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RESUMO GERAL

O tambaqui (Colossoma macropomum) € a principal espécie nativa produzida no Brasil
€ na sua criagdo ocorrem surtos epizodticos, causados por bactérias do género Aeromonas,
culminando em perdas econdmicas. Neste sentido, ¢ crescente a busca por alternativas
que aumentem a resposta dos peixes contra patdogenos por meio da estimulagdo do sistema
imune. Assim, o objetivo do estudo foi avaliar a influéncia da suplementacao dietdria do
imunoestimulante Aquate Fish®, com levedura de Saccharomyces cerevisiae, sobre o
desempenho produtivo, parametros hemato-imunoldgicos e desafio com Aeromonas
Jjandaei em juvenis de tambaqui. Para isso, foram avaliados quatro tratamentos, com trés
repeti¢des: T1= controle (sem adi¢do); T2= 6,0; T3= 9,0; T4= 12,0 g kg'! do aditivo
Aquate Fish®. Os tratamentos foram administrados via dieta, por 30 dias. Foram avaliados
parametros de desempenho zootécnico como ganho de peso, conversdo alimentar, fator
de condigdo, indice hepatossomatico e sobrevivéncia; parametros hematoldgicos como
hematocrito, hemoglobina, eritrocitos e indices hematimétricos de Wintrobe, para
variaveis bioquimicas foram determinados niveis de proteinas totais, aspartato
aminotransferase e alanina aminotransferase, bem como albumina, globulina e relagdo
albumina: globulina; e para as andlises imunoldgicas determinou-se atividade respiratoria
de leucocitos e concentracdo de lisozima. Apds 30 dias, os peixes dos diferentes
tratamentos foram inoculados com A. jandaei (108 UFC mL"), enquanto os peixes do
grupo controle foram inoculados com PBS e observados diariamente por 10 dias. A
suplementagdo com S. cerevisiae ndo apresentou influéncia sobre varidveis de
desempenho zootécnico, ¢ em 30 dias ndo houve mortalidade dos peixes. Notou-se
alteracdes em parametros hemato-imunologicos, a saber: reducdo significativa nos
valores de hematocrito no tratamento de 12 g kg™! em relagdo aos de 6 € 9 g kg'!, aumento
da aspartato aminotransferase no tratamento 6 g kg'!, que diferiu significativamente dos
tratamentos 0 € 9 g kg'!, e aumento significativo da atividade respiratoria de leucdcitos
no tratamento 9 g kg'! comparado ao tratamento de 12 g kg! de Aquate Fish®. Apos
desafio foi registrada menor sobrevivéncia dos peixes do grupo controle inoculado com
A. jandaei e também dos tratamentos com 6 ¢ 9 g kg'! do aditivo, significativamente
diferente do grupo controle com PBS, que alcangaram 100% de sobrevivéncia. Dentre os
tratamentos com Aquate Fish®, a maior taxa de sobrevivéncia (75%) foi registrada com
12 g kg!. Os resultados indicam que a suplementagdo dietaria do tambaqui com Aquate

Fish® ndo promove efeitos negativos no desempenho zootécnico e pardmetros hemato-



imunologicos, e a concentragdo de 12 g kg! aumenta a resisténcia a infec¢do por A.

Jjandaei.

Palavras-chave: desafio bacteriano, imunoestimula¢do, pardmetros sanguineos,

tambaqui.



ABSTRACT

Tambaqui (Colossoma macropomum) is the main native species produced in Brazil and
in its breeding epizootic outbreaks occur, caused by bacteria of the genus Aeromonas,
culminating in respiratory losses. In this sense, there is a growing search for alternatives
that increase the response of fish against pathogens by stimulating the immune system.
Thus, the objective of the study was to evaluate the influence of dietary supplementation
of the immunostimulant Aquate Fish®, with Saccharomyces cerevisiae yeast, on
productive performance, hemato-immunological parameters and challenge with
Aeromonas jandaei in tambaqui juveniles. For this, four treatments were evaluated, with
three repetitions: T1= control (without addition); T2= 6.0; T3=9.0; T4= 12.0 g kg! of
Aquate Fish® additive. Treatments were administered via diet for 30 days. Zootechnical
performance parameters such as weight gain, feed conversion, condition factor,
hepatosomatic index and survival were evaluated; hematological parameters such as
hematocrit, haemoglobin, erythrocytes, and Wintrobe hematimetric indices; in
biochemical variables, levels of total proteins, aspartate aminotransferase and alanine
aminotransferase, as well as albumin, globulin and albumin:globulin ratio were
determined; for immunological analysis, the respiratory activity of leukocytes and
lysozyme concentration were determined. After 30 days, fish from different treatments
were inoculated with A. jandaei (108 CFU mL "), while fish from the control group were
inoculated with PBS and observed daily for 10 days. Supplementation with S. cerevisiae
had no influence on zootechnical performance variables, and in 30 days there was no fish
mortality. Changes were noted in hemato-immunological parameters: significant
reduction in hematocrit values in the 12 g kg! treatment compared to 6 and 9 g kg!,
increase in aspartate aminotransferase in the 6 g kg'! treatment, which significantly
differed from the 0 and 9 g kg'! treatments, and significantly increased leukocyte
respiratory activity in the 9 g kg'! treatment compared to the 12 g kg'! Aquate Fish®
treatment. After the challenge, lower survival was recorded for fish in the control group
inoculated with A. jandaei and also in the treatments with 6 and 9 g kg™! of the additive,
significantly different from the control group with PBS, which reached 100% survival.
Among treatments with Aquate Fish®, the highest survival rate (75%) was recorded with
12 g kg'!. The results indicate that dietary supplementation of tambaqui with Aquate

Fish® does not promote negative effects on zootechnical performance and hemato-



immunological parameters, and a concentration of 12 g kg'! increases resistance to
infection by A. jandaei.

Keywords: bacterial challenge, immunostimulation, blood parameters, tambaqui.
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1. INTRODUCAO GERAL

O tambaqui (Colossoma macropomum) ¢ um dos peixes mais importantes da
ictiofauna amazonica e possui esse destaque devido a boa qualidade de carne e alto valor
comercial (GARCEZ et al., 2021), fazendo com que seja a espécie nativa mais cultivada
na regido Norte (IPEA, 2017; VALENTI et al., 2021). A producao de tambaqui em 2021
foi de 94,5 mil toneladas, representando 16,91% da producdo de peixes total do pais
(IBGE, 2022). Destaca-se que, em sistemas intensivos, a producdo de tambaqui pode
chegar a 18 toneladas por hectare em viveiros escavados com o uso de aeragdo artificial
(IZEL et al., 2013), e isto se deve a sua boa adaptacdo ao ambiente de criacdo, com boa
conversao alimentar e rapido crescimento (VALLADAO et al., 2018; HILSDORF et al.,
2022).

De forma geral, a intensificacdo dos sistemas produtivos permite otimizar a
produtividade, reduzir tempo de producao e custos, mas por outro lado, diferentes fatores
estressores inerentes ao processo produtivo podem comprometer o funcionamento
adequado do sistema imune dos animais, interferindo na sua homeostase fisiologica
(HOSEINI et al., 2022). Com relacdo a piscicultura, os fatores predisponentes incluem a
méa qualidade de 4gua, baixos niveis de oxigénio dissolvido, mudanga bruscas de
temperatura, altas densidades de estocagem, manejo de captura e biometria e transporte
de peixes (ZAKI et al., 2020; BRANDAO et al., 2022). Como consequéncia, os peixes
podem apresentar comprometimento de seu desempenho produtivo e reprodutivo,
supressao da resposta imune, diminuicao da resisténcia a patdogenos, podendo inclusive
leva-los a morte (TAVARES-DIAS e MARTINS, 2017).

Dentre os patdogenos que acometem o tambaqui destacam-se as bactérias do
complexo Aeromonas moéveis, como Aeromonas hydrophila e Aeromonas jandaei
(PESSOA et al., 2020; GALLANI et al., 2020; MIELKE et al., 2022; PELLIN et al.,
2023). De forma geral, as doencas bacterianas sdo consideradas um obstaculo para o
crescimento sustentavel da aquicultura, uma vez que sdo responsaveis por niveis elevados
de infec¢des e mortalidade em peixes (PESSOA et al., 2020; GALLANI et al., 2021; EL-
SHERBENY et al., 2022). Em adi¢do, ha um agravante para o controle das doengas
bacterianas na criagdo de peixes, com destaque para o tambaqui, que ¢ a falta de
antimicrobianos registrados para uso em espécies nativas, o que tem desencadeado o uso

indiscriminado de diferentes antimicrobianos e produtos quimicos e t€ém contribuido
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também para o desenvolvimento de resisténcia bacteriana, podendo afetar a saude e
seguran¢a da populacdo e do ambiente (PESSOA et al., 2019; EL-SHERBENY et al.,
2022). No Brasil, ha registros de cepas bacterianas com resisténcia a varios antibidticos,
a exemplo de 4. jandaei isoladas de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) (ASSANE et
al., 2021), de pirarucu (4drapaima gigas) (PROIETTI-JUNIOR et al., 2021) e de tambaqui
(LEAO et al., 2020).

Na busca de aumentar a resisténcia dos peixes contra patdgenos tém-se
estimulado os estudos com imunoestimulantes, que auxiliam beneficamente os
mecanismos especificos e ndo especificos de defesa dos animais através do aumento na
atividade fagocitaria, na producdo de lisozima e na atividade do sistema complemento
(BILLER-TAKAHASHI et al., 2014; 2019; ZHU, 2020; BILLER-TAKAHASHI ¢
CHAGAS, 2022). Em adicdo, como resposta da aplicagdo dos imunoestimulantes,
observa-se a melhoria no desempenho produtivo, redu¢do do estresse em praticas de
manuseio e transporte, estabelecimento da microbiota intestinal e aumento da resisténcia
as doengas parasitarias e infecciosas (BILLER-TAKAHASHI et al., 2014; 2019; DIAS
et al., 2020; BILLER-TAKAHASHI ¢ CHAGAS, 2022). Entre os imunoestimulantes
utilizados na aquicultura estdo substincias bioldgicas como vitaminas, derivados de
bactérias, polissacarideos, extratos de plantas e animais e ainda, as substancias sintéticas
(BILLER-TAKAHASHI et al., 2014; 2019; DAWOOD et al., 2018; DIAS et al., 2020;
VIJAYARAM et al., 2023).

Dentre os imunoestimulantes destacam-se os derivados da levedura S. cerevisiae,
com efeito comprovado sobre o desempenho de crescimento e imunidade para algumas
espécies de peixes (DIAS et al., 2020; DAWOOD et al., 2021; HAO et al., 2022).
Portanto, diante do contexto exposto, estudos que enfatizem a utilizagdo de aditivos
imunoestimulantes a base de S. cerevisiae, em periodos que antecedam os manejos mais
intensos do processo de produgao, visando minimizar os efeitos negativos do estresse € a
instalacdo de doengas causadas por A4. jandaei, que hoje representa a principal bactéria
isolada de tambaquis cultivados no estado do Amazonas (LEAO et al., 2020; MIELKE et
al., 2022; PELLIN et al., 2023), devem ser priorizados visando garantir a saude e bem-

estar dos peixes.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral
Avaliar a influéncia da suplementagdo dietdria com o imunoestimulante Aquate
Fish® sobre o desempenho produtivo, parimetros hemato-imunologicos e resisténcia apos

desafio com Aeromonas jandaei em juvenis de tambaqui (Colossoma macropomum).

2.2. Objetivos especificos

- Verificar o efeito do imunoestimulante comercial Aquate Fish® na dieta do
tambaqui sobre os parametros de desempenho produtivo;

- Avaliar os parAmetros hematologicos, bioquimicos e imunologicos de tambaqui
apos o periodo de suplementagdo dietaria com o imunoestimulante comercial Aquate
Fish®;

- Avaliar a sobrevivéncia de juvenis de tambaqui alimentados com dietas
suplementadas com o imunoestimulante Aquate Fish®, apds desafio com a bactéria A.

jandaei.
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3. HIPOTESES

- A inclusdo do imunoestimulante Aquate Fish® na dieta do tambaqui por 30 dias

influencia no seu melhor desempenho produtivo;

- O imunoestimulante Aquate Fish® atua melhorando as respostas hematoldgicas,
q p g

bioquimicas e imunoldgicas do tambaqui;

- Juvenis de tambaqui alimentados com maiores niveis de inclusdo do
imunoestimulante Aquate Fish® sdo mais resistentes a infec¢do por Aeromonas jandaei,

por aumentar a sua imunidade.
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Capitulo 1

Imunoestimulante a base de Saccharomyces cerevisiae em Colossoma
macropomum: crescimento, parametros hemato-imunolégicos e resisténcia frente

Aeromonas jandaei

Artigo elaborado conforme as normas da Aquaculture
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Figueiredo

Highlights
e Tambaquis alimentados com dietas contendo Saccharomyces cerevisiae nao

apresentaram alteracdes nos parametros de crescimento.

e A suplementagdo dietaria com S. cerevisiae por 30 dias ndo promove dano

hepatico em tambaquis.

e Pecixes que receberam dietas contendo 9 gkg'! de S. cerevisiae apresentaram maior

atividade respiratoria de leucocitos.

e Sobrevivéncia de 75%, apos desafio com Aeromonas jandaei, foi alcangada por

tambaquis que receberam dietas com 12 g kg™! de S. cerevisiae.

Resumo
O objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia da suplementagdo dietdria do

imunoestimulante Aquate Fish® sobre o desempenho produtivo, parimetros hemato-
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imunologicos e resisténcia apds desafio com Aeromonas jandaei em juvenis de tambaqui
(Colossoma macropomum). Foram avaliados quatro tratamentos, com trés repeti¢des:
T1= controle (sem adi¢do de Aquate Fish®); T2= 6,0; T3=9,0; T4= 12,0 g kg de racdo
com o aditivo Aquate Fish®. As dietas com Aquate Fish® foram administradas por 30
dias, e entdo avaliados parametros de crescimento, hematologicos, bioquimicos e
imunoldgicos. A suplementacdo da dieta de tambaqui com aditivo a base de S. cerevisiae
ndo teve influéncia sobre as variaveis de desempenho como ganho de peso, conversao
alimentar, fator de condi¢do, indice hepatossomatico e sobrevivéncia dos peixes. Em
adi¢do, ndo houve alteracdo nos valores de hemoglobina, nimero de eritrécitos, volume
corpuscular médio, concentracdo de hemoglobina corpuscular média, proteina total,
albumina, globulina, relagdo albumina: globulina, alanina aminotransferase e lisozima.
Houve redugio significativa nos valores de hematdcrito no tratamento de 12 g kg'! em
relagdo aos de 6 ¢ 9 g kg!, aumento significativo da aspartato aminotransferase no
tratamento 6 g kg'! em relagdo aos tratamentos 0 € 9 g kg'!, e também da atividade
respiratoria de leucocitos no tratamento 9 g kg™! em comparagio ao tratamento 12 g kg'!
do aditivo Aquate Fish®. Apos 30 dias de alimentagdo, peixes pertencentes aos diferentes
tratamentos com Aquate Fish® e que foram inoculados com 4. jandaei (103 UFC mL")
apresentaram menor sobrevivéncia, com exce¢do do tratamento 12 g kg™!, e estes foram
significativamente diferentes dos valores do grupo controle inoculado com PBS, que
alcangaram 100% de sobrevivéncia. Dentre os tratamentos com Aquate Fish®, a maior
taxa de sobrevivéncia (75%) foi registrada com emprego de 12 g kg'!. Os resultados
indicam que a suplementagdo da dieta do tambaqui com Aquate Fish® ndo promovem
efeitos negativos no desempenho zootécnico e parametros hemato-imunologicos, e na
maior concentragdo (12 g kg'!) promove o aumento da resisténcia dos tambaquis a

infec¢do por A. jandaei.

Palavras-chave: desafio bacteriano, imunoestimulagdo, pardmetros sanguineos,

tambaqui.

1. Introduciao

O tambaqui (Colossoma macropomum) ¢ um dos peixes mais importantes da

ictiofauna amazonica e possui esse destaque devido a excelente qualidade nutricional de
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sua carne e valor econdmico agregado (Garcez, 2021). Esta ¢ a principal espécie nativa
produzida no Brasil, contribuindo com 16,91% da producao total de peixes em 2021, ou
seja, com 94,5 mil toneladas (IBGE, 2022). Entretanto, a produ¢do nacional de tambaqui
apresentou reducdo de 5,92% em relacdo ao ano de 2020 (IBGE, 2022), e isso pode ser
explicado em fun¢do de problemas recorrentes em sua cadeia produtiva, como
regularizagdo ambiental, falta de investimentos no setor de processamento e de insumos,
dificuldades na comercializacdo e problemas sanitarios (Valenti et al., 2021; Hilsdorf et
al., 2022), como a ocorréncia de bacterioses, com destaque para as bactérias do complexo
Aeromonas moveis, como Aeromonas hydrophila e Aeromonas jandaei (Pessoa et al.,
2020; Gallani et al., 2020; Mielke et al., 2022), onde verifica-se que no estado do
Amazonas ha maior prevaléncia da espécie A. jandaei em tambaqui (Pellin et al., 2023).

A doenga conhecida por septicemia hemorragica, causada por bactérias do género
Aeromonas, t€m sua ocorréncia associada ao excesso de matéria organica na agua, e por
serem oportunistas acabam acometendo os peixes em condi¢cdes de estresse e/ou
associada a infec¢@o por outros patdégenos (Pessoa et al., 2020; Eman et al., 2022). Estas
bactérias promovem escurecimento da pele, hemorragias, sepse, abcessos, corrosdo das
nadadeiras, podendo levar a morte dos peixes (Gallani et al., 2020; Dien et al., 2023). No
estado do Amazonas verifica-se uma maior prevaléncia da espécie 4. jandaei em
tambaqui (Pellin et al., 2023).

Neste sentido, a preocupacdo com o bem estar animal e melhorias na qualidade
dos peixes produzidos tem impulsionado a busca por alternativas que minimizem o efeito
do estresse, e aumente a resposta contra patdogenos por meio da estimulacdo do sistema
imune (Elumalai et al., 2020; Kumar et al., 2022; Vijayaram et al., 2023). Dessa forma,
verifica-que as substancias imunoestimulantes, proporcionam respostas benéficas com
seu uso nas dietas dos peixes, como o aumento da atividade fagocitaria, produgdo de
lisozimas e atividade do sistema complemento (Biller-Takahashi et al., 2014; 2019; Zhu,
2020; Takahashi & Chagas, 2022).

Estudos com imunoestimulantes, como os derivados da levedura Saccharomyces
cerevisiae, mostraram que apods infec¢do com A. hydrophila a atividade respiratéria de
leucdcitos, nimero de leucocitos e linfocitos aumentaram em pirarucu (Arapaima gigas)
que receberam a dieta contendo o imunoestimulante na concentragdo de 12 g kg! de dieta
(Dias et al., 2019). Em adicdo, a suplementacdo do extrato de S. cerevisiae na dieta de

pirarucus melhorou a resposta imune inata nas concentragdes de 10, 40 e 80 g kg™! por 30
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dias. Houve ainda aumento no ntimero de trombdcitos, apds estresse de manuseio, sendo
este aditivo recomendado como imunoestimulante (40 g kg!' ra¢do) (Hoshino et al.,
2020). De forma geral, bons resultados da aplicacdo dos imunoestimulantes na dieta dos
peixes mostram melhora no desempenho produtivo, reducdo do estresse, melhoria da
saude dos peixes e aumento da resisténcia a doengas bacterianas e parasitarias (Biller-
Takahashi et al., 2014; 2019; Monteiro et al., 2021; Vijayaram et al., 2023).

Dentre os aditivos a base de levedura pode-se citar o Aquate Fish™. Este aditivo
alimentar comercial ¢ composto por diversos ingredientes como extrato de levedura S.
cerevisiae, proteinato de zinco, farinha de algas marinhas, selénio e acido ascorbico
(DIAS et al., 2019).

Diante do contexto exposto, o objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia da
suplementag¢do dietaria do imunoestimulante Aquate Fish™, sobre o desempenho
produtivo, parametros hemato-imunologicos e resisténcia apos desafio com Aeromonas

jandaei em juvenis de tambaqui (Colossoma macropomum).

2. Material métodos
2.1. Aquisicdo e aclimatacdo dos peixes

Juvenis de tambaqui foram obtidos de uma piscicultura comercial do municipio
de Rio Preto da Eva (AM). Os peixes foram transportados para o setor de piscicultura da
Embrapa Amazdnia Ocidental, onde foram aclimatados por 30 dias em caixas de fibra
com capacidade para 1000 L, com sistema de circulagdo de 4gua, aquecimento e aeracao
constante. Durante o periodo de aclimatagdo, os peixes foram alimentados com racao
comercial para peixes onivoros, contendo 32% de proteina bruta, e a racdo foi ofertada
duas vezes ao dia, até a saciedade aparente.

Os parametros da qualidade de 4gua foram mensurados diariamente durante o
periodo de aclimatagdo. O oxigénio dissolvido (6,43 = 0,06 mg L'!) e a temperatura (30,56
+ 0,08 °C) foram mensurados com auxilio de oximetro digital (YSI Pro20, YSI Inc.,
USA), o pH (7,33 £ 0,08) com uso de pHmetro digital (YSI F-1100, YSI Inc., 50 USA),
enquanto para a alcalinidade (11,00 + 0,00 mg L) e dureza (6,79 + 0,07 mg L) foi
empregado o método de titulagdo, e para amonia total (1,36 + 0,04 mg L!) o método de

endofenol, de acordo com APHA (1998).
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Este estudo foi desenvolvido com a aprovagio da Comissio de Etica para Uso de

Animais (CEUA) da Embrapa Amazonia Ocidental, sob o protocolo n® 03/2022.

2.2. Preparo das dietas experimentais

As dietas foram preparadas utilizando-se uma ra¢do comercial (Racdo
Confianga®) com 36% de PB. A mistura da ragio comercial, fornecida pela fabrica, foram
adicionadas diferentes quantidades pré-estabelecidas do imunoestimulante Aquate Fish®
(6,9 e 12 g kg!), sendo entdo homogeneizada. Apos esse procedimento, a mistura foi
submetida ao processo de peletizagdo para obtencdo de granulos com o diametro
aproximado de 6 mm, sendo entdo levados para estufa de circulagao forcada para secagem
a 40 °C. Os pellets secos de ragdo, de cada tratamento, foram embalados individualmente
e armazenados a -20°C. Para a alimentagdo didria, as ra¢des foram pesadas e mantidas

sob refrigeragdo até o momento do fornecimento aos peixes.

2.3. Desenho experimental

Tambaquis (n = 180; pesando 109,26 + 1,28 g; medindo 19,12 + 0,08 cm) foram
distribuidos aleatoriamente em 12 tanques com capacidade de 1000 L (n= 15 peixes por
tanque), constituindo quatro tratamentos, com trés repeticdes. Os tratamentos com os
imunoestimulantes, administrados via dieta, foram: T1= controle (sem adi¢do de Aquate
Fish®); T2= 6,0; T3= 9,0; T4= 12,0 g/kg do aditivo Aquate Fish® segundo
recomendacdes do fabricante (Alltech, Brasil).

Os peixes foram alimentados com as dietas experimentais duas vezes ao dia, de
acordo com a biomassa estocada (3% peso vivo dia!), durante 30 dias. Apds esse periodo,
o procedimento de biometria foi realizado com todos os peixes e para a coleta de sangue
utilizou-se 12 peixes por tratamento, e os dados utilizados para a determinacdo dos
parametros de desempenho, hematoldgicos, bioquimicos e imunolégicos do tambaqui. O
restante dos animais foi desafiado com a bactéria A. jandaei e a mortalidade acompanhada
por um periodo de 10 dias.

Os parametros de qualidade da 4gua foram monitorados durante o experimento e
ndo houve diferenca significativa entre os diferentes tratamentos, cujos valores foram:

oxigénio dissolvido (5,90 + 0,02 mg L), temperatura (30,39 + 0,07 °C), pH (6,02 +
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0,03), alcalinidade (5,62 + 0,29 mg L"), dureza (19,25 + 1,04 mg L!) e amonia total (2,15
+0,14 mg LY.

2.4. Desempenho zootécnico

Ao final de 30 dias de alimentagdo, os pardmetros de desempenho de crescimento
dos peixes foram calculados, de acordo com Dias et al. (2020), a saber: ganho de peso,
conversao alimentar, fator de condi¢do e sobrevivéncia. Apds a biometria, os peixes (n
= 12 peixes/tratamento) foram anestesiados e entdo, eutanasiados por morte cerebral e o
figado coletado para determinacdo do indice hepatossomatico (IHS), conforme Dias et

al. (2020).

2.5. Coleta e andlises sanguineas

Amostras de sangue foram coletadas (n = 12 por tratamento) ao final de 30 dias
de alimentagdo. Os peixes foram previamente anestesiados (benzocaina, 100 mg L) € o
sangue obtido a partir da pungdo do vaso caudal, utilizando seringas de 5 ml. O sangue
foi dividido em duas aliquotas, a primeira, contendo heparina, foi usada para a
determinagdes dos parametros hematoldgicos e a segunda aliquota foi utilizada para

obtencao de soro e posterior realizagdo de analises bioquimicas e imunologicas.

2.6. Analises hematologicas e bioquimicas

Nas analises hematologicas foram determinados o hematdcrito pelo método de
microhematocrito, a hemoglobina pelo método da cianometemoglobina e a contagem de
eritrocitos com uso de cadmara de Neubauer, sob microscopio Optico. Com bases nesses
dados, os indices hematimétricos de Wintrobe, como o volume corpuscular médio (VCM)
e a concentragdo média de hemoglobina corpuscular (CHCM) foram determinados
(Ranzani-Paiva et al., 2013).

Quanto as varidveis bioquimicas, determinou-se os niveis de proteinas totais,
albumina, aspartato aminotransferase e alanina aminotransferase com uso de kits
comerciais (LabTest®, Minas Gerais, Brasil), enquanto para obten¢do dos valores de
globulina e da taxa albumina:globulina empregou-se calculos especificos, onde a

globulina foi determinada subtraindo os valores de albumina da proteina total e para a
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taxa albumina-globulina dividiu-se o valor da fragcdo albumina pelo valor total da fragdo

globulina de cada amostra analisada, de acordo com Orsi et al. (2017).

2.7. Analises imunologicas

A atividade respiratéria de leucocitos foi determinada segundo a metodologia
descrita previamente por Sahoo et al. (2005) e Biller-Takahashi et al. (2013), com a leitura
das absorbancias realizadas em espectrofotdometro em 540 nm (Genesys 10S UV-vis;
Thermo model).

A determinacdo da concentragdo de lisozima se baseou no método classico de lisar
uma suspensao de Micrococcus lysodeikticus, por ensaio turbidimétrico e foi medida pela
redu¢do da densidade Optica verificada durante a lise da parede celular da bactéria

(Smolelis & Hartsell, 1949), modificado por Biller-Takahashi et al. (2014).

2.8. Desafio com Aeromonas jandaei

Apos 30 dias de alimentagdo, os peixes pertencentes aos diferentes tratamentos
foram divididos em dois grupos (n = 8 peixes por tanque), a saber: grupo inoculado com
solugdo de PBS (solugdo salina tamponada de fosfato esterilizado) e grupo inoculado com
A. jandaei (cepa AM-70). Esta cepa foi selecionada para o estudo por ser confirmada
como patogénica para o tambaqui, pela aplicacdo do postulado de Koch (Mielke et al.,
2022) e o preparo do in6culo foi realizado de acordo com Frota et al. (2022).

Os peixes foram anestesiados com 100 mg L' de benzocaina e inoculados com
0,1 ml para cada 10 g de peso com A. jandaei (108 UFC mL'), aplicados por via
intraperitoneal, utilizando seringas de 1 mL, sendo este mesmo protocolo usado para
aplicagdo do PBS. Apo6s a inoculagdo, os peixes foram entdo devolvidos para os tanques
de acordo com os tratamentos aplicados. Os peixes foram observados diariamente por um
periodo de 10 dias para o registro de aparecimento de sinais clinicos ou alteragdes

comportamentais e mortalidade.

2.9. Analise estatistica

Os dados foram analisados quanto a normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk e a

homogeneidade da varidncia pelo teste de Levene. Andlise de varidncia (one-way
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ANOVA), seguida por teste de Tukey foram aplicados para dados paramétricos ou
andlise de Kruskal-Wallis seguida por teste de Dunn, quando ndo verificada a
normalidade dos dados. O nivel de significancia utilizado em todos os testes foi de 95%

(0=0,05), para isso, utilizou-se o Software R estatistica versao 4.0.2.

3. Resultados

A alimentag@o dos tambaquis com dietas contendo diferentes concentragdes do
aditivo Aquate Fish® durante 30 dias ndo exerceu influéncia sobre as variaveis de
desempenho zootécnico, como peso final, comprimento final, ganho de peso, conversado
alimentar, fator de condicdo e indice hepatossomatico (Tabela 1). No periodo
experimental de 30 dias ndo foi observada a mortalidade dos peixes pertencentes aos

diferentes tratamentos (Tabela 1).

Tabela 1. Variaveis de desempenho produtivo de Colossoma macropomum alimentados

com diferentes niveis do aditivo Aquate Fish® durante 30 dias.

. Tratamentos
Parimetros 0gkg' 6 g kg'! 9 g kg'! 12 gkg!

Peso Final (g) | 186,55+2,29a 178,90+ 3,98a 182,83 +3,92a 180,14 +3,32a
Comprimento 19,20 £0,14a 19,03 £0,16a 19,12+0,14a 19,12+0,18a
total Final (cm)
Ganho de peso | 76,52 +2,29a  7120+584a  73,55+2,34a 70,21 +2,89a

(8)

Conversao 1,30 £ 0,06a 1,39 +£0,14a 1,34 £ 0,03a 1,41 £0,05a
alimentar

Fator de| 1,75+0,02a 1,76 £ 0,02a 1,75+ 0,02a 1,77 £ 0,02a
condigdo

IHS 1,43 +£0,05a 1,52 +0,06a 1,46 + 0,03a 1,36 = 0,06a
Sobrevivéncia | 100,00+ 0,00a 100,00 +£0,00a 100,00 +0,00a 100,00 £ 0,00a
(%)

Nas linhas, letras iguais indicam que ndo ha diferenca significativa entre tratamentos

(teste de Tukey, p>0,05). IHS: Indice hepatossomatico.

Em relac¢do aos pardmetros hematoldgicos, os valores de hemoglobina e numero
de eritrocitos ndo apresentaram diferenga significativa entre os diferentes tratamentos
com emprego do aditivo Aquate Fish®, assim como para os indices volume corpuscular
médio e concentracdo de hemoglobina corpuscular média (Tabela 2). Ja para o

hematdcrito houve uma redugdo nos valores dessa variavel no tratamento de 12 g kg!,
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que foi significativamente diferente dos valores observados nos tratamentos com 6 ¢ 9 g
kg! (Tabela 2).

Para os parametros proteina total, albumina, globulina e relacdo albumina:
globulina ndo foi observada diferenca significativa em seus valores apos a administragao
do Aquate Fish® na dieta do tambaqui por 30 dias (Tabela 2).

Para a enzima aspartato aminotransferase observou-se um aumento nos valores
desse indicador no tratamento 6 g kg, e este foi significativamente diferente dos
tratamentos 0 ¢ 9 g kg! (Tabela 2), enquanto para a alanina aminotransferase ndo foi

observada diferenca significativa entre os tratamentos com Aquate Fish® (Tabela 2).

Tabela 2. Valores médios dos pardmetros hematologicos e bioquimicos de Colossoma

macropomum alimentados com diferentes niveis do aditivo Aquate Fish® durante 30 dias.

Tratamentos
Parametros 0 g kg 6 g kg 9 g kg'! 12 g ke'!
Hematocrito (%) 30,43 = 0,20ab 31,29 +0,29a 30,56 +0,41a 29,00 + 0,44b
Hemoglobina (g dL 1) 7,67 +£0,28a 9,97 £ 0,94a 8,37 £0,78a 8,67 +0,48a
RBC (10 uL1) 1,45+ 0,08a 2,01 £0,18a 1,99 £ 0,29a 1,95+ 0,15a
VCM (fL) 215,28 £ 13,04a 168,07 +14,98a 175,57 +20,84a 160,84+ 11,57a
CHCM (%) 25,52 £0,93a 33,21 £3,85a 27,78 + 2,47a 29,67 +2,11a
PT (g dL) 3,79 £ 0,40a 3,81 £0,38a 2,98 £0,49a 3,84 +0,12a
Albumina (g dL") 1,22 £0,13a 1,19+ 0,07a 1,19 +0,08a 1,27 +£0,19a
Globulina (g dL) 2,58 £ 0,34a 2,95+ 0,47a 2,36 +0,39a 2,27 +£0,22a
A:G 0,57 £ 0,09a 0,52 + 0,09a 0,69 £0,14a 0,70+ 0,17a
ALT (UL 18,56 + 1,19a 15,67 £ 1,34a 15,83 £1,35a 15,88 +0,93a
AST(ULY) 38,60 + 1,08b 50,00 + 1,48a 39,00 + 2,34b 49,86 + 3,58ab

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (teste de Dunn, p <

0,05). RBC = numero de eritrécitos, VCM = volume corpuscular médio, CHCM

concentragdo de hemoglobina corpuscular média, PT = proteinas totais, A:G =

albumina:globulina, ALT = alanina aminotransferase, AST = aspartato

aminotransferase.

Com relagdo aos pardmetros imunologicos, observou-se uma diminui¢ao

significativa nos valores de atividade respiratoria de leucocitos no tratamento 12 g kg'!
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em comparagdo ao tratamento que recebeu 9 g kg! (Tabela 3); ja para a concentragdo de
lisozima os valores brutos variaram entre 0,2 € 0,3 (ug mL"!) e ndo houve diferenga entre

os tratamentos que receberam o aditivo Aquate Fish® (Tabela 3).

Tabela 3. Valores médios dos pardmetros imunologicos de Colossoma macropomum

alimentados com diferentes niveis do aditivo Aquate Fish® durante 30 dias.

. Tratamentos
Parametros 0Og kg-l 6g kg-l 9¢g kg-l 12¢g kg'l
AR (DO) 0,65+ 0,07ab 0,70 £ 0,09ab 0,84 +0,20a 0,32 +0,10b

Lisozima (ug| 0,26 +0,02% 0,23 £0,02a 0,23 £0,02a 0,26 +0,02a
mL")
Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (teste de Dunn, p <

0,05). AR = atividade respiratéria de leucdcitos circulantes.

Os peixes do tratamento controle e que foram infectados experimentalmente por
A. jandaei foram os que apresentaram uma mortalidade rapida, registrada ja no primeiro
dia ap6s o desafio bacteriano, e portanto os menores valores da taxa de sobrevivéncia
foram observados nestes peixes deste grupo controle e também nos peixes dos
tratamentos suplementados com 6 € 9 g kg'! de Aquate Fish®, sendo estes valores de
sobrevivéncia significativamente menores que os registrados para os peixes do grupo
controle inoculado com PBS, os quais apresentaram 100% de sobrevivéncia (Figura 1).
Peixes do grupo suplementado com 12 g kg'! de Aquate Fish® apresentaram a maior taxa

de sobrevivéncia, que foi de 75% (Figura 1).
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Figura 1. Sobrevivéncia de tambaquis suplementados com diferentes concentragdes de
Aquate Fish® por 30 dias e desafiados com Aeromonas jandaei. Letras diferentes nas
barras indicam diferenga significativa (teste de Tukey, p < 0,05). TCB = Tratamento

controle inoculado com bactéria
Discussao

Os imunoestimulantes estdo entre as alternativas empregadas para evitar surtos de
doencas na cria¢do de peixes, e isto se deve a sua capacidade de aumentar a resposta
imune dos peixes e resisténcia a doencas (Kumar et al., 2022; Vijayaram et al., 2023).
Nessa perspectiva de contribuir para melhorar a satide e o desempenho de peixes nativos,
como o tambaqui tem-se priorizado os estudos com aditivos imunoestimulantes (Chagas
et al., 2013). Isto se deve ao fato do crescente aumento de registros de ocorréncia de
doengas bacterianas causadas por 4. hydrophila e A. jandaei (Pessoa et al., 2020; Gallani
et al., 2020; Mielke et al., 2022). Com destaque para A. jandaei, os registros mostram um
consideravel potencial patogénico para danos sistémicos (Pellin et al., 2023), bem como
o registro de cepas isoladas de tambaqui com resisténcia a varios antimicrobianos (Ledo
et al., 2020).

Imunoestimulantes a base da levedura S. cerevisiae t€m sido avaliados em peixes
com resultados positivos sobre os parametros de desempenho (Dawood et al., 2021;
Freccia et al., 2021; Xia et al., 2022). Neste estudo, nao foi observado efeito aditivo sobre
os parametros de crescimento, como peso final, comprimento final, ganho de peso,
conversao alimentar, fator de condi¢do e sobrevivéncia de tambaquis alimentados com
dietas contendo Aquate Fish® (extrato de S. cerevisiae) durante 30 dias, o que esta de
acordo com os resultados de Freccia et al. (2021) com tiladpia do Nilo. Por outro lado, o
fornecimento de dieta contendo S. cerevisiae para European seabass (Dicentrarchus
labrax) e tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus), por um periodo de 90 dias, influenciou
no incremento dos pardmetros de desempenho, como peso final, ganho de peso, taxa de
crescimento especifico e conversao alimentar (Sutthi & Thaimuangphol, 2020; Dawood
et al., 2021), evidenciando a necessidade de um maior tempo de suplementacdo de S.
cerevisiae para expressao do maximo potencial de crescimento de tambaquis.

Na avaliagdo do potencial de desempenho dos peixes, alguns autores fazem uso
do indice hepatossomatico (IHS) para indicar se os peixes estdo utilizando as reservas de

energia, no caso glicogénio e lipidios, e assim estabelecer inferéncias sobre o estado
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nutricional e taxa de crescimento dos peixes (Dias et al., 2019; Freccia et al., 2021). Neste
estudo, a inclusdo do Aquate Fish® na dieta dos tambaquis ndo promoveu alteragdes
significativas nos valores de IHS nos diferentes tratamentos, de forma semelhante aos
resultados relatados para pirarucus, que também receberam a suplementacdo com o
aditivo Aquate Fish® (Dias et al., 2019). Em adi¢do, alguns autores pontuam que o efeito
da suplementagdo de S. cerevisiae ¢ potencializado quando os peixes sdo expostos a
condi¢des estressantes ou condi¢des sanitarias inadequadas no ambiente de criagdo
(Freccia et al., 2021), o que auxilia na compreensao dos resultados deste estudo, onde as
condi¢des de criacdo e manejo foram adequadas ao cultivo de tambaquis, e que refletiram
no seu bem-estar, como visto pelos valores do fator de condi¢do, mas que provavelmente
ndo contribuiram para potencializar a agdo do aditivo a base de S. cerevisiae nos
parametros de crescimento dos peixes. Por outro lado, o aditivo a base de S. cerevisiae
ndo promoveu efeito negativo, uma vez que os peixes também nao precisaram mobilizar
suas reservas de energia, como evidenciado pelo IHS.

Estudos relatam que aditivos a base de S. cerevisiae sdo conhecidos por seu efeito
imunoestimulante, promovendo melhora na fun¢do metabdlica e na resposta imune dos
peixes (Dias et al., 2020; Dawood et al., 2021). Neste estudo, ndo houve alteragdes em
alguns parametros hematoldgicos, como hemoglobina, numero de eritrdcitos e indices
hematimétricos, apos suplementagdo de Aquate Fish® na dieta por 30 dias, muito embora
tenha sido observado os menores valores destes indicadores em peixes do grupo controle.
Em adi¢do, os valores de hematocrito dos tratamentos com 6 ¢ 9 g kg! foram
significativamente maiores em relagdo ao tratamento com 12 g kg™! de Aquate Fish®, e
um padrao préximo com aumento nos valores de hematdcrito foi observado em European
seabass suplementados com 1 € 2 g kg'! € em “Java Barb” (Barbonymus gonionotus)
recebendo 1,2, 3 e 4 gkg!de S. cerevisiae na dieta, comparado ao controle (Dawood et
al., 2021; Rachmawati et al., 2021). Portanto, ¢ possivel sugerir que a suplementacao da
dieta de tambaquis com S. cerevisiae nao afetou negativamente a capacidade de transporte
de oxigénio e tampouco contribuiu para um quadro de anemia nos peixes.

Neste estudo ndo houve influéncia da suplementagdo com Aquate Fish® na fungio
metabodlica dos tambaquis, uma vez que ndo foi observada alteragdes nos parametros
proteina total, albumina, globulina e relacdo albumina: globulina, apds fornecimento da
dieta por 30 dias, e estes resultados sdo semelhantes ao relatado para pirarucus (Dias et

al., 2019), indicando que ndo houve alteracdes em suas fungdes fisiologicas. Por outro
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lado, ha também estudos que relatam que peixes suplementados com S. cerevisiae
apresentam altos valores de proteinas totais, albumina e globulina, indicando que houve
melhora nas respostas metabdlicas e imune dos peixes (Dawood et al., 2021).

As aminotransferases sdo produzidas em células de hepatécitos no figado, e
podem ser indicativas de dano hepatico quando os niveis das enzimas AST e ALT sao
altos (Kong et al., 2021), o que pode ocorrer em fun¢do de um condi¢do de estresse ou
doengas (Kong et al., 2021; Li et al., 2022). Neste estudo, nao foi observada diferenca
significativa para a enzima ALT nos peixes dos tratamentos com Aquate Fish® (6,9 ¢ 12
g kg'!) e do grupo controle, de forma similar aos resultados obtidos para tilapia do Nilo
suplementadas com 0,5% de S. cerevisiae e salinidade de 0-10 ppt e European seabass
suplementados com 1 ¢ 2 gkg! de S. cerevisiae (Sutthi & Thaimuangphol, 2020; Dawood
et al., 2021). Embora ndo se tenha observado diferenca significativa nos valores de ALT
entre os tratamentos, € possivel observar uma discreta reducdo de ALT em tambaquis que
receberam a suplementacdo de S. cerevisiae em relagdo ao controle, o que pode sugerir
que provavelmente o aditivo Aquate Fish® contribuiu para a prote¢do do figado dos
peixes, e que os valores médios de ALT obtidos para tambaquis estdo proximos aos
relatados na literatura para tambaquis sadios (De Melo Souza et al., 2022).

Com relagdo a enzima AST, houve aumento em seus valores em tambaquis
pertencentes ao tratamento 6 g kg™, que foi significativamente diferente do controle.
Altos niveis de aminotransferases podem também estar associados a condig¢des
estressantes, como relatado por Li et al. (2022) para truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss)
expostas a temperaturas acima da faixa considerada adequada para seu desenvolvimento,
que no estudo foi de 24 °C. Contudo, para os tambaquis nio foi possivel identificar um
fator estressante que pudesse ter contribuido para essa alteracdo na AST, uma vez que
esse efeito nao foi observado para a enzima ALT.

Os imunoestimulantes sdo reconhecidos por estimularem o sistema de defesa dos
peixes mediante a regulacdo da microbiota intestinal e assim modular a imunidade ou
pela ativagdo direta do sistema imune inato e adaptativo (Dawood et al., 2018; Thépot et
al.,2021; Vijayaram et al., 2023). Neste estudo, a adi¢do de aditivo a base de S. cerevisiae
na dieta de tambaquis por 30 dias promoveu aumento significativo da atividade
respiratoria de leucdcitos no tratamento 9 g kg™ em relagdo ao de 12 g kg'!, e este padrdo
foi semelhante ao relatado por Dias et al. (2020) que registraram valores mais altos em

pirarucus suplementados com 4 g kg! do aditivo Levabon®. Neste contexto, destaca-se o
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processo de fagocitose como fundamental para destruicdo de patdégenos e para indugdo
da defesa adquirida, sendo estas respostas estimuladas por emprego de
imunoestimulantes, os quais promovem o aumento da producdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs), e que sdo avaliadas pela atividade respiratoria de leucdcitos (Biller-
Takahashi & Chagas, 2022), o que corrobora o resultado obtido nesse estudo com
tambaquis suplementados com Aquate Fish® na indugdo da resposta imune.

Em adi¢do, a lisozima ¢ uma importante enzima que possui atividade frente
bactérias gram-positivas e gram-negativas (Biller et al., 2021; Koch et al., 2021), atuando
na quebra das paredes celulares de bactérias patogénicas e como uma resposta imune nao
especifica (Saurabh & Sahoo, 2008), sendo o aumento no nivel desta enzima considerado
um mecanismo de protecdo natural dos peixes (Saurabh & Sahoo, 2008; Biller et al.,
2021; Koch et al., 2021). Entretanto, nesse estudo ndo foi observado diferenca na
concentragdo de lisozima dos peixes dos tratamentos com aditivo a base de S. cerevisiae,
de forma contraria aos registros para European seabass suplementados com 1 ¢ 2 g kg'!
de S. cerevisiae (Dawood et al., 2021) e para tilapia do Nilo suplementada com 0,1% de
B-glucano (Koch et al., 2021).

Protocolos de desafio bacteriano sdo empregados para avaliar a resisténcia dos
peixes a infecgdes, contribuindo para inferir sobre a condi¢do imunoldgica do organismo
(Xia et al., 2022). Neste estudo o desafio com A. jandaei mostrou um padrdo comumente
observado em desafios com bactérias do género Aeromonas, que consiste na mortalidade
dos peixes entre o primeiro e o quinto dia posterior a infec¢do, como relatado por Gallani
et al. (2020) para tambaquis desafiados com A. hydrophila e por Frota et al. (2022) para
tambaquis desafiados com A. jandaei. Em adi¢do, estudos mostram que o fornecimento
de dietas contendo aditivo a base de S. cerevisiae para o bagre de canal (Ictalurus
punctatus) promoveu o aumento da sobrevivéncia dos peixes quando desafiados com 4.
veronii € A. hydrophila (Xia et al., 2022). Para tambaquis, a sobrevivéncia foi
proporcional ao aumento da concentragdo de Aquate Fish® na dieta, sendo alcangado 75%
de sobrevivéncia, apos desafio com 4. jandaei, com 12 g kg! de Aquate Fish®, e nesta
mesma concentracdo foi registrada 100% de sobrevivéncia de pirarucus apds infec¢ao
com A. hydrophila, além de melhorar a resposta imune destes (Dias et al., 2019). Portanto,
os aditivos a base de S. cerevisiae contribuem, de forma geral, para modular a resposta
imune e a resisténcia dos organismos a diferentes patégenos (Koch et al., 2022; Xia et al.,

2022).
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Conclusao

Dietas suplementadas com aditivos a base de Saccharomyces cerevisiae (Aquate
Fish®) ndo promoveram efeitos negativos no desempenho zootécnico, pardmetros
hematologicos e bioquimicos de tambaquis, € na maior concentragdo (12 g kg'!) promove

o aumento da resisténcia dos peixes a infec¢do por Aeromonas jandaei.
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CONSIDERACOES FINAIS

O tambaqui ¢ a espécie nativa mais cultivada no Brasil e ¢ acometido por bactérias
do complexo Aeromonas moéveis, como Aeromonas hydrophila e Aeromonas jandaei,
sendo esta ultima registrada em maior prevaléncia nos tambaquis cultivados no estado do
Amazonas, e com registros de resisténcia a varios antimicrobianos. Neste contexto, o uso
de imunoestimulantes tem se tornado crescente na criagdo de peixes, uma vez que esses
aditivos possuem a sua capacidade de aumentar a resposta imune e bem como a
resisténcia dos peixes a diversas doengas.

Neste estudo optou-se por avaliar o aditivo Aquate Fish®, que é um
imunoestimulante a base de Saccharomyces cerevisiae. Dentre os resultados obtidos
destaca-se que a suplementagdo da dieta do tambaqui com Aquate Fish® por 30 dias ndo
promoveu efeitos negativos nos parametros de crescimento dos peixes, e adicionalmente
ndo ocasionou alteragdes significativas nos pardmetros hematologicos e bioquimicos.
Com relacdo aos parametros imunologicos, houve aumento significativo da atividade
respiratoria de leucocitos no tratamento 9 g kg™! em comparagio ao tratamento 12 g kg'!
do aditivo Aquate Fish®, mas sem efeito para os niveis de lisozima.

A aplicacdo do protocolo de desafio bacteriano, para tambaquis suplementados
com Aquate Fish® na dieta, evidenciou que os peixes suplementados com 6 ¢ 9 g kg™!,
assim como o controle sem suplementacao, apresentaram menores taxas de sobrevivéncia
que variaram entre 25 e 37,5%. Por outro lado, com a maior suplementagdo, ou seja 12 g
kg! de Aquate Fish® , os peixes alcangaram 75% de sobrevivéncia apos desafio com A.
jandaei.

Como perspectiva vislumbra-se avaliar o efeito benéfico da suplementacido do
Aquate Fish®, quando administrados em diferentes tempos, curto € prolongado, para
obtencdo de melhores respostas de crescimento e imune. Em adi¢@o, estudos sobre a
estrutura da microbiota intestinal devem ser conduzidos, uma vez que que a estimulagdo
do sistema de defesa dos peixes também se da mediante a regulacdo da microbiota

intestinal.
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