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Presencia de IMNV, IHHNV y VPaupnp en langostinos silvestres del género

Litopenaeus en Tumbes.

Br. Luis Alfredo Calderén Romero?
Dra. Tessy Peralta Ortiz 2

RESUMEN

Se estudi6 la prevalencia del virus de la mionecrosis infecciosa (IMNV), el virus de
la necrosis hipodérmica y hematopoyética infecciosa (IHHNV) y del Vibrio
parahaemolyticus que causa la enfermedad de la necrosis hepatopancreatica
aguda-AHPND (VPanpnD) en Litopenaeus vannamei y Litopenaeus stylirostris
procedentes de los siguientes canales de marea de la region Tumbes, Perl: La
Boca del Rio Tumbes, El Alcalde, El Jeli, ElI Bendito, La Envidia, La Soledad y El
Algarrobo. En los cuales se efectuaron muestreos mensuales en mayo, junio,
setiembre y noviembre del 2017, capturandose un total de 560 ejemplares (372 L.
vannamei y 188 L. stylirostris) de 3,30 a 10,00 cm de longitud utilizando una
atarraya de 1,22 cm de longitud de malla. Se extrajo ple6podos, musculo y
hepatopancreas para realizar la extraccion de ADN/ARN, posteriormente se realizo
la PCR detectandose los patégenos IHHNV y VPaueno cON prevalencias de 7,58% y
3,51%, respectivamente. Asi mismo, en todos los canales de marea de la region
Tumbes las prevalencias oscilaron entre 2,80 a 12,11% para IHHNV y 1,42 a 5,90%
en VPanpnD €n rangos de salinidades de 5 a 39 ppt y a temperaturas de 22,8 a 29,0
°C.

Palabras clave: IHHNV, IMNV, VPaunpnp, Litopenaeus vannamei y Litopenaeus

stylirostris.
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Presence of IMNV, IHHNV and VPaxpnp in wild shrimp of the genus Litopenaeus in
Tumbes.

Br. Luis Alfredo Calderon Romero?
Dra. Tessie Peralta Ortiz 2

ABSTRACT

The present research is about IMNV (infectious myonecrosis virus), IHHNV
(infectious hypodermic, hematopoietic necrosis virus) and Vibrio parahaemolyticus
in Litopenaeus vannamei and Litopenaeus stylirostris that can cause acute
hepatopancreatic necrosis-AHPND disease (VPaHpnD) this research has been made
from the tidal channels of Tumbes like, Pert: La Boca del Rio Tumbes, El Alcalde,
El Jeli, El Bendito, La Envidia, La Soledad y El Algarrobo. In which monthly
samplings were carried out in May, June, September and November of 2017,
capturing a total of 560 specimens (372 L. vannamei and 188 L. stylirostris) of 3,30
to 10,00 cm in length using a slip of 1,22 cm mesh length. Ple6podos, muscle and
hepatopancreas were extracted to perform the DNA / RNA extraction, subsequently
the PCR was performed detecting the pathogens IHHNV and VPanpnp with
prevalences of 7,58% and 3,51%, respectively. Likewise, in all the tidal channels of
the Tumbes region the prevalences ranged from 2,80 to 12,11% for IHHNV and 1,42
to 5,90% in VPaxpnD in salinity ranges from 5 to 39 ppt and at temperatures of 22,8
at 29,0 ° C.

Keywords: IHHNV, IMNV, VPaupnp, Litopenaeus vannamei y Litopenaeus
stylirostris.
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1. INTRODUCCION

La produccion de langostino es una de las actividades econémicas mas importantes
del norte del pais; siendo Tumbes el mayor productor con mas del 89% de la
cosecha de langostino del pais (Ministerio de la Produccién 2017). Sin embargo, la
intensificacion del cultivo caracterizado por el incremento de las densidades de
siembra, excesos en el empleo de alimento e insumos ha generado la aparicion de
enfermedades, poniendo en peligro las poblaciones de langostinos silvestres y de
cultivo. Ademas, los langostinos silvestres pueden ser vectores de importantes
agentes patdégenos para los cultivos y viceversa (Alfaro y Guevara 2011). Por ende,
el estudio de los patdgenos seleccionados en esta investigacion es de suma
importancia porque permiten conocer sus prevalencias en la region Tumbes, las
que podrian ocasionar altas mortalidades en el cultivo de langostino, generando
pérdidas econdmicas, afectando ademas a poblaciones naturales de langostino y

su rapida propagacion en sistemas de cultivo.

Entre estos patdgenos el virus de la necrosis hipodérmica y hematopoyética
infecciosa (IHHNV), el virus de la mionecrosis infecciosa (IMNV) y el Vibrio
parahaemolyticus (VPanpnp) causante de la necrosis hepatopancreéatica aguda

(AHPND) son considerados de relevancia ya que perjudican el sector acuicola.

Segun Lightner (2011), el IHHNV fue descrito por primera vez en Hawai en 1 981
causando pérdidas econdmicas entre 0,5 a 1,0 billon de dolares; este agente
patdogeno es endémico de las poblaciones de langostinos silvestres de la region
Tumbes (Alfaro, Guevara y Gonzales 2010), manifestandose con deformidad
cuticular y crecimiento negativo del langostino “sindrome de la deformidad y del
enanismo” (RDS) (Cuéllar-Anjel 2008).

El IMNV ocasiono pérdidas de 100 a 200 millones de ddlares en Brasil en el 2004,
es un patdégeno que se caracteriza por producir necrosis en el masculo estriado del
abdomen y cefalotérax conllevando a mortalidades progresivas del 40 a 70%,
pudiendo llegar hasta 100% (Poulos et al. 2006).

El VPanpnD registrado en Asia el 2009 ha causado pérdidas econdmicas por un valor
de 350 millones de dolares (Lightner 2012), originalmente conocida como “Early

Mortality Syndrome” (EMS por sus siglas en inglés) o Sindrome de la mortalidad



temprana, debido a que producia mortalidades subitas y masivas (de hasta el
100%) de langostino entre los 10 a 30 dias de cultivo, sus signos clinicos son: nado
erratico, crecimiento reducido, textura blanda del exoesqueleto, anorexia y
contenido intestinal interrumpido, fuerte atrofia y palidez del hepatopancreas (Tran
et al. 2013).

En el Pertd IMNV y VPanpnp alin no han sido reportados, sin embargo, que no se
hayan reportado aln, no pierde importancia de realizarles seguimientos sanitarios

para prevenir al sector de algun brote.

Cabe resaltar que, las epidemias registradas en los sistemas de cultivo no se han
observado en poblaciones silvestres ya que su identificacion en el medio natural es
bastante dificil debido a que, cuando ocurren estos eventos se localizan en zonas

con baja densidades de organismos susceptibles.

Por lo expuesto, este trabajo permitié determinar la presencia de IHHNV, IMNV y
VPanxpPND, €N langostinos silvestres del género Litopenaeus en ambientes naturales
aledafias a las areas de produccion acuicola de Tumbes: canal de marea El
Bendito, El Algarrobo, Envidia, Boca del Rio Tumbes, Alcalde, Jeli y Soledad, las
gue se relacionan con altas pérdidas de produccion en el sector acuicolay la rapida

propagacion de estos patégenos al medio natural.
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2. ANTECEDENTES

La acuicultura representa un importante sector de la produccién alimentaria mundial
(Moreno 2010), teniendo gran realce la actividad langostinera con volumenes de
produccion crecientes, siendo los mayores productores Asiay América. En el Perd,
la produccion de langostino se realiza en las regiones de Tumbes y Piura por reunir
las condiciones apropiadas para el cultivo de esta especie (Mendoza 2011). Sin
embargo, la busqueda de mejores rendimientos ha conducido a intensificar la
actividad langostinera, propiciando la transmisibn de agentes patdgenos con

consecuencias devastadoras (Rodriguez y Le Moullac 2000).

Cabe resaltar que, los Penstildensovirus, Totivirus y Vibrio parahaemolyticus con
plasmido Pir, que se encuentran en prevalencias muy bajas en poblaciones
silvestres, puede poner en riesgo el estatus sanitario de L. vannamei y L. stylirostris
de cultivo debido al estrés producto de las altas densidades de poblacion,
fluctuaciones de temperatura, salinidad y nutrientes que alteran la calidad del agua
del cultivo (Grant & Jones 2010).

Alfaro y Guevara (2011), indican que las prevalencias de los patdgenos virales y
bacterianos en langostinos silvestres van aumentando cada afio. Lo que hace
referencia a la amenaza en que se encuentra el sector acuicola, debido a su
intensificacion y a la mala practica de algunas empresas acuicolas que vierten sus
efluentes directamente al medio natural afectando de una y otra manera a la fauna
silvestre. Otra causa de transferencia de agentes infecciosos es dada por la
importacion de postlarvas de langostino vivos con presencia de éstos patdégenos
(OIE 2017, Guevaray Alfaro 2012).

En Tumbes, se han descrito las especies L. vannamei, L. stylirostris y
Farfantepenaeus californiensis como langostinos nativos del ecosistema de los
manglares (Alfaro y Guevara 2011). El ciclo vital de los peneidos consiste en dos
fases: marina y estuarina donde la puesta tiene lugar en el mar; las larvas y
primeras postlarvas son plancténicas. Las postlarvas penetran en estuarios y
canales de marea o se aproximan a la costa. Los langostinos regresan al mar
cuando alcanzan una talla de 10 cm, terminando ahi su ciclo (Garcia y Le Reste
1986).



Hoy en dia, se han descrito alrededor de 20 virus que afectan de manera directa o
indirecta a langostinos peneidos (Cuéllar-Anjel et al., 2008). Los mas reportados
son: el virus del sindrome de Taura (TSV), virus de la necrosis hipodérmica y
hematopoyética infecciosa (IHHNV), virus de la cabeza amarilla (YHV), virus de la
mionecrosis infecciosa (IMNV) y el virus del sindrome de la mancha blanca
(WSSV), reportadas por los fuertes impactos sociales ademas de cuantiosas

pérdidas econdmicas (Godinez et al. 2012).

IMNV perteneciente a la familia Totiviridae. Este virus cuenta con una Unica
molécula de ARN de doble cadena (ARNbc), presenta un tamafio de 40 nm y su
genoma consta de 75,6 Kb (Lightner 2011).

La especie mas susceptible a IMNV es L. vannamei y los organismos infectados
muestran areas necréticas de color blanquecino del musculo estriado o en algunos
casos rojo (Poulos and Lightner 2006). También, se demostré experimentalmente
que las especies L. stylirostris y L. monodon son susceptibles a IMNV, pero no se
produjo mortalidad como consecuencia de la infeccion experimental en esta prueba
de laboratorio (Tang et al. 2005). Estos signos pueden aparecer de manera
repentina ocasionada por estrés de captura, cambios bruscos de temperatura o
salinidad (Lightner 2011). EI IMNV se presenta como una enfermedad con un inicio
agudo, signos graves y mortalidad elevada (40% a 70%), posteriormente la
infeccion se torna cronica y la mortalidad puede llegar hasta 100% (Nunes, Cunha
y Vasconcelos 2004; Lightner 2011). En Brasil esta enfermedad se encuentra
focalizada solo en la regién noreste, teniendo perdidas en alrededor de 100 a 200
millones de délares; sin embargo, se han observado organismos con sintomas
similares en otras regiones del Caribe donde se cultiva L. vannamei (Lightner et al.
2012).

Alfaro y Guevara (2007), en el Laboratorio de Sanidad Acuicola, Instituto del Mar
del Pert- Imarpe, Sede Tumbes, realizaron una investigacion referente a la
patobiologia y sanidad acuicola en langostinos de cultivo y del ambiente natural
aledafio de la Region Tumbes, incluyendo la vigilancia epidemiologica del virus
IMNV. Los muestreos se realizaron quincenalmente por el periodo comprendido de
febrero a diciembre del 2017 en los canales de marea: El Bendito, La Envidia,

Soledad, El Algarrobo y Matanzas. Se uso la técnica de la PCR, reportando que L.
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vannamei y L. stylirostris de la region de Tumbes se encuentran libres del IMNV (0
%).

Asi mismo, Alfaro y Guevara (2008), analizaron ejemplares de L. vannamei y L.
stylirostris capturados en los canales de marea ubicados en las provincias de
Tumbes y Zarumilla: Boca del Rio Tumbes, El Alcalde, Jeli, El Bendito, Soledad,
Algarrobo y Envidia, confirmando la ausencia de IMNV en los langostinos silvestres

de la region de Tumbes.

Otro virus de suma importancia es IHHNV perteneciente a la familia Parvoviridae
gue tiene una forma icosaédrica de 22 nm de diametro con una molécula de ADN
de una sola cadena y su genoma es de 4075 nucleétidos de largo, que lo convierte
en el virus mas pequefio conocido en langostinos peneidos (Escobedo and Ibarra
2014).

Aunque la mayoria de las especies de peneidos pueden resultar infectadas con
IHHNV en L. stylirostris, el virus puede causar una epizootia aguda y una mortalidad
masiva (90%). En los estadios juveniles y sub adultos de L. vannamei mas que una
elevada mortalidad, produce una enfermedad crénica que se conoce como
“sindrome de la deformidad y del enanismo” (RDS), en donde los principales
sintomas son un crecimiento reducido e irregular y deformidades cuticulares, y

generalmente no hay una elevacion notable en la mortalidad (Lightner 2011).

Algunos miembros de las poblaciones de L. stylirostris y L. vannamei que logran
sobrevivir a las infecciones de IHHNV, son portadores del virus durante toda su vida
y contagian a su progenie por transmision vertical, esto ha sido demostrado por
PCR y por hibridacion in situ con sondas especificas para IHHNV, demostrando la
transmision vertical a través de los oocitos y a otras poblaciones por transmision
horizontal al consumir tejido infectado (Lightner 2011; Motte et al. 2003). IHHNV se
encuentra distribuida a nivel mundial, tanto en langostinos silvestres como de
cultivo (Cuéllar-Anjel 2008).

Guzman et al. (2009) examinaron Litopenaeus setiferus (langostino blanco del
atlantico) y Farfantepenaeus aztecus (langostino café) capturados en el estero de
‘La Pesca” en la laguna Madre, Tamaulipas, México, mediante histopatologia y

amplificacion de acidos nucleicos teniendo como resultados prevalencias positivas:
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TSV (6,6%) y IHHNV (4,4%). Presentandose la mayoria de los casos en noviembre

a marzo.

Asi mismo; Alfaro, Guevara y Gonzales (2010), realizaron un estudio en el
laboratorio de sanidad acuicola de Imarpe, sede Tumbes, durante los meses de
marzo y diciembre de 2009, en los canales de marea Boca del rio Tumbes, El
Alcalde, Jeli, El Bendito, Soledad, Algarrobo y Envidia, en el cual analizaron las
especies L. vannamei, L. stylirostris y Farfantepenaeus californiensis, a través de
la técnica de PCR logrando detectar la presencia de IHHNV (0,3%). La més alta
prevalencia de la infeccion por IHHNV se registro en el canal de marea el Jeli con
5,05% al parecer estuvo influenciada por escapes accidentales en la cosecha de L.

vannamei cultivados e infectados.

De igual manera, Guevara y Alfaro (2012), en las mismas instalaciones analizaron
post larvas importadas de L. vannamei, procedentes de laboratorios de maduracion
de Ecuador, ubicados en los poblados de Mar Bravo, Punta Carnero, Ayangue y
San Pablo, de la provincia de Santa Elena, durante los afios 2009 y 2010
detectando presencia de IHHNV con 9,60% y 16,79%, respectivamente.

En el afio 2009 en Asia particularmente en China aparecen los primeros brotes de
AHPND (enfermedad de la necrosis hepatopancreatica aguda) o EMS (sindrome
de la mortalidad temprana), luego de 4 afios se reporta en América en México, en
el estado de Nayarit en marzo, y ya para el mes de mayo, en los cultivos de Sinaloa
y Sonora (Nunan et al. 2014). AHPND causa mortalidad subita y masiva (de hasta
el 100%) en el langostino dentro los primeros 25 dias después de la siembra post-
larvaria (Soto et al. 2015; NACA 2012) y ademas es posible detectar AHPND luego
de los 30 dias después de la puesta en los estanques (De La Pefia et al. 2015). Asi
mismo la Organizacién Mundial de Sanidad Animal (OIE 2016) manifiesta que las

especies susceptibles son L. vannamei, L. monodon y L. chinensis.

En las primeras etapas de AHPND, el langostino presenta el hepatopancreas de
palido a blanco debido a la pérdida de pigmento en las células R, asi como una
atrofia que puede reducir el tamafo del 6rgano en un 50% o mas. En la fase terminal

de la enfermedad, aparecen rayas o manchas negras (debido a la deposicion de
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melanina a partir de la actividad de los hemocitos) (De la Pefia et al. 2015; Tran et
al. 2013).

AHPND se le ha asociado con una cepa virulenta de Vibrio parahaemolyticus (Tran
et al. 2013) y aunque no se conocian bien los mecanismos o factores virulentos que
hacian tan letal a esta cepa, diversos estudios encontraron distintos genes que
codifican a factores de virulencia que no habian sido reportados en cepas de V.
parahaemolyticus (Gomez et al. 2014). Sin embargo, recientemente se ha
determinado que la adquisicion del plasmido pVAL el cual contiene los genes que
confieren hipervirulencia a la bacteria y se demostré que entre ellos las toxinas PirA
y PirB de manera conjunta son los responsables de las mortalidades producidas
por AHPND (Lee et al. 2015).

En lo que respecta a AHPND, De La Pefia et al. (2015), examinaron especies L.
vannamei y P. monodon, obtenidas de las langostineras de Bohol, Filipinas.
Utilizando métodos de histologia y PCR, sobre individuos con mas de 30 dias de
cultivo (40 — 94 dias) con presunta etiologia de AHPND, lograron confirmar que
dicha infeccion fue debido a cepas de VPanpnD.

Asi mismo, Soto et al. (2015), en el estado de Sinaloa, México, analizaron
langostinos de cultivo y silvestres, durante abril y setiembre del 2013. Logrando
identificar por histologia y analisis microbiolégico, baja carga bacteriana en la
hemolinfa (maximo 2,05 x 10> UFC/ml) y alta carga de Vibrio en el estémago y
hepatopancreas (méaximo 5,43 x 108 UFC/ml y 1,42 x 10° UFC/mI;
respectivamente). Mientras que los analisis de PCR, permitieron identificar
molecularmente a V. parahaemolyticus por la presencia del gen tlh atribuyendo a
V. parahaemolyticus, como el agente bacteriano de AHPND, causante de las
mortalidades en los cultivos de langostino en el Norte de México.

Este estudio permitié determinar la presencia de IHHNV, VPanpnD Y la ausencia de
IMNV en langostinos silvestres del género Litopenaeus en los canales de marea: El
Bendito, El Algarrobo, La Envidia, La Boca del Rio Tumbes, El Alcalde, El Jeliy La
Soledad; de mayo a noviembre del 2017, mediante el uso de técnicas moleculares:
PCR, Nested PCR y RT Nested PCR.
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3. MATERIAL Y METODOS
3.1. Tipo de estudio y disefio de contrastacion de hipotesis
De acuerdo al objetivo que persigue: basica

De acuerdo al disefio de contrastacion: descriptiva, porque los datos seran
recogidos tal como se presentan sin modificarlos ni  manipularlos,

determinandose la presencia de IMNV, IHHNV y VPaHpPND en langostinos
silvestres del genero Litopenaeus en Tumbes.

3.2. Poblacidon, muestray muestreo

Se establecieron siete estaciones de muestreo en el ecosistema de los
Manglares de Tumbes, las que corresponden a los canales de marea La Boca
del Rio Tumbes, El Alcalde, El Jeli, El Bendito, La Soledad, El Algarrobo y La
Envidia, siguiendo las recomendaciones Alfaro, Guevara y Gonzales (2010).
Estos canales, ademas de ser los mas accesibles, se encuentran aledafios a
las zonas de cultivo de L. vannamei y constituyen zonas de captacion de agua

y descarga de efluentes de las empresas langostineras.

Se capturé un total 560 ejemplares de langostinos silvestres del género
Litopenaeus en los meses de mayo, junio, setiembre y noviembre del 2017 cuya
longitud total vari6 de 3,30 a 10,0 cm. Las capturas se realizaron mediante
lances de atarraya con longitud de malla de 1,22 cm, en lugares cuyas
coordenadas geogréaficas fueron determinadas con un GPS Garmin
SailAssist™. ElI namero de ejemplares L. vannamei y L. stylirostris y
coordenadas segun estacion de muestreo se detalla en la tabla 1.

Asi mismo, se registraron los valores de temperatura superficial del agua con
un termometro de vidrio 0 a 100 °C y la salinidad del agua se midi6é usando un
refractobmetro de marca HHTEC de 0 a 100 ppt, segun el orden de captura de

los ejemplares por cada estacion de muestreo.



Tabla 1. Numero de ejemplares colectados y coordenadas geogréficas por estacion
de muestreo.

Mes de Estacion de Muestreo Coordenadas . Total L . .L' .
Muestreo Ejemplares vannamei  stylirostris
Boca del Rio Tumbes 3°32'30" S; 80°29'38,52" W 20 16 4
Alcalde 3°31'7,44" S; 80°26'46,2” W 20 13 7
Jeli 3°27°'56,64” S; 80°19'41,82” W 20 17 3
Mayo El Bendito 3°26'58,38” S; 80°19'4,14” W 20 20 0
Soledad 3°27°32,7” S; 80°18°30,9” W 20 18 2
Algarrobo 3°28'12,6” S; 80°17°54,84” W 20 16 4
Envidia 3°27°18,18” S; 80°18'46,38” W 20 19 1
Boca del Rio Tumbes 3°32'30” S; 80°29'38,52” W 20 20 0
Alcalde 3°31°'7.44” S; 80°26’46,2” W 20 20 0
Jeli 3°27°'56.64” S; 80°19'41,82” W 20 8 12
Junio El Bendito 3°26'58,38” S; 80°19'4,14” W 20 0 20
Soledad 3°27°32,7” S; 80°18°30,9” W 20 8 12
Algarrobo 3°28°'12,6” S; 80°17°54,84” W 20 13 7
Envidia 3°27°18,18” S; 80°18'46,38” W 20 19 1
Boca del Rio Tumbes 3°32'30” S; 80°29'38,52” W 20 4 16
Alcalde 3°31°'7,44” S; 80°26’46,2” W 20 18 2
Jeli 3°27°'56.64” S; 80°19'41,82” W 20 1 19
Setiembre EIl Bendito 3°26'58,38” S; 80°19'4,14” W 20 3 17
Soledad 3°27°32,7” S; 80°18°30,9” W 20 18 2
Algarrobo 3°28'12,6” S; 80°17°54,84” W 20 0 20
Envidia 3°27°18,18” S; 80°18'46,38” W 20 10 10
Boca del Rio Tumbes 3°32'3” S; 80° 29'48” W 20 14 6
Alcalde 3°32'3” S; 80°29°49” W 20 20 0
Jeli 3°27°'57” S; 80°19'42” W 20 19 1
Noviembre EI Bendito 3°27°'1” S; 80°19°2” W 20 7 13
Soledad 3°27°'32” S; 80°18°32” W 20 13 7
Algarrobo 3°28'13” S; 80°17°55” W 20 19 1
Envidia 3°28'13” S; 80°18’31” W 20 19 1
Total 560 372 188

Las muestras obtenidas se transportaron frescas al

Laboratorio de

INCABIOTEC S.A.C. en bolsas con gel-pack y etiqguetadas con los siguientes

datos: Numero, estacion y fecha de muestreo; donde fueron procesadas y

analizadas utilizando técnicas de diagndstico molecular.

3.3. Métodos, técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

Para determinar cada una de las especies capturadas en los muestreos se

tomo en cuenta el nUmero y posicion de los dientes rostrales que se consignan

en la Clave de identificacion y distribucion de los langostinos y camarones del
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mar y rios de la costa del Pert (Méndez 1981). Se registraron los pesos y tallas
individuales de los ejemplares L. vannamei y L. stylirostris capturados. También
se anotaron algunas caracteristicas morfoldégicas externas de interés
(coloracion rojiza, musculo blando, branquias sucias y coloracion de los

urépodos).

Para determinar la presencia de IHHNV e IMNV, se extirparon los pledpodos
de L. vannamei y L. stylirostris tal como se muestra en la Figura 1; asimismo se
extrajo una porcion de tejido muscular de la region dorsal por debajo del primer
y segundo segmento abdominal, los que se mezclaron cada 5 langostinos,

posteriormente se les realizo la extraccion de ARN para su amplificacion.

Figura 1. Extraccion de pledpodos en L. vannamei para la deteccion de IHHNV.

Para determinar la presencia de VPanpnD S€ extirpd el hepatopancreas de los
ejemplares muestreados, el cual se utilizé para aislamiento de la presunta cepa
de Vibrio parahaemolyticus con el complejo de genes de toxicidad Pir causante
de AHPND (VPawnpnD). Para ello se realizaron muestras compuestas de 5
hepatopancreas (a excepciéon de los muestreos de mayo y junio que fueron
agrupaciones de 10 individuos) (tabla 2), luego se maceraron y una alicuota de
20 ul fue sembrada en medio liquido TSB (Tryptic Soy Broth) 2% de NaCl. Se
incubaron por 24 horas y posteriormente se realizé la extraccion de ADN.
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Tabla 2. Numero Total de ejemplares colectados y muestras compuestas

obtenidas por cada agente patdégeno en estudio, 2017.

Mes de  Estacion de Total de Pools Pools Pools Pools
Muestreo  Muestreo ejemplares Tot,ales/ positivos positivos positivos
colectados  Patégeno IHHNV IMNV VPanpPND
Boca del Rio 20 2 0 0 0
Alcalde 20 2 0 0 0
Jeli 20 2 0 0 0
Mayo El Bendito 20 2 0 0 1
Soledad 20 2 0 0 1
Algarrobo 20 2 0 0 0
Envidia 20 2 0 0 0
Boca del Rio 20 2 2 0 0
Alcalde 20 2 0 0 1
Jeli 20 2 0 0 0
Junio El Bendito 20 2 0 0 0
Soledad 20 2 0 0 0
Algarrobo 20 2 0 0 0
Envidia 20 2 0 0 1
Boca del Rio 20 4 0 0 1
Alcalde 20 4 0 0 0
Jeli 20 4 0 0 0
Setiembre El Bendito 20 4 0 0 0
Soledad 20 4 2 0 0
Algarrobo 20 4 2 0 0
Envidia 20 4 1 0 1
Boca del Rio 20 4 4 0 2
Alcalde 20 4 4 0 0
Jeli 20 4 4 0 3
Noviembre El Bendito 20 4 4 0 1
Soledad 20 4 4 0 2
Algarrobo 20 4 0 0 1
Envidia 20 4 4 0 2

Para la deteccion de IMNV se utilizé un protocolo modificado de Poulos et al.
(2006), reportado por la OIE. La extraccion de ARN se realiz0 usando
aproximadamente 100 yL de musculo de langostino, el cual se lavé con 500 pL
de agua ultra pura o solucion salina (5 veces), se macero, colocé 500 pL Tri
Reagent (TRIZOL) y se homogenizo con fuerza. Luego, se incubd por 5 min a

4 °C, se afadi6 100 pL de cloroformo, mezclandose vigorosamente invirtiendo
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los tubos durante 1 min y dejando reposar 2 a 15 min a temperatura ambiente
(sobre hielo). Inmediatamente se centrifugd a 12000 rpm por 15 min a 4 °C,
transfiriendo la fase superior a un nuevo microtubo agregando 300 pL de
Isopropanol helado, luego se mezcl6 invirtiendo el microtubo varias veces y
dejandose reposar por 10 min a temperatura ambiente (sobre hielo). Se
centrifugd a 12000 rpm por 10 min a 4 °C, eliminandose el sobrenadante, se
agrego 300 — 500 pL de Etanol 75% homogenizando la muestra. Para finalizar,
se centrifugd a 7500 por 5 min a 4 °C, eliminandose el sobrenadante y dejando
secar el pellet por 10 min a temperatura ambiente, resuspendiéndose el
sedimento en 20 a 50 uL de agua ultra pura y tomandose 2 pL para la reaccion

de retrotranscripcion.

Para la deteccion de IHHNV se utilizaron los protocolos descrito por Motte et al.
(2003) y Tang, Navarro & Lightner (2007), reportados por la OIE (2016). La
extraccion se realizé a partir de ple6podos, por medio del protocolo PBS.

Para la deteccion de VPanpnD Se utilizé el protocolo publicado por Dangtip et al.
(2015) y reportado por la OIE. La extraccion del ADN se realiz6 a partir de

hepatopancreas, usado en cultivo bacteriano por medio del protocolo PBS.

La extraccion del ADN se realiz6 a partir de la maceracion de la muestra lavada,
la cual se le agreg6 500 uL de PBS a la muestra y se incubé a 95 °C por 10
min. Luego, se centrifugé a 13 000 rpm por 5 min donde se recuper6é 300 uL
del sobrenadante que fue colocado en un nuevo microtubo y se le agregd 600
uL de Etanol al 95% (helado). Mas adelante, se centrifugd a 13 000 rpm durante
15 min y se descartar el sobrenadante agregandole 400 uL de Etanol al 75%
(helado) y centrifugado a 13 000 rpm por 5 min. Finalmente se descartd
totalmente el sobrenadante, se dejé secar el pellet por 20 a 30 min y se
resuspendio el pellet totalmente seco con T. E. pH 8.0 (precalentado a 50 °C).

Se utiliz6 cebadores especificos recomendados por la OIE (2016) para cada

agente etioldgico (tabla 3).
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Tabla 3. Cebadores especificos para cada enfermedad y productos de amplificacion
de la PCR.

Producto
Pat6geno Cebador Secuencia (5’ a 3’) (pares Referencia
bases)
389F CGGAACACAACCCGACTTTA 289 [ang. (Nzg‘éa;r)ro &
IHHNV 389R GGCCAAGACCAAAATACGAA g
OIE (2016)
4587F CGACGCTGCTAACCATACAA 328
4914R ACTCGGCTGTTCGATCAAGT Poulos et al. (2006)
IMNV 4725NF GGCACATGCTCAGAGACA 139 OIE (2016)
4863NR AGCGCTGAGTCCAGTCTTC
AP4-F1 ATGAGTAACAATATAAAACATGAAAC 1269
VP AP4-R1 ACGATTTCGACGTTGCCCAA Dangtip et al. (2015)
AHPND APA-F2  TTGAGAATACGGGACGTGGG 230 OIE (2017)

AP4-R2 GTTAGTCATGTGACCACCTTC

Para la deteccion de cada agente patdgeno, se utilizaron las técnicas:

Para IMNV se utilizé la RT Nested PCR que consiste que en la primera PCR se
utilizaron 2 cebadores externos 4587 F y 4914 R y para la segunda reaccién se
utilizaron cebadores internos 4725NF y 4863NR, los que amplificaron un

producto de 139 pares de bases.

VPanpPnD Se usO la Nested PCR donde la primera PCR se utilizaron 2 cebadores
externos AP4-F1y AP4-R1y la segunda PCR se utilizaron 2 cebadores internos
AP4-F2 y AP4-R2, los que amplificaron un producto de 230 pares de bases.

Y para IHHNV se usoé la PCR donde se utilizaron 2 cebadores 389F y 389R que

amplificaron para un producto de 389 pares de bases.

Realizando la mezcla de reactivos indicadas en el kit de Tag DNA Polymerase
Recombinant de Thermo Fisher y siguiendo los programas de PCR para la
deteccion de cada agente patégeno (ver Anexo 1).

Los productos de amplificaciébn se visualizaron en geles de agarosa al 1%,
teflidos con bromuro de etidio como agente intercalante (0,5 pg/ul) y usando
como tampon de migracion buffer TAE 1X (Tris, Acido Acético y EDTA). La
migracion fue llevada en una camara de electroforesis a 90V y por un tiempo

promedio de 30 minutos.
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Se estimé la prevalencia individual cuando se usa muestras compuestas

mediante el uso de la siguiente formula dada por Kline et al. (1989):
PP)%

P(%)=1—(1—ﬁ

Donde:

v" P (%): Prevalencia o proporcidon de langostinos que presentan el agente

etioldgico a estudiar en un momento dado.

v' PP: Total de muestras compuestas de langostinos que dieron positivo para

el agente etioldgico a estudiar.

v' PT: Total de muestras compuestas de langostinos para el diagnéstico de

los agentes etioldgicos a estudiar.
v' TP: Total de langostinos usados para preparar una muestra compuesta.
3.4. Procesamiento y analisis de datos

Para estimar la prevalencia individual a partir de muestras compuestas, se
utilizé el programa EpiTools epidemiological calculators (Sergeant, ESG 2019),
con un nivel de confianza del 95%; y se comparo con los resultados obtenidos

a traves de la formula de Kline et al. (1989).
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4. RESULTADOS
4.1. Especies identificadas

Durante el proceso de muestreo se identificaron L. vannamei y L. stylirostris
con férmula rostral 8-9/1-2 y 7/3-4, respectivamente (figura 2), capturados

mediante lances de atarraya.

L. styfirastns rostro sin dientes dorsales
en el tercio anterior

Figura 2. Ejemplar de langostino silvestre: L. vannamei (izquierda) y L. stylirostris
(derecha).

4.2. Canales de mareay total de ejemplares capturados

Se realizaron 4 muestreos durante los meses de mayo, junio, setiembre y
noviembre del 2017 colectandose 560 langostinos silvestres del género
Litopenaeus de los cuales se identificaron 372 L. vannamei y 188 L. stylirostris,

colectados en las 7 estaciones de muestreo establecidas (figura 3).
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Figura 3. Ubicacion de las estaciones de muestreo en estudio.
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4.3. Caracteristicas individuales de las muestras

Las tallas promedio que se obtuvieron de los ejemplares oscilaron entre 3,30 a

10,00 cm de longitud y con pesos entre 0,61 a 10,00 g (Tabla 4).

La mayoria de ejemplares capturados presentaron branquias sucias, pleépodos
amarillos, urépodos rojos leves, urépodos verdes fosforescentes, branquias
amarillas y textura blanda, debiendo indicar que el mes de noviembre la mayor

parte de langostinos present6 esta Ultima caracteristica (Figura 4).

Figura 4. (a) L. stylirostris con pleépodos de color amarillo y (b) urépodos con
coloracion rojiza leve.
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Tabla 4. Caracteristicas morfologicas de los langostinos silvestres extraidos de los
canales de marea, 2017.

Mes de Estacion de p Peso : Talla : -
Muestreo Muestreo romedio Promedio Caracteristicas externas
(9) (cm)
Boca del Rio Tumbes 4,60 8,50 URL, UVF
El Alcalde 6,70 9,60 URL, UVF
El Jeli 10,00 10,00 BAM, PLA, URL, UVF
Mayo El Bendito 3,10 7,50 URL, UVF
La Soledad 5,10 8,80 URL
El Algarrobo 6,70 9,60 URL, UVF
La Envidia 9,70 10,00 URL
Boca del Rio Tumbes 7,90 9,73 BAM, UR
El Alcalde 3,93 7,60 BAM, URL
El Jeli 8,04 10,00 BAM, URL, UVF
Junio El Bendito 10,00 10,00 BS, PLR, URL, UVF
La Soledad 2,30 6,33 BS, PLA
El Algarrobo 5,23 8,28 BS, BAM, URL
La Envidia 5,09 8,38 BS, BAM, URL
Boca del Rio Tumbes 2,06 5,44 URL
Alcalde 2,72 6,20 URL
Jeli 2,68 6,30 BS, BAM, URL, UVF
Setiembre EIl Bendito 3,43 6,75 URL, UVF
Soledad 5,64 8,45 BS, PLA
Algarrobo 3,87 7,54 BS, URL
Envidia 4,93 7,93 BS, URL
Boca del Rio Tumbes 3,38 7,13 UR, BL (5%) *
Alcalde 0,61 3,30 URL, BL (15%) *
Jeli 2,99 7,65  UR, PLA, BL (5%) *
Noviembre El Bendito 7,28 8,70 UR, BAM, PLA, BL (10%) *
Soledad 2,26 6,48  BAM, URL, BL (10%) *
Algarrobo 3,36 8,05 URL, UVF, BL (15%) *
Envidia 3,38 7,88 URL, BL (10%) *
Leyenda:

URL: Uropodos rojos leves,
UR: Ur6podos rojos,

UVF: Urépodos verdes fosforescentes,
BAM: Branquias amarillas,
PLA: Ple6podos amarillos,
BS: Branquias sucias,
PLR: Pleépodos rojos,

BL: Blando, *Porcentaje de blandos por canal de marea.
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4.4. Parametros fisicos del agua: temperatura (°C) y salinidad (ppt).

La temperatura del agua oscilé entre 22,8 a 26,0 °C, dato registrado a las 8:30
am que empezaba el muestreo y generalmente dias soleados. Las salinidades
oscilaron entre 5 a 39 ppt. El canal de marea Boca del Rio Tumbes registré las

salinidades mas bajas que variaron entre 5 a 8 ppt (tabla 5).

Tabla 5. Parametros fisicos del agua: temperatura (°C) y salinidad (ppt) por estacion
de muestreo de Tumbes, de mayo a noviembre 2017.

Canal de marea/ Salinidad (ppt) Temperatura (°C)

mes de muestreo May Jun Set Nov Prom. May Jun Set Nov Prom.

Boca del Rio Tumbes 5 6 5 18 9 25,0 24,7 26,0 22,8 246
Alcalde 20 25 30 33 27 25,0 245 26,0 243 250
Jeli 20 25 37 36 30 25,0 245 260 250 251
El Bendito 20 26 38 37 30 250 256 26,0 238 255
Soledad 20 25 39 37 30 25,0 244 250 240 24,6
Algarrobo 20 25 35 38 30 25,0 2477 240 23,1 24,2
Envidia 20 26 38 34 30 25,0 245 26,0 238 248
Promedio 25,0 2477 25,6 23,8

4.5. Muestreo 1. Mayo

Se registro en los langostinos silvestres L. vannamei y L. stylirostris capturados
en El Bendito y La Soledad la presencia de la cepa de Vibrio parahaemolyticus
con el complejo de genes de toxicidad Pir que causa AHPND (VPaHpnD) CON
una prevalencia de 6,70% (ver tabla 6 y figura 5) a salinidades y temperaturas

promedio de 20 ppt y 25 °C, respectivamente.
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Tabla 6. Prevalencia de infeccion en langostinos silvestres L. vannamei y L.
stylirostris capturados en los canales de marea de Tumbes en el mes de mayo del
2017.

Prevalencia Prevalencia Prevalencia
Estacion IHHNV IMNV VPaHpPND
(%) (%) (%)
Boca del Rio 0,00 0,00 0,00
Alcalde 0,00 0,00 0.00
Jeli 0,00 0,00 0,00
El Bendito 0,00 0,00 6,70
Soledad 0,00 0,00 6,70
Algarrobo 0,00 0,00 0,00
Envidia 0,00 0,00 0,00
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Figura 5. Relacion entre las prevalencias de agentes patdégenos en L. vannamei y
L. stylirostris respecto a la temperatura (°C) y salinidad (ppt) segun los canales de
marea: Boca del Rio (BRT), Alcalde (AL), Jeli (J), Bendito (B), Soledad (S),
Algarrobo (AG) y Envidia (E). Mayo 2017.

4.6. Muestreo 2. Junio

Se registro la prevalencia de 100% de IHHNV en L. vannamei y L. stylirostris
extraidos en el canal de marea La Boca del Rio Tumbes, la salinidad reportada

fue de 6 ppt; ademas en los canales de marea El Alcalde y La Envidia la
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prevalencia de VPanpnD fue de 6,70% y la salinidad fue de 24,5 ppt con una

temperatura promedio de 24,5 °C (tabla 7 y figura 6).

Tabla 7. Prevalencia de infeccion en langostinos silvestres L. vannamei y L.
stylirostris capturados en los canales de marea de Tumbes en el mes de junio del
2017.

Prevalencia Prevalencia Prevalencia
Estacion IHHNV IMNV VPaHPND
(%) (%) (%)
Boca del Rio 100,00 0,00 0,00
Alcalde 0,00 0,00 6,70
Jeli 0,00 0,00 0,00
El Bendito 0,00 0,00 0,00
Soledad 0,00 0,00 0,00
Algarrobo 0,00 0,00 0,00
Envidia 0,00 0,00 6,70
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Figura 6. Relacion entre las prevalencias de agentes patégenos en L. vannamei y
L. stylirostris respecto a la temperatura (°C) y salinidad (ppt) segun los canales de
marea: Boca del Rio (BRT), Alcalde (AL), Jeli (J), Bendito (B), Soledad (S),
Algarrobo (AG) y Envidia (E). Junio 2017.

4.7. Muestreo 3. Setiembre

En el mes de setiembre las salinidades oscilaron entre 5 a 39 ppt y la

temperatura promedio fue de 25,6 °C. Se registro6 la presencia de IHHNV en los
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langostinos silvestres L. vannamei y L. stylirostris procedentes de los canales
de marea La Soledad (12,94%), El Algarrobo (12,94%) y La Envidia (5,59%); y
la presencia de VPanpnD en los canales de marea La Envidia y La Boca del Rio

Tumbes con 5,59% respectivamente, asimismo la salinidad registrada fue de 5

ppt (tabla 8 y figura 7).

Tabla 8. Prevalencia de infeccion en langostinos silvestres L. vannamei y L.
stylirostris capturados en los canales de marea de Tumbes en el mes de setiembre

del 2017.
Prevalencia Prevalencia Prevalencia
Estacion IHHNV IMNV VPAaHPND
(%) (%) (%)
Boca del Rio 0,00 0,00 5,59
Alcalde 0,00 0,00 0,00
Jeli 0,00 0,00 0,00
El Bendito 0,00 0,00 0,00
Soledad 12,94 0,00 0,00
Algarrobo 12,94 0,00 0,00
Envidia 5,59 0,00 5,59
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Figura 7. Relacion entre las prevalencias de agentes patdgenos en L. vannamei y
L. stylirostris respecto a la temperatura (°C) y salinidad (ppt) segun los canales de
marea: Boca del Rio (BRT), Alcalde (AL), Jeli (J), Bendito (B), Soledad (S),
Algarrobo (AG) y Envidia (E). Setiembre 2017.
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4.8. Muestreo 4. Noviembre

En el mes de noviembre las salinidades oscilaron entre 18 a 38 ppt y la
temperatura promedio fue de 24,0 °C. En este mes la prevalencia de IHHNV
fue del 100% en L. vannamei y L. stylirostris, a excepcidon de las especies
extraidas del canal de marea El Algarrobo (0%); y, por altimo, la prevalencia
VPanpnD Vario de 0% hasta 24,21% en ambas especies capturadas de todos los
canales de marea. Adema4s, se debe resaltar que hubo presencia de VPanpnD
en un pool de sélo L. stylirostris correspondiente al canal de marea Boca del

Rio Tumbes. Ver tabla 9 y figura 8.

Tabla 9. Prevalencia de infeccién en langostinos silvestres de L. vannamei y L.
stylirostris capturados en los canales de marea de Tumbes en el mes de noviembre
del 2017.

Prevalencia Prevalencia Prevalencia
Estacion IHHNV IMNV VPaHpPND
(%) (%) (%)
Boca del Rio 100,00 0,00 12,94
Alcalde 100,00 0,00 0,00
Jeli 100,00 0,00 24,21
El Bendito 100,00 0,00 5,59
Soledad 100,00 0,00 12,94
Algarrobo 0,00 0,00 5,59
Envidia 100,00 0,00 12,94
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Figura 8. Relacién entre las prevalencias de agentes patdégenos en L. vannamei y
L. stylirostris respecto a la temperatura (°C) y salinidad (ppt) segun los canales de
marea: Boca del Rio (BRT), Alcalde (AL), Jeli (J), Bendito (B), Soledad (S),

Algarrobo (AG) y Envidia (E). Noviembre 2017.

4.9.

IHHNV y VPanpnD Se detectaron en todos los canales de marea en estudio con
prevalencias que oscilaron entre 4,47 a 12,11% para IHHNV y de 1,32 a 5,90%

Sintesis de los datos obtenidos

para VPanpnD. Ver tabla 9 y figura 9.

Ademas, IHHNV, un virus ya establecido en el sector acuicola local con una
prevalencia global de 7,58% y la cepa de Vibrio parahaemolyticus con el
complejo de genes de toxicidad Pir que causa AHPND (VPanpnD) cON

prevalencia global de 3,51% (Tabla 10; figura 10) y temperaturas promedios

gue oscilan entre 23,8 a 25,6 °C.

Podemos asumir, que todos los ejemplares resultaron negativos al IMNV,

obteniéndose que la poblacion bajo estudio se encuentra libre de IMNV (tabla

10).
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Tabla 10. Prevalencia de cada agente patdgeno en estudio, por estacion de

muestreo.
Total de Prevalencia Prevalencia Prevalencia
Estacion ejemplares IHHNV IMNV VPAHPND
colectados (%) (%) (%)
Boca del Rio 80 9,82 0,00 4,49
Alcalde 80 6,47 0,00 1,42
Jeli 80 6,47 0,00 4,49
El Bendito 80 6,47 0,00 2,74
Soledad 80 12,11 0,00 4,21
Algarrobo 80 2,80 0,00 1,32
Envidia 80 8,91 0,00 5,90
Total 560 7,58 0,00 3,51
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Figura 9. Prevalencia de cada agente patdogeno en estudio, salinidad (ppt) y
temperatura (°C) promedio, por estacion de muestreo.
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Tabla 11. Prevalencia de cada agente patdégeno en estudio, segun mes de
muestreo. En 2017.

Total de Prevalencia Prevalencia Prevalencia
Muestreos ejemplares IHHNV IMNV VPaHPND
colectados (%) (%) (%)
Mayo 140 0,00 0,00 1,53
Junio 140 1,53 0,00 1,53
Setiembre 140 3,86 0,00 1,47
Noviembre 140 32,24 0,00 9,50
Total 560 7,58 0,00 3,51
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Figura 10. Prevalencia de cada agente patdégeno en estudio y temperaturas
promedio (°C), de mayo a noviembre del 2017.
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5. DISCUSION

En la presente investigacion se reporta la presencia de IHHNV en langostinos
silvestres L. vannamei y L. stylirostris. Segun los muestreos se detectd la
presencia del patégeno en todos los canales de marea con una prevalencia de
7,58%. Este resultado es mayor a los hallazgos de Alfaro, Guevara y Gonzales
(2010), quienes colectaron las especies L. vannamei, L. stylirostris y F.
californiensis y reportan una prevalencia de 0,31% de IHHNV en L. vannamei
durante los meses de marzo a noviembre, probablemente los efluentes de las
langostineras sean un factor que ha propiciado el incremento de este patdogeno
puesto que no se realiza ningun tratamiento a estas aguas, ademas IHHNV ha
mostrado ser un virus enzodtico de langostinos silvestres y de cultivo (Lightner
2011; OIE 2017), reportandose a nivel de América en L. vannamei y L. stylirostris
(Cuéllar-Anjel 2008; Lightner 2011; OIE 2017).

Se encontré prevalencias de IHHNV segun el periodo tiempo desde 0% (mayo)
hasta 32,24% (noviembre) y segun las estaciones de muestreo desde 2,80%
hasta 12,11%, observando que en la estacion Jeli la prevalencia fue de 6,47%
en L. vannamei y L. stylirostris siendo diferente a lo reportado por Alfaro,
Guevara y Gonzales (2010), quienes encontraron prevalencia de IHHNV de
5,71% en el canal de marea El Jeli en el mes de diciembre, atribuyéndole el
hecho a los escapes accidentales de langostinos en la cosecha de L. vannamei
cultivados e infectados, ademas este incremento observado probablemente se
debe a que esta poblacion silvestre es dinamica, puesto que entran y salen

individuos de manera constante.

Cabe mencionar que la presencia de IHHNV, se evidencié cuando las
temperaturas oscilaban entre 24,0 °C a 26,0 °C como se observa en el muestreo
del mes de noviembre que fueron las prevalencias mas elevadas, concordando
con lo reportado en la OIE (2017), ya que manifiestan que el IHHNV aumenta su
tasa de replicacion mientras mas se aproxima a 24 °C. Por otro lado, segun
Montiel de Morales et al. (2007) y Bray, Lawrence y Leung-Trujillo (1994) aportan
gue la salinidad no es un factor que influya en la expresién de la infeccion de
IHHNV, que los langostinos infectados pueden presentar el virus y ser

asintomaticos para la deformacion del rostro, demostrando que la infeccion con



IHHNV no explica por si sola la presencia de la deformacion de rostro, sino que
son necesarios otros factores. Otro hecho particular, pero no aislado fue, que los
langostinos capturados no mostraron signos clinicos de IHHNV (deformidad
cuticular y crecimiento reducido), asi como lo manifiesta la OIE en el 2017, en el
que se indica la existencia de poblaciones de L. vannamei y L. stylirostris

infectados, pero sin signos evidentes de infeccion.

Por otro lado, se detecté también una cepa de Vibrio parahaemolyticus con el
complejo de genes de toxicidad Pir que causa AHPND/EMS (VPanpnD) €n todos
los canales de marea con una prevalencia de 3,51% (tabla 9), y bajo salinidades
de 5 a 39 ppt, discutiendo con la OIE (2017), ya que no reporta la presencia de
este patégeno en langostinos silvestres, y ademas manifiesta que la baja
salinidad del agua (entre 5 a 10 ppt) reduce la prevalencia del patégeno.Ademas,
se detectd infeccion de dicha bacteria en L. stylirostris, pues, la OIE (2016)
manifiesta que las especies susceptibles son L. vannamei, L. monodon y L.

chinensis.

Resaltando también que los langostinos no mostraron signos de enfermedad,
puesto que AHPND causa palidez y atrofia del hepatopancreas que puede
reducir el tamafio del érgano en un 50% o mas, lo cual se puede evidenciar
externamente (Soto et al. 2015; Tran et al. 2013; OIE 2017; De La Pefia et al.
2015). Es posible, que esta cepa bacteriana no tenga la misma patogenicidad
que la reportada en México y Asia, con mortalidades masivas entre los 20 a 30
dias de cultivo (Soto et al. 2015; Tran et al. 2013; NACA 2012; Nunan et al. 2014)
o la de Filipinas con mortalidades después de los 30 dias de cultivo (De La Pefa
et al. 2015), ya que se han obtenido resultados positivos para VPanpnDp €N
langostinos de centros de cultivo en Tumbes, sin embargo no se ha reportado

altas mortalidades, en estadios juvenil y adulto.

Para corroborar este hecho, SANIPES realizé bioensayos con la cepa obtenida
de langostinos de cultivo, inoculando por via oral 108 UFC/g en postlarvas PL-12
y manteniéndolas durante 15 dias, sin embargo, no se observé mortalidad

durante el bioensayo (datos no publicados), en comparacion con el realizado por
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Nunan et al. (2014), quienes inoculando 108 UFC/g en langostinos de 3 g,

observaron mortalidad dentro de las 12 horas con el 100% a los 4 dias.

Con respecto a IMNV, los langostinos L. vannamei y L. stylirostris de los 7
canales de mareas de Tumbes durante los muestreos resultaron negativos,
confirmando lo reportado por Alfaro y Guevara (2007, 2008 y 2011), quienes
manifiestan que las poblaciones de langostinos silvestres colectados se
encuentran libres de este agente patdgeno, siendo los mismos resultados los
obtenidos en langostinos de centros de cultivo de Tumbes monitoreados por el
Sanipes (datos no publicados). Lo que indica que el virus, que por el momento
solo se ha reportado en Brasil, no se ha manifestado en nuestro territorio por las

barreras sanitarias brindadas por el organismo responsable.

Por lo que es necesario el monitoreo sanitario de patégenos exoticos como el
IMNV; que si bien, a nivel de América, sélo ha sido reportado en Brasil (Lightner
2011) he infecta a L. vannamei, y experimentalmente en L. stylirostris (Tang et
al. 2005); su aparicion en poblaciones silvestres puede poner en riesgo el estatus
sanitario de los animales de cultivo llegando a mostrar altos niveles de
prevalencia y mortalidad debido al estrés producto de las altas densidades de
poblacidn, fluctuaciones de temperatura, salinidad y nutrientes que alteran la

calidad del agua del cultivo (Alfaro y Guevara 2011; Grant and Jones 2010).

Asi mismo, la deteccién de brotes de enfermedades en poblaciones silvestres es
bastante dificil, debido a que, cuando ocurre una epidemia, esta se localiza en
una zona, luego se diluye debido a la baja densidad de los organismos

susceptibles (Alfaro y Guevara 2011; Alfaro, Guevara y Gonzales 2010).
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6. CONCLUSIONES

1. Se registr6 una prevalencia de 7,58% de IHHNV en ejemplares de
langostinos silvestres: L. vannamei y L. stylirostris en toda el &rea de estudio.
Las prevalencias por estacion de muestreo fueron: La Boca del Rio Tumbes
(9,82%), EIl Alcalde (6,47%), El Jeli (6,47%), El Bendito (6,47%), La Soledad
(12,11%), El Algarrobo (2,80%) y La Envidia (8,91%).

2. Se registr6 una prevalencia de 3,51% de una cepa de Vibrio
parahaemolyticus con el complejo de genes de toxicidad Pir que causa
AHPND (VPanpnD) €n ejemplares de langostinos silvestres L. vannamei y L.
stylirostris en toda el area de estudio. Las prevalencias por estacién de
muestreo fueron: La Boca del Rio Tumbes (4,49%), El Alcalde (1,42%), El
Jeli (4,49%), El Bendito (2,74%), La Soledad (4,21%), El Algarrobo (1,32%)
y La Envidia (5,90%).

3. No se detecto presencia de IMNV en las poblaciones silvestres de langostino

del género Litopenaeus en la region de Tumbes.



7. RECOMENDACIONES

Implementar medidas preventivas como vigilancias epidemiolégicas para
proteger a las poblaciones silvestres y prevenir al sector acuicola de

cuantiosas pérdidas econémicas.

Realizar investigaciones para identificar la cepa de Vibrio parahaemolyticus
con el complejo de genes de toxicidad Pir que causa AHPND hallada en
Tumbes para confirmar si es la misma cepa o parecida a las encontradas en

Asia o México.

Determinar la carga viral y bacteriana de los efluentes de langostineras

aledarios a los canales de marea.
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ANEXOS



Anexo 1. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

DETECCION DE IMNV POR RT NESTED PCR:

PCR (Fragmento: 328 bp)

60, 90 °C 30 minutos, 2 minutos 1 ciclo
95, 60 °C 45 segundos, 45 segundos 39 ciclos
60 °C 7 minutos 1 ciclo

NESTED PCR (Fragmento: 139 bp)

95 °C 2 minutos 1 ciclo

30 segundos, 30 segundos,
30 segundos

72 °C 2 minutos 1 ciclo

95, 65, 72 °C 39 ciclos

DETECCION DE IHHNV POR SIMPLE PCR:

PCR (Fragmento: 389 bp)

95°C 5 minutos 1 ciclo
95°C 30 segundos

55°C 30 segundos 35 ciclos
72°C 1 minuto

72°C 7 minutos 1 ciclo
4°C ©

LEYENDA: INFINITO ()

DETECCION DE AHPND POR NESTED PCR:

PCR (Fragmento: 1264 bp)

94°C 3 minutos 1 ciclo
94°C 30 segundos

55°C 35 segundos 30 ciclos
72°C 45 segundos

72°C 5 minutos 1 ciclo
4°C 0

NESTED PCR (Fragmento: 230 bp)

94°C 3 minutos 1 ciclo
94°C 20 segundos

55°C 20 segundos 25 ciclos
72°C 20 segundos

72°C 4 minutos 1 ciclo
4°C 0

LEYENDA: INFINITO ()
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