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El comercio internacional de animales acuaticos es uno de los factores mas importantes en la introduccién
involuntaria de patégenos a una region libre de estos. Los patégenos introducidos han sido causa de enormes
pérdidas econémicas en organismos bajo cultivo y dafios ecolégicos en poblaciones silvestres. En este trabajo,
utilizando la técnica de la PCR se analizaron postlarvas de Litopenaeus vannamei importadas desde Ecuador
para ser utilizada en los cultivos de langostinos en Tumbes. La finalidad fue detectar patégenos como el virus
de la mancha blanca (WSV), virus de la cabeza amarilla (YHV), virus de la necrosis hipodérmica y hemato-
poyética infecciosa (IHHNV), Baculovirus penaei (BP), virus del sindrome de Taura (TSV) y la bacteria de la
hepatopancreatitis necrotizante (NHPB). Se analizaron 177 muestras de postlarvas en el afio 2009y 274 en el
2010. En el afio 2009 se encontraron cuatro patégenos infecciosos en las postlarvas analizadas, siendo méas
frecuente el IHHNV (9,60%). En el afio 2010 la frecuencia de aparicion de postlarvas infectadas con IHHNV
fue mayor (16,79%). Tanto en el 2009 como en el 2010 se encontraron postlarvas positivas a NHPB, BP y TSV

Palabras Clave: Frecuencia, Litopenaeus vannamei, patdgenos, postlarva.
Abstract

International trade of aquatic animals is the most important source for pathogens introduction in new areas,
beginning cause of huge economic losses in growing animals and ecological damage. In this paper, we analyze
Litopenaeus vannamei postlarvae imported for shrimp farming companies of Tumbes from Ecuador, in order
to detect pathogens such as the white spot virus (WSV), yellow head virus (YHV), infectious hypodermal and
haematopoietic necrosis virus (IHHNV), Baculovirus penaei (BP), Taura syndrome virus (TSV) and necrotizing
hepatopancreatitis bacterium (NHPB). For this purpose, 177 samples of postlarvae in 2009 and 274 in 2010 from
different larviculture laboratories of Ecuador were processed by the technique of PCR. In 2009, four infectious
pathogens were present in postlarvae. In 2010 the frequency of occurrence of IHHNV —infected postlarvae was
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higher (16.79%). Both in 2009 and 2010 were found positive postlarvae NHPB, BP and TSV.

Keywords: Frequency, Litopenaeus vannamei, pathogens, postlarvae.

Introduccién

De acuerdo con la Organizacién Mundial de Sanidad Animal,
(OIE), durante la década pasada, la produccién mundial de es-
pecies acuicolas se ha visto afectada por numerosas enfermedades
infecciosas, las que han impactado severamente el desarrollo y
sustentabilidad de la acuicultura convirtiéndose en una restric-
cién primaria para su desarrollo (OIE 2010).

La causa principal de brotes de enfermedades y epidemias, estd
dada por la transferencia de agentes infecciosos via transporte
de organismos vivos (OIE 2009, Lightner & Redman 1994,
Lightner 1996, Tang et al. 2003, Briggs et al. 2005). La actual
tendencia del libre comercio y el deseo de los paises de generar
nuevas alternativas para el desarrollo social y econémico son
factores que pueden incrementar el riesgo sanitario y que de
no ser considerados oportunamente pueden hacer fracasar la
acuicultura.

Entre los factores que deben tomarse en cuenta para el con-
trol del riesgo se incluyen el estado sanitario de las especies que
deseamos introducir, los problemas sanitarios que las aquejan,
el riesgo de transferencia en la zona donde las vamos a introdu-
cir y los problemas sanitarios de la zona receptora que pueden
afectar a la nueva especie (Frelier et al. 1993, Lotz et al. 2002
Nunan et al. 2003).

Algunos paises lideres en el cultivo de especies acudticas, han
desarrollado politicas relativamente precisas para evitar la trans-

misién de enfermedades, estos lineamientos se han agrupado en
el Cédigo Sanitario para los Animales Acudticos y en el Manual
de Pruebas de Diagndstico para los Animales Acudticos de la
OIE. De la misma manera, paises productores a menor escala,
han desarrollado lineamientos sanitarios propios para evitar la
transferencia de enfermedades a su territorio. Sin embargo, pese
al arduo trabajo, estos lineamientos no han sido eficaces en la
prevencién de la diseminacién de patdgenos virales exdticos
(Jiménez et al. 1997, Nielsen et al. 2005, Briggs et al. 2005).

En América Latina la realidad es muy similar, porque aun
cuando se cuenta con lineamientos y normas sanitarias que re-
gulan la entrada de especies acuicolas, en varios casos se ha dado
la diseminacién de muchos patégenos exéticos. (Wyban et al.

2004, Lightner 2006, Senapin et al. 2007, Aguado et al. 2008).

En ciertos patdgenos, como el virus de la Mancha blanca
(WSV, white spot virus) y la Necrosis hipodérmica y hemato-
poyética infecciosa (IHHNYV, Infectious hypodermal and hae-
matopoietic necrosis virus) el mecanismo de transmisién rrans-
ovum, es una importante fuente de contaminacién de huevos
(Lo etal. 1997, OIE 2010). Asi mismo, existe la posibilidad de
transmisién vertical del virus del sindrome de Taura (TSV, Taura
syndrome virus) y virus de la mionecrosis infecciosa (IMNV,
infectious mionecrosis virus) que no han sido confirmadas
experimentalmente (Brock 1997, Lightner 1996, OIE 2009).
En el caso de contagio por Baculovirus (BP, Baculovirus penaei)
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de los reproductores a su progenie, se puede producir mediante
contaminacién fecal de huevecillos al eclosionar, por tanto sin
las medidas profilicticas adecuadas en la larvicultura, inevita-
blemente las larvas cultivadas, serdn infectadas. (Overstreet et al.
1998). Asi mismo, estd ampliamente documentado que el agua
es un vehiculo de transmisién horizontal de agentes patgenos
a los diferentes estadios larvarios de peneidos (OIE 2009).

Existen muchos ejemplos de propagacién de enfermedades de
animales acudticos en el mundo, entre los casos més relevantes,
se puede reportar como ejemplo lo ocurrido con el TSV; este
patdgeno se identificd inicialmente en Ecuador, (pais en el cual
causé gran mortalidad a los langostinos cultivados) se dispersé
rdpidamente a Perd, Colombia, paises de Centroamérica, Es-
tados Unidos, Hawai, Brasil y paises de Asia, probablemente a
través de la transferencia regional e internacional de post larvas
y reproductores de L. vannamei infectados con el virus (Lightner

1996, Tu et al. 1999, Briggs et al. 2005, OIE 2009).

Otro caso es el ocurrido con el IHHNV; este patégeno tuvo
su origen en Asia y se sospecha que su ingreso al continente
americano fue producto de la importacién de Penaeus monodon
a Hawai y posteriormente diseminado a otros paises de Lati-
noamérica por el movimiento transfronterizo sin certificacion
sanitaria adecuada (Tang et al. 2003). La particularidad de este
virus de producir infecciones latentes en sus hospederos, le
permite una mayor transmisién de la infeccién a su progenie y
a otras poblaciones susceptibles (Madhavi et al. 2002).

Con la aparicién del WSV en Perti en el afio 1999, el sector
gubernamental mediante Decreto Supremo N° 009-99-PE,
decide suspender por un periodo de 180 dias la importacién de
nauplios, post larvas y reproductores de langostino Litopenaeus
sp. Posteriormente esta suspensién fue levantada bajo la condi-
cién de llevar a cabo un estricto cumplimiento de la certificacién
sanitaria de organismos acudticos de importacion, para asegurar

que las larvas importadas ingresaban al pais libre de YHV y WSV.

El Laboratorio de Sanidad Acuicola del IMARPE-Sede
Tumbes mediante Resolucién Ministerial N° 393-2001- PE
es el 6rgano facultado para realizar los anilisis que certifiquen
el estatus sanitario de post larvas y reproductores de los crus-
tdceos que ingresan al territorio peruano. Con este certificado,
PRODUCE a través de la oficina del SANIPES levanta un acta
de conformidad con el que se da inicio a la importacién. Este
trdmite se realiza con el fin de evitar el ingreso de nuevos pa-
togenos como YHV o incrementar la incidencia de infecciones
endémicas por WSV en los centros de cultivo de langostinos o
en los ambientes naturales, que pongan en riesgo la produccién
de langostinos y el estatus poblacional de las diferentes especies
de peneidos silvestres presentes en el Perti .

En el presente trabajo informamos sobre la frecuencia de los
patégenos IHHNV, NHPB, BE, TSV, YHV y WSV en las post
larvas de Litopenaeus vannamei importados al Pert en los afios
2009 y 2010.

Material y métodos

Area de estudio.- Se analizaron post larvas importadas de L.
vannamei, procedentes de laboratorios de maduracién de Ecua-
dor, ubicados en los poblados de Mar Bravo, Punta Carnero,
Ayangue y San Pablo, de la provincia de Santa Elena.

Muestras de post larvas.- Entre febrero y diciembre del afio

2009 se colectaron al azar 177 muestras y entre enero y diciembre
del ano 2010, 274.

Las post larvas rutinariamente son remitidas al Laboratorio de
Sanidad Acuicola del IMARPE - Sede Tumbes, para el andlisis
obligatorio de WSV e YHV (agentes patégenos de notificacién
obligatoria, segtin la OIE) con la finalidad de obtener el certi-
ficado que indique que estdn libres de tales patdgenos y poder
ingresarlas al pafs.

Extraccién de dcidos nucleicos.- Las extracciones de ADN
se realizaron individualmente, utilizando el método estdndar
CTAB-DTAB (Gustincich et al. 1999, modificado para tejidos
de langostinos). Se pesé 25 mg de macerado de post larvas,
en un microtubo de 1,5 mL y se le agregé 600 pL de solucién
DTAB (dodeciltrimetilamonio bromuro 8%, NaCl 1,5 M, Tris
HCI 100 mM pH 8,8 y EDTA 50 mM). Con la ayuda de un
micromacerador de pldstico se homogeneizé el tejido, para luego
incubarlo a 75 °C por 5 minutos. Después de la incubacidn, se
agregd 0,7 mL de cloroformo HPLC, se mezclé con un agitador
automdtico y se centrifugd en una microcentrifuga a 12000
rpm por 5 minuto. El sobrenadante (250 pL) fue transferido
a un microtubo de 1,5 mL que contenia 100 pL de solucién
CTAB (5% cetiltrimetilamonio bromuro, 0,4 M NaCl) y 900
pL de agua destilada autoclavada, se mezclé, incubé a 75 °C
por 5 minutos y centrifugd a 12000 rpm por 10 minutos; el
sobrenadante fue descartado y el pellet resuspendido en 150 pL
de solucidén disolvente (NaCl 1,2 M) se incubé a 75 °C por 5
minutos y centrifugé a 12000 rpm por 5 minutos. La solucién
fue transferida a un nuevo microtubo con 300 pL de etanol al
95%, se mezcld y centrifugd nuevamente a 12000 rpm por 5
minutos, el pellet fue lavado con etanol al 75%, secado por 10
minutos y resuspendido con buffer TE (10 mM Tris-HCI, 1
mM EDTA pH 8).

Las extracciones de ARN se realizaron con un kit de ex-
traccién de ARN de IQ 2000 siguiendo las indicaciones del
fabricante.

Cebadores especificos para el andlisis por PCR.- Los ce-
badores usados para la realizacién de la PCR fueron especificos
para cada patégeno evaluado y estdn recomendados tanto en el
manual de la OIE como en articulos cientificos actuales (Tablal)

Andlisis por PCR.- El andlisis de las muestras de post larvas
fue realizado mediante la técnica de la PCR simple, para el
descarte de los agentes patégenos causantes de las enferme-
dades “Hepatopancreatitis necrotizante” (NHP), “Necrosis
hipodérmica y hematopoyética infecciosa” IHHN), “ Baculo-
virosis tetraédrica’ y “Sindrome de Taura” (TS), ademds de la
enfermedad de las manchas blancas (WSD) y cabeza amarilla
(YHD). Los productos de amplificacién para cada patégeno
estan detallados en la Tabla 1.

Para la deteccién de NHPB, las reacciones se realizaron en
mezclas de 20 pL, que contenfan 2,0 pL de buffer Taq 10X
(100 mM Tris-HCI pH 8,8, 500 mM KCl y 0,8% de Nonidet
P-40), 1,5 mM de MgClz, 0,125 mM de cada dNTPs, 1,25 U
de Taq ADN polimerasa (Fermentas), 10 pmol de cada cebador
y 2 pL de ADN extraido. El perfil de la PCR se realizé en un
termociclador (9800 Fast Thermal Cycler, Applied Biosystems,
USA) y consté de 35 ciclos de 94 °C por 30 s, 58 °C por 30's,
72 °C por 1 minuto y una extensién final a 72 °C por 5 minutos.
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Tabla 1. Relacién de cebadores especificos para cada patdgeno evaluado y productos de amplificacion de la PCR.

Patégeno Cebador Secuencia Producto Referencia
pf-1 5 ACG TTG GAG GTT CGT CCTTCA G 3’
NHPB 441 pb Loy et al. 1996
pr-2 5 TCACCCCCTTGCTICTCATIGTJ3
77012F 5 ATC GGT GCA CTA CTC GGA 3’
IHHNV 356 pb OIE 2006
77353R 5 TCG TAC TGG CTG TTC ATC 3’
BPA 5 GAT CTG CAA GAG GAC AAACCY¥
BP 560 pb OIE 2006
BPB 5 ATC GCT AAG CTC TGG CAT CC 3’
146F1 5 ACT ACT AACTTC AGC CTA TCT AG 3
1rx 1447 pb OIE 2006
WSV 146R1 5" TAA TGC GGG TGT AAT GTTCIT ACG A 3
146F2 5 GTA ACT GCC CCT TCC ATCTCCA 3
2rx 941 pb OIE 2006
146R2 5 TAC GGC AGC TGC TGC ACCTTGT 3%

Para la deteccién de IHHNYV, se utilizé un volumen de
reaccién final de 20 pL, constituida por 2,0 pL de buffer Taq
10X, 2,0 mM de MgClz, 0,2 mM de cada dNTPs, 1,25 U de
Taq ADN polimerasa , 150 ng de cada cebador y 2 pL. de ADN
extraido. El programa de la PCR (termociclador 9800 Fast Ther-
mal Cycler, Applied Biosystems, USA) consté de un ciclo de 94
°C por 5 minuto, 35 ciclos de 95 °C por 30 s, 55 °C por 30 s,

72 °C por 1 minuto y una extensién final a 72 °C por 5 minuto.

Para la deteccién de BP el andlisis fue realizado en un volumen
de reaccién de 20 pL, constituido por 2 pL de buffer Taq 10X,
1,5 mM de MgClL, 0,2 mM de cada dNTPs, 1 U de Tag ADN
polimerasa, 5 pmol de cada cebador y 2 pL de ADN extraido.
La PCR (termociclador 9800 Fast Thermal Cycler, Applied
Biosystems, USA) se realiz6 con un ciclo de 95 °C por 5 min,
30 ciclos de 94 °C por 30 s, 58 °C por 45 s, 72 °C por 45 s y

una extensién final a 72 °C por 5 min.

Se utilizé nested PCR para deteccién de WSV, con los ceba-
dores especificos para la primera y segunda reaccién (Tablal). El
volumen final de cada reaccién fue 50 pL, constituido por 5 pL
de buffer Taq 10X, 1,5 mM de MgCl,, 0,2 mM de cada dNTPs,
1 U de Taq ADN polimerasa 10 pmol de cada cebador y 1 pL

de ADN extraido. La PCR fue realizada en un termociclador
(Thermolyne Amplitron II, USA) y consta un ciclo de 94 °C
por 5 min, seguido de 30 ciclos de 94 °C por 30 segundos, 52
°C por 30 segundos y 72 °C por 45 segundos y una extension
final a 72 °C por 5 minutos.

En el caso de la deteccién de TSV, se usé el kit de deteccién
Concepto Azul, siguiendo las indicaciones del fabricante.

Los productos de amplificacién fueron verificados en geles
de agarosa al 1%, tenido con bromuro de etidio (0,5 g/mL) y
por electroforesis en buffer TAE 1X (Tablal).

Anilisis de datos.- Los pardmetros que se determinaron
basados en la informacién obtenida fueron:

- Frecuencia anual de muestras positivas por agente patgeno.

- Frecuencia mensual de muestras positivas por agente
patégeno.

Resultados

Frecuencia anual de muestras positivas a diferentes agentes
infecciosos.- En el afio 2009, se obtuvieron muestras positivas
al IHHNYV con una frecuencia de 9,60%, para los pat6genos

Tabla 2. Frecuencia mensual de muestras de post larvas positivas a diversos patdégenos, febrero a diciembre de 2009.

Mes-2009 Muestras de Frecuencia (%)

postlarvas

analizadas WSV BP NHPB IHHNV YHV TSV
Enero 0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Febrero 0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Marzo 26 0,00 0,00 0,00 19,23 0,00 4
Abril 25 0,00 0,00 4,00 12,00 0,00 12
Mayo 13 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0
Junio 19 0,00 0,00 0,00 15,79 0,00 0
Julio 10 0,00 0,00 0,00 10,00 0,00 0
Agosto 16 0,00 0,00 0,00 6,25 0,00 0
Septiembre 19 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0
Octubre 17 0,00 0,00 0,00 5,88 0,00 0
Noviembre 15 0,00 6,67 0,00 20,00 0,00 0
Diciembre 17 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0
Total anual 177 0,00 0,56 0,56 9,60 0,00 2
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Figura 1. Frecuencia anual de muestras positivas a diferentes agentes
infecciosos en post larvas de Litopenaeus vannamei importados.

BP y NHPB fue de 0,56% y del 2% para el TSV. Las mayores
frecuencias de deteccién del IHHNV se produjeron dentro
del periodo febrero-marzo (19,2%) y en el mes de diciembre
(17,6%). Los patégenos BP y NHPB se detectaron en abril y
noviembre respectivamente (Tabla 2).

En el 2010, se obtuvo muestras positivas al IHHNV y BD,
siendo su frecuencia de deteccién 16,79% y 6,20% respectiva-
mente y de 0,36% para el TSV (Fig. 1). Cabe sefalar que se
encontraron muestras de post larvas positivas a IHHNV durante
todo el afo, siendo el valor mds alto encontrado de 44,4%
correspondiente al mes de octubre (Tabla 3).

Todas las muestras de post larvas de importacién analizadas en
este periodo (2009 —2010) resultaron negativas a WSV e YHV.

Discusion
El Perti cuenta con normativa (Decreto Supremo Ne 020-
2001-PE) destinada a impedir la entrada de organismos acudticos

(crustdceos, poliquetos u otros invertebrados) positivos a YHV
y WSV, exigiéndose el certificado sanitario de importacién
extendido por laboratorios autorizados, a pesar de esto existe
la introduccién ilegal de post larvas por parte de empresas
informales. En los anos 2007 y 2009 la DIREPRO (Direccién
Regional de la Produccién) detecté 2400 y 4000 millares de post
larvas respectivamente, ingresadas de forma ilegal provenientes
de Ecuador; ademds la Aduana de Tumbes informé sobre 3000
millares en el 2007, 2000 millares en el 2008, y 1000 millares
de post larvas en el 2009 que iban a ser ingresadas a territorio
peruano y que al no contar con las certificaciones sanitarias
fueron incineradas.

El Laboratorio de Sanidad Acuicola del IMARPE est4 facul-
tado (Resolucién Ministerial N© 393-2001-PE), para certificar,
en las post larvas de importacién, la ausencia de los patdgenos
causantes de la enfermedad de la cabeza amarilla (YHD) y de
la enfermedad de las manchas blancas (WSD). Sin embargo las
empresas informales burlan estas medidas sanitarias obligatorias
poniendo en riesgo a toda la actividad langostinera de Tumbes.

Segiin nuestros resultados, se encontré que para el 2010 la
frecuencia de muestras positivas al IHHNV y BP se incremento
con respecto al afo anterior. Teniendo en cuenta que el éxito
de las producciones de langostino estd condicionado a disponer
de una fuente confiable de post larvas y preferentemente pro-
ducidas en laboratorios locales (FAO 2004), son preocupantes
estos resultados que indicarfan una amenaza a la industria del
cultivo de L. vannamei en Perq.

Al parecer, las empresas langostineras no prestan la impor-
tancia debida al estado sanitario de las post larvas que impor-
tan, debido a factores como el costo adicional de los servicios
de diagndstico, el desconocimiento de las normas vigentes o
porque estdn seguros que ciertos patégenos en las post larvas
no involucran mayores pérdidas en la produccién final del
cultivo. Tal es el caso del IHHNYV, agente etioldgico que no es
mortal para L. vannamei y que causa retardo en el crecimiento
y ocasionalmente deformidad externa (rostrum o segmentos
abdominales). La infeccién experimental con IHHNV redu-
ce significativamente las mortalidades de los langostinos tras

Tabla 3. Frecuencia mensual de muestras de post larvas positivas a diversos patégenos, enero a diciembre de 2010.

Muestras de Frecuencia (%)

Mes -2010 postlarvas

analizadas WSV BP NHPB IHHNV YHV TSV
Enero 32 0,00 0,00 0,00 18,75 0,00 0
Febrero 14 0,00 7,14 0,00 7,14 0,00 0
Marzo 16 0,00 0,00 0,00 25,00 0,00 0
Abril 21 0,00 4,76 0,00 9,52 0,00 0
Mayo 19 0,00 0,00 0,00 10,53 0,00 0
Junio 39 0,00 0,00 0,00 7,69 0,00 2,56
Julio 29 0,00 6,90 0,00 13,79 0,00 0
Agosto 15 0,00 0,00 0,00 13,33 0,00 0
Septiembre 15 0,00 0,00 0,00 40,00 0,00 0
Octubre 18 0,00 11,11 0,00 44,44 0,00 0
Noviembre 35 0,00 14,29 0,00 14,29 0,00 0
Diciembre 21 0,00 28,57 0,00 14,29 0,00 0
Total anual 274 0,00 6,20 0,00 16,79 0,00 0,36
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la exposicién con WSV, a esto se le denomina “interferencia
viral”. Segiin este concepto la presencia de dos o mds virus en
un hospedero causard la inhibicién de la replicacién de uno de
ellos (Tang et al. 2003, Namikoshi et al. 2004, Witteeveldt et
al. 2004, Bright et al. 2005, Melena et al. 2006); de esta ma-
nera los langostinos positivos al IHHNV no mueren cuando
son atacados por el WSV, debido a la proteccién que brinda el
IHHNYV frente a la infeccién por WSV.

Sin embargo, esto no debe justificar su presencia en post
larvas de importacién, porque el IHNNV presenta una alta tasa
evolutiva y una amplia diversidad genética en las cepas aisladas
(Robles et al. 2010), existiendo el riesgo latente de aparicién de
cepas mds virulentas, que pueden poner en peligro a los cultivos
de L. vannamei y las poblaciones silvestres de L. stylirostriss,
especie para la cual el IHHNV es mortal.

Frente a los riesgos mencionados es necesario contar con
estrategias que permitan evitar el ingreso al Perti de nuevas cepas
virulentas de patégenos, aplicdindose recomendaciones precisas,
como las especificadas por la FAO y la OIE, entre ellas desarrollar
normativas estrictas; sistemas de supervisién y las capacidades
para la aplicacién de control y registro de las importaciones de
organismos vivos y evitar asi el contrabando; obligar al registro
de empresas langostineras informales; organizar talleres de
manejo sanitario en enfermedades para difundir informacién;
crear un directorio de los laboratorios que ofrecen organismos
certificados libres de enfermedades; desarrollar y aplicar las
buenas pricticas para el manejo en langostineras; establecer
laboratorios de referencia nacional de patologias para los proce-
sos de intercalibracién y asegurar la calidad de los diagnésticos;
establecer programas de reproduccién de ciclo cerrado para
producir semilla SPF (libres de patégenos especificos) y SPR
(resistentes a patdgenos especificos); y financiar programas de
investigacion en estos temas.
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