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DESENVOLVIMENTO E PADRONIZACAO DE UM
ELISA INDIRETO PARA DIAGNOSTICO DE Streptococcus agalactiae
EM TILAPIAS DO NILO (Oreochromis niloticus)

RESUMO: O presente trabalho teve como objetivo padronizar um Ensaio
Imunoenzimatico Indireto (ELISA) para o diagnodstico da estreptococose em
Tilapia-do-Nilo, utilizando como antigeno a linhagem S. agalactiae. O
experimento foi conduzido no Laboratdério de Doencas Infecciosas localizado no
Hospital Universitario de Medicina Veterinaria da Universidade Federal do
Reconcavo da Bahia. Foram coletados 124 peixes da piscicultura Bahia Pesca
com peso médio de 80g, os quais passaram por um periodo de 20 dias de
aclimatacado em tanques de 500 litros, divididos em dois grupos com 62 animais
em cada. O antigeno foi produzido a partir da linhagem de Streptococcus
agalactiae sp. disponibilizada pelo Laboratorio de Doencas Infecciosas da
Universidade Federal do Recdncavo da Bahia. Os animais do grupo infectado
(G.l.) foram inoculados com a concentragdo de 1,0 x 108 UFC/mL de
Streptococcus agalactiae sp. por via intraperitoneal e subcutanea 0,1 mL, ja os
animais do grupo controle (G.C) foram inoculados com 0,1mL solucéo salina a
0,9% estéril. Durante o experimento 46 animais vieram a 0Obito, sendo assim,
foram utilizadas 78 amostras no total, destas 33 foram soro negativo e 45 soro
positivo. O Ensaio Imunoenzimatico obteve sensibilidade de 100% e
especificidade 76%, com éxito maior na sensibilidade, apresentando o ELISA
como um importante método na detec¢do de animais que tiveram contato com
o Streptococcus agalactiae.

Palavras-chave: ELISA: Peixe; Imunodiagndstico



DESENVOLVIMENTO E PADRONIZACAO DE UM
ELISA INDIRETO PARA DIAGNOSTICO DE Streptococcus agalactiae
EM TILAPIAS DO NILO (Oreochromis niloticus)

ABSTRACT: This study aimed to gage a n enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA) for diagnosis of streptococcosis in nile tilapia, using
Streptococcus agalactiae strain as antigen. The investigation was carried out in
the Laboratory of Infection Disease at Universidade Federal do Recéncavo da
Bahia. A total of 124 fishes from Bahia Pesca with average bodyweight of 80 g
were acclimated in a reservoir of 500 litris for 20 d and placed in two groups of
62 animals each. The antigen was produced from S. agalactiae strain in the
Laboratory of Infection Disease at Universidade Federal do Recbncavo da
Bahia. The animals from infected group (IG) were inoculated with 108 CFU/mL
of S. agalactiae via intraperitoneal and subcutaneous route (0.1 mL). The
control group (CG) was inoculated with 0.1 mL of sterile saline solution. During
the experiment 46 animals came to death. The experiment evaluated 78
samples, from which 45 samples were positive. The ELISA showed 100% of
sensibility and 76% of specificity. These results suggest that ELISA method is
an important tool to detect streptococcosis in nile tilapia.

Keywords: ELISA; Fish; Immunodiagnostic
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1 INTRODUCAO

s

A aquicultura é praticada pelo ser humano ha milhares de anos. Existem
registros de que os chineses ja tinham conhecimentos sobre essas técnicas ha
muitos séculos e de que o0s egipcios criavam a tilapia ha cerca de quatro mil
anos (CAMARGO, 2005). Segundo dados de levantamento da Food and
Agriculture Organization (FAO, 2012) a aquicultura € o setor da agropecuaria
brasileira que mais cresceu nos ultimos anos sendo que a piscicultura destaca-
se como umas das principais especialidades dentro desta atividade.

A tilapia estd entre os peixes mais cultivados em todo o mundo, com
perspectiva de se tornar um dos produtos aquicolas de comércio internacional
mais importante do século XXI (DALTON et al., 2005). Fatores importantes nas
caracteristicas zootécnicas como rusticidade, qualidade da carne, facil
adaptacdo sao fundamentais para esse desenvolvimento na produgdo t&o
expressivo aléem de um amplo conhecimento de sua fisiologia bem como
evolucdo da tecnologia de criacao (FITZSIMMONS, 2000).

O sistema de cultivo intensivo, muito utilizado na producdo de tilpias, é
caracterizado pela alta quantidade de animais em um pequeno espaco, € Como
consequéncia maior estresse e menor qualidade da agua, o que torna os
animais mais susceptiveis a contaminacdo bacteriana. Dentre inumeras
patologias que podem acometer tilapias em criagdo intensiva destaca-se a
septicemia por Streptococcus spp., sendo a espécie Streptococcus agalactiae
uma das mais importantes (SHOEMAKER et al., 1997; PLUMB, 1997,
FIGUEIREDO e LEAL, 2008).

Medidas relacionadas ao manejo, alimentagdo, utilizagdo de antibioticos e
outros produtos sdo utilizadas na tentativa de controlar a estreptococose que é
caracterizada por ser um complexo de doencas similares causadas por
diferentes géneros e espécies de bactérias cuja S. agalactiae é a espécie mais
isolada no Brasil (TORANZO et al.,, 2005; SALVADOR et al., 2003, 2005;
FIGUEIREDO et al., 2006).

No entanto, na tentativa de controlar essa doencga, muitos produtos quimicos e
antibioticos sado utilizados indiscriminadamente podendo causar sérios

problemas ambientais e principalmente selecionar cepas cada vez mais
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resistentes causando um risco ao consumidor e consequentemente a salde
publica (GRISEZ e OLLEVIER, 1995; SWAIN et al., 2002).

Atualmente a vacinacdo tem-se tornado importante ferramenta para a
prevencdo e controle de doencas infecciosas na aquicultura oferecendo
diversos beneficios principalmente econdémicos (HASTEIN et. al, 2005;
DUMRONGPHOL et al.,, 2009). Os peixes podem ser imunizados pela via
intraperitoneal, oral e por banho de imersdo sendo que cada um desses
meétodos apresentam pontos positivos e negativos quando relacionados com o
nivel de protecéo, efeitos colaterais, praticidade e custo-beneficio (GOMES et.
al, 2006).

A primeira vacina de S. agalactiae inativado para tilapias, Aquavac® STREP
As, foi aprovada em 2011 no Brasil e € indicada na imunizacao ativa de tilapias
para reduzir a mortalidade e a doenca decorrente da estreptococose causada
por Streptococcus agalactiae. A aplicacdo deve ser por via intraperitoneal e a
dosagem recomendada ¢é de 0,05mL por peixe (MSD SAUDE ANIMAL, 2015).
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2- OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Padronizar um ensaio imunoenzimatico indireto a partir de fragcdes antigénicas
de Streptoccocus agalactiae, avaliando o desempenho do mesmo frente a

amostras de soro de tilapias infectados e nao infectados.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Produzir as fragcbes antigénicas a partir de uma cepa de Streptoccocus
agalactiae fornecida pelo Laboratério de Doencgas Infecciosas da Universidade
Federal do Recdncavo da Bahia (LDI).

Identificar e acompanhar em diferentes tanques animais infectados e nao
infectados com uma cepa da referida bactéria.

Avaliar desempenho de especificidade e sensibilidade do ensaio

imunoenzimatico indireto em estudo.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 RELEVANCIA DA PISCICULTURA

A piscicultura no Brasil possui uma importancia fundamental para prover
alimento necessario ndo apenas para a sua populacdo local, mas para
exportacao para paises onde a producéo é insuficiente e/ou inexistente. Dados
do Ministério da Aquicultura e da Pesca - MPA (2012) dao destaque para a
producao brasileira de tilapia, que apenas no ano de 2010, foi responsavel por
quase 40% de todo o pescado produzido no Pais. Apesar do aumento da
producdo brasileira de pescado, o pais foi responsavel por apenas 0,86 % da
producdo mundial no ano de 2009, ocupando assim o 18° lugar no ranking
mundial, com 1.264.765 toneladas de pescado.

Porém, é importante ressaltar que embora com uma produ¢do modesta quando
comparada com outros paises, o Brasil apresentou nos ultimos anos um
aumento na producdo de pescados, provenientes da piscicultura, muito
superior a outras criacdes ja consolidadas no pais. Segundo dados do MPA
(2012), a atividade teve um crescimento entre os anos de 2007 e 2009 de 60,2
%. O mesmo 6rgao também informa que, em conjunto, a aquicultura teve um
crescimento de 43,8 % entre os anos de 2007 e 2009, sendo a aquicultura a
atividade que mais cresceu no mercado nacional de carnes no periodo.

Dados da FAO (2009) indicam que a piscicultura contribui atualmente com
aproximadamente 50 % de todo o pescado consumido no mundo, por conta do
aumento da populacdo mundial e da mudanca dos seus habitos alimentares.

A tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) é a espécie de peixe que possui maior
producdo e importancia na aquicultura nacional. Ela é proveniente da Africa e
possui caracteristicas como rusticidade, grande adaptacéo a diferentes tipos de
ambientes e sistemas de producdo, é resistente a enfermidades, suporta
variacdes de temperatura e baixos niveis de oxigénio dissolvidos na agua, se
reproduz facilmente e tem rapido crescimento além de baixo custo de
producdo. Atualmente destaca-se por apresentar uma carne de excelente

qualidade nutricional com elevado valor proteico (RODRIGUES, 2007).
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Um dos principais entraves para a expansdo da tilapicultura no Brasil € a
ocorréncia de surtos de doencgas infecciosas, sendo a bactéria Streptococcus

agalactiae a de maior prevaléncia no pais (PEREIRA et al., 2010).

3.2 EPIDEMIOLOGIA

O Streptococcus agalactiae é uma bactéria cosmopolita amplamente distribuida
nos sistemas aquaticos e provoca surtos infecciosos que podem ocasionar
altas taxas de mortalidade na piscicultura podendo alcancar taxas de até 90%
na idade pré-comercializagdo (EVANS, 2002; SALVADOR et al.,, 2005;
SHOEMAKER, 2006; ABUSELIANA et al., 2010).

Sao bactérias oportunistas e podem sobreviver em condicdes ambientais
desfavoraveis. A ma qualidade da &gua, manejo inadequado e grande
guantidade de matéria organica, além de aumentar a susceptibilidade dos
peixes a infec¢des, sdo condi¢cbes favoraveis para a proliferacdo das bactérias
e faciltam a instalacdo de surtos nos animais (BUNCH et al., 1997;
SALVADOR et al., 2003).

Fontes importantes de infeccdo sao os peixes doentes e mortos. Estes sao
primordiais em grandes surtos da enfermidade uma vez que em um mesmo
ambiente aquatico coabitam outras espécies, inclusive predadores de peixes
doentes e mortos o que intensifica a contaminacdo (MINAMI et al., 1979;
ZLOTKIN et al., 1998; CLARK et al., 2000).

3.3 ESTREPTOCOCOS EM PEIXES

A estreptococose é uma das principais doencas que acometem o cultivo de
peixes em todo o mundo e suas consequéncias relacionam-se a um elevado
prejuizo econémico para o setor. Ela é caracterizada como sendo um grupo de

bactérias formado por diferentes géneros e espécies capazes de lesionar o
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sistema nervoso central. Neste grupo incluem-se Streptococcus parauberis, S.
iniae, S. agactiae dentre outras (TORANZO et al., 2005; SALVADOR et al.,
2005; PARK et al., 2009).

Duas espécies tém sido descritas como 0s principais agentes etiolégicos
causadores de infeccOes nervosas em peixes: Streptococcus agalactiae e
Streptococcus iniae. Infec¢des por S. agalactiae sao relatadas em animais e
nos homens desde o século passado, porém os achados na piscicultura sdo
considerados recentes (MAIONE et al., 2005). No Brasil, os primeiros relatos
de infeccdes em peixes foram descritos por Salvador et al. (2005) e Figueiredo
et al. (2006). Fatores como qualidade de agua, mudanca brusca de
temperatura, excesso de amonia, alcalinidade, transparéncia, dureza e alta
densidade de estocagem sao primordiais para o0 aumento da susceptibilidade
dos peixes uma vez que propiciam o0 estresse dos animais diminuindo a
imunidade (BUNCH et al., 1997; SALVADOR et al., 2003; PANISK et al.,2005).
Em trabalho descrito por Bunch et al. (1997) observou-se que em criacbes de
tilapia do Nilo as espécies de Streptococos variavam de acordo com 0 aumento
ou diminuicdo de temperatura da agua.

A streptococcus agalactie pertence ao grupo B de Lancefield cujas células sao
esféricas ou ovoides, Gram-positivas, catalase-negativas e se apresentam aos
pares ou em cadeias. Elas sdo imoveis, ndo esporuladas e anaerdbias
facultativas. Além disso, obtém energia por meio da fermentacdo de
carboidratos como a glicose, que resulta na maior parte em acido latico
(HARDIE et. al., 1997; KILLIAN, 1998; EVANS et al., 2002).

As primeiras classificagfes constavam basicamente na atividade hemolitica e
nas reacOes sorolégicas com anticorpos de Lancefield. Com o tempo
classificou-se 0s estreptococos com base nas caracteristicas antigénicas do
carboidrato C da parede celular e entdo passou-se a diferenciar o estreptococo
hemolitico bovino, através de sorologia, classificando-o no grupo b. Atualmente
a S. agalactiae encontra-se no subgrupo “piogénico” que também inclui outras
espécies exemplo S. pyogenes (LANCEFIELD, 1933; SHERMAM, 1937;
KAWAMURA et al., 1995).
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A espécie S. agalactiae possui dez sorotipos classificados na composi¢cao do
polissacarideo capsular sendo que os sorotipos la e Ib sdo encontrados em
peixes (VANDAME et al., 1997; GARCIA et al., 2008). Vandamme et al. (1997)
e Berridge et al. (2001) observaram que a espécie streptococcus difficile, que
também pode ser encontrada com menor frequéncia em criagcdes intensivas,
apresentava o antigeno capsular Ib e proteina celular indistinguivel do S.
agalactiae além de significativa homologia na sequéncia de acidos nucléicos,
identificando-se uma semelhanca entre essas duas espécies.

Tilapias foram desafiadas experimentalmente com inéculo de 0,1 mL de 10°
UFC mL* de S. agalactiae pela via intraperitoneal (i.p.) e observou-se que 0s
primeiros sinais clinicos surgiram no terceiro dia ap6s a inoculagdo com
anorexia, desorientagdo e natagdo erratica. Sintomas como exoftalmia,
opacidade de coOrnea, escurecimento da pele, esplenomegalia e opacidade
epicardial também puderam ser encontrados em alguns animais a partir do
terceiro dia (FILHO et al., 2009).

De acordo com Filho et al. (2009) no exame histopatolégico o encéfalo, as
meninges de telencéfalo e o cerebelo apresentavam infiltrado de macrofagos e
linfocitos, além de casos de hemorragia e leve infiltrado de eosinofilos. Lesdes
como epicardites que apresentavam infiltrados de macréfagos e linfocitos
também foram vistas com menor frequéncia. Enfim os olhos apresentavam
infiltrados de macréfagos e eosinofilos tanto no tecido coréide como no
periorbital, o que envolvia o nervo éptico e o musculo reto.

Acredita-se que a principal via de transmissdo de agentes patogénicos de
peixes seja a horizontal, principalmente diretamente quando h& o contato dos
animais saudaveis com o0s contaminados, inclusive com alimentos
contaminados (WONGSATHEIN, 2012).

O contato indireto atravées da agua contaminada em sistemas de criacédo
intensivo também é uma importante fonte de contaminacdo. A mucosa do
sistema respiratorio assim como receptores do sistema ocular demonstrou ser
susceptiveis de infecgcdo por S. iniae em peixes imersos em ambientes
desafiados (EVANS et al., 2000).

Outra fonte de transmissao € a oral devido ao canibalismo de animais mortos e

debilitados. No entanto, ainda sé&o poucas informacdes descritas por infec¢cdes
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em tilapia por S. agalactiae (WONGSATHEIN, 2012). Transmisséao vertical ndo
foi detectada por Hernandez et al. (2009) e Jiménez et al. (2011) uma vez que
ndo foi observado as bactérias nas larvas oriundas do peixes progenitores
infectados.

A fisiopatologia da infec¢do por S. agalactiae ndo esta totalmente esclarecida,
porém alguns estudos demonstram que as bactérias, quando instaladas,
causam necrose local, invadem e se multiplicam dentro de macréfagos que
atuam como veiculo para o S. agalactiae, permitindo a invasao e disseminacéo
pela corrente sanguinea para varios 6rgaos, incluindo-se a transposicdo da
barreira hematoencefalica, caracteristicas de septicemia (ELDAR et al., 1994;
NGUYEN et al., 2001; EVANS et al., 2002).

Os estreptococos patogénicos possuem varias caracteristicas predisponentes
para a infeccdo. Assim, aderéncia as superficies epiteliais, capacidade de
invasdo de epitélio e endotélio e injuria direta aos tecidos sédo algumas delas
(NIZET, 2002). Um fator de viruléncia importante € a invasdo através da
aderéncia das capsulas as superficies epiteliais. Outra caracteristica
fundamental, considerada a mais importante, é a capacidade de seus
polissacarideos inibirem a fagocitose por macréfagos e neutrofilos do
hospedeiro. Isso s6 acontece, pois 0 acido sidlico impede a deposi¢cdo do
componente C3b do sistema complemento, impedindo a fagocitose (NIZET,
2002; JARVA et al., 2003).

Os antigenos protéicos C, R e X, que juntamente com os polissacarideos
capsulares especificos podem ser requeridos para a viruléncia, sdo o0s
principais expressos por alguns sorotipos de estreptococos (FERRIERI, 1988).
Além disso, o alfa antigeno protege a bactéria contra a fagocitose na auséncia
de anticorpo especifico, assim como a capsula (HAUGE et al., 1996).

O “fator CAMP” é uma proteina secretada por estreptococos do grupo B que
interage com a beta- hemolisina secretada por Staphylococcus aureus e produz
sinergia e aumento da hemolise. Esta proteina é muito estudada nos
laboratorios de diagnostico uma vez que causa a morte de coelhos e ratos
apos a injecao, porém sua atuacdo na patogenia de infeccbes em peixes ainda
€ pouco elucidada (CHRISTIE et al., 1944; SKALKA et al. 1981; JURGENS et
al., 1987; LIU, 2004).
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Participacao de fatores genéticos do microrganismo e/ou fatores fisiologicos do
proprio hospedeiro geralmente favorecem a infeccdo sendo que podem
determinar a resisténcia ou suscetibilidade a doenca. A capacidade de unido
das respostas imune especificas e ndo especificas, sdo consequéncias da
predisposicdo do individuo a determinada doenca, podendo ser maior ou
menor, dependendo da sua resposta a agressao (CALICH et al., 1998).
Fendbmeno semelhante a resposta inflamatéria em mamiferos ocorre com
menor complexidade em peixes tele6steos como fagocitose por células
competentes, producdo de peptideos envolvidos no controle microbiano,
atividade de lisozimas, sistema complemento e outras proteinas sanguineas
(COLONNA et al., 2006).

A resposta imune adaptativa € iniciada em resposta a antigenos especificos,
sendo que ela pode ser direcionada para caracteristicas proprias do patdégeno
e geralmente elimina a infeccdo e protege o hospedeiro contra a reinfeccéo
(FEARON et al., 1996). Divide-se em resposta imune humoral e resposta imune
celular e envolve orgdos e tecidos linfoides, células apresentadoras de
antigeno, linfécitos T e B, imunoglobulinas e moléculas do sistema
complemento (ZAPATA et al., 1996; WATTS et al., 2001).

Reacdes mediadas pela produgdo de imunoglobulinas (lg) representam a
resposta imune celular. Estas imunoglobulinas sao constituidas por uma
molécula tetramérica similar a Imunoglobulina M de mamiferos, apds a
sensibilizacdo prévia (SCAPIGLIATI et al., 1999). Linfoécitos B produzem
principalmente a IgM que, por sua vez, reconhecem e neutralizam antigenos e
0s preparam para a eliminacdo atraves de diversos mecanismos efetores.
Entdo as imunoglobulinas unem-se aos antigenos sollveis e formam
complexos antigenos-anticorpo que serao eliminados pela fagocitose. (RUBIO-
GODOY, 2010).

A resposta imune humoral nos peixes ainda é pouco definida, porém relatos
demonstram a existéncia, mesmo que pouco desenvolvidas. De acordo com
Grimholt et al. (1993) e Aoyagi et al. (1999) existem genes ligados a expresséo
molécular de MHC de classe | em peixes, além disso evidenciou-se reacéo de

hipersensibilidade tardia a enxertos primérios e secundarios, demonstrando



20

que ocorre a ativacao de tipos celulares funcionalmente equivalentes as células
T de mamiferos.

As acgbes profilaticas podem ser estabelecidas de acordo com niveis de
prevencao, seja ela primaria ou secundéria. Na prevencdo primaria, as acoes
sdo aplicadas a etapa correspondente ao periodo pré-patogénico da doenca,
impedindo sua introducdo no ecossistema. Esta atuacdo € conhecida como
promoc¢do da saude, e inclui as a¢des inespecificas visando melhor qualidade
de vida. Ja a secundaria diz respeito ao insucesso do periodo pré-patogénico e
se dirigem a determinada doenca, por meio de vacinacdo ou utilizacdo de
medicamentos especificos (FORATTINI, 1992).

Seguindo a tendéncia de expansdo da atividade em todo mundo, o uso de
vacinas como método imunoprofilatico na aquicultura tem aumentado
significativamente. Porém a vacinologia em peixes é ainda uma area
prematura, tanto cientificamente como na capacidade de transferéncia de
tecnologia para as industrias. Os peixes podem ser imunizados por via
injetavel, preferencialmente por injecéo intra-peritonial (i.p.); por imersao, onde
0S animais sdo imersos em solucdo aquosa contendo os antigenos vacinais; ou
pela administracdo oral das vacinas. Esses métodos apresentam diferentes
vantagens e desvantagens quanto a eficiéncia da imunizagdo, praticidade,
efeitos colaterais e custo — beneficio (GUDDING et al., 1999). Métodos néao
injetaveis, como a imersao, permitem a imunizacdo de milhares de peixes em
um periodo reduzido de tempo (KLESIUS et al.,, 2004), contudo, grandes
quantidades de vacina sdo necessarias (VANDERBERG, 2004).

Vacinas vivas e inativadas sao o0s principais tipos utilizados. Diversas
metodologias séo utilizadas para o desenvolvimento dessas vacinas, porem
para a obtencdo de produtos eficientes a identificacdo dos principais fatores de
viruléncia dos microrganismos deve ser o ponto de partida. Esses sao
utilizados posteriormente como antigenos vacinais para a imunizacdo dos
animais. Porém apesar de tal premissa, a maioria das vacinas utilizadas na
aguicultura tem sido desenvolvidas de forma empirica, muitas vezes por
tentativa e erro. (GUDDING et al., 1999).

A utilizacdo de antibiéticos para o tratamento de infec¢cdes por Streptococcus

sp. ainda é um pouco controversa pois sabe-se que o patégeno pode
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sobreviver no interior de macrofagos onde muitas drogas antimicrobianas néo
os alcancam. Dessa forma os antibidticos podem eliminar os sinais clinicos,
mas ndo o0 agente. Somente a utilizagcdo de antibidticos ndo é eficiente,
devendo estar associada as praticas adequadas de manejo (SHOEMAKER et
al., 1997; NAKANISHI et al., 2002).

Para a prevencdo e o controle da estreptococose na aquicultura tem-se
associado manejo adequado, alimentacdo balanceada, uso de agentes
antimicrobianos, produtos quimicos e vacinagdo (KLESIUS et al., 2004). A
vacinacdo em aquicultura surge como alternativa ao uso de antibidticos e
outros produtos quimicos, na prevencao de infeccbes (ROMANO et al., 2003).
A utilizacdo indiscriminada de antibiéticos pode causar graves problemas para
0 ambiente, selecdo de cepas resistentes e presenca de residuos no produto
final, tudo isso ocasiona pouca aceitacdo dos consumidores a animais tratados
(SHOEMAKER et al., 1997; NAKANISHI et al., 2002)

3.4. VACINAS

As principais vacinas utilizadas na prevencéo de doencas bacterianas sdo as
constituidas por células inativadas por formalina. Elas apresentam diversos
aspectos desejaveis como producdo economicamente viavel, permite associar
diferentes antigenos e a protecédo é satisfatéria (DUMRONGPHOL et al., 2009).
De acordo com Gudding et al. (1999), a habilidade dos peixes em
desenvolverem imunidade contra determinado microrganismo depende da
idade do peixe, da temperatura da agua, do agente de imunizacdo e do método
de vacinacéao.

A via intraperitoneal, o0 banho de asperséo e a via oral sado as principais vias de
administracdo de vacinas em peixes e cada um deles apresenta vantagens e
desvantagens em relacéo ao nivel de protecéo, efeitos colaterais, praticidade e
custo-beneficio (GOMES et al., 2006).

O método mais confiavel e eficaz de aplicacdo de vacinas € o pela via intra-

peritoneal, porém essa via possui a desvantagem de ser muito estressante
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para o animal, ter um custo mais elevado, seguranca e maior tempo requeridos
para a administracdo da vacina e consequentemente o desenvolvimento da
imunidade. Além disso, vacinas injetaveis ndo sdo adequadas para peixes
jovens, pequenos e frageis (NAKANISHI et al., 1997).

Evans et al. (2004) avaliaram duas vacinas elaboradas com S. iniae e S.
agalactiae inativados, e inoculados via intra-celomatica (i.c.) em tilapias que
foram desafiadas com cepas homdlogas. Ap6s 14 dias a mortalidade foi de
15,0% no grupo vacinado e de 76,0% no controle. Ja Pretto-Giordano et al.
(2010) obtiveram resultados de 83,6 e 96,4% de porcentagem relativa de
sobrevivéncia em tilapias do Nilo imunizadas com vacinas inativadas contra S.
agalactiae em dose Unica e com reforco, respectivamente.

Embora seja necessario maior volume de vacina e a protecdo geralmente é
menos eficaz quando comparada com as vacinas injetaveis, a vacinagao por
banho de imersdo € uma pratica muito utilizada atualmente, principalmente
para peixes pequenos, uma vez que acaba sendo mais pratica e 0 custo um
pouco menor (NAKANISHI et al., 1997).

Em um trabalho realizado por EVANS et al. (2004) foram pesquisadas duas
vacinas elaboradas com S. iniae e S. agalactiae inativados (4,0 x 10° UFC/mL)
e concentrado de produtos extracelulares (ECP). Um grupo de 80 tilapias de
30,0g cada foi vacinado com S. agalactiae na concentracdo de 4,0 x 10°
UFC/mL, intraperitoneal (i.p) e desafiado com cepa homéloga, 1,5 x 10*
UFCl/peixe, i.p., 30 dias ap6s. Os peixes foram monitorados por 14 dias e a
mortalidade foi de 15,0% no grupo vacinado e de 76,0% no controle. Em outro
teste com a mesma vacina para avaliar a eficacia da vacina de S. agalactiae
aplicada por banho de imerséo foram utilizados dois grupos. Um grupo com 65
peixes de 5,09 foi desafiado com 3,6 x 10° UFC/peixe e 0 outro com 23 peixes
de 30,0g foi desafiado com 1,7 x 10° UFC/peixe, ambos por imersdo. Em um
grupo vacinado com S. iniae, i.p. e desafiado com S. agalactiae pela mesma
via, a mortalidade foi 100,0%, sugerindo nao existir imunidade cruzada entre S.
iniae e S. agalactiae. Os autores chegaram a conclusao que a vacina contra S.
agalactiae apresentou boa eficacia quando inoculada i.p. e a imerséao pode ser

considerada satisfatoria para vacinar peixes juvenis (EVANS et al., 2004).
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Em outro trabalho Pasnik et al. (2005) testaram a mesma vacina de S.
agalactiae utilizada por Evans et al. (2004) porém a vacina ficou estocada a
4°C durante um ano, antes da utilizacdo. Os animais pesavam em média 30 g e
o desafio com 1,0 x 10% UFC peixe i.p. foi realizado 31 dias apds a vacinac&o.
O RPS foi de 29%, demonstrando que a vacina conservada apresentou
diminuicdo de eficacia, quando comparada a utilizada imediatamente apos o
preparo.

No Brasil ja estad disponivel uma vacina comercial contra S. agalactiae em
peixes (MSD Saude Animal, 2015). Ela é inativada e administrada via i.c. na

dose de 0,05 mL/peixe, em animais de pelo menos 15 gramas.

3.5. DIAGNOSTICO

O diagnostico sugestivo de estreptococose é baseado na presenca de sinais
clinicos caracteristicos da doenca e na ocorréncia de cocos Gram-positivos no
cérebro, rim ou outros Orgaos internos. Para realizar o diagnostico definitivo
faz-se o isolamento e subsequente verificacdo das caracteristicas sorologicas
e/ou moleculares das bactérias (PAVANELLI et al., 2008).

3.5.1 DIAGNOSTICO SOROLOGICO

Estreptococos sdo bactérias exigentes em relacdo as suas necessidades
nutritivas. A maioria dos estreptococos patogénicos cresce bem, em meio
definido. Em meios solidos, as cepas de estreptococos produzem colbnias
translicidas, pequenas, delicadas e com aproximadamente 1 mm de diametro.
In6éculos maiores produzem crescimento confluente que € quase transparente.
A superficie de crescimento € lisa, brilhante e de contorno circular. As colonias
crescidas mais profundamente no agar sao lenticulares e as colonias crescidas

em meio fluido podem ser globulares e dificilmente visiveis a olho nu. Cepas
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que produzem cadeias longas geram sedimento no fundo do tubo. Amostras
capsuladas e amostras com cadeias curtas permanecem mais tempo em
suspensao (GOMES, 2013).

A maioria dos estreptococos cresce bem em aerobiose e anaerobiose, embora
poucas cepas se desenvolvam em condicdes de anaerobiose. Anaerdbios
estritos, sao nutricionalmente exigentes, requerem fontes ricas em carboidratos
e proteinas podendo se desenvolver em tecidos, trato intestinal de animais, no
leite, produtos de laticinios, material vegetal entre outros. Todos o0s
estreptococos crescem bem no leite e a maioria das amostras produz acido
lactico neste substrato (JONES, 1978).

Entre as bactérias aerdbias que nédo sintetizam citocromo, 0s estreptococos
sdo unicos incapazes de produzir fosforilacdo oxidativa por meio da cadeia de
transporte de elétrons através do sistema citocromo. Os estreptococos Sao
catalase negativos e fermentam acucares até o acido D-latico. A temperatura
ideal de crescimento varia de -10°C a 45°C (GOMES, 2013).

3.5.2 DIAGNOSTICO MOLECULAR

As técnicas de biologia molecular permitiram um significativo desenvolvimento
na eficiéncia e qualidade do diagnostico de enfermidades de peixes,
principalmente para doencas causadas por virus e bactérias de dificil
isolamento e cultivo em laboratério. As primeiras técnicas de hibridizacdo
baseavam-se na comparacdo de por¢cbes do genoma dos microrganismos.
Porém, na década de 80 foi desenvolvida a reacdo em cadeia da polimerase
(PCR). Essa técnica permite a clonagem "in vitro" de segmentos especificos do
DNA patégenos, detectados por meio de pequenas sondas chamadas de
primers. Esses se ligam a sequéncias especificas e sdo reconhecidos pela
enzima DNA polimerase que inicia a producdo de uma sequéncia
complementar a fita molde. Na sequéncia os produtos s&o visualizados por
eletroforese em gel de agarose (FIGUEIREDO et al., 2008).
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De acordo com Figueiredo et al. (2008), devido a especificidade dos primers e
agilidade a PCR é ferramenta molecular mais utilizada para o diagndéstico de
doengcas em animais, seres humanos e plantas. Outra aplicagdo importante
dessa técnica e para a deteccdo de genes de viruléncia nos isolados,
permitindo inferéncia sobre a patogenicidade das diferentes amostras.

Diversas técnicas moleculares tém sido utilizadas para a caracterizacao
molecular de S. agalactiae principalmente a eletroforese em campo pulsado
(PFGE) e o sistema de tipificacdo de multi 16cus (MLST). A PFGE requer a
utilizacdo de uma Unica enzima de restricdo que possua sitio pouco frequente
no DNA, o que resulta em um numero reduzido de fragmentos grandes,
facilitando sua visualizacdo, e tem boa reprodutibilidade. Portanto, os perfis
eletroforéticos obtidos para as diferentes cepas sdo mais facilmente
comparados em relacdo aos obtidos com técnicas de eletroforese
convencionais (FASOLA et al., 1993).

J& técnica de MLST baseia-se na amplificacdo e sequenciamento de no
minimo trés genes conservados, 0 que permite realizar inferéncias sobre

proximidade evolutiva dos diferentes isolados (MARTINS et al., 2007).

3.6. ENSAIO IMUNOENZIMATICO INDIRETO (ELISA)

Dentre as diversas técnicas moleculares utilizadas para a caracterizagcdo
molecular de S. agalactiae, a técnica de ELISA pode ser utilizada no
diagnéstico indireto da enfermidade, demonstrando a presenca de anticorpos.
O teste nao distingue entre resposta a vacina e a infeccdo, mas a magnitude
dos titulos de anticorpos permite essa diferenciagdo. Os soros s&o
classificados como negativo (sem anticorpos), fraco positivo (baixo nivel de
anticorpos), positivo moderado, positivo forte, e positivo muito forte.
Recentemente a proteina M recombinante produzida no Centro de
Biotecnologia da Universidade Federal de Pelotas, RS, foi utilizada como
antigeno em reacgdes de ELISA com resultados promissores na identificagdo do
S. equi (MORAES et al., 2007).
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Existem varios modelos de testes de ELISA; em sua forma mais simples,
chamada ELISA indireto, um antigeno aderido a um suporte sélido (placa de
ELISA) é preparado; a seguir coloca-se sobre este 0s soros em teste (ex. soro
animal), na busca de anticorpos contra o antigeno. Se houver anticorpos no
soro em teste ocorrera a formacdo da ligagcdo antigeno-anticorpo, que
posteriormente € detectada pela adicdo de um segundo anticorpo dirigido
contra imunoglobulinas da espécie onde se busca detectar os anticorpos
(animal, no caso), a qual é ligada a peroxidase. Este anticorpo anti-IgG, ligado
a enzima denomina-se conjugado. Ao adicionar-se o0 substrato apropriado para
a enzima (isto €, H,O, dissolvida em uma substancia quimica que da uma
reacdo colorida quando H,O, é desdobrada). Os orificios onde ocorreram as
reagfes antigeno-anticorpo apresentam uma coloracdo varidvel dependendo
do substrato (MOLINARO et. Al., 2009).
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PADRONIZACAO DE TESTE DE ELISA PARA O DIAGNOSTICOBD
streptococcus agalactiae EM TILAPIA DO NILO (OREOREMIS NILOTICUS)

ELISA TEST FOR STANDARDIZATION streptococcus agalae DIAGNOSIS IN
NILE TILAPIA (OREOCHROMIS NILOTICUS)
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Resumo

As enfermidades associadas$toeptococcus agalactidém gerado muitos surtos nas
producdes de Tilapia-do-Nilo em todo mundo, o e la altos indices de mortalidade
na producdo e transtornos aos produtores. Essesigmossérias dificuldades com o
tratamento, com isso coloca-se em risco a saudeodsumidor. As vacinas tém se
tornado uma importante alternativa no controle @v@mcdo da estreptococose, pois
estimulam o sistema imune do animal, que conseg@sponder melhor a acado do
patogeno, adquirindo resisténcia. O ensaio imunogiico ELISA auxilia na deteccéo
de animais portadores e identificam quais apresemésposta vacinal ao agente. O
presente trabalho teve como objetivo padronizaramsaio Imunoenzimatico Indireto
(ELISA) para o diagnostico da estreptococose empiktdo-Nilo, utilizando como
antigeno a linhager®. agalactiae No experimento foram utilizadas 78 amostras no
total, destas 33 foram soro negativo e 45 sorotiposi O Ensaio Imunoenzimatico
obteve sensibilidade de 100% e especificidade ©8#b, éxito maior na sensibilidade,
apresentando o ELISA como um importante método et@cddo de animais que

sofreram contato com$treptococcus agalactiae

Palavras-chavesTilapia do Nilo;Streptococcus agalactia&LISA
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Abstract

The diseases associated with Streptococcus agaldtaive generated many outbreaks
in the production of Nile tilapia worldwide whictedds to high mortality rates in
production and inconvenience to producers. These Ilsarious difficulties with the
treatment, it puts at risk the health of consumeexcines have become an important
alternative for the control and prevention of gsieocose, they stimulate the immune
system of the animal, who can best respond to gath@ction, acquiring resistance.
The enzyme-linked immunosorbent assay ELISA helpsnals detect and identify
carriers which have vaccine response to the agddms. study aimed to standardize a
immunoenzymatic assay Indirect (ELISA) for the diagis of estreptococose in Nile
tilapia using as antigen S. agalactiae strainhénexperiment were used 78 samples in
total, these 33 were negative and 45 positive sesaimam. The immunosorbent assay
had a sensitivity of 100% and specificity 76%, $@rng/ is most successful in
presenting the ELISA as an important method fordagection of animals undergoing
contact with Streptococcus agalactiae.

Keywords: Tilapia Nile; Streptococcus agalactigeELISA
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Introducao

O nome Tilapia faz parte da familia de peixes @&xs originarios do continente
africano. A espéci®©reochromis niloticuxonhecida popularmente por Tilapia-do-Nilo
€ a mais utilizada na aquicultura devido ao seudtencial e rusticidade, podendo ser
aproveitada nos diversos sistemas de produgadanfroduzida no Brasil na década de
70 e consagrou-se como uma das espécies de peiass aultivadas no pais
(BOSCOLO et al ., 2001).
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Dentre as enfermidades de origem bacteriana quaedem as Tilapias criadas
em sistema de producdo destacam-se as infec¢cdes Spreptococcus ssp.,
Flavobacterium columnare Aeromonas sp Pseudomonas sp.Vibrio sp e
Edwardsiellasp. Dessas bactérias os estreptococos sédo ca@usidaromo um patdégeno
emergente, identificado com o responsavel por dEvaprejuizos a tilapicultura
nacional (SALVADOR 2008). A estreptococose podesaauima doenca sistémica com
disseminagéo no cérebro, levando a encefalitec@atarratica, anorexia, exolfitalmia,
opacificidade da cornea, coloracdo escura do cohgmorragia difusa na pele,
distenséo abdominal e ulceracéo na epiderme (MARSIU& al., 2015).

Uma alternativa para o controle de bacterioses sedplicacdo de antibioticos,
porém o0 uso destes selecionaria bactérias resstentinduziria a acumulagcdo no
ambiente e na carne dos peixes. Com iSs0 as vastas se tornando uma alternativa,
e constitui preparacoes de antigenos derivados rganismos patogénicos que
estimulam o sistema imune de animais aumentandesisténcia a doenca (TIZARD,
2002).

O ELISA tem sido empregado como um método segurefi@az para o
diagndstico sorologico precoce em humanos e anif@NTURIO et al.,, 2001;
VANITTANAKOM et al, 2004). Devido esta técnica apresentar um akel rde
sensibilidade, reprodutibilidade além de permititomacao, tornou-se um método de
eleicdo para exame de um grande numero de amaoAtrigenica de ELISA indireto
ocorre quando o antigeno é adsorvido a placa, apesagem, adiciona-se o soro que
supostamente contem anticorpos especificos aceantiga reacdo. Depois do periodo
de incubacdo e lavagem, colocam-se anticorposramtoglobulinas marcados com a
enzima.

Depois da nova incubacéo e lavagem adiciona o rsiibsO desenvolvimento
da cor mostra a presenca do anticorpo no soro-gimeable a variacdo de cor esta
relacionada & quantidade de anticorpo presentesnoo(CALICH et al., 2009). Dentre
as vantagens do ELISA estdo a estabilidade, o pequelume de reagentes e 0s
resultados de natureza quantitativa, possibilitzandépida execucdo diagndstica. Além
de apresentar baixo nivel de risco bioldgico, pddgambém ser utilizado para estudos
epidemiolégicos (SOARES et al.,2015). O objetivo tlabalho limitou-se a
acompanhar os parametros hematolégicos e a respostaral de Tilapias-do-Nilo
(Oreochromis niloticus inoculados com diferentes doses de vacina coalecontra
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Streptococcus agalactia@lém de produzir um antigeno a partir de linhagdesS.

agalactiaepara utilizacdo em teste diagndstico.
2. Materiais e Método
2.1. Delineamento experimental

O experimento foi realizado no Laboratério de D@snipfecciosas localizado
no Hospital Veterinario da Universidade Federal Rieconcavo da Bahia. Foram
coletados 124 peixes oriundos da pisicultura B&eaisca, com peso médio de 80g, os
quais passaram por um periodo de 20 dias de aafg@mem tanques de 500 L e foram
divididos em dois grupos com 62 animais em cadagwpo experimental o qual sera
realizado a infeccdo com a bactéiaeptococcus agalactiasp.(G.1.) e 0 outro grupo

controle ndo infectado, sendo o grupo controle (G.C
2.2.Preparacao do antigeno

A partir da linhagem deStreptococcus agalactiasp. disponibilizada pelo
Laboratério de Doencas Infecciosas da Universidaetteral do Recoéncavo da Bahia.
Procedeu-se inicialmente o cultivo da cepa em hodude ensaio contendo 10mL
caldoBrain Heart Infusion (HIMEDIA®), sendo incubados estufa bacterioldgica a
37°C por 48 horas. Ao fim desse periodo, foi rediizuma avaliagdo microscopica
guanto a pureza. Seguidamente, centrifugou-seaulim@ 12.000 rpm por 30 minutos,
resultando em duas fases uma coluna liquida edadmse do tubo uma sedimentagéo
celular. Com a fase liquida desprezada a massarizact foi extraida e pesada 1g a
qual foi resuspendida em 5mL de tampao fosfatmedi02M pH 7,4 (PBS) estéril.
Essa massa celular foi sonicada (23 watts com gulleo 30 segundos durante 3
minutos) em banho de gelo. O material resultantesataficagéo foi centrifugado a
7.000 rpm durante 15 minutos e o sobrenadante mlitid coletado como antigeno
soluvel (SALVADORet al, 2005).

2.2. Infeccéo

Apos o périodo de aclimatacdo, os animais do ginfectado (G.l.) foram

8
inoculados com a concentracdo 6 x 10 UFC/mL deStreptococcus agalactiasp.
por via intraperitoneal 0,1 mL, j& os animais dopgr controle (G.C) foram inoculados
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com 0,1mLsolucdo salina a 0,9% estéril, com seringas de Hedcartaveis com

agulha 13mm x 4,5mm.
2.3 Coleta de sangue

Os animais foram acondicionados em recipiente ceracao de injecéo de ar
com pedra porosa e solucdo anestésica Eugenol®se dm 6leo de cravo para
realizacdo da coleta de sangue. Colocados em itteddtieral, procedeu-se a coleta na
veia caudal, utilizou-se uma seringa descartaval @gulha 0,38mm x 13mm, a qual foi
inclinada em torno de 45° e realizada a puncao sgempara coleta de sangue total.
Logo apds, o sangue foi levado ao laboratorio dribegado a 3.000 rpm por 15
minutos para obtencdo do soro, o qual foi armazeead eppendorfs e incubados sob

refrigeracédo a -20+1°C.

2.4. Realizacao do teste (Enzyme Linked Immuno Soebt Assay)iELISA indireto

Utilizou-se para o teste IELISA placas de poliesta de 96 pocos, fundo plano
(Corning Costar Corporation Cambridge, USA. Initiahte as placas foram
sensibilizadas com antigeno solavel na propor¢cdold®0, diluido em tampéao
carbonato bicarbonato 0,05M pH 9,6, do qual fondfarido 100 pl da diluicdo por
poco e incubada®vernight” a 4°C por 16 horas. Apés a incubacéo, as placamfor
lavadas uma vezes com tampao fosfato salino pHcoy@endo 0,1% de Tween-20
(PBS-T) , seguidamente as placas foram bloqueana00ul/poco de uma solucéo de
leite desnatado a 1% em PBS-T, a placa foi inculeadaestufa a 37+1°C por um
periodo de duas horas. Utilizou-se soro do G.C le 3. quais foram diluidos em
solucédo de 0,5% de leite desnatado dissolvido er8-PH1:100), distribuidos nas
placas (50ul/poco) e incubados por uma hora a &/+Cada amostra testada foi
submetida a 2 repeti¢cdes por placa. Apos a incubemd anticorpo primario as placas
foram lavadas cinco vezes com PBS-T e submetidascibacdo com anticorpo
secundario especifico (Imunoglobulina IgM conjugaon peroxidase)na diluicdo
1:10.000 por incubacéo de uma hora a 37£1°C. Aiseaguplacas foram lavadas cinco
vezes para receber, 50ul/poco do substrato crornumgé&onrthophenylene-diamine,
OPD) diluido em tampéo citrato-fosfato 0,15M pH &c¢kescido de 30ul peréxido de

hidrogénio a3%, e incubada em camara escura. Passados os Gtosnia reacao foi
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interrompida com 25ul de H2SO4 4N, e a leituraizadh em espectofotdbmetro de
microplacas, com filtro de 490nm (MORAES et al.02p

2.5. Estudo Estatistico

O “cut-off” calculado através da média da Densidade Oticaadwsais n&o
reagentes + 3 desvio padréao (FR&MaL, 1998).
Determinacédo da sensibilidade e especificidade:
A formula utilizada foi baseada no estudo de Mathed al (1998) conforme
representacao abaixo:
Total deetites testados

Sensibilidade= x 100

Doentes Deteotgelo teste
Total de s&@estados

Especificidade = x 10

Saos negati@odeste

3.Resultado e discussao

Dos 124 animais utilizados no experimento 46 mamedurante o processo de
aclimatacao, sendo 29 do (G.C.) e 17 (G.l.). Asa@®stras remanescentes foram
submetidas ao teste ELISA indireto, sendo 33 am®storo negativo (G.C.) e 45 soro
positivo (G.l.). A média da densidade Optica daisnais ndo reagente foi de 0,095 e o
desvio padréo 0,0096, determinado prltoff de 0,124

FIGURA 01. AMOSTRAS DE SORO POSITIVO
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FIGURA 02. AMOSTRAS DE SORO NEGATIVO
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Para determinar a sensibilidade e especificidddéva do teste ELISA indireto,

foram considerados doentes o0s animais positivosacdkos 0S animais negativos
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respectivamente. A sensibilidade e a especificidd@deparametros indispensaveis para
a definicdo de um teste diagndstico, sendo quetguanior a sensibilidade do teste,
maior a capacidade de o teste negativo afastaercdppois ocorre uma diminuicdo da
probabilidade de falso negativo. Por outro lad@ango maior a especificidade de um
teste, maior a capacidade de o teste positivo and& doenca, pois diminui a
probabilidade de falso positivo (GREINER & GARDNER)00).

Sensibilidade = 45/45 x 100 = 100%

Especificidade = 25/33 x 100 = 76%

Um aumento da sensibilidade decorre de uma din@iouda especificidade e
vice-versa. Sendo assim, um ponto de corte mutto @dde implicar em 100% de
especificidade, uma vez que todos os testes positimplicardo na existéncia da
doenca. No entanto, alguns individuos com a dopadam obter resultados negativos,
o que implica em baixa sensibilidade (CARMINATI,02).

Dessa forma, o teste de sensibilidade mostra quapaz de identificar todos os
individuos que foram expostos ao micro-organisstr@ptococcus agalactiaeu seja,
0S animais que apresentaram valores acima do gentorte 0,124 sdo positivos para o
quesito sensibilidade. O teste de especificidadstnmaque a partir do valor 0,124
(ponto de corte) 25 animais sdo negativos ao st apresentaram valores abaixo
desse ponto, ou seja, 76% apresentam especificataéd ISA indireto, obtendo entao
23% de capacidade de identificar individuos que cAtsiderados negativos, mas na
realidade sdo positivos para o teste. O gréaficgoregtresentado na figura 1.

Comparando-se a testes sorologicos realizados poni@ati et al. (2003) e
Dercksen et al. (2000), que resultaram em 93,5% 98 7de sensibilidade
respectivamente, com caprinos soropositivos partadenite caseosa, 0 presente
trabalho mostrou-se mais sensivel.

Molnar et al. (2000) afirmam, apds utilizar 3.338Bostras de soro, que o teste
ELISA indireto apresentou superioridade pois naltdé 626 soros positivos, somente o
ELISA indireto confirmou a positividade em 249 atnas . Putiniet al utilizando
como antigenoBrucella abortuso Ensaio Imunoenzimético Indireto apresentou
sensibilidade de 77,8% e especificidade de 100%.
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CONCLUSAO

O presente trabalho demonstrou que o ELISA indireto pode ser utilizado como
teste para diagndstico da Streptococcus agalactiae, uma vez que se consegue
detectar animais que em algum momento obtiveram contato com a bactéria,
contribuindo como diagndstico rapido e eficaz. O teste também se destaca na
deteccdo da sensibilidade frente & especificidade. Obter o teste sensivel mostra
que, se ele tem 100%, a capacidade de detectar a prevaléncia da doenca sera
significativo, pois todo individuo que for exposto a bactéria serd detectado
através do teste, supondo entdo a presenca do micro-organismo em uma

determinada regido, e que o animal teve contato.
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