeitdmetro apés
diluicao de 1:200 em solugéo de cloreto de s6digbd). Os ndmeros
totais de trombdcitos e leucécitos no sangue cadogl pelo método
indireto a partir das extensdes sanguineas seglsidkawa et al.
(2008).

Uma aliquota do soro foi utilizada para determinagé indice
glicémico em espectrofotdmetro (kit Biotéctfia 505 nm.

Atividade antimicrobiana do soro sanguineo dos pegs

O teste de inibicdo, para cada bactéria patog@Aidaydrophila,

P. aeruginosa, E. durans e E. coli) foi realizado segundo Klesius al.
(2000). A inibicéo foi averiguada em microplaca®9éepocos, contendo
tampéo fosfato salino (PBS; 137mM de Cloreto deicgg6HOmM de
fosfato, 2,7mM de cloreto de potassio em pH 7,4fp obtido do
sangue das tilapias e in6culo das cepas de bacpmatagénicas recém
crescidas (apds incubacdo por 24h) em meio deraultguido LB
(Luria broth) a 1x1OUFC x mL™.

Em cada poco, contendo 15Q de PBS, foram adicionados 50
pUL de soro filtrado em milipore (2RL) e realizada diluicdo seriada
fator 2 até o 12pogo. Apos, foram inoculados 20 da bactéria em
todos os pocos e a microplaca incubada a 25°C 4br Para controle
positivo, foram utilizados 10QL de tamp&o adicionado de 20 de
solugdo bacteriana. As amostras foram avaliadas lpior de
microplacaDOssonm

Atividade aglutinante do soro

Os testes de aglutinacdo foram realizados segunéimdm
descrito por Yildirimet al. (2003), individualmente para hydrophila,
P. aeruginosa e E. durans. As bactérias foram cultivadas (1X10FC x
mL?) e inativadas segundo metodologia descrita pardecgdo da
vacina. Utilizaram-se microplacas de 96 pocos deduJ, onde o soro
foi diluido na proporcéo de 1:1 com a solucao tarPBES no primeiro
poco e serialmente em fator 2 para os demais pat@so 12
Adicionaram-se 5QuL da bactéria inativada em todos os pocos e a
microplaca foi incubada a 25°C durante 18h em cantemida. A
aglutinacédo foi confirmada com a observagao déoom no fundo do
poco, sendo o titulo aglutinante considerado comexiproco do ultimo
poco a apresentar coagulacao.
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Analise estatistica

Os dados foram submetidos ao teste de Bartlett pa@snetros
hematoldgicos que ndo apresentaram homogeneidadeardincias
foram transformados em In (x+1) antes de serem etitbos para
andlise de varidnciao€0,05). Os dados de aglutinacdo e atividade
antimicrobiana foram transformados em,l@g+1) antes das andlises.
As diferencas entre as médias foram avaliadas feste de Student
Newman Keuls (SNK).
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Resultados e Discussao

Dose de desafio

As primeiras mortalidades foram observadas 11h apdssafio
na concentracdo bacteriana de X18C x mL* (dose 4) (Tabela 1). Os
peixes apresentaram sinais caracteristicos de riogete como
vermelhiddo na regido ventral, perda de escamasnerhagias na base
das nadadeiras e tegumento, alguns até expondeidp teuscular.
Mortalidades foram detectadas 23h apos o desafio pmixes que
receberam a concentracdo bacteriana de’IMEC x mL* (dose 3) e
cerca de 48 horas nos demais tratamentos.

Tabela 1- Taxa de mortalidade em tilapia do nilo 96h apdscén
intraperitoneal com solucdo salina estéril; dos¢1410); dose 2
(1x10°); dose 3 (1x1) e dose 4 (1xI) UFC de Aeromonas
hydrophila x mL™, para a determinacéo da dose de desafio.

UFC deAeromonas hydrophila x mL™ Mortalidade (%)
Dose 0 Solucéo salina 6,66
Dose 1 1x10 39,96
Dose 2 1x30 26,64
Dose 3 1x10 53,28
Dose 4 1x40 79,92

As taxas de mortalidade ap6s 96h (Tabela 1) forapagocionais
a concentracdo bacteriana inoculada, com excec8opdixes que
receberam a concentracéo bacteriana de®I4EC x mL* (dose 1), que
foi superior aquela dos peixes que receberam aentnacdo de 1xf0
UFC x mL* (dose 2).

A concentracdo bacteriana de 1%10FC x mL! (dose 3) foi
capaz de provocar 55,28% de mortalidade nos pere®6h, sendo
assim determinada a dose de desafid.dgdrophila a ser utilizada

Hematologia e glicose plasmética

Devido ao estresse, ocorre quebra da homeostaspe&xas
infectados (Pickering, 1981). Neste estudo, obseseo que apds o
desafio comA. hydrophila, o0 nimero de trombdcitos circulantes no
sangue das tilapias vacinadas com a concentragderibaa de 1x10
UFC x mL* foi superior ao do grupo controle (Tabela 2).

Lewis et al. (1979) reportaram a presenca de receptores de
superficie para eritrdcitos nos linfécitos pequedesbagre do canal
(Ictalurus punctatus), analogos aos linfécitos T dos mamiferos. Os
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linfécitos grandes, por sua vez, apresentavam iglobalinas de
superficie e aderéncia a células Alehydrophila, sendo analogos aos
linfécitos B. Segundo Siwicket al. (1998) imunoestimulantes, como
vacinas, leveduras, lipopolissacarideos, e adjesardumentam a
resposta proliferativa de linfocitos T e B, bem com mobilizacdo
enzimatica e a atividade fagocitaria de neutrdéfilos

Os resultados demonstraram que o nimero de leasddiabela
2) aumentou nos peixes vacinados com a concentfzg@eriana de
1x1¢ UFC x mL* em relacdo aos demais tratamentos, sendo que o
mesmo ocorreu para os linfécitos (Tabela 3). Emdestrealizado por
Harikrishnan et al. (2003) com carpa comumCyprinus carpio)
inoculada intraperitonealmente corA. hydrophila, também foi
detectado aumento do nimero de leucécitos dos eiéeo 30° dia
apos infeccéo, apesar de néo ter sido vacinade [degodo, o numero
de eritrocitos e niveis de hemoblogina, hematdcrito glicose
diminuiram nos peixes infectados.

Outros estudos também observaram reducéo de @atrdsietros
em peixes infectados, como em ciclide&rdplus suratensis) com
sindrome de epizootia ulcerativa&ujo nimero de eritrocitos e
concentracdo de hemoglobina apresentou decrésdhathifatne &
Rajapakshe, 1998). Embora ndo tenha sido obserddei®enca no
numero de eritrécitos de tilapias infectadas cAmhydrophila, os
presentes resultados comprovaram seu aumento aqubEzacao Nnos
peixes que receberam a maior dose, comparados eaqueio
imunizados.

Segundo Hanegt al. (1992), a reducdo no numero de eritrécitos
e concentracdo de hemoblogina pode ser devidoraiamausada pela
bactéria. Diminuicdo no nuamero de eritrocitos, héo#o e
concentracdo de hemoglobina podem indicar que iéoitios foram
sendo destruidos pela atividade leucocitaria. Rtnodado, 0 aumento
do hematécrito pode ser resultado da deficiénciaoxdgénio (Kirk,
1974). No presente estudo, contudo, ndo foram wédas diferencas na
porcentagem de hematdécrito dos peixes dos tratasantes ou apds o
desafio, demonstrando que nesta situagéo estengiand ndo sofreram
influéncia significativa.

Estudando parametros hematoldgicos em tilapiadiddaa com
Enterococcus sp., Martinset al. (2008) observaram aumento no nimero
de trombdcitos, linfécitos e porcentagem de hem@tdcassim como
ocorreu com o numero de trombdcitos e linfocitostaeensaio.
Contudo, os niveis de glicose e numero de eritecitdo foram
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influenciados, o que foi sugerindo que o inoculbifsuficiente para
provocar alteracdo desses parametros ou da heresepo

Ap6s a imunizacdo das tildpias, o nimero de maosdibi
significativamente menor (p<0,05) nos peixes njetados (Tabela 3).
Sabe-se que o0s mondcitos tém atividade fagocitalém de
transformarem-se em macréfagos e migrarem paramifdlamatorio,
auxiliando no processo de defesa (Griffin, 1984)fa@® dos peixes
vacinados e injetados com salina terem mostradormdimero destas
células confirma sua atuag&o no sistema de defesegenismo.

Tabela 2 Concentracdo de glicose, percentual de hemaid@it
contagens totais de eritrocitos, trombdcitos edeitos no sangue de
tilapia do nilo, antes (6 dias apds imunizacao3le dpos o desafio com
Aeromonas hydrophila, em peixes ndo vacinados (controle); injetados
com 1 mL de solucdo salina estéril; vacinados cah®e com 1x18
UFC de bactérias inativadas x thlLetras distintas indicam diferenca
significativa pelo teste SNK de comparacao de nségig0,05).

Glicose Hematéc Eritrocito  Trombdcito Leucdcito

AmostragemTratamento (., a1y rito %) (ACFML)  (10%uL)  (109uL)
Controle 8562 1883 1,02 3520 18,19
+4588a +419a +030b #541a +1,50b
ApGs caing 7556 2478 125 46,66 21,80
imunizagao +55,00a +2,80a *0,14ab +1268a +5,65b
(Q”te?do bag 2191 2683 134 46,66 26,35
esafio) +2177b +2,80a +0,28ab +649a +520b
Lag@ 4281 2333 170 49,41 3472
+18,690b +493a +022a +104la +10,09a
controle. 9079 2219 116 18,13 17,46
+38,75a +2.82a +007a +1077b +958b
calina 5848 2225 112 2739 19,12
ApGS 0 +4425a +326a +008a +52lab +1,12b
desafio Lag 3417 2233 117 30,44 26,42
+2579b +2,04a +028a +884ab +328b
Lag 2105 2186 119 42,46 37,66

+17,24b ¥191a #0,12a #421a *42la
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Tabela 3 Contagem diferencial de leucécitos no sangueiléigia do
nilo, antes (6 dias apds imunizacdo) e 48h apdésesafid com
Aeromonas hydrophila, em peixes ndo vacinados (controle), injetados
com 1 mL de solucéo salina estéril; vacinados caei®e com 1x18
UFC de bactérias inativadas x thlLetras distintas indicam diferenca
significativa pelo teste SNK de comparacao de nségig0,05).

Basdfilo Neutréfilo Linfécito Mondcito

AmostragemTratamento (10°%L) (10°%uL) (10°%L) (10°%L)

Controle 0,58+0,55a 7,83+3,72a 9,51+446b 0,2730

Apos .
imunizacio Salina 0,26+0,13a 11,08+0,98 8,55+5,76 b 0,91+0,06 a
(Antesdo ;.90 033:013a 9,50+1,40a 14,21+3 171t660,88 a
desafio)
1x10° 0,47+0,20a 8,51+6,02a 22,63+1,0D#48+0,35 a
Controle 0,27+0,39a 6,92+4,38a 10,11+5,16,68+0,07 a
Apos o Salina 0,05+0,08a 10,62+1,88 8,44+2,93 b 0,00+0,00 a
desafio

1x10* 0,00+0,00 a 9,36%6,39 a 10,89+4,3D9+0,25 a

1x1¢? 0,17+0,16 a 9,9948,78 a 20,28+2,7A#8+1,07 a

A concentracdo de glicose plasméatica pode aumenotacurtos
periodos a fim de suprir a maior demanda energéticasituacdes de
estresse (Barton, 2000). Contudo, resultados dsepte estudo
demonstraram que os niveis de glicose ndo foraeradits apos a
infeccdo, sendo menores nos peixes vacinados cdoasaes doses
(Tabela 2). Por outro lado, em estudo realizado campas comuns
infectadas e tratadas com extrato herbal, obsesgomlevacdo nos
niveis de glicose no 30° dia, os quais ficaramiptég aos valores para
0s peixes nao infectados (Harikrishrehal. 2003).

Titulo de aglutinacao

No presente estudo, a maior dose da vacina {1KFIC de
bactérias inativadas x rifl. foi capaz de estimular o titulo de
aglutinacdo dos peixesfa hydrophila, P. aeruginosa e E. durans apds
imunizacédo e desafio cof hydrophila (Tabela 4)O aumento do titulo
de aglutinagdo apds imunizacdo em peixes tambémefaiada por
outros autores. Estudando a eficiéncia de vacinag@éio Seriola
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quinqueradiata contra Photobacterium damsela, Gravningenet al.
(2008) detectaram aumento nos niveis de anticaghginantes contra
a bactéria testada de trés a quatro semanas apdmizacédo, além da
elevacgéo da atividade fagocitaria e producéo denérsuperéxido pelos
leucécitos apds 36 e 66 dias de imunizacgao.

Ruangparet al. (1986), ap0s vacinagao intraperitoneal de tilapia
contra A. hydrophila, observaram que até duas semanas apds a
vacinacao os peixes apresentaram maiores niveitkeao e titulos de
anticorpos que aqueles néo vacinados, corroboran@tesente ensaio.
Swainet al. (2007), por sua vez, detectaram resposta deogmbie em
ciprinideo (abeo rohita) imunizado com vacina poli ou monovalente,
apresentando pico nos titulos de aglutinacdo amésnéinas. Os titulos
variaram conforme a bactéria testada, resultadbéamconfirmado no
presente estudo.

Tabela 4 - Atividade aglutinanteldg, (x+1)) do soro sanguineo de
tilapia do Nilo contraderomonas hydrophila, Pseudomonas aeruginosa

e Enterococcus durans antes (6 dias apOs imunizacdo) e 48h apds a
infeccdo comA. hydrophila, nos peixes ndo vacinados (controle);
injetados com 1 mL de solucdo salina estéril; s com 1x1be

com 1x18 UFC de bactérias inativadas x thiLetras distintas indicam
diferenca significativa pelo teste SNK de compavagie médias
(p<0,05).

Aglutinacéo
Amostragem TratamentOae omonas Pseudomonas  Enterococcus
hydrophila  aeruginosa durans

Controle 2,64#0,92b  0,00:00b  3,51#1,39 b
Apos imunizaggo  SAMA 2892049 0,00:00b  357£179b
(Antes do desafio) 4,14 3174055 000:00b  505£0,97 b

1x1¢? 8,34+0,58 a 5,38%+1,12a 7,01+0,99 a

Controle 2,08+0,43c¢ 0,53+0,92 b 4,73+0,55 b
Salina  3,23+1,57 bc 0,77£1,34 b 4,09+0,00 b
Ap6bs o desafio
1x10 4,73+t0,55b 1,83+0,43 b 4,41+0,55 b

1x1¢  11,33#0,58 a 6,04#0,57 a 6,68+0,57 a
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Atividade antimicrobiana

Em todos os tratamentos, o soro sanguineo dos speifie
apresentou atividade antimicrobiana significatieatra A. hydrophila,
P. aeruginosa e E. durans, antes ou apés o desafio (Tabela 5). Com
relacdo &E. cali, os animais ndo infectados, imunizados com a dese
1x1 UFC x mL! e nado injetados apresentaram maior atividade
antimicrobiana do que os injetados com salina énados com 1x1D
UFC x mL™.

Tabela 5 -Atividade antimicrobianaldgg, (x+1)) do soro sanguineo de
tilapia do nilo contraderomonas hydrophila, Pseudomonas aeruginosa,
Enterococcus. durans e Escherichia coli, antes (6 dias apds imunizacao)
e 48h apoés a infeccdo cof hydrophila, nos peixes ndo vacinados
(controle); injetados com 1 mL de solucao salirtérdsvacinados com
1x10" e com 1x18 UFC de bactérias inativadas x tlLetras distintas
indicam diferenca significativa pelo teste SNK demparacdo de
médias (p<0,05).

Antimicrobiano

Amostragemiratamento ze monas Pseudomonas Enterococcus  Escherichia
hydrophila aeruginosa durans coli

Controle 0,00£0,0a 5,34+4,73a 0,00+0,00a 5,0823,

Apobs .
imunizacgo Salina  0,00:00a 000:000a 183:164a 155:,34
(Antesdo 4 10 000£0,0a 4.12+1.65a 0,00:0,00a 0,00£0,00 b
desafio)
1x1®  0,00:0,0a 7,35+2,06a 0,00£0,00a 4,73+0,55 a
Controle  0,00#0,0 a 6,01+6,55a 2,67+4.62a 4, 7R4,
pposo  Salina 000:00a 201:348a 000:000a 505:8,97
desafio

1x10*  0,77+1,34a 3,06£3,01a 0,77+1,34a 0,00+0,00b

1x1¢ 0,00+0,0a 5,70x0,56a 1,06%x1,83a 2,42+2,14ab

A partir dos resultados obtidos, pode-se suporAginydrophila,
P. aeruginosa e E. durans ndo sejam sensiveis aos compostos
antimicrobianos presentes no soro apds 24h de agéioh necessitando-
se talvez de um aprimoramento na metodologia deecidd da atividade
guanto ao tempo de incubacao das microplacas. Qipibtese € que a
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producdo destes compostos seja realmente inexmesdsEnte as
bactérias utilizadas nas condicfes testadas.

Por outro lado, o soro dos peixes inibiu o cresnimeleE. coli,
gue apesar de ndo ter sido incluida na vacinanéiderada bactéria
padrdo para testes de atividade antimicrobiana ddeva maior
sensibilidade as substancias microbicidas. Parximo§ estudos,
sugere-se testar a eficiéncia da vacinacdo avaksedmais analises
imunoldgicas, como atividade fagocitaria (Ellis, 929 Martinset al.,
2008), da lisozima (Saurabh & Sahoo, 2008) e diieado de
anticorpos (Linet al., 2006). Segundo Saurabh & Sahoo (2008), a
imunizacdo de peixes com antigenos incrementdubsstide lisozima e
anticorpos, estando altamente correlacionados.

As andlises realizadas no presente ensaio demamstrpe apos
0 desafio, os peixes ndo injetados e injetados solcdo salina
apresentaram maiores valores para atividade antibiéma frente &.
coli,, seguidos dos vacinados com 1&10FC x mL! (Tabela 5). A
reducdo da inibicdo bacteriana dos peixes vacinabssrvada ndo era
esperada, jA que outros trabalhos demonstraramtimulegdo da
atividade antimicrobiana em tilapias vacinadasvésdt al., 2008).
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Conclusbes

A vacina polivalente na concentracdo de $a8C x mL* foi
capaz de estimular, apds seis dias, a producacitdicicos e células
responsaveis pela defesa da tilapia (leucécitasstalém de mondcitos
e linfocitos), importantes no processo imunolégespecifico e néo
especifico.

Este estudo mostrou que apos seis dias da imupizat@mbém
dois dias ap6s o desafio, a vacina polivalenteomeentracéo de 1x10
UFC x mi*reduziu os niveis de glicose do sangue dos peb&isados,
concluindo que estes estavam mais preparados phiemtar estresses,
intrinsecos e/ou extrinsecos.

O aumento da aglutinacdo do soro das tilapias aoAtr
hydrophila, P. aeruginosa e E. durans foi observada no tratamento de
1x1¢ UFC x mL! logo apés a imunizacdo dos peixes, mantendo-se
significativo neste grupo também apds o desafitradn hydrophila.
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CONSIDERACOES FINAIS

Mais estudos aplicados na &rea s&0 necessarios para

esclarecimento da estimulacdo do sistema de dedsspeixes por meio
de vacinacado, assim como a realizacdo de analim@soldgicas mais
especificas para avaliacdo da eficiéncia da pré@@na, como, por
exemplo, a deteccdo de anticorpos especificosd&staom vacinas
polivalentes também devem ser conduzidos por pesiathis longos e
com mais de uma dose, assim como a verificacdmapartamento e
da mortalidade dos animais, a fim de otimizar ogpachunoldgico dos
peixes frente as infec¢des bacterianas.
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