AGRONOMIA MESOAMERICANA 24(1):133-147.2013
ISSN: 1021-7444

PRODUCTOS NATURALES COMO ESTIMULADORES DEL SISTEMA
INMUNOLOGICO DE Litopenaeus vannamei, INFECTADO CON
Vibrio parahaemolyticus'

Nelson Peiia-Navarro?, Ruth Vargas-Cordero’, Alexander Varela-Mejias*

RESUMEN

Productos naturales como estimuladores del sistema
inmunolégico de Litopenaeus vannamei, infectado con
Vibrio parahaemolyticus. El objetivo de este trabajo fue de-
terminar la respuesta inmunoldgica de Litopenaeus vannamei
con manano-oligosacdridos (T1), ajo (T2) y un compuesto de
extractos de plantas (T3) después de ser infectados con Vibrio
parahaemolyticus. Se realizaron dos bioensayos con una
duracién de seis (1x10° UFC) y catorce (3x10° UFC) dias en
el Centro de Investigacion en Ciencias del Mar y Limnologia
de la Universidad de Costa Rica durante el 2011. Para esta
investigacion se extrajeron 120 camarones para cada periodo
experimental de fincas ubicadas en la Peninsula de Nicoya. Al
finalizar la dosificacion de los productos se evalud la ganancia
de peso y la conversion alimenticia. Luego de la infeccion con
V. parahaemolyticus se realizaron hemogramas, coagulacion,
bacteriologia de hemolinfa y mortalidad acumulada. Los pa-
rdmetros inmunoldégicos no mostraron diferencias estadisticas
(P>0,05) entre tratamientos en ningin periodo, sin embargo a
los seis dias T1 mostré los mejores resultados con 41,07x10°
hemocitos/ml; una coagulacién de 34,40 s y 4,44x10° UFC/
ml. En el periodo de catorce dias T2 obtuvo los mejores va-
lores (55,76x10° hemocitos/ml; una coagulacién de 3420 s y
15,4x10° UFC/ml). La mortalidad acumulada se presenté a las
diez horas de inoculacién, hubo menor cantidad de muertes en
T1y T3 (76,2%) a los seis dias, mientras que a los catorce
dias fue para T1 (93,2%). La ganancia de peso y la conversion
alimenticia resultaron con diferencias estadisticas (P<0,05)
solo para el bioensayo que se extendi6 por seis dias, donde T2
presentd una biomasa de 54,3 g, un incremento en la ganancia
de peso de 19,3% y una conversion alimenticia de 1.4.

Palabras claves: Inmunologia del camar6n, inmunoes-
timulaciéon, hemogramas, infeccién bacteriana, conversion
alimenticia.

ABSTRACT

Natural products as stimulators of immunological
system in Litopenaeus vannamei, infected with Vibrio
parahaemolyticus. The objective was to determine the
immunological response of Litopenaeus vannamei using
mannan-oligosaccharides (T1), garlic (T2) and a compound
from plant extracts (T3) after being infected with Vibrio
parahaemolyticus. Two bioassays were performed with
duration of six (1x10° CFU) and fourteen (3x10°® CFU) days
in the Marine Sciences and Limnology Research Center,
University of Costa Rica in 2011. Research used 120 shrimp
for each experimental period, extracted from farms located
in the Nicoya Peninsula. Weight gain and feed conversion
were evaluated after product’s dosage. After infection with V.
parahaemolyticus, hemograms, coagulation, hemolymph’s
bacteriology and accumulated mortality analysis were made.
Immunological parameters showed no statistical difference
(P>0,05) between treatments in any period, however after
six days, T1 showed 41,07 x10° hemocytes/ml, coagulation
of 3440 s and 4,44x10° CFU/ml. Throughout the fourteen
day period, T2 obtained the best values (55,76x10° hemo-
cytes/ml, coagulation of 34,20 s and 15,4x10° CFU/ml). Af-
ter 10 hours of inoculation, accumulated mortality presented
fewer deaths in T1 and T3 (76,2%) at six days, whereas at
14 days was (93,2%) for T1. Weight gain and feed conver-
sion presented statistical differences (P<0,05) only for the
bioassay which lasted six days, where T2 showed a 54,3
g biomass, an increase in weight gain of 19,3% and feed
conversion of 1.4.

Key words: Shrimp immunology, immunostimulation,
hemograms, bacterial infection, feed conversion.
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INTRODUCCION

Los organismos acudticos han surgido como una
importante fuente de alimento y trabajo en los prin-
cipales paises dedicados a este tipo de produccién
(Balcédzar 2002). En este aspecto, la camaronicultura
ha incrementado su produccién en los ultimos afos,
donde segtin la FAO (2010) durante el 2008 la pro-
duccién de Litopenaeus vannamei en América cons-
tituy6 el 80,7% de la produccién acuicola mundial y
comercialmente se ha convertido en un producto muy
importante, trascendiendo en el mercado internacional.

Al vislumbrarse la camaronicultura como un
mercado promisorio, los productores han incremen-
tado las densidades de cultivo, lo que ha ocasionado
una reduccién de la calidad de las aguas (Alvarez er
al. 2000), esto provoca gran estrés en los camarones
(Balcdzar 2002) y genera un incremento en la ocurren-
cia de enfermedades infecciosas oportunistas (Gullian
y Rodriguez 2002, Trujillo et al. 2005), entre estas las
de tipo viral y bacteriana (Ibarra et al. 2003), producto
del detrimento progresivo del sistema inmunoldgico
(Gomez et al. 2001).

El impacto de las enfermedades en las produc-
ciones acuicolas ha generado grandes pérdidas econé-
micas (Montserrat y Herrera 2000, Burge et al. 2007,
Decamp et al. 2008), siendo las de tipo bacterial como
Vibrio sp. (Gomez et al. 1998, Rojlorsakul ez al. 1998,
Kannapiran et al. 2009, Ganesh et al. 2010) una de las
mds importantes en los camarones, situacién confirma-
da por Varela (2011)° para Costa Rica; las cuales son
responsables de mortalidades de hasta un 100% (Tru-
jillo et al. 2005) y donde se han reportado pérdidas de
hasta tres billones de ddlares en las explotaciones de
todo el mundo (Mayer 2010).

En los ultimos afios, también se ha promovido
la produccién de camarén de una forma sostenible,
lo que ha fomentado en las operaciones de cultivo
un desarrollo de manera responsable con el ambiente
y con la sociedad (Cuélla.r-Anjel et al. 2010). Del
mismo modo, la bisqueda de alternativas naturales
eficientes contra enfermedades surgen de la necesidad
de sustituir el uso de antibidticos, que como indican
Haws et al. (2001), son dafiinas si se usan de manera
inadecuada, no solo por su efecto en la contaminacién

> Varela, A. 2011. Patologia de camarones. Comunicacion perso-

nal. Guanacaste, C. R. Coonaprosal R.L.
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del ambiente, sino también por el posible dafio
perjudicial en los seres humanos que consumen
camarones con residuos de quimicos en su organismo.
Cuéllar-Anjel et al. (2010) mencionan la necesidad de
que el producto final esté libre de peligros quimicos y
bioldgicos para el consumidor y donde el proceso de
produccidn se efectia utilizando practicas amigables
al medio ambiente.

Como alternativa natural, Curiquén y Gonzilez
(2006) realizaron investigaciones con oligosacaridos,
particularmente manano-oligosacéridos; donde men-
cionan que estos funcionan principalmente al cumplir
roles inmunoldgicos y nutricionales en los animales.
Asimismo en los tltimos afios, se ha promovido mun-
dialmente una gran cantidad de trabajos que se han de-
dicado al estudio del uso de extractos de plantas, como
una opcidn para reducir el uso excesivo de antibiéticos
utilizados en la alimentacion.

Los extractos se han considerado como una alter-
nativa para reemplazar los promotores de crecimiento
y para mejorar la productividad animal sin incurrir en
dafos ambientales (Benchaar et al. 2007); donde se ha
demostrado el efecto benéfico de una gran variedad
de aceites esenciales sobre enfermedades bacterianas
y principalmente contra las producidas por bacterias
Gram negativas (Villamar 2000, Prieto er al. 2005)
entre las que se encuentran las del género Vibrio sp.

El objetivo de la presente investigacion fue de-
terminar la respuesta inmunoldgica del camarén Lito-
penaeus vannamei, mediante el uso de tres productos
naturales como inmunoestimulantes después de ser
infectado con Vibrio parahaemolyticus.

MATERIALES Y METODOS

Se realizaron dos bioensayos de seis (Bioensayo
1) y catorce dias (Bioensayo 2) en el Centro de Inves-
tigacién en Ciencias del Mar y Limnologia (CIMAR)
en la Ciudad de la Investigacion, Universidad de Costa
Rica, durante junio y agosto del 2011.

La infraestructura destinada al desarrollo de esta
investigacién consistié en un laboratorio de acuarios
acondicionado con seis tanques de almacenamiento de
aproximadamente 900 litros de capacidad cada uno,
aireacion suministrada por un blower de 2,5 hp y un
compresor. Las unidades experimentales consistieron
en peceras de vidrio de 40 x 40 x 40 cm, para un total
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de 64 litros y de los cuales se utiliz6 solo el 78% de la
capacidad total. Las peceras fueron cubiertas con una
tapa de malla plastica y marco de madera para evitar
la fuga de animales y la caida de los mismos en otras
peceras o al suelo.

El agua utilizada fue donada por el Parque Ma-
rino del Pacifico, la cual fue extraida del mar en la
localidad de Puntarenas y filtrada a 70 ym; con una
salinidad de 35 ppm. Esta se almacen en seis tanques
y diez reservorios con capacidad de 900 y 425 litros,
respectivamente.

Camarones experimentales

Los juveniles de L. vannamei utilizados para el es-
tudio se recolectaron en las fincas Cerro Mar 3 (primer
ensayo) y Caraito 2 (segundo ensayo), ubicadas en la
zona de Colorado de Abangares (10° 16° 55 Latitud
Norte 84° 57°42” Longitud Oeste), Guanacaste, Costa
Rica. Previo a su recoleccién se analizé una muestra
de diez camarones por medio de la metodologia de
andlisis en fresco (Cuéllar 2008), se implementd el
examen clinico como un mecanismo que avald un
estado de salud 6ptimo antes del traslado. La muestra
para el estudio fue de 120 animales por ensayo dis-
tribuidas en 20 peceras; el primer experimento con
rangos de pesos entre 7,83 a 10,00 g, con promedio de
8,85 £ 0,59 (media + D.E); el segundo con rangos de
6,067 a 8,67 g, promedio de 7,80 + 0,55 (media + D .E).

Aclimatizacion y acondicionamiento en acuarios

Luego de recolectar los camarones en horas de la
mafiana (6-7 am) y de manera aleatoria por medio de
una atarraya, se acondicionaron lentamente en bolsas
con agua filtrada. Esta fue modificada para que tuvie-
ran en promedio 25,5°C de temperatura, 24 ppm de
salinidad y una saturacién de oxigeno de 23,8 mg/l.

Al recibir los camarones en el drea experimental
ubicada en el CIMAR, se aclimataron por espacio de
dos dias en dos reservorios de 425 litros y cubiertos
con tapas de malla pldstica. Las bolsas, que contenian
el agua y los animales se vaciaron lentamente distribu-
yendo 60 individuos en cada uno. Luego se igualaron
paulatinamente las temperaturas y salinidades del agua
contenidas en las bolsas y acondicionadas previamente
en el laboratorio, las cuales presentaban una tempera-
tura de 27°C, una salinidad de 35 ppm y una concen-
tracion de oxigeno disuelto de 6 mg/l.
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Luego de la aclimatizacién, se trasladaron los
animales aleatoriamente a las peceras que posefan
aireacion y temperatura controlada, la primera pro-
ducida por un sistema central de ventilaciéon y dis-
tribuida mediante la utilizacién de piedras difusoras;
mientras el segundo por medio de termostatos. El
primer bioensayo presenté rangos de oxigeno entre
424 y 439 mg/l, con promedio 4,33 + 0,04 (media +
D.E), temperatura de 29,46 y 30,28°C, con promedio
2997 £ 0,21 (media + D.E); mientras que el segundo
bioensayo mostr6 rangos de oxigeno de 4,68 y 4,95
mg/1, con promedio 4,81 + 0,84 (media + D.E), tempe-
ratura de 29,17 y 30,20°C, con promedio 29,54 + 0,34
(media = D.E); en ambos casos la salinidad fue de 35
ppm. Para medir el oxigeno y la temperatura se utilizd
un oxigenémetro portdtil, mientras que la salinidad se
midié con un refractémetro.

Con el fin de mantener las condiciones dptimas
de la calidad del agua, se realizé un recambio manual
diario del 15%, sifoneando desde el fondo, lo que
mantuvo constantes los siguientes parametros durante
la alimentacion: pH, 7,86 + 0,08 (media + D.E.); NH,,
=] ppm; NH* y NH*, 0 ppm. Ademds, los camarones
fueron sometidos a un fotoperiodo de 12 h de lumino-
sidad y 12 h de oscuridad (inicio a las 6:00 h y finali-
zacion a las 18:00 h).

Preparacion de dietas y régimen de alimentacion

Durante los periodos experimentales de catorce
y seis dias, los camarones fueron alimentados con los
tratamientos definidos por la mezcla del concentrado
comercial (Cuadro 1) y los diferentes productos natu-
rales seleccionados, donde se dosific de acuerdo a la
recomendacion de las casas fabricantes.

Las dietas, conformadas por el alimento balanceado,
los aditivos comerciales y el aceite de pescado que
se utiliz6 para facilitar el proceso de recubrimiento,
se prepararon individualmente de acuerdo a las
recomendaciones para cada uno de los aditivos. A
cada uno se le agregd el aceite y luego el alimento
balanceado se combiné con la preparacién anterior.
Adicionalmente se formulé una dieta control a partir
de alimento concentrado y aceite de pescado. Con base
en lo anterior, 150 gramos de alimento balanceado fue
preparado por triplicado, donde individualmente cada
uno de ellos contenia 0,45 g de manano-oligosacdridos,
3 g de ajo molido y 0,3 g de extracto de plantas; todas
adicionadas con 10 ml de aceite de pescado. Posterior a
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Cuadro 1. Perfil nutricional del alimento comercial utilizado
para alimentar a L. vannamei en los periodos expe-

rimentales de seis y catorce dias. Costa Rica.2011.

Perfil nutricional

Protefna cruda.........coceeveivineinccniinecceeee 30% max.
Humedad.......c.cocoeoieiiiiiicneeeeeceeee 12% méx.
Grasa Cruda........cooeveueeeeuiiieieineiieeeeeeeeceeeeene 5% min.
Fibra cruda..........ccooviiiiiiiiiiiice 5% méx.
Energia digestible.............cccoeviiiiiniiiiinnnns 2950 Kcal/kg
CRNIZAS....eiviiiieieieceeetee e 15% max.
CalCIO. ettt 0,95% max.
(@1 o3 1o YN 0,70% min.
FOSTOTO et 0,90% min.
Sal (NACD) .cueieiieiieiecieeeeeeee e 2,50% max.
Sal (NAC) oo 1% min.

la preparacion, se secd el alimento durante 20 min. en
un horno a 60°C; luego se dej6 reposar a temperatura
ambiente por otros 20 min. y finalmente se llevé a 4°C
durante 5 min., con la finalidad de acelerar el proceso
de secado. Por tltimo, las dietas fueron empacadas en
bolsas plasticas dobles y almacenadas en recipientes
pldsticos para conservar sus caracteristicas nutricionales.

Los camarones de cada pecera fueron alimentados
con un equivalente al 4% del peso vivo; donde se les
suministré diariamente dos veces, a las 9:00 y 17:00 h.

Tratamientos

Se utilizaron cuatro tratamientos, uno como con-
trol y tres productos cuyos ingredientes principales
son extractos obtenidos a partir de plantas y levaduras.
Fueron seleccionados de acuerdo a sus cualidades
para promover la actividad del sistema inmunolégico
(Curiquén y Gonzalez 2006) y por poseer funciones
antibactericidas (Prieto er al. 2005). Los anteriores
tratamientos se describen a continuacion:

TO: Alimento comercial (control) + aceite de pes-
cado (66,4 ml/kg).

T1: Alimento comercial + manano-oligosacaridos
(Saccharomyces cerevisiae) (3 g/kg) + aceite de pes-
cado (66,4 ml/Kg.).

T2: Alimento comercial + ajo (Allium sativum)
(20 g/kg) + aceite de pescado (66,4 ml/kg).
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T3: Alimento comercial + mezcla de extractos de
plantas (2 g/kg), cada gramo contiene = Azadirachta
indica (270mg), Eclipta alba (135 mg), Phyllanthus
amarus (135 mg), Terminalia chebula (135 mg), Ya-
sada bhasma (100 mg), Cichorium intybus (113 mg),
Terminalia arjuna (56 mg), Solanum nigrum (56 mg)
+ aceite de pescado (66,4 ml/kg).

Examen clinico y analisis en fresco

Este procedimiento se realizd con base en el
protocolo sugerido por Cuéllar (2008), donde se
examinaron diez animales y a estos se les observo el
color, tamafio del cuerpo comparado con el resto de la
poblacién (enanismo), expansion de cromatéforos, de-
formidad en rostro, abdomen o apéndices, flexion del
musculo abdominal, color de las branquias (amarillas,
marrén o negras), color de los apéndices (pereidpodos,
pleépodos y urépodos), entre otros.

Seguidamente y después de revisar la condicién
fisioldgica inicial de los camarones, se enviaron las
muestras para el andlisis en fresco de los camarones
al Laboratorio de Patologia y Microbiologia de la
Cooperativa COONAPROSAL R.L. en Colorado de
Abangares, Guanacaste. Se sigui6 la técnica descrita
por Morales (2008) y mediante un microscopio com-
puesto con objetivos de 4, 40, y 100 X, se buscaron
alteraciones causadas por pardsitos y patégenos en las
branquias, hepatopancreas, intestino y musculo.

Cepas de Vibrio parahaemolyticus

Se recibié la donacién de las suspensiones de
Vibrio parahaemolyticus por parte del Laboratorio de
Bacteriologia Médica de la Escuela de Microbiologia
de la Universidad de Costa Rica, las cuales fueron
obtenidas a partir de la cepa ATCC 17802.

Se inocularon los camarones inyectandoles una
suspension bacteriana, obtenida a partir de la dilucién
en solucién salina estéril de un concentrado bacterial
al estandar de turbidez 0,5 de Mc Farland. Los cama-
rones se inocularon mediante inyeccién intramuscular,
entre el tercer y cuarto segmento abdominal con una
jeringa estéril de 1 cc y con aguja de calibre 29x)2
(evité traumatismos excesivos). Se utilizaron 20 mi-
crolitros (Rojas 2011)° de una solucién de bacterias de

® Rojas N. 2011. Bacteriologia (entrevista). San José, C. R. Uni-
versidad de Costa Rica.
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0,5x108¥ UFC/ml (ensayo 1) y 1,5x10% UFC/ml (ensayo
2), los cuales contenian 1,0x10° y 3,0x10° UFC/cama-
rén respectivamente.

Parametros inmunolégicos

Se realizaron analisis de hemograma total, coagu-
lacién de la hemolinfa y bacteriologia en camarones
moribundos, los cuales presentaban cambio en el com-
portamiento al inclinarse de medio lado, observdndose
diferencias en la coloracién debido a los procesos de ne-
crosis e infiltracién hemocitica en la region inoculada.

Hemograma

Se empled la técnica descrita por Cuéllar (2008), se
extrajo hemolinfa del seno cardiaco e inmediatamente
se procedié al montaje en una cimara de Neubauer para
realizar el conteo total de hemocitos (CTH) al utilizar
un microscopio 6ptico. El nimero de hemocitos totales
es expresado en millones de células por mililitro.

Tiempo de coagulacion de hemolinfa

Se empled la técnica recomendada por Varela
(2011)°, que consistié en la extracciéon de hemolinfa
del hemocele de animales a los que se les sometid
a una minima manipulacion para evitar estrés. Se
introdujo la jeringa descartable de insulina entre los
dos quintos pereidpodos, en un dngulo de aproxima-
damente 30°. La aguja penetrd tnicamente la cuticula
y el tejido subyacente, debido a la superficialidad del
hemocele; inmediatamente se colocaron dos o tres
gotas de hemolinfa en un portaobjetos, y se agité con
la aguja de la misma jeringa, hasta evidenciar la for-
macion de coagulos.

Bacteriologia de hemolinfa

Se empled la técnica descrita por Cuéllar (2008).
Una vez inoculados los 100 wl de muestra sobre el
agar elegido y en condiciones asépticas se extendid
circularmente mediante el uso de un asa de Drigalski
previamente flameada, para obtener una distribucién
homogénea del indculo. Seguidamente se invirtié la
caja de Petri y se incubd a una temperatura de 35°C
por 24 horas. Se revisé la presencia o ausencia de
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bioluminiscencia cada 12 horas. Posteriormente se
contaron las unidades formadoras de colonias (UFC)
que se presentaron en cada placa, para lo anterior se
utiliz6 como método la observacion directa (a trasluz).

Mortalidad acumulada (M.A.)

Después de inoculados los camarones y al mostrar
sintomas como inclinacion de medio lado, nado errati-
co, poca reaccion o coloracion rojiza, se contabilizaron
las muertes de animales a las 5 y 10 h post-infeccién,
donde se obtuvieron los porcentajes de acuerdo a la
siguiente férmula:

M.A. (%) = No. de animales muertos x 100
No. de animales inoculados

Parametros zootécnicos
Ganancia de peso (GP)

Se pesaron los animales de cada pecera con una
balanza electrénica con una precisién de 0,1 g al inicio
y final de cada experimento. Posteriormente se obtuvo
la diferencia y se calcul6 el porcentaje de ganancia de
peso con respecto al inicial. La férmula utilizada fue
la siguiente:

GP (%) = (Pf — Pi) x 100
Pi

Donde:
GP (%): Porcentaje de ganancia de peso total; Pi:
Peso inicial; Pf: Peso final.

Conversion alimenticia (C.A.)

Se peso por pecera la cantidad de alimento sumi-
nistrado a los camarones en una balanza electrénica
con una precision de 0,001 g. Al final de cada periodo
experimental se contabilizé el total de alimento sumi-
nistrado diariamente. Igualmente, los camarones se
pesaron procurando eliminar el exceso de agua que
los cubria y se registré la informacién. Luego el valor
acumulado del consumo de alimento concentrado se
dividié por la ganancia de peso final registrada por
pecera.
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La férmula empleada para medir este pardmetro
fue la siguiente:

C.A .= Alimento consumido
Ganancia de peso

Analisis estadistico

Se genero la informacién al emplear un disefio de
bloques completos al azar, donde los bloques corres-
pondian a la gradiente ocasionada por la luminosidad
(fotoperiodo) y en donde se utilizaron cinco bloques.
Cada uno correspondié a un nivel de cada estante con
cuatro unidades experimentales distribuidos equitati-
vamente y con cinco repeticiones.

Las variables cuantitativas se evaluaron por pe-
cera, las cuales fueron peso final, ganancia de peso,
conversion alimenticia, porcentaje de mortalidad acu-
mulada a las 5 y 10 horas post-infeccién, conteo de
hemocitos total, tiempo total de coagulacién de la
hemolinfa y conteo bacteriolégico en hemolinfa.

Los datos se procesaron por medio de un analisis
de varianza ANOVA, con el procedimiento GLM del
programa estadistico SAS (2003). La ecuacion estadis-
tica empleada fue la siguiente:

Y, =n +bJ.+Tk+eik

Dénde:
ij = Variables de respuesta de j-ésima unidad
experimental asociado al k-ésimo tratamiento.

# = Media general.

bj = Efecto del j-ésimo bloque.
T, = Efecto del k-€simo tratamiento.
e, = Error experimental.

Se realizé un andlisis comparativo de las medias
entre tratamientos con la prueba de Duncan, donde se
considerd una significancia de a=0,05.

RESULTADOS Y DISCUSION

De acuerdo al examen clinico y andlisis en fresco
inicial que se efectud en ambos grupos de camarones,
los resultados mostraron niveles diferentes de infes-
tacion de gregarinas, desde ninguna deteccién hasta
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en algunos casos un nimero mayor de 100 gregarinas
por campo visual. Se presentd un nivel de ectopara-
sitos leve en lamelas branquiales con presencia de
Zoothamnium sp. y Epistylis sp., sin melanosis o ne-
crosis asociada.

De acuerdo a la informacién anterior y lo descrito
por Cuéllar (2008) se concluyé que los animales pre-
sentaban una condicién sanitaria general apta para el
inicio de los experimentos. Los mismos, estaban libres
de la enfermedad que se pretendia reproducir y sin
signos clinicos que demostraran la presencia de otra
patogenicidad.

Para las variables que se determinaron en los
bioensayos 1 (seis dias) y 2 (catorce dias), que corres-
pondian a los pardmetros inmunoldgicos, no se de-
terminaron diferencias estadisticas entre tratamientos
(P>0,05).

Hemograma

Después de seis dias de suministrar los diferentes
tratamientos, el conteo total de hemocitos fue mayor
en T1 al obtener 41,07+ 7,56x10° cel/ml. En este caso
T2 (35,29« 9,25x10° cel/ml) obtuvo el conteo mads
bajo (Figura 1A). A pesar de lo anterior, la variacién
de los datos obtenidos no demuestra una diferencia
numérica marcada, sin embargo, al analizar el efecto
producido por el tratamiento control (TO) se observa
en promedio mayor cantidad de hemocitos presentes
en la hemolinfa que las dietas que contenian aditivos
adicionales, como fue el caso del ajo y los extractos de
plantas. Lo anterior es contrario a lo que se esperaba,
principalmente debido a que de manera preliminar los
tratamientos T2 y T3 debieron mostrar mejores resul-
tados, de acuerdo a su composicion y caracteristicas
principales; esto asociado a lo expuesto por Prieto et
al. (2005) que indica que la funcién mds destacada del
ajo es la actividad antimicrobiana.

Por otro lado, durante el periodo de catorce dias el
conteo mas alto de hemocitos obtenido del hemograma
fue para el tratamiento que contenia ajo con 55,76 +
2,41x10° cel/ml. Sin embargo se presenté una diferencia
con respecto a TO de alrededor de un 26,5%. Los trata-
mientos compuestos por T1 y T3 mostraron valores in-
feriores respecto a TO y T2; por otro lado, hay similitud
entre los valores promedios obtenidos de T1 (36,55 +
9,09x10° cel/ml) y T3 (36,84 + 12,65x10° cel/ml), donde
se obtuvo una diferencia menor al 1% (Figura 1B).
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Tratamientos

Medias de los conteos totales de hemocitos rea-
lizados en Litopenaeus vannamei infectados con
Vibrio parahaemolyticus y después de ser alimen-
tados con una dieta control (T0), manano-oligosa-
caridos (T1), ajo (T2) y extractos de plantas (T3).
Costa Rica. 2011.

Figura 1.

A) Infeccidn tras seis dias donde se inyectaron 1x10° UFC/ca-
marén. B) Infeccién tras catorce dias donde se inyectaron 3x10°
UFC/camarén.

Por efecto de las bacterias patdgenas que fueron
inoculadas a nivel muscular, se dio una disminucién de
la cantidad de hemocitos presentes en la hemolinfa de-
bido a la migracién de estos, al punto donde se promo-
vid la afectacion y como respuesta inmunoldgica, en
concordancia con lo descrito en la literatura (Burgents
et al. 2005, Yeh y Chen 2008). Del proceso anterior
resultan la fagocitosis, encapsulacién, nodulacion,
activacion del sistema proPo, liberacién de péptidos
antimicrobianos, lisozima, entre otros (Chang et al.
2000, Johansson et al. 2000, Rodriguez y Le Moullac
2000, Cerenius y Soderhdll 2004, Jiravanichpaisal et
al. 2006, Burge et al. 2007, Dantas et al. 2009), lo que
causoé un proceso inflamatorio (Smith et al. 2003). Lo
anterior estd asociado a las principales funciones de
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los hemocitos, al cicatrizar heridas e iniciar el proceso
de coagulaciéon (Rodriguez y Le Moullac 2000), y
como recursos utilizados para contener la propagacion
de particulas infecciosas que logrardn entrar al hemo-
cele (Smith et al. 2003).

Como respuesta a la presencia de microorganis-
mos se da una disminucién de los hemocitos pero
después de algtn tiempo vuelven a la normalidad (Ji-
ravanichpaisal et al. 2006), situacién que no se logré
determinar en los ensayos de este estudio, ya que no
fue posible realizar los hemogramas a través del tiem-
po, principalmente debido a la velocidad de reaccién
de los camarones ante la infeccion.

Por otro lado, los estudios realizados donde se
utilizan inmunoestimulantes han logrado afectar los
conteos de hemocitos (Smith et al. 2003), misma
respuesta observada para los productos utilizados
en la presente investigacion, donde se determindé un
aumento hemocitario a los catorce dias de T2 en com-
paracion a los otros tratamientos. A la vez, se presentd
el mismo efecto por parte de T1 a los seis dias, pero
que no sobrepasé en mds del 13% a los otros produc-
tos evaluados como inmunoestimulantes. Lo anterior
se podria deber a una rdpida activacion inmunoldgica
de los camarones o bien, a un mejor desarrollo y pro-
duccién de células en el érgano hematopoyético, que
segin Johansson et al. (2000) y Jiravanichpaisal et al.
(2006), ya estd demostrado que es el drgano produc-
tor de hemocitos y que estos se desprenden de forma
continua pero a niveles variables en la circulacion y
después de su maduracion.

La investigacién ejecutada por Dantas et al.
(2009), donde se realiz6 conteo total de hemocitos en
crustdceos mostraron una disminucién considerable
después de la inyeccion de bacterias. Por otro lado,
Burge et al. (2007) expusieron una disminucién del
45% en las primeras cuatro horas, adicionadas a un
23% a las 48 h post-infeccion. Lo anterior aunado a lo
publicado por Rodriguez et al. (2000), quienes mos-
traron valores finales de hasta 5x10° hemocitos/ml, lo
que coincidi6é con los resultados expuestos en ambos
bioensayos; pero determinados por una respuesta fi-
sioldgica que varia individualmente de acuerdo a la
respuesta ante la infeccion, estrés ambiental o a la ac-
tividad endocrina durante el ciclo de muda (Johansson
et al. 2000, Dantas et al. 2009). Lo anterior se podria
comparar a lo observado en este estudio donde se
present6 en los animales muda, melanizacion y estrés
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de manejo asociado principalmente a la expansién de
cromatéforos.

Coagulacion

Al comparar la coagulacion obtenida de los dife-
rentes tratamientos aplicados en los camarones evalua-
dos durante el primer trabajo experimental, result el
promedio menor para la dieta de T1 (34,40 £ 9,73 s).
Por otro lado, los tratamientos TO, T2 y T3 muestran
valores muy similares y no se encontrd diferencias
estadisticas entre tratamientos (P>0,05): 38,20 = 6,90
s; 39,00 + 21,17 s y 39,10 = 8,73 s; para cada uno
respectivamente.

Con respecto al tiempo de coagulacioén evaluado
en el segundo periodo, hubo un incremento sustancial
de este aunque sin diferencia estadistica en el trata-
miento compuesto por T1 con respecto a los otros
ingredientes utilizados, pero dentro del valor permi-
tido para esta variable (Varela 2011)°. Los camarones
alimentados con T1 duraron 48,50 + 2501 s para
lograr la coagulacién de la hemolinfa; a la vez T3 pro-
vocd una disminucién de 9,50 s con respecto a T1. La
coagulacion mds rapida fue para el ajo (34,20 + 18,14
s) aunque la diferencia presentada con respecto al tra-
tamiento control fue alrededor de un segundo (32,25
+ 18,63 s), siendo practicamente semejantes pero con
una mejor respuesta en relacion al tratamiento donde
se suministré manano-oligosacaridos.

Aunque no se encontrd informacién detallada
del tiempo minimo para determinar una coagulacién
apropiada en camarones, Varela (2011)° menciona que
lo ideal es un minuto de tiempo, aunque indica que
algunos especialistas permiten hasta minuto y medio.
Dado lo anterior y segun las pruebas realizadas los
tratamientos que tenfan manano-oligosacéridos y ajo
mostraron los mejores valores, el primero en periodos
cortos y el segundo en periodos prolongados. Dado lo
anterior y en vista de la importancia de esta variable
para preservar el estado de salud en L. vannamei, la
disminucién en el tiempo de coagulacién asociada T2
y utilizado en periodos mayores a catorce dias podria
ser la mejor opcidn, lo que coincide con las conclusio-
nes presentadas por Prieto et al. (2005).

Unido a esto, la importancia de la coagulacion
radica en que es una reaccion que evita la pérdida de
hemolinfa a través de las heridas (Lee y Soderhill
2002) y ayuda en la captura de microbios que ingresan,
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a la vez que reducen su propagacién por todo el
hemocele (Jiravanichpaisal et al. 2006). Ademas, el
tiempo de coagulacion estd relacionado directamente
con los niveles de patdgenos invasores que ingresan
generalmente por medio de heridas, donde se
genera, una activacién secuencial de los factores
de coagulacién que finalizan con la formacién de
codgulos (Lee y Soderhall 2002).

Unidades formadoras de colonias (UFC)

Al analizar la cantidad de UFC en el bioensayo
1, el tratamiento que mostré los conteos mayores fue
para T1 con 4,44 + 8,10x10° UFC/ml, igualmente, se
observo una disminucién de UFC para el tratamiento
control, ajo y extractos de plantas con respecto a T1 de
39,46 y 56%, respectivamente; a pesar de lo anterior
los valores fueron similares entre si (P>0,05).

A la vez, en el bioensayo 2, los resultados mos-
traron una alta diferencia en los valores obtenidos de
T2 y T3. T3 present6 un conteo de alrededor de 3,40
+ 2,77x10° UFC/ml de hemolinfa, lo que representd
alrededor del 22% del valor obtenido en T2. Lo an-
terior revelé una aparente resistencia de los animales
mds elevada hacia las bacterias cuando se utiliz6 el
alimento suministrado con ajo. Sin embargo, en T1
y TO se observaron valores similares a T2 (154x10°
+ 20,65x10%), con una diferencia menor a 25 y 38%
respectivamente. A los catorce dias fue evidente una
menor capacidad de reaccion por parte del tratamiento
que contenia la combinacién de extractos de plantas
en comparacion a la informacién obtenida de los otros
productos.

Se determind que los camarones que presentaron
los conteos promedios mds altos obtuvieron una mayor
resistencia, lo que podria deberse a una mayor repro-
duccién y distribucion de las bacterias por el organis-
mo de los camarones para lograr su deceso, lo anterior
coincidié con Roque et al. (1998) donde segtin estos,
las bacterias se multiplican y producen toxinas letales
que si no son eliminadas por los camarones causan
la muerte. De acuerdo a Pantoja (2005), quien indi-
ca que niveles altos de bacterias abruman el sistema
inmune del camardn, lo que provoca que sucumban
rdpidamente a la enfermedad; se podria considerar
que T1 y T2 lograrfan presentar una mayor fortaleza
inmunolégica post-infeccién a los seis y catorce dias,
respectivamente.
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La capacidad inhibitoria del crecimiento de las
bacterias por parte de la hemolinfa, cuando se ejecuta
su cuantificacién a través del tiempo, es analizada
por Rodriguez y Le Moullac (2000). En este sentido,
algunos estudios muestran como a través del tiempo la
actividad antimicrobiana de la hemolinfa puede lograr
disminuir la cantidad de patégenos presentes al aplicar
un producto con propiedades inmunoestimulantes o
al causar una determinada respuesta inmune, como
por ejemplo los glucanos, S. cerevisiae (Scholz et al.
1999), sulfuro (Hsu y Chen 2007), carragenatos (Yeh
y Chen 2008), entre otros.

Durante el conteo de las bacterias se observaron
casos de crecimiento de colonias amarillas y verdes en
TCBS, probablemente debido al cambio de pH genera-
do por el uso de sucrosa producto de la contaminacién
de otras bacterias (Cuéllar 2008). Esto podria deberse
a la poblacion diversa de bacterias fermentadoras de
sucrosa presente en los tejidos del camarén o bien, por
la contaminacion de bacterias localizadas en el entorno
(Goémez et al. 1998) que lograran contaminar las pla-
cas antes de colocarlas en la incubadora. Sin embargo,
un estudio donde se infecté a L. vannamei por medio
de un bafo con V. parahaemolyticus indicé que al rea-
lizar el conteo en TCBS, alrededor del 20% del total
de Vibrio sp. formé colonias amarillas (Roque et al.
1998), lo que indicaria una alta probabilidad de creci-
miento de este tipo de bacterias bajo estas condiciones.

Mortalidad acumulada

Las medias de la mortalidad acumulada que se pre-
sentd en el andlisis donde se inyecté 1x10° UFC/cama-
rén, mostraron una alta similitud (P>0,05). entre todos
los tratamientos a las 5 y 10 h post-infeccién. Al registrar
las muertes de camarones a las 5 h existié menos de un
7% de fallecimientos, donde T3 mostré alrededor de un
6% contrario a T1 que no presenté fatalidades (Figura
2A). Para TO y T2 la cantidad de animales afectados
mortalmente por el indculo fue igual (3,2%). Por otro
lado, se mantuvo la relacion existente de mortalidad
acumulada entre tratamientos después de trascurridas 10
h desde el inicio de la infeccion (76 a 79%), a excepcion
del tratamiento control que parece que sufrié a través del
tiempo mayor efecto negativo de las bacterias, ya que
alrededor del 86% de los animales murieron.

Cuando se inocularon con 3x10° UFC/camardn,
y al tener una mayor concentraciéon de bacterias, se
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observé que la mortalidad acumulada a las 5 h post-
infeccion, presentd porcentajes altos de decesos en
casi todos los tratamientos, alcanzando en algunos ca-
sos valores cercanos al 50%. Los menores porcentajes
de fallecimientos se dieron para T3 (34%) y TO (37%),
mientras que los tratamientos T2 y T1 presentaron res-
pectivamente 45 y 47% de muertes respecto al nimero
inicial (Figura 2B). Luego de 10 h de exposicion al
indculo, se dio un 100% de animales fallecidos en los
tratamientos control y el representado por extractos de
plantas, mientras que en T1 y T2 la mortalidad acumu-
lada estuvo entre el 93 y 96%, observandose una leve
resistencia hacia las bacterias.

La mortalidad estuvo determinada por la reaccioén
surgida principalmente por el efecto ante las bacterias.
Se considerd que en las primeras horas post-infeccion
(5 h) los camarones tuvieron una respuesta acelerada
(hiper-reaccién) ante los patégenos invasores lo que
tal vez generd una deficiencia inmunoldgica y se vio
representada con una mayor mortalidad a las 10 h;
efecto asociado a lo expresado por Maldonado (2003)
y Cuéllar (2008). De acuerdo a lo anterior en ambos
bioensayos se observd que los camarones que man-
tuvieron una menor mortalidad al inicio presentaron
mayores muertes al final, al contrario, el grupo de ca-
marones que en inicio declinaron con mayor facilidad
lograron mantener una mayor sobrevivencia.

Las células circulantes pueden ocasionar res-
puestas inflamatorias que amplifican las reacciones
inmunes ante una invasién microbial, lo que libera
sustancias autoliticas y citotdxicas inducidas de una
manera no especifica (Maldonado 2003), como el caso
de la peroxinectina que se genera a partir de la activa-
cién del sistema proPO (Cuéllar 2008). Dicho autor
menciona que las moléculas altamente téxicas que se
producen para combatir los agentes invasores, también
generan dafo al tejido del hospedero. Dado lo ante-
rior, se establecié que los camarones que soportaron
la reaccién inicial presentaron mejores expectativas
de sobrevivencia y relacionado estrechamente a los
tratamientos empleados.

La patogenicidad de las bacterias determiné la
mortalidad de los camarones, aunque estuvo asociada
indirectamente a la cantidad de bacterias inoculadas.
Lo anterior qued6 demostrado en el estudio realizado
por Roque et al. (1998). En otro estudio se obser-
v6 cuando se utilizd V. penaeicida (Pantoja 2005),
mortalidades del 100, 95 y 90% cuando se utilizaron
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Figura 2.

Medias de las mortalidades acumuladas obtenidas de Litopenaeus vannamei infectados con

Vibrio parahaemolyticus y después de ser alimentados con una dieta control (T0), manano-
oligosacaridos (T1), ajo (T2) y extractos de plantas (T3). Costa Rica. 2011.

A) Infeccion de seis dias, donde se inyectaron 1x10° UFC/camarén. B) Infeccién de catorce dias, donde

se inyectaron 3x10° UFC/camarén.

concentraciones de 5x10°, 1x10* y 5x10* UFC/cama-
ron, respectivamente, y asociado a lo expuesto con
anterioridad.

La mayorfa de investigaciones realizaron infec-
ciones por medio de inmersion de camarones con
preparaciones que contenian Vibrio sp. (Scholz et
al. 1999, Trujillo et al. 2005, Heidarieh et al. 2010).
Contrario a lo anterior, el presente estudio utilizé
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como técnica la inoculacién por medio de inyeccién
intramuscular (Roque et al. 1998), debido a su rapidez
de accién y obtencién de informacién en un periodo
corto de experimentacién. Sin embargo, al comparar
la informacion obtenida en esta investigacion, al final
en la mayoria de los casos se presentaron altas mortali-
dades para el tratamiento que ejercié como control; lo
que significaria que una diferencia en la composicién
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de la dieta convencional ocasionaria un cambio en la
capacidad de respuesta del camardn, ante una situa-
cién que lograra poner en riesgo su salud.

Lo expuesto anteriormente demuestra que al
utilizar en la dieta algin aditivo obtenido a partir de
un producto natural, puede lograr un cambio consi-
derable en la salud de los camarones cuando estdn
expuestos a niveles excesivos no solo de bacterias
sino también de virus, hongos y pardsitos (Barracco et
al. 2008). Dichos autores también mencionan que los
inmunoestimulantes tienen el propdsito de aumentar la
resistencia natural, a la vez que minimizan el uso de
agentes terapéuticos quimicos como antibidticos; del
mismo modo, deja claro que no se quiere un sistema
inmunolégico activo continuamente sino un estado
de mayor inmunocompetencia, donde los camarones
tengan mayor capacidad y rapidez en su respuesta ante
patégenos.

Al analizar todas las variables en conjunto (he-
mograma, coagulacién, UFC y mortalidad acumulada)
e individualmente a los seis y catorce dias como lo
realiz6 Rodriguez et al. (2000), se observd que en el
bioensayo de mds dias, T2 fue mejor en CTH, UFC
y coagulacién, mientras que en la sobrevivencia final
estuvo entre los menores porcentajes junto a T1. A los
seis dias T1 mostré los mejores valores en todos los
parametros inmunoldgicos analizados, pero con valo-
res muy cercanos a los otros tratamientos.

Con respecto a los pardmetros inmunolégicos, las
ganancias de pesos y las conversiones alimenticias
presentaron diferencias significativas entre tratamien-
tos (P<0,05) en el periodo de seis dias del bioensayo 1;
no obstante en la fase que duré catorce dias las varia-
bles evaluadas no fueron estadisticamente diferentes
(P>0,05).

Ganancia de peso

Los pesos finales obtenidos del bioensayo que
durd seis dias, demostraron que el tratamiento con-
formado por T2 (54,3 £ 1,9 g) fue estadisticamente
mejor que T3 (P<0,05). Sin embargo, no fue diferente
del tratamiento control ni de la dieta que contenfa T1.
A la vez, los resultados obtenidos de T3 (47,0 £ 6,3 g)
fueron similares a TO y T1 (Cuadro 2A).

Los camarones alimentados con T2 obtuvieron
un valor del 8,8 g de ganancia de peso, estos fueron
superiores en mds de un 15% con respecto a los demds
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Cuadro 2. Medias del peso inicial, final y ganancia de peso
(g) obtenidas de Litopenaeus vannamei infectado
con Vibrio parahaemolyticus y después de ser ali-
mentados con diferentes dietas. Costa Rica. 2011.

A
Tratamiento PI PF GP A%
TO 490 48,8 -02b -04
Tl 470 493 23b 49
T2 455 543 88a 13
T3 46,0 470 10b 2,1
B
Tratamiento PI PF GP A%
TO 520 62,0 10,0 19,2
T1 550 653 10,3 18,7
T2 518 590 73 14,0
T3 528 61,0 83 15,6

Letras diferentes en una misma columna difieren entre si
(P<0,05).

A) Infecciéon de seis dias donde se inyectaron 1x10° UFC/
camaron.

B) Infeccién de catorce dias donde se inyectaron 3x10° UFC/
camaron.

TO: control, T1: manano-oligosacaridos, T2: ajo, T3: extractos
de plantas.

PI: peso inicial, PF: peso final, GP: ganancia de peso, D%:
incremento porcentual.

tratamientos evaluados y donde se promediaron datos
porcentuales similares al periodo experimental que se
extendid por catorce dias (Cuadro 2B). Contrario a lo
anterior, los tratamientos restantes resultaron en valo-
res inferiores al 5% de ganancia de peso e inclusive
se obtuvo un valor negativo para esta variable en TO
(-0,4%), lo que indica un autoconsumo por parte de
los camarones. Posiblemente se dio por estrés produ-
cido por el manejo general y por los niveles reducidos
de oxigeno que se presentaron esporddicamente, que
habrian provocado una inadecuada conversién del
alimento consumido o una reduccion de la ingesta. Por
consiguiente y dado lo anterior, se podrian determinar
en general que si existieron efectos positivos debido
a la inclusién de los diferentes aditivos en las dietas.
Durante el periodo de catorce dias se promediaron
ganancias de peso entre 7,25 + 4,03y 1025 +222 g.
Aunque no se dieron diferencias estadisticas (Cuadro
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2B), las medias reflejaron valores por encima de los
esperados en la realidad, ya que en condiciones nor-
males de cultivo se esperan incrementos semanales de
un gramo para cada animal (Lépez 2010) y al finalizar
la fase experimental se obtuvo un incremento pro-
medio de 4,5 g en cada semana. Lo anterior se debid
probablemente a las condiciones idéneas en las que
se desarrollf esta etapa de la investigacion asociado a
los aditivos incorporados en el alimento concentrado.
Al utilizar dietas con S. cerevisiae, B-glucanos y
Phaffia rhodozyma, se demostré (Scholz et al. 1999)
que después de siete semanas no se presentaron di-
ferencias significativas en los pesos finales de los
animales, sin embargo la biomasa final si presentd
diferencias entre los tratamientos, donde se obtuvo
los mejores resultados por parte de la dieta compuesta
por (-glucano. Al considerar el origen natural de los
aditivos anteriores y al asociarlos con los evaluados en
la investigacion realizada, se enfatiza la importancia
de este tipo de productos para lograr un incremento
acelerado en las ganancias de peso de los camarones.
Cuando se analiz6 la inclusién (Dantas et al.
2009) de probidticos (Bacillus subtilis y Bacillus li-
cheniformis), para evaluar su efecto ante la infeccién
de V. harveyi, el tratamiento control (sin probidtico)
obtuvo las mejores ganancias de peso, considerando
la condicién natural (autétrofos y heterétrofos) de los
camarones y al valorar la posibilidad de que ya estaban
acondicionados a la presencia de microbios. De lo an-
terior se entiende, que existe la necesidad de conocer
el comportamiento alimenticio y las condiciones ge-
nerales de cultivo antes de iniciar pruebas de este tipo
y que sean similares a las presentadas en estos bioen-
sayos. Sin embargo, de los resultados obtenidos en el
periodo de catorce dias (Cuadro 2B), las ganancias de
peso demuestran que fueron mejores a las presentadas
normalmente en los estanques de cultivo, lo que hace
pensar que un cambio en las condiciones actuales de
manejo en los estanques muestreados, podrian ocasio-
nar mejorias en los pardmetros zootécnicos que gene-
ralmente se monitorean y cuyo resultado final serfa la
maximizacion de las ganancias econémicas.

Conversion alimenticia
Segun la prueba de Duncan las medias de T1 y
T2 fueron estadisticamente diferentes (P<0,05) para la

conversion alimenticia en el periodo determinado por
seis dias; donde el tratamiento al que se le incorpord
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ajo fue mejor que el que contenia manano-oligosacd-
ridos, donde se obtuvo una conversion alimenticia de
140 = 0,63 y 4,53 + 2,25 respectivamente. Por otro
lado, el tratamiento control y T3 (3,23 + 1,16) no fue-
ron diferentes de T1 ni de T2. Respecto al bioensayo 2,
las medias fueron 4,82 +2,08; 3,17 = 1,20; 3,12 +0,73
y 2,96 £ 0,90 respectivamente para T2, TO, T1 y T3.

Los resultados del tratamiento control en el bioen-
sayo que durd seis dias presentaron una conversion
alimenticia muy variable, lo que reflejé una dispersién
muy elevada de los datos analizados; lo anterior posi-
blemente se debid a que en algunas de las repeticiones
los camarones tuvieron una reducida ganancia de peso,
asociada al estrés provocado por el manejo y a los epi-
sodios esporddicos que sucedieron en la disminucién
del oxigeno. De los resultados del trabajo de Rodri-
guez et al. (2000), se desprende que la condiciodn fisio-
16gica de los animales sufre alteraciones luego de su
estadia en los tanques de experimentacién, semejante
a la misma conclusién para la presente investigacion.

Por otro lado, Scholz et al. (1999) no encontraron
diferencias en la tasa de conversion alimenticia al uti-
lizar en las dietas S. cerevisiae, [3-glucanos y Phaffia
rhodozyma, contrario a lo presentado en esta investiga-
cién, donde queda claro un efecto de los tratamientos
suministrados a los seis dias de evaluacion, liderado
ampliamente por el ajo. Respecto a este tratamiento,
no presentd por si mismo un efecto directo en la con-
version del alimento ni en la ganancia de peso; sino
mds bien y de acuerdo a lo expuesto por Prieto et al.
(2005) y lo obtenido en estos bioensayos, podria me-
jorar a corto plazo la absorcidn intestinal, al eliminar
las bacterias o los pardsitos presentes en esta region;
a la vez, al influir positivamente en la inmunologfia,
lograrfa mejorar la condicion sanitaria del camarén y
como resultado final una mayor capacidad de ingestion
de los alimentos.

En términos generales, se podrian considerar a
partir de los datos numéricos, los tratamientos com-
puestos por T1 y T2 como los mejores inmunomodu-
ladores, si se comparan entre si todos los resultados
obtenidos de esta investigacion preliminar. Se reco-
mienda a partir de la informacién obtenida que para
episodios repentinos de infeccion bacterial se aplique
manano-oligosacaridos en el alimento en periodos me-
nores a una semana. Por otro lado, cuando se den pro-
blemas criticos de infeccién y con mayor duracién, se
utilice ajo en la racién de forma constante hasta lograr
una disminucién adecuada en los niveles de infeccién.
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