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Aditivos funcionais
para racoes, chave
para apoiar a
prevencao de
doencas na
aquicultura

Waldo Nuez, PhD

w.nuezortin@nutriad.com




A doenca é o principal gargalo que restringe a

"Revolucao Azul"

Producao de Camarao no México
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Doenca em fazendas de peixes no Brasil

Fatores Unidades Valores

Area de producao Ha, bilhoes 2
Densidade de estocagem peixe/m? 5
NUmero de peixes cultivados bilhoes 10
Preco médio de producao por peixe S USD 0,28
Mortalidade média % 15
NUmero total de peixes mortos por ano Milhoes 300
Perda total na producao de peixe por ano SUSD, milhdes 84

Tavares-Dias and Martins, 2017
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Controle de Doencas: curativo vs preventivo

cusq:a QE MQRTE§ REMO(;AO E TRATAMENTO

@ %SWUMfNTADO YN — CURATIVO L PREVENTIVO

25 ¢ PERDA DE CRESCIMENTO
\ AUMENTO DE FCA
\“ AUMENTO DO TEMPO DE PRODUCAO
RENDIMENTO REDUZIDO

PERDA'DA QUALIDADE DE PEIXES
IMPACTO AMBIENTAL —

REPUTACAO:/ COSTUMES / CONFIANCA
IMPACTO SOCIAL
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Eficacia reduzida e uso de tratamentos antibioticos e
antiparasitarios
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JOURNAL OF ENVIRONMENTAL SCIENCE AND HEALTH, PART B .
2016, VOL. 51, NO. 12, 817-823 e Taylor &Francis
http://dx.doi.org/10.1080/03601234.2016.1208457 Taylor & Francis Group
0 ° PN 0
* Maior resistencia ao tratamento @
Relationship between antibiotic residues and occurrence of resistant bacteria in Nile D

tilapia (Oreochromisniloticus) cultured in cage-farm

Research Article
Antibiotic-Resistant Vibrios in Farmed Shrimp

FARMED

« Restricoes crescentes ao uso de antibioticos RESPONSIBLY

asSC

CERTIFIED
ASC-AQUA.ORG

VernmentMUSTact
Avorthis countryrisks

ingawayoneofithetrue)
« Tratamentos antiparasitarios sao altamente
restritos

« A doenca nao € apenas um problema produtivo !!




Uma tempestade perfeita para doencas N
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Nao se esqueca de infeccdes secundarias

uDistri

Ferguson et al 20142
Kembou Tsofack et al., 2017

Fathietal., 2017
Surachetpong et al., 2017
Amal et al., 2018
Beheraetal., 2018
Mugimba et al., 2018

OIE 2017, 2018

Couf‘tesy by D n Surachetpong




Estratégias para prevenir doencas

Boas praticas de manejo: manejo de agua e solo,
banheiros de camarao, estratégias all-in all-out, etc.

Manejo Integrado de Pragas (MIP)

Medidas mecanicas e biologicas: areas de natacao
restritas, laser, armadilhas flexiveis, predadores
parasitas

Vacinacao

Quimicos / tratamentos medicinais também sdao uma
necessidade
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Aditivos funcionais para alimentacdo animal para promover a saude -

Contents lists available at ScienceDirect

Fish and Shellfish Immunology

f3-1.3-glucan side chains B-1.6-glucan

ELSEVIER journal homepage: www.elsevier.com/locate/fsi

O O. F } side chain
tyi @l Jmo [ Full length article
l Effect of yeast (Xanthophyllomyces dendrorhous) and plant (Saint John's wort, | ) |
) fo1.5-Da lch}_g lemon balm, and rosemary) extract based functional diets on antioxidant i ,
OH O H 515 b‘j and immune status of Atlantic salmon (Salmo salar) subjected to crowding Parasites & Vectors

stress
B-1.3-glucan backbone
, Dietary phytochemicals modulate skin gene @
Acidos organicos Prebioticos expression profiles and result in reduced

IGIEEIONEANITEGE  lice counts after experimental infection in
doi: 10.1111/anu 12451 Atlantlc Salmon

Effect of oregano (Origanum onites L.) essential oil on
growth, lysozyme and antioxidant activity and resistance
against Lactococcus garvieae in rainbow trout,
Oncorhynchus mykiss (Walbaum)

Contents lists available at SciVerse ScienceDirect

Aquaculture

journal homepage: www.elsevier.com/locate/aqua-online

Contents lists available at|  T1SSUE distribution and field evaluation of caprylic acid against @umm
natural infections of Sparicotyle chrysophrii in cage-reared gilthead
Aquacult_sea bream Sparus aurata

ELSEVIER journal homepage: www.elsevier.com/locate/aquaculture E

F'i to b '| Oti CcOoS Pro b i éti COS Antiparasitic efficacy of commercial curcumin against Ichthyophthirius @ .

multifiliis in grass carp (Ctenopharyngodon idellus)




aditivos funcionais para racoes

COMPLEXO !

« Desafios in vitro e in vivo com bactérias disponiveis, mas protocolos de
desafio parasitario em condicoes de laboratorio ainda em desenvolvimento

« Pesquisa focada em e agentes patogénicos unicos

« Multiplas-variaveis-(infeccoes-bacterianas secundarias, condicoes ambientais
sazonais, interacoes entre diferentes parasitas, ...)

« Resultados de laboratorio muitas vezes nao reproduziveis sob condicoes de
producao

FIELD
VALIDATION




Aditivos fitogénicos para a alimentacao animal, visando melhorar

a saude e a digestao na aquicultura

Horseradish

A

Juniper Yarrow

Para uma composicao ideal
baseada em pesquisa de
ingredientes naturais

Milk thistle

Rosemary

Aniseed

o > 12.000 metabolitos isolados de plantas
secundarias: terpenoides, derivados de
aminoacidos, flavonoides, ...

o Ampla variedade de acoes:

anti-oxidante, antimicrobiano,
antiparasitario, aumento do apetite,
estimulante da secrecao de bilis e
atividade enzimatica digestiva,
promotores de crescimento...

o Alternativa para os promotores de
crescimento de antibioticos (AGP)

~4§bnutrlad
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Prevencao de doencas através de aditivos funcionais para racoes

» Como parte integrante da estratégia de prevencao de doencas

» Complemento a nutricao ideal

PATOGENO
- Inibicao direta do crescimento de bactérias
patogénicas
- Inibicao do quorum sensing PREVENCAO DE DOENCA

- Interrupcao do ciclo de vida do parasita '
HOSPEDEIRO / ANIMAL PROMOCAO DO CRESCIMENTO

- Modulacao da composicao da microbiota intestinal
- Reforco da integridade intestinal

- Melhoria da resposta antioxidante

- Promocao de respostas imunes protetoras na pele e

o —&2nutriad
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Ensaio in vitro - Valores minimos de concentracao inibitéria (MIC) do aditivo
funcional da racdao (SANACORE® GM) para diferentes bactérias patogénicas e

probioticas
-
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PATHOGENIC BACTERIA
PATHOGENIC Vibrio alginolyticus

BACTERIA Pseudomonas putida

Streptococcus agalactiae la & Ib
Yersinia ruckeri

Vibrio harveyi

Tenacibaculum spp

Aeromonas hydrophila

Vibrio parahaemolyticus
Photobacterium damselae subsp piscicida
Aeromonas salmonicida
Streptococcus iniae

Vibrio harveyi

Vibrio anguillarum
Flavobacterium columnare
Edwardsiella tardaé E. ictaluri

INCLUSAO NA DIETA DE 2-5 KG / MT
2
EFEITO BACTERICIDA/BACTERIOSTATICO

8.-|IIIIIIIII|

=

5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00

PROBIOTICS PROBIOTIC BACTERIA

Streptococcus thermophilus
Pediococcus acidilactici
Bacillus subtilis
Lactobacillus rhamnosus
Lactobacillus plantarum
Bacillus licheniformis
Micrococcus luteus
Lactococcus lactis
Carnobacterium divergens

INCLUSAO NA DIE$A DE 2-5 KG / MT

SEM EFEITO

CONCENTRATION OF SANACORE GM (mg/ml)



Teste in vitro - valores de MIC de SANACORE® GM e BACTINIL® AQUA para

patogenos que afetam a tilapia do Nilo cultivada no Brasil
i

% 4 2 1 0.5 0.25 0.125 0.06 0.03 0.015 | 0.0075 [0.00375|0.001875
pg/ml ; g/kg ; Kg/mT 40 20 10 5 2.5 1.25 0.6 0.3 0.15 0.075 | 0.0375 | 0.01875
Streptococcus agalactiae BC BC BC BC R R R R R R R R
SANACORE® GM Francisella noatunensis
subsp. orientalis BC BC BC BC BC BC R R R R R R
Streptococcus agalactiae BC BC BC BC BC R R R R R R R
BACTI-NIL® AQUA Francisella noatunensis
subsp. orientalis BC BC BC BC BC BC BC BC R R R R
Streptococcus agalactiae R R R R R R R R R R R R
COMPETITOR 1 Francisella noatunensis
subsp. orientalis BC BC BC R R R R R R R R R
Streptococcus agalactiae BC R R R R R R R R R R R
COMPETITOR 2 Francisella noatunensis
subsp. orientalis BC BC BC BC BC R R R R R R R
R Resistente
° BC Bactericida
'LABBEP

LABORATORY OF FISH BACTERIOLOGY

I

~é\> nutriad

Estadual de Londrina we add more



Ensaio in vitro - Quorum Sensing (QS) para desenvolver
aditivos alimentares para a saude

-

« Componentes antibacterianos vao acabar no trato gastrointestinal de animais em niveis
muito abaixo do MIC

* O QS éumaforma de comunicacao bacteriana, frequentemente associada a
patogenicidade e outras respostas bioquimicas criticas em bactérias

we add more



Teste in vitro - Combinacdes sinérgicas (SANACORE®
GM) mostram inibicao mais forte do Quorum Sensing

o O O 0 O n M 4 <« n 0 O < o
o O O O n N 0 W O O 6O < oN o
% of O O O n N 4 n N~ m+HS 0 O O O
o O n N v Mm 4 O O O O O 0O 0O
extract © n AN+ 90090 S g g o g o Q9
<L O O 0o O O 0O O O oo o o o o
bacterlostatlcol QS-inibicao
Unico extrato I
MIC
botanico
jo]
* 100 ©
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sinérgica L _
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|
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QS 50% inibido a
0,0002% de extrato



Testes in vivo - SANACORE® GM promove o crescimento e reduz a mortalidade L
contra Francisella spp. e Streptococcus agalactiae (tipo 3) em tilapia do Nilo

_ Q FENACAM18
ISAIG&ENN?‘BAM

Duas infec¢coes experimentais
separadas: Francisella spp. e
Streptococcus agalactiae

Initial Daily weight Feed/fish/day Feed/fish/day
weight (g) | weight (g) gain (g) (8 day acclimation) (20 days)

n=2 55,3 0,70 0,56 0,72 1,83 2.08

No infection

No infection
Infection Francisella spp.

Infection S. agalactiae.

Peixe alimentado por 20d pré-

infeccao

Infeccao:
- Francisella spp. - immersao

107 UFC / ml aigua durante P 34,4 53,5 0,68
2h
- 5. agalactie - - Efeito promotor de crescimento em peixes ndo infectados

intraperitoneal 10> UFC /

peixe * FCR melhorado em 6% e SGR em 15% em peixes infectados com

Francisella spp.
Monitorado 20d pés-infeccdo * Ingestao melhorada em 7%, FCR melhorada em 25% e SGR em 30% em
’ peixes infectados por S. agalactiae.

e
v LABBEP

LABORATORY OF FISH BACTERIOLOGY

Universidade
Estadual de Londrina |

I



Teste in vivo - SANACORE® GM reduz a mortalidade contra
Francisella spp e Streptococcus agalactiae em tilapia do Nilo

_\ XV
- N FENAC AN I8
} DE 2018

Taxa de mortalidade acumulada contra Francisella Taxa de mortalidade acumulada contra
spp o Streptococcus agalactiae

< 100 90 S

=X 90 No infection o No infection

_r'g 80 = No infection + Sanacore GM N —No infection + Sanacore GM

E 70 e |nfection /0 === |nfection

— ion + . 60 = |nfection + Sanacore GM
§ 60 Infection + Sanacore GM Francisella spp . s. Agalactiae (tipo 3)
50

S 40 Francisella spp 40

'8 30 + 30 S. Agalactiae

= Sanacore® GM 20 *

£ 20 Sanacore® GM

2 10 10

0 0
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
Dias pos-infeccéo Dias pos-infeccao

e . ’ . ~ . . o
&(9 * Aos 20 dias apos a infeccao, reduziu a mortalidade em 35% contra
‘ L O (]
-, LABBEP Francisella spp. em 17% contra S. agalactiae

LABORATORY OF FISH BACTERIOLOGY

@.... . —&2nutriad
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Desafio in vivo (espécie alvo) - SANACORE® GM contra infeccao
por Enteromyxum leei em dourada

XV
FENACAM'18
13 A 16 DE NOVEMBRO
DE 2018

» Perda de peso e crescimento interrompido
« Danos estruturais diretos do epitélio intestinal
* Anorexia e gasto extra de energia
« Nem vacinas nem medicamentos de prescricao eficazes

ﬂ@bnutriad
we add more



Desafio in vivo (espécie alvo) - SANACORE® GM contra infeccao
por Enteromyxum leei em dourada

Necropsy and sampling of
intestines

Control

Basal Diet ‘ °° ‘
° ° ° ° Anterior Middle Posterior

Low dose b
o1}
i 2 )
o gPCR: Whole
High dose o homogeneization and

total E. leei rDNA copies
per intestine (n=30
fish/group)

00
=

Histology: per intestine

= portion Al, MI, Pl (n=16-
FUNCTIONAL 20 fish/group)
FEED ADDITIVE Daily food intake

Biometries

™ S ~&nutriad

11d 5 wk 10 wk
* CSIC we add more

CONSLIO SURORON O INY



Desafio in vivo (espécie alvo) - SANACORE® GM contra infeccao
por Enteromyxum leei em dourada

« Desafioa21°C,de18°a26.5°C

« Efeitos na ingestao uma semana apos o desafio e mais evidente no final do ensaio:
« - CTRL NEG e C-dose alta: consumo de racao nao afetado

« - CTRL POS e B-dose baixa: consumo de racao significativamente afetado

CTRL MEG - NON-INFECTED
A CTRLPOS- INFECTED
B LOW DOSE - INFECTED + 2 KG/TON

C HIGH DOSE - INFECTED + 4 KG/TON

AL

Feed delivered (g)

1234658678 910111213141516 % °
% CS!C Time (weeks) q ~ n Utrl ad

we add more
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Desafio in vivo (espécie alvo) - SANACORE® GM contra infeccao
por Enteromyxum leei em dourada

1 a
a
by
5 b
% = B CTRL NEG
Em A CTRLPOS
1 B LOWDOSE
E= C HIGH DOSE
- )
t & & & & &
Weeks p.i. Weeks p.i.

#CSIC \éﬁ nutriad
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Desafio in vivo (espécie alvo) - SANACORE® GM contra infeccao
por Enteromyxum leei em dourada

« gPCR - reducao de cargas parasitas em todos os niveis em doses baixas

e altas
PREVALENCIA ~ ABUNDANCIA
% de animais positivos Numero de parasitas em todos os
10 - peixes
5 19 a
8 =
9 9
e mm CTRL NEG =3
i Em A CTRLPOS g 109
S 1 B LOWDOSE <
m Em C HIGH DOSE E
} T
E -ﬂ 5-
& ¥
e
3
5

£ CSIC ~&¢nutriad
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Desafio in vivo (espécie alvo) - SANACORE® GM contra infeccao
por Enteromyxum leei em dourada

« Histopatologia - grau de extensao do parasita nos PEIXES INFECTADOS do intestino posterior
para anterior e médio é claramente reduzido em altas doses

INTENSIDADE )
numero médio de parasitas por peixe infectado EXTENSAO
6 % de peixes com > 1 segmento de intestino infectado
40= a

5 c a
2 4 mm CTRL NEG o 30-
£ Em A CTRL POS =
'-5 — B LOWDOSE a
> 3 C HIGH DOSE > 204
= n
n 2 c
S £ b
-E ﬁ 10~
- =S

0 T T T 0-

A B C
£ CSIC ~&¢nutriad
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Validacao em fazendas - SANACORE® GM reduz a mortalidade por
parasitas intestinais (Myxosporidia) em pedacos de pele

m FARM 1 CAGE 1 FARM 1 CAGE 2 m FARM 2 CAGE 1 = FARM 2 CAGE 2

30%
25%
20%
15%
10%

5%

Monthly mortality (%)

0%

May June July Aug Sept Oct
SUPPLEMENTATION OF FEED ADDITIVE

FARM 1:

FARM 2:




Validacao em fazenda - SANACORE® GM reduz mortalidade por
Enteromyxum leei (endo) e Sparicotyle chrysophrii (ecto) em dourada

FAZENDA 1: Seabream infectado com Enteromyxum leei

2,0%
1,5%
1,0%

0,5%

% Monthly mortality

0,0%
—e= CTRL

—e- FFA

FAZENDA 2: Seabream infectado com Enteromyxum leei e Sparicotyle chrysophrii

9,0%
8,0%
7,0%
6,0%
5,0%
4,0%
3,0%
2,0%
1,0%
0,0%

% Monthly mortality

CTRL

t

FFA

—_—

O
[ o=
—
AUG SEP OoCT NOV DEC
1,6% 1,3% 1,7% 1,8% 0,4%
0,2% 0,2% 0,4% 0,3% 0,1%

-

AUG SEP OoCT NOV DEC
6,6% 7,8% 7,4% 2,7% 0,5%
0,9% 2,6% 1,3% 2,4% 0,5%

~®
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Validacdao em fazenda - o SANACORE® GM reduz a mortalidade causada
por surtos de vermes de emalhar no robalo europeu durante o inverno

67g robalo . :
4 repeticoes/ TRT, 100 peixes / tanque 12 N"w" ;\r‘v’ :
: S :
Inverno/Primavera Ny TIavAYS :
Diagnostico: ectoparasitas, predominante Diplectanum spp. | —

Mortality %
()] =]
i L
Temperature °C

2

=—=CONTROL = ADDITIVE —AVE temperatura
C resess S S S S ST
S S SR GiGisisdddsdds
2 y
CONTROL FEED ADDITIVE
20 ®
2
£ 15
£ °
(<) 11,2% @
= 10 ’ o
NS
5 $
. 4,0%

o
[




SANACORE® GM afeta positivamente a composicao da
microbiota intestinal do robalo europeu

 DGGE (Eletroforese em Gradiente de Gel Desnaturante)

Similarity

-i'n
0

o
&0
FED
S0
a0

g; Sampling 150d
s [ SANACORE GM 5 .
2 Richness Shannon's Index

18
— R H'

r‘ng | Seabass
%%ﬁ >ampling 150d control llsampling 150d SANACORE GM 33:0.7 | 2.72+ 0.1 |
5 Sampling 150d Control 30+1.3 2.39 + 0.1

Sampling 0 Control 32 + 3.0 2.5+0.1

Control

@
UNIVERSIDAD é n u t rl ad
“4 DE MALAGA we add more
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Validacao em fazenda - SANACORE® GM impacta positivamente o
crescimento e reduz a prevaléncia de parasitas em tilapia vermelha

durante o Eeriodo de alevinagem e crescimento sTailéndia)

Average weight (g)

Sampling 2 Sampling 3 Sampling 4 Sampling 5
T Control 35.1 125.74 247.05 536.1
Control =3 | Sanacore®GM 0.5% 38.37 133 - -
— Sanacore®GM 0.3%
s . + X aditivo 0.3% : - 247.05 563.7
' " | % Improvement 9 6 0 5
Prevalence =% of Skin Gill
positive animals (n =90) Trichodina spp. Flukes Trichodina spp. Flukes
Control 19% 18% 12% 2%
1g Sanacore®GM 13% 9% 9% 2%
% Reduction 45% 50% 33% 0%
Control 100% 15% 100% 0%
40g Sanacore®GM 65% 10% 36% 20%

% Reduction 35% 33% 64% 0%
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Trichodina spp. - 6%

Control Flukes - 13% 25% 63% - - - 100%
Skin Sanacore®GM Trichodina spp. - - - 100% - - 23% 77%
e Flukes . . - | 100% | - . - 100%
Trichodina spp. - - - 100% || 15% 15% 45% 25%

Control Flukes - - 50% 50% - - - -
Gill Sanacore®GM Trichodina spp. - - - 100% - - - 100%
B2 Flukes . . - | 100% | - : - | 100%

~4§bnutriad
we add more




Conclusao - Aditivos funcionais para apoiar a prevencao

de doencas
-

1) Parte integral da estrategia de prevencao de doencas (patogenos primarios o
secundarios)

2) Complemento a nutricao optima
3) Verificacao da eficacia em laboratorio e condicoes de campo

4) Efeitos:

- Diferentes modos de acao
Antimicrobiano
Gut modulator

- Amplio espectro
Francisella spp.

Streptococcus agalactiae .
Trichodina spp. @ n u t r'l a d

- Dosagem dependente da pressao da doenca
° g g ’ we add more
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Obrigado!

Waldo Nuez, PhD
w.nhuezortin@nutriad.com
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