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El Virus de la Necrosis Hipodérmica y Hematopoyética
Infecciosa esta establecido en estanques camaroneros en
Ecuador

En los ultimos afios, el Virus de la Necrosis Hipodérmica y Hematopoyética Infecciosa (IHHNV), un
patogeno del camarén incluido en la lista de la Organizacion Mundial de Sanidad Animal [WOAH
(https://www.woah.org); fundada como la Oficina Internacional de Epizootias, OIE] ha sido reportada
como la causa del crecimiento deficiente en el camaron tigre negro (Penaeus monodon) y el camarén
blanco del Pacifico (Penaeus vannamei) por varias publicaciones en Australia, India y, mas
recientemente, Ecuador.

El tema que pretendemos explorar aqui es: “; Cual es el patron del virus IHHN, los elementos virales
enddgenos del IHHNV (EVEs, secuencias de ADN derivadas de un virus y presentes en la linea germinal
de un organismo no viral) y los camarones con resultado negativo en la prueba PCR de IHHN en
estanques camaroneros en Ecuador, y qué implican estos patrones con respecto a la tolerancia a este
virus en granjas camaroneras en Ecuador.”

https://www.globalseafood.org/advocate/la-oie-deberia-eliminar-el-ihhnv-como-patogeno-de-notificacion-obligatoria-para-los-camar...  1/8


https://www.woah.org/
https://www.globalseafood.org/

1/3/2023 La OIE deberia eliminar el IHHNV como patdégeno de notificaciéon obligatoria para los camarones cultivados - Responsibl...

-

Los resultados de este estudio muestran que el IHHNV esta establecido en L. vannameicriados en
estanques en Ecuador, y que la eliminacion del IHHNV como patdgeno notificable de la OIE se debid
hacer desde hace mucho tiempo. Foto de Darryl Jory.

El IHHNV, introducido por primera vez a mediados de la década de 1980 a Ecuador a través de P
monodon importado de Asia, esta bien establecido y es autdéctono en camarones silvestres en las
Américas desde Peru hasta el extremo norte del Golfo de California, ademads de ser reportado en
camarones silvestres recolectados en el Golfo de México.

En términos evolutivos, los crustaceos aparecieron por primera vez hace unos 455 millones de anos. La
familia de camarones Penaeidae, como miembros de Dendrobranchiata (un suborden de decépodos,
comuinmente conocidos como langostinos), representan ejemplos de eones de adaptacion evolutiva
exitosa a través de mecanismos mediados por generaciones. Aparentemente, uno de esos mecanismos
es la incorporacioén de secuencias de ADN que reflejan las secuencias de patégenos dentro del genoma
del huésped, lo que lleva a estrategias de defensa mediadas por el ARN del huésped.

La resiliencia natural del camarén ha sido reconocida durante mucho tiempo por los productores de
camaron y, en particular, por los productores de L. vannamei en América Latina, donde su capacidad
para adaptarse a los patogenos se refleja en el uso de la estrategia de manejo conocida por el
acronimo APE (All Pathogens Exposed, o Expuesto a Todos los Patégenos). Ademas, también esta bien
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establecida la tolerancia a patégenos de camarones seleccionados mediante la cria selectiva de
poblaciones de camarones libres de patégenos especificos (SPF) en empresas modernas de genética
de camarones.

Durante la ultima década, varios investigadores — particularmente en Tailandia bajo la direccién del
Prof. TW. Flegel y por la Dra. V. Alday-Sanz y asociados en otros lugares — han documentado la
mecanica de los procesos involucrados a nivel molecular y han demostrado la utilidad de la seleccidn
de camarones SPF mediante pruebas en animales individuales para establecer L. vannameitolerantes
a, y sin patogenos derivados de Ecuador y transferidos a otras areas del mundo. Sus trabajos han sido
ampliamente documentados y se erigen como una importante contribucion fundamental para la
comprension de como estos crustaceos econémicamente importantes han evolucionado y prosperado.

Aplicando la metodologia de PCR estandar utilizando cebadores de PCR listados por la OIE, en este
articulo reportamos los patrones de distribucion — medidos con métodos de PCR estandar — de
secuencias de ADN de IHHNV insertadas (EVEs), infeccion real (probable) de IHHNV y camarones
negativos a IHHNV por prueba de PCR recolectados en estanques en Ecuador en 2021. También
discutimos la relevancia de los hallazgos de laboratorio, ya que estos se relacionan con el estado del
diagnodstico de IHHNV en camarones de cultivo en esta region. Estos resultados respaldan la
conclusién de que el IHHNV no es un patdgeno significativo dentro de los acervos genéticos de L.
vannamei examinados en nuestro estudio. Ademas, nuestros datos indican que los cebadores y la
metodologia de PCR enumerados por la OIE actualmente aplicados estan desactualizados debido a la
presencia de EVEs en los camarones cultivados.

Un articulo reciente sobre IHHNV en Ecuador destac6 brevemente la tolerancia demostrada por una
minima patologia tisular inducida por el virus IHHN en camarones infectados con el virus IHHN, al
mismo tiempo que reportaba un alto titulo de IHHNV en las muestras de tejido. Fundamentalmente
hablando, estas dos interpretaciones no son compatibles, ya que la replicacion del virus IHHN dentro de
las células produce alteraciones anatémicas facilmente visibles en secciones histoldgicas de tejido
tefidas.

El propédsito de nuestro articulo es proporcionar una interpretacion diferente basada en la presencia de
EVEs de IHHNV, asi como proporcionar informacion adicional para reforzar que, a lo largo del tiempo
generacional, los camarones y los patégenos que los afectan modifican continuamente sus relaciones
huésped/patogeno, todo parte integrante de los altamente mecanismos de defensa y autopreservacion
desarrollados dentro de una poblacién de camarones.

Configuracion del estudio

Se recolectaron muestras de camarones de 134 estanques (33 de vivero y 101 de engorde) en granjas a
lo largo de la costa del Pacifico de Ecuador en 2021. Los camarones en las muestras de los estanques
de engorde se pesaron hasta 0,1 gramos, se diseccionaron y se extrajo tejido branquial/pleépodo, que
fue preservado en etanol al 95 por ciento de cada animal. Las muestras de estanques de crianza no se
pesaron cuando se recolectaron muestras de tejido. Las pruebas PCR fueron realizadas por personal de
la unidad de I+D de la empresa camaronera ecuatoriana Empagran S.A.

Cada muestra se extrajo y analizé utilizando los cebadores de PCR 309F/R, 389F/R, 392F/R
77012/77353, MG831F/R de acuerdo con los métodos enumerados por la OIE. Estos cebadores son los
que se enumeran en el Manual Acuatico de la OIE (OIE Aquatic Manual
(https://www.woah.org/en/what-we-do/standards/codes-and-manuals/aquatic-manual-online-
access/)) para la deteccion del HHNV por PCR estandar para el IHHNV. No se realizaron andlisis de
secuencia en ninguna de las muestras de este estudio.
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Fig. 1: Distribucién de patrones de cebadores de PCR de IHHN de 134 L. vannamei muestreados de
estanques de cria y produccién en Ecuador.

Los resultados de la prueba de PCR se resumen en la Fig. 1. El 36 por ciento de las muestras de tejido
no se cebaron con ninguno de los conjuntos de cebadores y el 44 por ciento reacciond con uno-tres de
los cuatro conjuntos de cebadores. Estos representan EVEs, secuencias de ADN incrustadas en el ADN
gendémico del huésped. Finalmente, el 20 por ciento dio positivo en la prueba de PCR para los cuatro
conjuntos de cebadores aplicados. Dado que los EVEs y el IHHNV vivo pueden ocurrir juntos en el
mismo camaron, interpretamos que estos animales son “sospechosos” de que la prueba de PCR sea
positiva para el IHHNV (virus vivo). Ninguna de las muestras de tejido reaccioné con los cebadores
MG831F/R.
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Los EVEs son secuencias de ADN del exterior incrustadas en el ADN del camarén huésped. Como tal,
los EVEs pasan de una generacion de camarones a su descendencia de acuerdo con los Principios de
la Genética Mendeliana (https://doi.org/10.1016/j.dci.2020.103771). Como los EVEs se encuentran
dentro del ADN de cada célula del cuerpo de un camaron, predecimos que las pruebas de PCR
cuantitativas arrojaran un Cq (Valor de Cuantificacion) bajo, una indicacién de que la secuencia de
ADN objetivo es abundante en la muestra. Si no se tiene en cuenta la posibilidad de que un EVE esté
impulsando la reaccién de gPCR, entonces el valor bajo de Cq puede malinterpretarse para indicar que
la sefial refleja una abundancia de virus vivo en una muestra cuando el “titulo alto” también podria ser
tan bien explicado por la presencia de un EVE y/o si hubiera un virus vivo presente, junto con un EVE,
su presencia podria ser baja pero parece alta debido a la contribucion del EVE a la secuencia general
que reacciona en el protocolo gPCR.

Como se mostro anteriormente, el IHHNV vivo en muestras de tejido de camaron — cuando se analiza
con multiples cebadores de PCR - se cebara con todos los cebadores porque todos deben estar
presentes para que un virus funcional se replique. Mientras que, si al usar un panel de cebadores, si
algunos pero no todos los cebadores se amplifican, este patrén es una clara indicacion de que los
cebadores de PCR estan midiendo un EVE y no el virus completo
(https://doi.org/10.1016/j.dci.2020.103771). Ademas, la replicacion del IHHNV da como resultado
alteraciones anatémicas dentro de los nucleos de las células objetivo visibles con tincion H&E (ver Fig.
2) o métodos de sonda génica. Un titulo alto de virus vivo ird acompafiado de una gran abundancia de
células huésped anatdmicamente alteradas, y los sintomas de la enfermedad del IHHNV estan
relacionados con la abundancia de células huésped infectadas, anatdmicamente alteradas que pierden
su funcién normal.

La distribucion de PCR negativos, EVE positivos (1-3 cebadores) y sospechosos de IHHNV (4
cebadores) dentro de agrupaciones organizadas por peso de camarén dentro de un rango de tamafio
se resumen en la Tabla 1.

Brock, IHHNV, Tabla 1

Cebador Cebador Cebador Cebador Promedio
Grupo de peso 309 392 389 77012 -
<1g 1 0.83 1 0.65 0.87
1-5g 1 0.83 1 0.44 0.82
5-10g 0.79 1 1 1 0.81
>10g 1 0.78 1 0.46 0.81

Tabla 1. Porcentaje de camarones calculado por reaccién PCR positiva a un cebador individual dentro de un
grupo de peso para camarones muestreados de estanques de engorde en Ecuador.

Los calculos anteriores se realizaron eliminando todos los camarones reactores de cebador sin PCR
para considerar solo aquellos animales cuya muestra de tejido se ceb6 con uno o mas de los cuatro
conjuntos de cebadores. Dentro del subconjunto de camarones reactores primarios de IHHNV,
organizados por grupos de peso, en promedio para los cuatro grupos de tamafo, la prevalencia de
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reactores positivos fue bastante similar (+/- ~6 por ciento) entre los cuatro grupos de tamafio. Los
datos organizados de esta manera no respaldan la conclusion de una relacién positiva obvia entre el
estado positivo del cebador de PCR frente al agrupamiento por peso de los camarones.

El Manual Acuatico de
la OIE (Capitulo 2.2.4. -
Infeccion por el Virus
de la Necrosis
Hipodérmicay
Hematopoyética
Infecciosa, Seccion 7.
Los criterios de
diagnostico
corroborativo brindan
orientacion para
discriminar entre un
caso sospechoso y un
caso confirmado)
proporciona los puntos
de referencia que se
citan a continuacion:

7.1. Definicion de caso
sospechoso: Se
sospecha de infeccion
por IHHNV si se cumple
al menos uno de los
siguientes criterios: i)
Signos clinicos
indicativos de infeccion
por IHHNV o ii)
Histopatologia
indicativa de infeccidn

por IHHNV o iii) Fig. 2: Inclusiones Cowdry tipo A (CAls) tipicas de IHHNV (flechas amarillas).
Resultado positivo por
PCR.

7.2. Definicion de caso

confirmado: La infeccién por el IHHNV se confirma si se cumplen dos de los siguientes criterios: i)
Resultado positivo por hibridacién in situ; i) Resultado positivo por PCR (siempre especifico de
genotipo); y iii) Andlisis de secuencia para confirmar la secuencia de acido nucleico de IHHNV.

Estamos de acuerdo con otros en que los protocolos moleculares actuales de la OIE para IHHNV estan
desactualizados desde la perspectiva de los EVEs, y que se necesitan cambios para evitar diagndsticos
de etiologia incorrectos adicionales, ya que esto se relaciona con la enfermedad de IHHNV en
camarones peneidos cultivados. Aunque hay disponibles publicaciones cientificas de calidad revisadas
por pares sobre los EVEs y mecanismos de tolerancia propuestos a nivel molecular, las metodologias
disefiadas hace afos y adoptadas en el Manual Acuatico de la OIE para el IHHNV para abordar el
problema de los EVEs son inadecuadas hoy en dia y conducen a diagnosticos erroneos de la actual
importancia del IHHNV para la salud del camardn.
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Por ejemplo, la OIE establece: “En caso de que los resultados sean ambiguos con el juego de cebadores
“universales” 389F/R, se recomienda usar cebadores de una region diferente del genoma para las
pruebas de confirmacion. En este caso, eso significaria conjuntos de cebadores 77013/77353 o
392F/R para confirmacién.” Con base en los resultados de nuestro estudio, esta afirmacién ya no es
correcta y recomendamos una revision de los protocolos.

El conjunto de cebadores MG831F/R no se detectd en ninguna de las 134 muestras de tejido
analizadas en este estudio. Basado en estos hallazgos, no se demostré que los cebadores MG831F/R
fueran utiles para la deteccion del IHHNV en L. vannamei.

Perspectivas

Como los EVEs estan dentro del genoma del huésped y el genoma del huésped esta dentro de cada
célula del cuerpo del camardn, se esperaria que un EVE o EVEs, si estan presentes y medidos, produjera
un valor de Cq bajo y, por lo tanto, se interpreten como una muestra de tejido con titulo alto de virus
vivo en el tejido del huésped en escenarios donde los EVEs no estan presentes. Sin embargo, si existen
EVEs entonces estas fuentes de secuencias de ADN con el genoma del huésped también deben tenerse
en cuenta como una posible explicacién alternativa. Los datos de PCR reportados aqui son un buen
ejemplo de la validez de que esto es correcto.

Por lo tanto, medir el IHHNV asociado con camarones que muestran un crecimiento lento sin establecer
qgue los camarones involucrados también tienen una alta frecuencia de células infectadas con IHHNV
en los 6rganos diana, o realizar analisis de secuencia para confirmar la presencia del genoma del virus
trae consigo un nivel de incertidumbre y puede resultar en un diagndstico etioldgico incorrecto. Aunque
existe confusion con la interpretacion debido a los EVEs con los cebadores de PCR del IHNNV de la OIE
actualmente enumerados, también hay desinformacion porque los diagnosticadores y los
investigadores pueden no seguir los estandares de la OIE en lo que respecta a un caso sospechoso
frente a un caso confirmado porque no logran realizar los pasos de confirmacion de la OIE para validar
sus resultados de estado sospechoso de IHHNV.

Actualmente, el IHHNV aun es un patogeno incluido en la lista de la OIE y la importacion de camarones
vivos no es permitida por las autoridades de entrada de la mayoria de los paises. Como los métodos de
PCR actualmente enumerados en el Manual Acuatico de la OIE no pueden distinguir entre virus vivos y
EVEs, a menos que se lleve a cabo la secuenciacion del IHHNV, creemos que la OIE debe tomar
medidas para corregir este problema.

En conclusion, ;deberian los camaroneros de Ecuador preocuparse por el impacto del IHHNV en la
produccion de sus granjas? No lo creemos. Ademas, la OIE deberia eliminar el IHHNV de la lista de
patogenos notificables de los camarones peneidos o, al menos, revisar los métodos de PCR
actualmente enumerados para el IHHNV en el Manual Acuatico.
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