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Desempenho do Litopenaeus vannamei
(Boone, 1931) cultivado com uso de
probiótico quando submetido à
infecção por Vibrio harveyi

RESUMO

Neste trabalho foram avaliados os efeitos do uso de probiótico no cultivo de juvenis de Litopenaeus
vannamei quando submetidos à infecção ao Vibrio harveyi. A exposição ao V. harveyi foi realizada
durante 15 dias em camarões provenientes de um cultivo de 30 dias sem renovação de água com
utilização de probiótico comercial (Bacillus subtilis e Bacillus licheniformis), adicionados na água e
na ração (PAR), somente na água (PA), somente na ração (PR) e sem adição de probiótico (SP). A
análise do consumo alimentar dos camarões demonstrou diferença significativa entre os tratamentos
(P<0,05). No tratamento SP, o consumo alimentar reduziu significativamente com a evolução das
inoculações de V. harveyi, demonstrando efeitos positivos da utilização de probióticos nos demais
tratamentos sobre este parâmetro. Os tratamentos PAR e PA apresentaram valores menores e mais
constantes de concentração total de hemócitos durante o período do experimento. Já as maiores
taxas de crescimento foram verificadas nos tratamentos SP (0,45 ± 0,04 g/semana) e PAR (0,34 ±
0,19 g/semana), que não diferiram estatisticamente entre si (P>0,05). Os resultados encontrados
sugerem que podem ser encontradas respostas diferentes diante de uma infecção bacteriana em L.
vannamei entre cultivos procedentes de meios autotróficos e heterotróficos.

Palavras-chave: Bacillus spp., camarão, crescimento, hemócitos

Performance of Litopenaeus vannamei
(Boone, 1931) cultured with probiotic when
submitted to infection by Vibrio harveyi

ABSTRACT

The effect of probiotic in Litopenaeus vannamei juveniles when submitted to the infection by Vibrio
harveyi was evaluated in the present study. The exposure to V. harveyi was carried out during 15
days using individuals reared for 30 days in a closed recirculation system with a commercial probi-
otic (Bacillus subtilis and Bacillus licheniformis), added to water and food (PAR), only in the water
(PA), only in the food (PR) and without probiotic (SP). Feed intake of shrimp differed significantly
among treatments (P<0.05). In the SP treatment, a significant reduction of intake occurred with the
gradual development of inoculations of V. harveyi, showing positive effects of the probiotics in other
treatments on this parameter. The PAR and PA treatments showed inferior and more constants values
in the total haemocyte count during the experimental period. The highest growth rates were obser-
ved in the SP (0.45 ± 0.04 g/week) and PAR (0.34 ± 0.19 g/week) treatments, which did not differ
statistically (P>0.05). The results suggest that different answers can be found among cultures from
autotrophic and heterotrophic media, when a bacterial infection occurs in L. vannamei.

Key words: Bacillus sp, shrimp, growth, hemocytes
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INTRODUÇÃO

Atualmente as maiores restrições para o desenvolvimento
sustentável em fazendas de camarão são as doenças causa-
das por agentes infecciosos virais e bacterianos, que consti-
tuem os principais responsáveis por perdas econômicas na
indústria aqüícola mundial e a causa das maiores mortalida-
des que acometem camarões peneídeos juvenis (Gomez-Gil et
al., 2000; Bachère, 2000; Sarathi et al., 2007). Doenças causa-
das por Vibrio alginolyticus e Vibrio harveyi, assim como
infecções causadas pelo vírus síndrome da mancha branca,
têm afetado o cultivo do camarão Penaeus monodom na Ín-
dia e em muitos países asiáticos (Sarathi et al., 2007).

Diante desta situação, a indústria camaroneira tem pesqui-
sado soluções para estes problemas em diferentes centros de
pesquisas e empresas comerciais. Uma das estratégias adota-
das atualmente na redução/exclusão de patógenos em aqui-
cultura é justamente a utilização de probióticos. Segundo
Horowitz & Horowitz (2000), probiótico é um suplemento
bacteriano adicionado a um sistema de produção para modi-
ficar ou manipular as comunidades microbianas na água e
sedimento, reduzir ou eliminar microorganismos patógenos
selecionados e aumentar o crescimento e sobrevivência de
espécies cultivadas.

O uso de bactérias probióticas para inibir patógenos pela
liberação de substâncias antimicrobianas é crescente em fa-
zendas de camarão, por ser uma alternativa mais eficaz que a
utilização de antibióticos na administração da saúde dos ca-
marões (Verschuere et al., 2000). Além disso, é indicado no
aumento à resistência ou na prevenção de doenças em diver-
sos crustáceos (Rengpipat et al., 1998; Gatesoupe, 1999;
Montero-Rocha et al., 2006). Rengpipat et al. (2000) observa-
ram que Bacillus S11 fornecem proteção a doenças pela ati-
vação da defesa celular imune e humoral, assim como estabe-
lece uma exclusão competitiva no intestino do camarão.

Paralelamente, diversos autores têm trabalhado na quanti-
ficação de diferentes parâmetros celulares e humorais sobre
a resposta imune de espécies de camarões cultivados (Reng-
pipat et al., 2000; Lópes et al., 2003; Hsu & Chen, 2007), sen-
do a contagem de hemócitos uma das ferramentas disponí-
veis para avaliações imunológicas (Le Moullac et al., 2000).
Os crustáceos têm um sistema imune inato, caracterizado pela
ausência de imunoglobina e memória imunológica, mas são
bastante eficientes para protegê-los e preservá-los da inva-
são de patógenos. Os hemócitos dos crustáceos represen-
tam o papel principal na resposta imune e desempenham fun-
ções como fagocitose, encapsulação, formação de nódulo e
mediação de citotoxicidade (Johansson et al., 2000).

Quando os patógenos penetram na hemolinfa, são englo-
bados pelos hemócitos e geram uma série de substâncias
antimicrobianas denominadas oxigênio reativo, tal como ani-
on superóxido (O2

"), radical hidroxila (OH”), peróxido de hi-
drogênio (H2O2) e oxigênio (O2). A liberação de anion supe-
róxido – conhecida como explosão respiratória – tem um
importante papel na atividade microbiana (Munoz et al., 2000
apud Sarathi et al., 2007).

Este trabalho foi realizado com o objetivo de verificar o
efeito do uso de probiótico no cultivo de juvenis de Lito-

penaeus vannamei provenientes de um sistema fechado sem
renovação de água, quando submetidos à infecção ao V. har-
veyi.

MATERIAL E MÉTODOS

Juvenis de L. vanammei (2,26 ± 0,02 gramas) foram obti-
dos de uma Fazenda de Camarão Marinho no Litoral Norte
de Pernambuco e mantidos no Laboratório de Maricultura
Sustentável (LAMARSU) por 30 dias em sistema de cultivo
fechado heterotrófico e autotrófico. No sistema heterotrófi-
co, a administração dos probióticos nos devidos tratamentos
foi realizada conforme recomendação do fabricante, utilizan-
do-se 0,001 g de probiótico/L na água e 5 g de probiótico/kg
na ração. O probiótico comercial ministrado no cultivo é com-
posto por cepas liofilizadas de Bacillus subtilis e Bacillus
licheniformis, com densidade celular de 5 x 1010 UFC/g. No
cultivo autotrófico foi realizado inóculo da diatomácea Chae-
toceros muelleri, em uma densidade de 103 células/mL, por
meio da fertilização com os fertilizantes inorgânicos nitrato,
fosfato e silicato, para manutenção da densidade algal. Após
30 dias de cultivo, os camarões foram transportados para o
Laboratório de Bioensaios no Departamento de Pesca e Aqüi-
cultura (DEPAq), Universidade Federal Rural de Pernambuco
(UFRPE), onde foi realizado o experimento desafio com a ino-
culação do Vibrio harveyi na água durante 15 dias.

O modelo experimental contou com quatro tratamentos com
três repetições, totalizando 12 unidades experimentais intei-
ramente casualizadas. Os tratamentos foram ministrados com
camarões oriundos de um cultivo heterotrófico (tratamentos
PAR, PA e PR) e autotrófico (tratamento SP), em que: trata-
mento PAR - cultivo com o uso de probiótico na água e na
ração; tratamento PA - cultivo com utilização de probiótico
na água; tratamento PR - cultivo com o uso de probiótico na
ração e tratamento SP - cultivo sem utilização de probiótico.

Cada unidade experimental consistiu de caixas plásticas
(0,56 x 0,36 x 0,31m) com área de

0,20 m2 e volume de 35 L cada. A densidade de estocagem
de camarões foi de 100/m2, totalizando 20 indivíduos por cai-
xa, com salinidade 25‰, aeração constante e temperatura
ambiente.

A água utilizada no experimento foi proveniente do Labo-
ratório Maricultura Netuno, onde recebeu filtração prévia. No
LAMARSU, a água foi desinfetada com hipoclorito de sódio
(5 ppm).

O V. harveyi utilizado para infecção da água das unidades
experimentais foi obtido no Laboratório de Camarões Mari-
nhos – Setor Microbiologia, Departamento de Aqüicultura da
Universidade Federal de Santa Catarina.

No laboratório de Bacteriologia do LAMARSU, o V. har-
veyi foi cultivado em meio de cultura líquido BHI (Brain Heart
Infusion – Infusão de Coração e Cérebro, Oxoid) e mantido
em estufa bacteriológica a 30oC. Após 24 horas do início da
cultura, a cepa foi inoculada serialmente (1/10) cinco vezes
em solução salina estéril (NaCl 3,5%). A concentração de V.
harveyi nesta solução foi estimada por contagem das colôni-
as formadas em placas contendo meio de cultura Agar TCBS



87Desempenho do Litopenaeus vannamei (Boone, 1931) cultivado com uso de probiótico quando submetido à infecção por

Rev. Bras. Ciênc. Agrár. Recife, v.4, n.1, p.85-90, 2009

(Thiosulfate Citrate Bile Salts Sucrose Agar), após 24 horas
de incubação a 30oC. Realizaram-se uma inoculação de 104

UFC.mL-1 no primeiro dia do experimento e uma segunda de
107 UFC.mL-1 no sétimo dia.

Foram mensuradas nos tanques experimentais as variáveis
físico-químicas de temperatura (ºC), salinidade, condutivida-
de (µs/cm), porcentagem de saturação de oxigênio (%), oxi-
gênio dissolvido (mg/L) e pH diariamente às 9 h, por intermé-
dio de multi-parâmetros Multi Probe System 5565.

      As amostras de hemolinfa foram coletadas do sinus
ventral de um camarão por unidade experimental antes da
inoculação do V. harveyi e, posteriormente, a cada três dias.
Para isso foram utilizadas seringas estéreis de 1 mL (21G), fi-
xadas em solução de 4% de formol-MAS (10 mM Tris, 336
mM NaCl, 5 mM CaCl2, 10 mM MgCl2, pH 7.0) e armazenadas
em tubo de ependorf para posterior contagem total de hemó-
citos (THC).

Durante o experimento, foi utilizada ração comercial com
35% de proteína bruta. A alimentação (10% da biomassa) foi
fornecida duas vezes ao dia (manhã/tarde) em bandejas. Dia-
riamente, antes da primeira alimentação, retiraram-se sobras
de ração e fezes do fundo das unidades através de sinfona-
mento. A água foi filtrada e devolvida para as devidas caixas.

O consumo alimentar foi avaliado em dois momentos do
experimento: 7o e 14o dia. As sobras de ração foram recolhi-
das, acondicionadas em filtros pré-pesados e levadas à estu-
fa com temperatura de 60ºC até atingirem um peso constante.
Além disso, três unidades experimentais sem camarões foram
utilizadas para a determinação da lixiviação da ração. O con-
sumo alimentar foi calculado de acordo com o método adap-
tado de Nunes & Parsons (2000): CA= (R0 – Rr) x Rp, em que
CA = consumo alimentar (g de ração/tratamento/refeição); R0
= ração ofertada corrigida (g); Rr = ração recolhida (g); Rp=
lixiviação da ração.

A taxa de sobrevivência foi avaliada por contagem diária
de camarões das unidades experimentais até o final do expe-
rimento. Para determinar a taxa de crescimento, foi realizada
biometria inicial e final do experimento. Os camarões foram
pesados em balança eletrônica com precisão de 0,1 g. O gan-
ho de peso e a biomassa foram avaliados pela diferença do
peso final e peso inicial e pela diferença da biomassa final e
biomassa inicial, respectivamente.

Ao final do experimento, foi verificado o número total de
hemócitos (THC), estimado pelas contagens diretas realiza-
das em câmara de Neubauer e microscópio óptico.

Os resultados obtidos foram analisados estatisticamente
pelo teste Kolmogorov-Smirnov para normalidade, teste Co-
chran para homogeneidade da variância e, em seguida, ANO-

VA. Quando detectadas significativas (p<0,05) entre as médi-
as , foi aplicado o teste Duncan.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Não foram observadas diferenças significativas (P>0,05)
entre os tratamentos quanto aos parâmetros físico-químicos
da água (temperatura, salinidade, pH e oxigênio dissolvido)
durante o período experimental (Tabela 1).

A temperatura e a salinidade estiveram dentro da faixa
adequada ao cultivo de L. vannamei, com médias de 25,6ºC e
25,8 g.L-¹. Igarashi (1995) cita que a temperatura ótima da água
pode variar de 24 a 28ºC, de modo que sob temperaturas abaixo
de 20ºC ou acima de 31ºC pode retardar o crescimento. Nu-
nes (2002) relata que a temperatura ideal para o cultivo desta
espécie é de 26 a 33ºC e que temperaturas superiores a 35ºC
e inferiores a 25ºC podem afetar negativamente o desempe-
nho dessa espécie. Além disso, grande variação na salinida-
de pode causar estresse nos animais cultivados.

A concentração de oxigênio exerce grande influência so-
bre a atividade, o consumo de alimento, o crescimento e a
conversão alimentar de peixes e camarões. No cultivo de ca-
marões, as concentrações de oxigênio dissolvido devem ser
mantidas acima de 4 mg/L (Kubitza, 2003; Boyd, 2002). As
médias das concentrações de oxigênio dissolvido encontra-
das no experimento foram no mínimo de 4,91 ± 0,47 e máximo
de 5,00 ± 0,35. Da mesma forma, o valor observado de pH
(média) manteve-se nos limites ideais para o crescimento de
camarões, que varia de 7 a 8,3, segundo Wyk & Scarpa (1999).

O tratamento SP diferiu significativamente (P<0,05) dos
demais, apresentando concentração média superior e erro-
padrão de hemócitos totais (37,60 ± 7,71 x 104 cel.mL-1). Me-
nores média e erro-padrão da contagem total de hemócitos
(THC) foram observados no tratamento PAR (15,13 ± 1,05 x
104 cel.mL-1).

No 6o dia do experimento foi encontrada redução signifi-
cativa de THC. Segundo Le Moullac & Haffner (2000), um
número menor que o normal de hemócitos em crustáceos
correlaciona-se com a redução da resistência a patógenos.
Motedeosca et al. (2002) afirmam que, quanto mais aguda a
infecção, maior o número de hemócitos produzidos. Em P.
japonicus a infecção com Fusarium solani provocou aumen-
to de até seis vezes os hemócitos circulantes (Sequeira et al.,
1996). Na maioria dos dias de coleta neste estudo, o maior
número de hemócitos produzidos foi observado no tratamen-
to SP (Figura 1). Esta resposta demonstra claramente a influ-
ência positiva dos probióticos nos tratamentos PAR e PA, que

 Tratamentos 
PAR PA PR SP 

Temperatura (ºC) 25,8 ± 0,20 a 25,8 ± 1,60 a 25,6 ± 0,20 a 25,6 ± 0,20 a 
pH 7,28 ± 0,30 a 7,27 ± 0,31 a 7,28 ± 0,30 a 7,27 ± 0,32 a 
Oxigênio dissolvido (mg L-1) 4,91 ± 0,47 a 5,00 ± 0,35 a 4,93 ± 0,44 a 4,95 ± 0,41 a 
Salinidade (g L-1) 25,8 ± 0,94 a 25,8 ± 0,94 a 25,8 ± 0,94 a 25,8 ± 0,94 a 
 

Tabela 1. Médias e desvio-padrão das variáveis físico-químicas da água durante o período experimental.*

Table 1. Mean and standard deviation of physical and chemical characteristics of water during the experimental period*

* Letras distintas entre colunas indicam diferenças significativas (p<0,05)
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apresentaram as menores e mais constantes concentrações
totais de hemócitos durante o período experimental, não sen-
do observadas grandes alterações no sistema imunológico.

Segundo Braak (2002), a THC em crustáceos pode aumen-
tar ou diminuir seus valores, dependendo do tempo e tipo de
estresse. Segundo esse autor, durante o período de estresse
e processos infecciosos, a THC usualmente diminui nas pri-
meiras horas, provavelmente em razão da migração e infiltra-
ção de hemócitos nas regiões invadidas; em seguida elevam-
se seus valores, possivelmente devido à liberação de novas
células a partir dos órgãos hematopoiéticos.

Após a primeira inoculação do V. harveyi, foi observada
uma mudança quantitativa dos níveis THC, que foram maio-
res em todos os tratamentos na coleta realizada no terceiro
dia. Sarathi et al. (2007) observaram, em camarões injetados
com V. alginolyticus, diminuição significativa na THC nos
estágios iniciais da injeção e, em seguida, aumento dos ní-
veis de THC, provavelmente devido à migração dos hemóci-
tos para a área injetada. A redução da THC dos camarões
infectados por WSSV foi atribuída ao acúmulo de hemócitos
nas áreas da injeção para a cicatrização do ferimento e fago-
citose de corpos estranhos. Estas afirmações confirmam que
a THC é um bom indicativo da saúde de camarões.

Após a inoculação inicial (1o dia do experimento) de V.
harveyi (104 UFC. mL-1), as maiores concentrações de hemó-
citos foram observadas no 3o dia, com exceção do tratamento
PAR. A partir do 7o dia do experimento, quando foi realizada
nova inoculação de V. harveyi (107 UFC.mL-1), constatou-se
alteração na concentração de hemócitos, comprovada pelo
aumento na concentração total de hemócitos apresentado no
9o dia. Resultados diferentes foram encontrados por Rengpi-
pat et al. (2000), que, ao analisarem o sistema imune do Pe-
naeus monodom cultivado com inóculo de Bacillus sp e in-
fectado com o V. harveyi, constataram que o número de
hemócitos totais diminuíram após a infecção em ambos os
grupos, com significante diminuição no tratamento probióti-
co. Contudo, a resposta imune foi substancial em ambos os
tratamentos, mas após 10 dias do desafio com V. harveyi foi
mais pronunciada com o camarão tratado com probiótico (Ba-

cillus sp). Os resultados encontrados por esses autores po-
dem ser justificados pelo fato de as amostras de hemolinfa
terem sido coletadas no início da infecção, quando os valo-
res de THC são inferiores.

As concentrações de V. harveyi estabelecidas para inocu-
lação durante o experimento corroboram as inferências de
Soto-Rodrigués et al. (2006). Esses autores avaliaram a pato-
genicidade e colonização de vibrios luminescentes em L. van-
namei e concluíram que larvas de crustáceos marinhos tem
capacidade de ingerir 102-104 UFC.mL-1de V. harveyi  por
náuplio e que a colonização de bactérias no intestino de lar-
vas do camarão é estabilizada após 13 horas na região do
cefalotórax e trato digestivo.

O consumo alimentar observado no 7o dia foi inferior para
o tratamento PAR (0,79 g/refeição), o qual diferiu significati-
vamente apenas do tratamento SP, com valor médio de 1,26
g/refeição. Silva et al. (2007) encontraram resultados simila-
res, com valores inferiores de consumo alimentar de juvenis
de L. vannamei para os tratamentos com probiótico na água
e na ração e probiótico na água.

No 14o dia, houve redução significativa do consumo ali-
mentar no tratamento SP (0,83 g/refeição), que diferiu signifi-
cativamente dos tratamentos PA e PR.

Não ocorreram diferenças significativas no consumo ali-
mentar dos tratamentos quanto ao tempo, à exceção do trata-
mento SP, que apresentou valores menores. Este resultado
indica que os camarões cultivados com o uso de probióticos
foram mais constantes a longo prazo em relação à resposta
obtida de consumo alimentar (Tabela 2). No caso de inocula-
ções sucessivas, o consumo poderia ser afetado nos animais
do tratamento SP.

Os valores médios de consumo alimentar foram semelhan-
tes entre os tratamentos, à exceção do SP, que apresentou
queda considerável do 7o para o 14o dia do experimento.

Crescimento e sobrevivência
Os camarões submetidos ao tratamento SP apresentaram

melhores resultados de ganho de peso e de biomassa (Tabela
3), fato que pode estar relacionado à origem dos camarões
(autotrófico e heterotrófico). É provável que os camarões
provenientes do cultivo em meio heterotrófico tenham perce-
bido a diferença entre os ambientes de cultivo, uma vez que
estavam adaptados ao meio anterior com flocos microbianos,
que também apresentavam diferentes variáveis de qualidade
da água. Os camarões provenientes do cultivo em meio auto-
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Figura 1. Média e desvio-padrão da contagem total de hemócitos nos respectivos
dias de coleta. Letras distintas nos dias de coleta indicam diferenças
significativas em cada tratamento (p<0,05).

Figure 1. Mean and standard deviation of of total haemocyte count in the
respective sampling days. Different letters indicates significant different
t(p<0.05) in the respective sampling days in treatments.

Período PAR PA PR SP 
7o dia 0,79 ± 0,27 a 1,02 ± 0,12  ab 1,07 ± 0,23 ab 1,26 ± 0,25 b 
14o dia 0,84 ± 0,33 a 0,97 ± 0,30 ab 0,97 ± 0,29 ab 0,83 ± 0,33 b 

Tabela 2. Valores médios e desvio-padrão do consumo alimentar (grama de
ração/refeição) do camarão Litopenaues vannamei em sistema fechado com
a inoculação de Vibrio harveyi*

Table 2. Mean and standard deviation of feed intake (gram of feed/food) of
Litopenaues vannamei shrimp on closed system with Vibrio harveyi
inoculation*

* Letras distintas indicam diferenças significativas (p<0,05)
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trófico, por sua vez, estavam adaptados àquelas condições
de cultivo.

Estes resultados corroboram aqueles obtidos por Patnaik
et al. (2007), que encontraram maiores valores de biomassa e
peso final em L. vannamei infectados com V. harveyi e culti-
vados sem adição de probiótico, quando comparados ao cul-
tivo com probiótico na água. Resultados similares foram ob-
tidos com as espécies Penaeus setiferus e L. vannamei por
Horowitz & Horowitz (2000) e McIntosh et al. (2000), porém
sem a presença do V. harveyi.

Devaraja et al. (2002) avaliando a utilização de dois tipos
de probiótico no cultivo de camarão não encontraram dife-
renças significativas na taxa de crescimento, no peso final,
na taxa de sobrevivência e produção final em comparação ao
tratamento controle (sem probiótico).

Com relação ao crescimento dos camarões avaliados nes-
te estudo, houve diferença estatística entre os tratamentos
PR e SP. Os maiores crescimentos (g/semana) foram verifica-
dos nos tratamentos PAR (0,34 ± 0,19 g/semana) e SP (0,45 ±
0,04 g/semana), que não diferiram estatisticamente (Figura 2).
Contudo, Rengpipat et al. (1998) observaram aumento no cres-
cimento e na sobrevivência no cultivo de P. monodon na pre-
sença de Bacillus S11 e infectados com o V. harveyi.

Os camarões apresentaram valores de sobrevivência aci-
ma de 98% em todos os tratamentos. Meunpol et al. (2003),

analisando o cultivo de Penaues monodon infectados por V.
harveyi, encontraram melhores resultados de sobrevivência
para os camarões alimentados com ração à base de probióti-
co em comparação ao grupo controle (sem probiótico). Pat-
naik et al. (2007), testando o efeito da adição de probiótico
na água de cultivo, não detectaram diferença estatística na
sobrevivência de juvenis de L. vannamei quando infectados
pelo V. harveyi.

CONCLUSÕES

A utilização do probiótico comercial (Bacillus spp.) na
água ou na ração separadamente pode influenciar os orga-
nismos cultivados e elevar a resistência adquirida pelos
camarões, haja vista a manutenção de sua atividade alimen-
tar e constância na contagem total de hemócitos para os
tratamentos cultivados com probiótico. Entretanto, a res-
posta imune pode refletir em melhores resultados de cres-
cimento em camarões expostos ao V. harveyi, cultivados
por um período maior.
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