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Resumen

Anderson (1992) y Raa (1996) han escrito impresionantes criticas acerca del uso de
inmunoestimulantes en acuacultura. La mayoria de los trabajos citados se refieren
principalmente al cultivo de peces y pocos acerca del camardn. Asi que este trabajo esta
enfocado al camardn y las pocas pruebas publicadas. Varios de los inmunoestimulantes y su
manera de actuar sobre el sistema inmune en camarones se describen brevemente, asi como
los métodos usados para administrar las sustancias inmunoestimulatorias para camarén. La
dificultad para experimentar en este campo esta sefialada con algunos ejemplos.

Introduccioén

La produccion mundial del cultivo de camardn se ha incrementado constantemente durante
los ultimos veinte afios. En 1995 se produjeron 712,000 toneladas métricas de camardn
entero; unas 21,000 tons menos que para el registro anual de 1994. Hasta avanzados los 80’s
este crecimiento resulté principalmente de un incremento de las areas de crecimiento y
también de las mas altas densidades de los estanques. En el proceso, se deterioraron las
condiciones ambientales dentro y fuera de las granjas en muchas areas, y la incidencia de
enfermedades afect6 rapida y negativamente la produccion; situacion similar a lo que ya ha
ocurrido en otras producciones de animales. El ambiente deteriorado y las condiciones de
cultivo son factores predispuestos que estresan al animal y lo hacen méas receptivo a
patégenos.

Numerosos patdgenos de camaron son conocidos y los mas importantes que se desarrollan
durante la crianza larvaria son bacterias o virus. Los mas importantes pertenecen al género
Vibrio: V. harveyi, V. vulnificus, V. damsella y V. parahaemolyticus, que son frecuentemente
implicados en el desarrollo de enfermedades en la larva (Le Groumellec et al., 1995), mientras
que V. penaeicida afecta al camaron solamente cuando alcanza el nivel juvenil (Goarant et al.,
1998). El brote de bacterias puede causar importantes mortalidades en granjas de camaroén.
Esas patologias son a menudo desencadenadas por virus epizooticos. Algunos virus han sido
caracterizados en Penaeus monodon: virus cabeza amarilla (YHV), sindrome del baculovirus
de mancha blanca (WSBV), mientras que el virus de infecciones hipodérmicas y
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hematopoyéticas que causan necrosis (IHHN) y el virus que causa el sindrome de Taura
(TSV) son patégenos para P. vannamei y P. stylirostris. La bacteriosis puede ser controlada
por el tratamiento con antibidticos, pero su uso representa riesgo ambiental, y la propagacion
de genes resistentes a éste son un potencial inconveniente. Es conocido que algunos
antibidticos como la oxitetraciclina también disminuyen la respuesta inmune en peces (Rijkers
et al, 1981). Ademas, el origen viral de algunos epizooticos limita la eficiencia de tal
tratamiento.

Sustancias inmunoestimulantes como alternativa

Como tratamiento alternativo, existen componentes bioldgicos, ‘inmunoestimulantes’, jugando
el papel de moléculas de alarma que activan el sistema inmune. El sistema inmune de
animales responde a un inmunoestimulante como a una agresion microbiana. La mayoria de
las moléculas inmunoestimulantes son fragmentos de la pared celular de microorganismos
que hacen a los animales mas resistentes a infecciones microbianas. Muchos componentes
activos son extraidos de paredes celulares bacterianas: fragmentos de péptidos muramil,
lipopolisacéaridos (LPS), lipopéptidos, aciloligopéptidos y ciertos péptidos. En la pared celular
de levaduras y mohos, hay principalmente R-glucanos, moléculas poliglucosas ligadas a
través de 3-1,3 en una larga cadena y con ramificaciones 3-1,6 de glucosa.

El sistema inmune en crustaceos esta menos desarrollado que en vertebrados. El camar6n es
principalmente dependiente de procesos inmunes no especificos para su resistencia a
infecciones. Por lo tanto, puede esperase que los inmunoestimulantes deberian llegar a ser
una herramienta importante para reducir las enfermedades de crustaceos en la acuacultura.
La defensa en crusticeos esta basada en los hemocitos multifuncionales tal como
coagulacion, fagocitosis, encapsulacion y cicatrizacion de heridas (Johansson & Séderhall,
1989, Hose & Martin, 1989, Bell and Smith, 1993, Bachére et al., 1995a). La mayoria de esas
funciones de defensa son desencadenadas por la presencia de microorganismos vivos o
fragmentos de microorganismos muertos en la hemolinfa del camarén. El plasma del
camaron contiene factores capaces de reconocer a las bacterias o virus. Son caracterizados
dos tipos de proteinas ligantes, la proteina ligante LPS y la B-glucano, asi como su receptor
sobre el macréfago (Duvic y Séderhall, 1990, Duvic y Séderhall, 1992, Vargas-Albores, 1995).

Ciertos tipos de hemocitos han sido asociados con muchas proteinas, por ejemplo la
profenoloxidasa (proPO) sistema implicado en la encapsulacién y melanizacion y funciones
como un sistema de reconocimiento de lo no propio (Smith & Séderhall, 1983, Séderhall y
Cerenius, 1992). Los hemocitos remueven particulas extrafias, ej. Bacterias, de la hemolinfa
por fagocitosis (Ratner y Vinson, 1983). Durante la fagocitosis son producidas especies
reactivas del oxigeno. Este fenébmeno conocido como explosion respiratoria, juega un papel
importante en la actividad microbicida (Song y Hsieh, 1994).

En un cultivo fundamental de hemocitos de camarén se ha demostrado que las sustancias
inmunoestimulantes inducen rapidamente a la liberacién del sistema de profenoloxidasa. LPS
y B-glucano son componentes responsables para esta reaccion, los cuales son dosis
dependientes; altas concentraciones afectan la afinidad en la proteina y el sistema
profenoloxidasa no seria activado (Lanz et al.,, 1993). La actividad microbicida de los
hemocitos es también conocida como explosion respiratoria. La tincion con Nitro azul de
Tetrazolio (NBT) es usada para evaluar esta actividad fagocitica, por la cuantificacion de Oy

510



liberado el cual es el primer producto de la explosion respiratoria. La enzima NADPH oxidasa
es responsable de la produccion de radicales superéxido en los hemocitos (Bachére et al,
1995b). Song Y.L y Hsieh (1994) sefialaron in vitro la acciéon de R-glucanos sobre la actividad
microbicida de hemocitos en Penaeus monodon. Cuando las células son tratadas con B3-
glucanos, granulos azules son observados en 41% de los hemocitos. Incrementando la
concentracion de inmunoestimulantes implica una reaccion dependiente de la dosis en los
hemocitos.

El uso practico de inmunoestimulantes

Existen numerosos métodos para valorar la efectividad de los inmunoestimulantes. Un primer
paso es medir in vitro la actividad de hemocitos para el suceso metabdlico asociado con
fagocitosis en camarén (Song y Hsieh, 1994) y la activacién de la profenoloxidasa (Ashida y
Soderhall, 1983, Smith y Séderhall, 1983, Lang et al,. 1993). Entonces, el proceso de prueba
in vivo puede ser dirigido. De esta manera es similar para la vacunacion, la sobrevivencia es
medida después de que el camardn ha sido puesto a prueba con un patégeno. El éxito de una
vacuna con bacterias muertas fue obtenido en el cultivo de larvas de peneidos (Itami et al.
1991) y juveniles (ltami et al. 1989; Teunissen et al. 1996). Sin embargo, la vacunacién por
inyeccidon no es una relevante opcién porque es impracticable inyectar al camarén uno por
uno. Se realiz6 una prueba de immersion del camarén en una solucion de
inmunoestimulantes con postlarvas de P. monodon (Sung et al, 1994). La entrega oral parece
ser el método mas atractivo para la estimulacion inmune. Los inmunoestimulantes son
incorporados dentro del alimento a muy bajos niveles entre 0,1 y 1%. Es obvio que un
resultado experimental no es suficiente para concluir sobre la eficiencia de una sustancia
inmunoestimulante. Esos resultados tienen que ser evaluados in situ en un area epidémica
con especial atencion a la interaccion con condiciones ambientales.

Inyeccion

La inyeccion es el método mas efectivo, y la mayor parte de los experimentos realizados con
este método tienen éxito en aumentar los mecanismos de defensa y resistencia del camarén.
Un cultivo de Penaeus japonicus fue experimentalmente “vacunado” con Vibrio sp inactivado
con formalina (Itami et al., 1989). El camardn llegd a ser mas resistente a la vibriosis 30 dias
después. Goarant y Boglio (in prep) probaron la infeccién del camarén P. stylirostris con 100
ml de un cultivo de Vibrio penaeicida inactivado con formalina y preparado de acuerdo a Itami
et al (1989). Una significante caida en el conteo total de hemocitos (THC) fue observado en
todos los animales inyectados 2 dias después de la inyeccion y después del dia 6 al 13. El
grupo de la “Vacuna” tuvo un conteo total de hemocitos significativamente mas alto cuando se
comparo6 al “control inyectado”.

Inmersion

La inmersién es el método preferido en el tratamiento de grandes grupos de postlarvas para
incrementar la su antes del abastecimiento; sin embargo, la mayoria de los estudios han sido
hechos en camarén adulto. Itami et al. (1989) obtuvieron con el camarén P. japonicus mas
resistencia a la infeccion de Vibrio después de que éste fue tratado con Vibrio sp inactivado
con formalina. El camarén, bafiado en una soluciéon vacuna aereada al 1% por 1 hora, fue
mas resistente 30 dias después. Sung et al. (1994) trataron postlarvas de P. monodon por
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inmersion. Usando MacrogardO R-glucano (pared celular de Saccharomyces cerevisiae ),
mostraron que a la concentracion de 0,5 y 1 mg/ml, el camaron llega a ser mas resistente a la
infeccion experimental por Vibrio vulnificus 18 dias mas tarde. Las pruebas han sido hechas
con adultos de P. monodon de 30-40 g. El camarén fue inmerso 3 horas en una suspension
de R-glucano y fueron guardados en tanques con agua aereada (Sung et al, 1994). En adultos
de camaron, la resistencia es consecuencia de la induccién de la actividad fenoloxidasa y
fagocitosis expresado como actividad microbicida en hemocitos (Sung et al, 1996).

Reparticion oral

Pocos experimentos han sido desarrollados segun este tratamiento para camarén. Song y
Sung (1990) incorporaron bacterina de Vibrio vulnificus al 0.1 % dentro de alimento artificial
para camarones PL30 por 60 dias. Este tratamiento mejor6 el crecimiento y la resistencia a
enfermedades. Goarant y Boglio (en prep.) prepararon bacterina de Vibrio penaeicida
inactivado con formalina y lo incorporaron a la dieta en la cantidad de 10" unidades
formadoras de colonias por kg de alimento para alimentar al camarén por 3 semanas. Los
efectos del tratamiento fueron evaluados sobre el hemograma y no se obtuvieron efectos
significativos. Takahashi et al. (1995) incrementaron la actividad fagocitica de los hemocitos y
su resistencia contra la infeccion bacterial con la ayuda de inmunopotenciadores, como el 3-
1,3-glucano y péptidoglucano, incorporados en el alimento.

Liao et al (1996) prob6 los B-glucanos del hongo Schizophyllum incorporado en una dieta de
P. monodon de 15-20 g. Ellos mostraron que el 3-1,3-glucano mejord significativamente la
resistencia de P. monodon contra la infeccion de V. damsela. Por otra parte, la resistencia a
enfermedades no especificas inducida por extracto de pared celular de levaduras, R3-1,3-1,6-
glucano se demostr6 en el camarén tigre (Song et al. 1997). En este estudio B-1,3-1,6-
glucano fue administrado al camar6n por inmersion antes del cultivo y oralmente durante el
periodo de cultivo. La prueba del tratamiento del camar6n con los patégenos virulentos, V.
vulnificus y agentes virales extraidos de victimas del sindrome de mancha blanca, produjeron
resultados prometedores. La tolerancia al estrés del camardn tratado con R-glucano, fue
ligeramente mejor, incluyendo captura, transporte y amonio. Las tasas de crecimiento y
sobrevivencia de camarones tratados y no tratados no fueron significativamente diferentes.

Prueba de una sustancia administrada oralmente: ejemplo de dos afios de
experiencia

En los dltimos dos afios, algunas sustancias inmunoestimulantes provistas por
TECNOLOGIAS INVE NV (Bélgica) han sido probadas experimentalmente en nuestro
laboratorio. De 5 substancias probadas, las mas prometedoras fueron probadas
experimentalmente 6 veces sucesivamente in situ en Nueva Caledonia. En este lugar las
mortalidades se presentan en la temporada fria debido a la combinacién de infeccion bacterial
por Vibrio penaeicida y el descenso de temperatura. La sustancia probada es una mezcla de
hidrolizados marinos, productos de levaduras y b-glucanos. Esto es posteriormente llamado
‘sustancia G’ y fue incorporada al 1% en el alimento. Los efectos de esta sustancia fueron
evaluados sobre la respuesta inmune y la resistencia a la bacteria patégena aislada en Nueva
Caledonia, V. penaeicida.
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Disefio experimental

El experimento realizado en Tabhiti se llevé a cabo 6 veces, de Septiembre 1996 a Noviembre
1997. El camaron fue distribuido en siete tanques de 0.6 m®, a una densidad de 40
organismos por tanque, la variacion de la temperatura del agua de mar fue de 24 a 27 °C y la
salinidad fue constante a 37 ppt. Cuatro tanques fueron usados para probar los
inmunoestimulantes y 3 para el control. El camarén fue alimentado con los
inmunoestimulantes por 3 semanas. Los pardmetros inmunes fueron evaluados en 5
camarones en la intermuda por tanque (20 camarones tratados y 15 camarones control). La
hemolinfa fue retirada desde el seno ventral dentro de una jeringa y mezclada con un volumen
igual de solucion Alsever. El conteo total de hemocitos (THC) fue interpretado en un
hematocitometro usando un microscopio de contraste de fases. La actividad de la explosion
respiratoria de hemaocitos fue cuantificado usando la reduccion del NBT a formazan como una
medida de la produccion de aniones superdxido como lo describié Song y Hsieh (1994). La
actividad fenoloxidasa de hemocitos fue medida espectrofotométricamente por el registro de
la formacién de dopacromo de L-dihydrofenilalanina (L-DOPA) (Le Moullac et al.,1997). La
resistencia a la infeccion experimental fue evaluada con 30 camarones de cada tanque. El
camaron fue infectado por inmersion en una suspension de Vibrio penaeicida con una
concentracién de 5.10% unidades formadoras de colonias.ml™, durante 2 h y después puestos
en tanques. La tasa de mortalidad fue registrada durante los siguientes 4 dias.

Funcionamiento zootécnico

En nuestras condiciones experimentales, esas sustancias no cambiaron el funcionamiento
zootécnico y alimenticio. Después de 3 semanas, el crecimiento del camardn tratado fue
similar al crecimiento del camardn control. Estos empezaron con un peso promedio de + 11-
12 g y se incrementd a 0.7 g por semana en el camar6n tratado y 0.8 g por semana en el
camaron control. La supervivencia siempre estuvo alrededor del 90% durante estos
experimentos, el peor resultado fue del 80% en junio de 1997 para ambos tratamientos.

Respuesta inmune

La respuesta inmune del camaron varid6 mucho como se muestra en la Figura 1, pero no de
acuerdo al mismo patrén. Se registré una disminucion significativa en el nimero de hemaocitos
en julio de 1997 (p < 0.0001), y en una menor magnitud en octubre de 1997. Por otro lado, el
aumento de actividad fenoloxidasa en ambos tratamientos fue muy alta en julio de 1997. La
variacion de actividad fenoloxidasa fue significativa (p < 0.0001) entre la serie. Este cambio
fue seguido por la disminucién de THC en el mismo periodo y fue ciertamente debido a una
infeccion ligera o a un factor de estrés como causas desconocidas.

A pesar de un fuerte efecto de serie, las dos maneras que ANOVA mostrdo un efecto
significativo y positivo del inmunoestimulante en el nimero de hematocitos en el camarén
tratado (p=0.013); este efecto se repitid tres veces entre los seis ensayos. Este aumento de la
circulacién de hemocitos fue el resultado del aumento de todos los tipos celulares. Ningun
efecto del inmunoestimulante en la actividad fenoloxidasa fue registrado. La explosiéon
respiratoria en hemocitos no se evalué en los primeros dos ensayos, pero en los cuatro
ultimos este parametro fue significativamente mas alto en octubre de 1997 (p < 0.0001) para
ambos tratamientos comparados a la otra serie. Ningun efecto debido al inmunoestimulante
se descubrio en la actividad de la explosion respiratoria en hemocitos.
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Figura 1. Efecto del inmunoestimulante G suministrado oralmente en THC (a), activdad de la fenoloxidasa
(b) y NBT-reduccion (c) las variaciones en intermuda del camarédn segun la serie experimental. n = 20, G =
el inmunoestimulante, T = control.
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Infeccion experimental

Los resultados de la infeccion experimental mostraron una gran diferencia entre las diferentes
series pero no un efecto significativo de la sustancia inmunoestimulante para la proteccion del
camaron contra la bacteria Vibrio penaeicida. El promedio de sobrevivencia fue del 63 % para
el camardn tratado y 58 % para el camardn control. La diferencia entre las series puede ser
explicado por el hecho que la infeccion experimental no puede ser perfectamente controlada.
La tasa de sobrevivencia a la infeccion en Octubre de 1996 y Julio de 1997 también fue alta,
probablemente debido a la baja concentracion de bacterias durante la infeccion.
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Figura 2: Efecto del inmunoestimulante G suministrado oralmente en resistencia a infeccién experimental.
nG =120, nT = 90. G = el inmunoestimulante, T = control.

Aplicacion in situ en Nueva Caledonia

Los resultados obtenidos a escala experimental tienen que ser validados en el area de la
produccion. En Nueva Caledonia, hay dos estaciones distintas, la estacion caliente y la fria.
Los problemas principales ocurren en la estacion fria, done ocurre el descenso de
temperatura del agua de mar y los problemas patolégicos aparecen simultaneamente. Se han
dirigido experimentos durante estas dos estaciones para mostrar el efecto de un
inmunoestimulante en parametros hematolégicos y en resistencia al estrés con o sin la
incidencia de vibriosis estacional. El camardn se puso en tanques de concreto al aire libre con
recambio del agua de mar y aereacion. En la estacion caliente, un experimento se hizo
(diciembre de 1996) y se realizaron 4 experimentos durante la estacion fria en 1997 de
agosto-septiembre. La duracion de cada experimento fue de 15 y 20 dias. De nuevo los
mismos parametros eran determinados al final de cada periodo.

La Figura 3 muestra que el THC en el camarén fue significativamente bajo (p < 0.0001) en la
estacion caliente comparada a la estacion fria. En la estacion caliente, el promedio de THC en
el camarén control era de 16.6 x 10° células.mL-1 mientras en la estacion fria el promedio de
THC fue de 27.2 x 10° células.mL-1.
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Figura 3: Conteo total de hemocitos en el camarén tratado con inmunoestimulantes en la estacion caliente
y fria en Nueva Caledonia, en la estacion caliente nG=40, nT=40, en la estacion fria nG=92, nT=94. G = el
inmunoestimulante, T = el control

El conteo total de hemocitos en el camaron tratado fue significativamente mas alto (p < 0.05)
que en el camarén control en cada estacion. La ganancia fue de 8.6% en la estacion fria y
17% en la estacion caliente. El aumento del nimero de hemocitos fue debido al aumento de
cada tipo celular.

El estado inmune del camardn en estacion fria fue asombroso porque que se sabe bien que el
camaron estresado a baja temperatura sufre una disminuciéon del nimero de hemaocitos que
hace a los animales mas susceptibles a la infeccion. De hecho al principio del experimento en
la estacion fria, el nimero de hemocitos estaba abajo de 18 x 10° células.mL™. El aumento
del promedio del numero de hemocitos fue probablemente debido a un tipo de estimulo en el
camaron sobreviviente debido a la incidencia de vibriosis estacional y a la mortalidad del
camaron débil. La supervivencia durante estos experimentos en estacion fria solo estaba
alrededor de 35%, no habiendo ninguna diferencia en cualquier tratamiento. En la estaciéon
caliente, no habia infeccién debido a V. penaeicida, y por lo tanto ninguna mortalidad.

Discusion

La inmunoestimulacion intramuscular es el mas eficiente en términos de defensa y aumenta
la resistencia (Itami et al, 1989). Sin embargo, los mecanismos de defensa son aumentados
por un corto periodo, dos dias después de la inyeccion (Goarant y Boglio, en prep). La
inmersidon en una solucién inmunoestimulante (LPS el o R-glucano) es también eficiente
(Sung et al, 1994). La explosion respiratoria y la actividad de la fenoloxidasa son mejorados
(Sung et al, 1996) probablemente debido a un aumento del nimero de hemocitos, pero eso no
ha sido medido. Sin embargo, esas dos maneras de inmunoestimulacién son in(tiles a escala
de produccion para el camarén juvenil, ya que parece dificil de imaginar el manejo de uno por
uno de los camarones para inyectarle inmunoestimulantes. La inmunoestimulacién por
inmersion solo puede ser Util para la postlarva para reforzar su estado inmune antes del
abastecimiento.

La inmunoestimulacion oral es el mejor método aplicable para el cultivo del camaron. El
aditivo puede ser facilmente incorporado en el alimento. Esta forma de tratamiento no tiene
ninguna implicacién en practicas industriales de crianza, pero la efectividad ain no se conoce
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bien. En una escala experimental, las sustancias del inmunoestimulante refuerzan la defensa
del camardn. El nimero de hemocitos se incrementa significativamente con -glucano como
aditivo del inmunoestimulante (nuestros datos), la actividad fagocitica aumenta con -glucano
y péptidoglucano (Takahashi et al., 1995). Por administracion oral, hay una discusién sobre
el nivel de incorporacion, el cual se recomienda de 0.1 a 1%, pero los efectos en la respuesta
inmune y a veces en resistencia fueron obtenidos. La sustancia G proporcionada por
TECNOLOGIAS INVE NV se prob6 al 1%, como una mezcla de diferentes compuestos
activos, de los cuales algunos son menos puros. Macrogard esta incorporado en el nivel de
0.1% (Raa, 1996). El experimento realizado con bacterina, preparado de V. vulnificus, mostré
un efecto cuando se incorpor6 al 0.1% (Song y Sung, 1990).

La mayoria de estos trabajos muestran que la respuesta inmune del camarén se refuerza con
inmunoestimulantes de levadura o de origen bacteriano cualquiera que sea el método de
administracién. Sin embargo, la ganancia no es constante y no-reproducible. A veces el
namero de hemocitos aumenta 70% en P. stylirostris estimulado con inyeccion de bacterias
inactivadas, pero a menudo en otros casos, la ganancia es débil. Con los inmunoestimulantes
G probados en Tahiti se observd una mejoria significante del nimero de hemocitos en
algunas series experimentales (entre 22% y 50%). Esta misma sustancia probada en Nueva
Caledonia permitié la obtencion de un aumento del nimero de hemocitos de 16% en la
estacion caliente, pero solo de 8% en la estacion fria comparada con el control. Sin embargo,
este estimulo fue ineficaz contra la infeccion de Vibrio (ninguna sobrevivencia mas alta fue
obtenida).

La relacién de inmunidad-resistencia esta basada en el nimero de hemocitos circulantes en la
hemolinfa (Le Moullac et al, 1998). El camardn con un alto nimero de hemocitos resiste mejor
a la infeccion que el camarén con un nimero de hemocitos bajo. Es obvio que la aplicacion
de este resultado involucra la valoracion de efectos del inmunoestimulante. Cuando se
observa un ascenso en el conteo total de hemocitos, es debido a este tipo de aditivo, uno
puede asumir que la resistencia del camar6n es mejorada. El problema de valoracion de
resistencia a vibriosis basado en infeccién experimental esta imperfectamente controlado.
Aunque el LD 50 es conocido, el éxito de infeccion es basado en una buena estimacion a priori
del crecimiento bacteriano para usar la cantidad apropiada para infectar al camarén. Ademas,
la patogenicidad de V. penaeicida disminuye con el envejecimiento en el medio sintético, lo
que significa que la cepa bacteriana tiene que ser almacenada en congelacion a -80°C para
conservar su virulencia.

La duracién de la “eficiencia de la vacunacion” observado por Itami et al. (1992) es de al
menos 50 dias después de haber bafiando en una solucion al 1% de la vacuna durante cinco
horas. La aplicacion de la "vacuna" por inyecciéon e inmersion, reducen la mortalidad de los
langostinos cuando fueron cambiados a una inyeccién de Vibrio 30 dias después (Itami et al.,
1989). Se observo el efecto protector del tratamiento del glucano por inmersién en términos
de resistencia hasta el dia 18 siguiendo la inmersiéon (Sung et al., 1994). Segun Sung et al .
(1991), una sola inmersidn de postlarva en solucion del bacterina es suficiente para proteger
el camaro6n durante 83 dias permitiendo un crecimiento mejor que el camaron control. En este
caso, seria sorprendente que la defensa se estimulara durante todo este tiempo. Nosotros
podemos suponer que la defensa se refuerza para el periodo durante el cual las postlarvas
son normalmente sensibles, y la ganancia obtenida durante este periodo se registra al final de
la crianza. La administracion oral diaria de bacterina durante 86 dias mostré el mejoramiento
del crecimiento del camar6n durante este periodo (Song y Sung, 1990).
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Como conclusidn, esta claramente demostrado que es muy dificil evaluar la efectividad de los
inmunoestimulantes. Aunque ellos tienen efectos positivos significativos en algunos
parametros in vitro, no siempre es posible correlacionar esto con una supervivencia mas alta
en pruebas. Hay necesidad de una alternativa, reproducible en métodos de valoracion in vivo
que pueda confirmar los resultados in vitro.
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