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RESUMEN

La sanidad de las postlarvas de Penaeus vannamei constituye un factor critico para la
sostenibilidad productiva y la bioseguridad de la camaronicultura, dado su potencial como via
de introduccion de patogenos virales hacia las fases de engorde. El presente estudio tuvo como
objetivo aplicar un esquema de diagnéstico molecular orientado al control sanitario y la
trazabilidad de lotes comerciales, mediante la deteccion del Infectious Hypodermal and
Hematopoietic Necrosis Virus (IHHNV) y White Spot Syndrome Virus (WSSV). Se
recolectaron muestras de postlarvas en estadios PL2 a PL12 siguiendo criterios
epidemioldgicos y principios de bioseguridad, las cuales fueron conservadas en etanol al 95 %
y procesadas mediante protocolos estandarizados de extraccion de ADN. Para la deteccion viral
se utilizd PCR punto final y Nested-PCR, aplicando un analisis en pools para optimizar la
respuesta diagnostica. Bajo un disefio de muestreo dirigido establecido para una prevalencia de
disefio del 5 %, los resultados no evidenciaron la amplificacion de IHHNV ni WSSV en
ninguna de las muestras analizadas. Esto confirma la ausencia de patdogenos detectables y
sugiere una prevalencia maxima probable inferior al 5 % en los lotes evaluados. Estos hallazgos
validan la utilidad del diagndstico molecular como herramienta de verificacion sanitaria,
fundamental para la toma de decisiones, la trazabilidad de la semilla y la mitigacion de riesgos
epidemioldgicos en las granjas camaroneras.

Palabras Clave: Penaeus vannamei, diagnostico molecular, bioseguridad, pooling,

trazabilidad sanitaria.



ABSTRACT

The health status of Penaeus vannamei postlarvae constitutes a critical factor for the
productive sustainability and biosecurity of shrimp farming, given their potential as a pathway
for introducing viral pathogens into grow-out phases. This study aimed to apply a molecular
diagnostic scheme oriented towards sanitary control and traceability of commercial batches,
through the detection of Infectious Hypodermal and Hematopoietic Necrosis Virus (IHHNYV)
and White Spot Syndrome Virus (WSSV). Postlarvae samples were collected at stages PL2 to
PL12 following epidemiological criteria and biosecurity principles; samples were preserved
in 95% ethanol and processed using standardized DNA extraction protocols. Viral detection
was performed using end-point PCR and Nested-PCR, applying a pooled analysis strategy to
optimize diagnostic turnaround time. Under a purposive sampling design established for a 5%
design prevalence, results showed no evidence of IHHNV or WSSV amplification in any of the
analyzed samples. This confirms the absence of detectable pathogens and suggests a maximum
probable prevalence lower than 5% in the evaluated batches. These findings validate the utility
of molecular diagnosis as a reliable tool for sanitary verification, which is fundamental for
decision-making, seedstock traceability, and the mitigation of epidemiological risks in shrimp
farms.

Keywords: Penaeus vannamei, molecular diagnosis, biosecurity, pooling, sanitary

traceability.
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Capitulo 1



1.1 Introduccion

El camardn blanco (Penaeus vannamei) es la especie acuicola de cultivo mas
importante a nivel mundial y el producto marino de mayor volumen de comercio
internacional, con una produccidon que alcanzé 6.8 millones de toneladas en 2022. Esta
actividad, centrada principalmente en Asia y las Américas, depende en gran medida de
reproductores domesticados y certificados que aseguren un suministro constante de postlarvas
(Pls) de alta calidad sanitaria para los sistemas de cultivo (Cuéllar-Anjel et al., 2010; FAO,
2024).

Sin embargo, el crecimiento de la camaronicultura ha estado acompafiado de
mortalidades masivas causadas por frecuentes brotes de enfermedades infecciosas, las cuales
se han convertido en el mayor obstaculo para la industria (Flegel, 2012). La infeccion
temprana reduce drasticamente la supervivencia y el rendimiento productivo, y se ha
identificado a las Pls como el principal vector de introduccion de estos patogenos en las fases
de precria y engorde (Cuéllar-Anjel et al., 2010). Entre las enfermedades mas relevantes que
afectan al camardn en las Américas se incluyen: el sindrome de la mancha blanca (WSSV) y
la necrosis infecciosa hipodérmica y hematopoyética IHHNV) (R. Pantoja & V. Lightner,
2014).

El impacto econémico y en la industria de estos dos virus ha sido devastador. WSSV
es considerada la enfermedad mas perjudicial en la industria acuicola mundial, cuyas
pérdidas econdmicas acumuladas estan estimadas en 21 mil millones de dolares (Millard
et al., 2021) y pérdidas anuales que se acercan a una décima parte de la produccion global
(Stentiford et al., 2012). A pesar de tres décadas de investigacion, esta enfermedad atn no se
encuentra controlada a nivel de granja (Wu et al., 2017). A este desafio se suman los efectos
de IHHNYV, un virus que presenta altas prevalencias en reproductores de las Américas —con

reportes que oscilan entre el 47% y mas del 90% en lotes analizados, y que es conocido por



inducir anormalidades en el desarrollo, causando pérdidas econdmicas estimadas entre el
10% y el 50% (Lightner & Redman, 1998; Motte et al., 2003).

En el contexto comercial actual, donde estos patogenos son endémicos, la industria se
ha adaptado mediante el desarrollo de lineas genéticas tolerantes y estrategias de manejo para
coexistir con los patégenos, asumiendo que la infeccion subclinica no siempre resulta en
enfermedad (Aranguren et al., 2022; Moss et al., 2012). Esta estrategia de "compra a ciegas"
ignora que las postlarvas son el principal vector de introduccioén de patdgenos en granjas de
camar6n y que la prevalencia de infeccion puede variar drasticamente entre lotes (Intriago et
al., 2024). Una larva infectada no solo reduce el rendimiento del ciclo de engorde, sino que,
en caso de ser seleccionada como futuro reproductor, perpetaa la transmision vertical del
patogeno a las siguientes generaciones, cerrando un ciclo vicioso de enfermedad.

La gestion de este riesgo oculto requiere una herramienta diagndstica que sea rapida,
sensible y aplicable a la certificacion de lotes. Técnicas tradicionales como la histopatologia,
si bien son fundamentales para describir patologias, a menudo representan una examinacion
"post-mortem" que puede tardar de 2 a 5 dias en procesarse. Esto las vuelve ineficaces para la
toma de decisiones preventivas en la recepcion de lotes de postlarvas (Cuéllar-Anjel et al.,
2010; Lightner & Redman, 1998)

Por consiguiente, la epidemiologia aplicada a la produccion no debe limitarse a contar
enfermos, sino a garantizar la sanidad del producto final. Protocolos de diagnostico de alta
sensibilidad y especificidad, como la PCR, dejan de ser herramientas meramente cientificas
para convertirse en instrumentos de certificacion de calidad. Estos permiten a los laboratorios
transicionar de un modelo de venta por volumen a un modelo de venta por atributos de
calidad garantizada.

Por lo tanto, el propdsito de este estudio es proponer un esquema de control sanitario

basado en PCR punto final que faculte a los laboratorios para entregar lotes de postlarvas



certificados libres de IHHNV y WSSV. Mas que una vigilancia pasiva, se propone una
herramienta de aseguramiento de calidad que otorgue al productor la certeza de iniciar sus
cultivos con animales limpios, protegiendo su inversion y la futura base genética de la

industria.
1.2 Descripcion del problema

El crecimiento de la camaronicultura mundial ha estado acompafiado de mortalidades
masivas causadas por frecuentes brotes de enfermedades infecciosas, las cuales representan
uno de los principales desafios para la industria (Flegel, 2012). El Impacto econémico de
estas enfermedades es significativo; el WSSV es considerado el mas perjudicial, con pérdidas
acumuladas estimadas en 21 mil millones de dolares (Millard et al., 2021). A este escenario
se suma la presencia endémica de IHHNV, un virus que presenta altas prevalencias en las
Américas que, pese a la tolerancia desarrollada por las poblaciones de cultivo, puede
ocasionar pérdidas de cosecha estimadas entre el 10% y el 50% (Motte et al., 2003). A pesar
de estos desafios, la industria ha logrado mantener su crecimiento mediante la seleccion de
lineas genéticas tolerantes y la implementacion de innovaciones tecnologicas (Piedrahita,
2018).

El problema central radica en que, en regiones endémicas como las Américas, la
industria se ha adaptado para "coexistir" con estos virus mediante lineas genéticas tolerantes
(Aranguren Caro et al., 2022; Moss et al., 2012). Esta percepcion de "normalidad" ha llevado
a priorizar el manejo en finca sobre la exclusion del patdégeno. Sin embargo, esta estrategia
ignora una variable de interés critica; la prevalencia de infeccion puede variar drasticamente
entre lotes de postlarvas, puesto que la infeccion temprana continta siendo un factor de
riesgo que compromete la supervivencia y la eficiencia productiva (Intriago et al., 2024).

Investigaciones recientes evidencian este riesgo, demostrando que camarones infectados



pueden mantener cargas virales detectables sin manifestar signos clinicos, manteniendo asi
activo el potencial de diseminacion silenciosa (Rakhshaninejad et al., 2023).

La gestion de este riesgo oculto requiere una herramienta diagnostica que sea rapida,
sensible y aplicable a la certificacion de lotes. Sin embargo, la restriccion actual de los
métodos de diagnostico tradicionales constituye un cuello de botella para la toma de
decisiones preventivas; en particular, la histopatologia, microbiologia, o andlisis en fresco
requieren entre 2 a 5 dias para procesar muestras y emitir resultados. Ademads de esta demora
logistica, dichas técnicas carecen de sensibilidad suficiente para detectar infecciones latentes
de baja carga viral (Cuéllar-Anjel et al., 2010).

Por lo tanto, el problema susceptible de analisis es la ausencia de un protocolo de
certificacion validado y rdpido que permita medir la prevalencia real en postlarvas antes de su
despacho. Esta carencia impide a los laboratorios garantizar la inocuidad de su producto y

obliga a los productores a asumir el riesgo sanitario desde el dia cero del cultivo.
1.3 Justificacion del estudio

Ante el escenario actual de coexistencia con patdgenos virales en la camaronicultura,
surge la necesidad de herramientas practicas que permitan monitorear y clasificar los lotes de
postlarvas seglin su condicion sanitaria. A pesar de que la epidemiologia ha demostrado ser
vital para el desarrollo de sistemas de alerta temprana en Ecuador, su aplicacion rutinaria a

nivel de laboratorio sigue siendo limitada (Bayot et al., 2008; Corsin & De Blas, 2010).

Este proyecto busca cerrar dicha brecha operativa conectando la ciencia diagndstica
con la necesidad comercial, mediante la validacién de un método de PCR punto final
orientado a la certificacion de producto. Al establecer un estdndar de 'Lote Libre de
Patogenos Detectables', la propuesta transforma el diagndstico técnico en un valor agregado

comercial. Esto permite a los centros de larvicultura diferenciar su producto en un mercado



saturado mediante la garantia de calidad, y ofrece al productor la seguridad necesaria para
proyectar sus rendimientos, constituyendo el primer paso firme hacia una trazabilidad

sanitaria integral en la industria ecuatoriana.

1.4 Objetivos
1.1.1 Objetivo general

Estandarizar un protocolo de vigilancia, muestreo y analisis por PCR punto final para
la deteccion de IHHNV y WSSV en lotes de postlarvas de Penaeus vannamei , orientado a la

clasificacion sanitaria y a la gestion de riesgo previa al despacho.
1.1.2  Objetivos especificos

e Determinar la presencia de WSSV e IHHNYV en lotes comerciales de Pls provenientes
de 5 laboratorios de larvicultura de camarones P. vannamei del Ecuador, utilizando
PCR punto final.

e Establecer la prevalencia de WSSV e IHHNV mediante el protocolo de diagndstico en
funcion del tamafio de muestra analizado, para la interpretacion de los resultados bajo
el criterio de "Libertad de Enfermedad".

e Disefiar un lineamiento técnico de muestreo y andlisis que garantice la
representatividad estadistica de lotes de postlarvas, que sirva como base para procesos

de certificacion de calidad y trazabilidad patologica.

1.5 Marco teorico

1.5.1 Importancia sanitaria en la camaronicultura

La camaronicultura es una de las actividades mas dinamicas de la acuicultura mundial

y representa un pilar economico en América Latina, especialmente en Ecuador. La expansion



productiva de P. vannamei ha traido consigo grandes retos sanitarios, principalmente por la
aparicion y diseminacion de enfermedades virales que pueden comprometer la sostenibilidad
del cultivo. En la actualidad, la deteccion temprana de patdgenos es una necesidad prioritaria,
ya que las infecciones virales suelen propagarse rapidamente y ocasionar pérdidas masivas.
(Cuéllar-Anjel et al., 2010) destacan que el control sanitario de reproductores y larvas, junto
con el diagnostico molecular, son componentes criticos para evitar la diseminacion de virus

en los sistemas de produccion.

1.5.2 Principales enfermedades virales: WSSV e IHHNV

Dos de los virus mas relevantes por su impacto econdémico y sanitario en la
camaronicultura, son WSSV e IHHNV. El WSSV pertenece a la familia Nimaviridae y es
conocido por causar mortalidades agudas de hasta el 100 % en pocos dias, afectando tanto a
juveniles como a adultos (Lee et al., 2022). E1 IHHNV, por su parte, pertenece a la familia
Parvoviridae y provoca infecciones cronicas que reducen el crecimiento y generan
deformidades en los camarones infectados (Lightner & Redman, 1998) Ambos virus pueden
persistir en el ambiente, resistiendo a cambios de temperatura o salinidad, y tienen una amplia
gama de hospedadores. (Cox et al., 2023) demostraron que la transmisién del WSSV esta
influenciada por la densidad poblacional y las condiciones ambientales, lo que facilita la
aparicion de brotes epidémicos. El IHHNV, aunque menos letal, se mantiene circulando de
forma silenciosa en poblaciones reproductoras, generando un riesgo constante de transmision
a las postlarvas, ademas presenta una caracteristica particular que dificulta su diagnostico
molecular, este virus puede encontrarse como una forma infecciosa activa, asociada a un
ciclo litico, o como secuencias de ADN viral integradas en el genoma del camaroén,
correspondientes a una forma no infecciosa, esta dualidad limita la interpretacion de los

resultados obtenidos por PCR, ya que las técnicas moleculares convencionales detectan la



presencia de ADN viral sin diferenciar si corresponde a viriones infecciosos o a ADN
integrado. Actualmente, no existen kits comerciales que permitan discriminar ambas formas,
por lo que la deteccion de IHHNV mediante PCR debe interpretarse como evidencia de
presencia genética del virus y no necesariamente de infeccion activa, tal como se reconoce en

la literatura especializada (Cuéllar-Anjel et al., 2010).

1.5.3 Diagnostico molecular como herramienta de deteccion temprana

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) ha transformado el diagndstico de
enfermedades en crustdceos, permitiendo identificar patdgenos de manera especifica y rapida.
Cuéllar-Anjel y Morales (2014) la sefialan como la técnica de referencia para confirmar la
presencia de WSSV e IHHNYV en tejidos de camaro6n. En los laboratorios de diagnodstico, la
PCR punto final se emplea para la deteccion rutinaria, mientras que la nested-PCR ofrece la
ventaja de mayor sensibilidad ante la carga del patogeno. El éxito de la deteccion depende no
solo de la sensibilidad de la técnica, sino también de la calidad del muestreo, la conservacion
del tejido y la correcta estandarizacion del protocolo. La OMSA (2022) recomienda la
aplicacion de métodos moleculares validados y controles positivos certificados para asegurar
resultados reproducibles y comparables entre laboratorios. La literatura especializada indica
que la seleccion de la técnica diagndstica debe ajustarse al comportamiento bioldgico de cada
patdgeno. En el caso del WSSV, organismos internacionales como la OMSA recomiendan el
uso de nested-PCR para aumentar la sensibilidad diagnostica, especialmente en estadios
tempranos o infecciones subclinicas, mientras que para IHHNV la PCR punto final ha
demostrado ser suficiente para su deteccion en programas de vigilancia sanitaria, en
consecuencia, el desarrollo de un protocolo no solo permitiria uniformar los criterios de
diagnostico, sino establecer la técnica necesaria para la certificacion sanitaria de los lotes de

produccion.



1.5.4 Bioseguridad y sostenibilidad productiva

El diagnostico molecular se integra hoy como una herramienta esencial dentro de los
programas de bioseguridad acuicola, no solo para confirmar infecciones, sino para
prevenirlas. La deteccion temprana de postlarvas portadoras de WSSV o IHHNV permite
tomar decisiones sanitarias inmediatas: aislamiento, eliminacion o sustitucion. Cuéllar-Anjel
et al. (2010) senalan que la combinacién de monitoreo molecular, seleccion de reproductores
y certificacion de origen es la base para mantener la estabilidad productiva y reducir la
necesidad de tratamientos quimicos o antibidticos. La implementacion de un protocolo de
deteccion temprana fortalece la capacidad de respuesta de los laboratorios ecuatorianos,
ayuda a mejorar la calidad de las postlarvas y promueve una produccion sostenible. En tltima
instancia, estos esfuerzos contribuyen a consolidar una industria camaronera mas competitiva
y alineada con los estdndares internacionales de inocuidad y sanidad acuicola, como lo define
el Codex Alimentarius (FAO/OMS) estableciendo estandares sobre higiene, control de
contaminantes y buenas practicas a lo largo de la cadena productiva, aplicables al camardon de

cultivo destinado a mercados internacionales.

Desde el punto de vista de calidad y gestion, la norma ISO 22000 (Sistemas de
gestion de inocuidad alimentaria) e ISO 9001 (Gestion de calidad) son ampliamente
utilizadas por laboratorios y plantas procesadoras para garantizar trazabilidad, control de

procesos y mejora continua.

1.5.5 Conceptos fundamentales de epidemiologia

De acuerdo con Corsin & De Blas (2010), la epidemiologia es el estudio de las
enfermedades en poblaciones, especificamente de su frecuencia, distribucion y determinantes

(“causas”). Su enfoque radica en desplazar la atencion al individuo enfermo hacia el analisis
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de patrones y tendencias en la poblacion a la que pertenece, buscando entender como,
cuando, donde y por qué ocurren dichos eventos a nivel poblacional. Por esta razon, mas que
una disciplina aislada, la epidemiologia puede considerarse un enfoque o forma de pensar
aplicable a distintos contextos de salud animal.

Aunque la epidemiologia utiliza la estadistica como una herramienta central para
trabajar con muestras y calcular probabilidades, existe una distincion fundamental: mientras
la estadistica se ocupa de la probabilidad de que los eventos se deban al azar, la
epidemiologia se centra en la magnitud y la relevancia bioldgica de dichos eventos Esto
significa que una asociacion puede ser estadisticamente significativa, pero tener poco impacto
sanitario, o viceversa.

Dentro de la epidemiologia se pueden distinguir dos “tipos”:

e Epidemiologia analitica: utiliza herramientas estadisticas avanzadas para probar
hipotesis y buscar asociaciones causales.
e Epidemiologia descriptiva: se enfoca en la caracterizacion de la enfermedad en

términos de tiempo, lugar y persona (o animal). Utiliza frecuencias, distribuciones y

mapas para describir (por ejemplo, la distribucion espacial de brotes por provincia, o

la proporcion de granjas afectadas en una zona).

En la préctica, la epidemiologia integra herramientas estadisticas, pero también
elementos de otras disciplinas, como la patologia, ensayos inmunologicos, la inmunologia, el
diagnoéstico molecular (como PCR) y la modelacién matematica, predecir de manera
epidemioldgicamente rigurosa, qué ocurriria en escenarios especificos. Asimismo, los
métodos epidemioldgicos pueden aplicarse al estudio de causas diversas de interés productivo
—por ejemplo, ;por qué algunos estanques producen menos que otros?, o /por qué ocurre

caparazon blando, asociado a menores precios? En general, el resultado de una investigacion
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epidemiologica puede ser cualquier evento de importancia para el productor o investigador,

siempre que esté claramente definido.

1.5.5.1 Unidad epidemioldgica.

Una Unidad Epidemiologica, se define como un grupo de animales que comparten
aproximadamente el mismo riesgo de exposicion a un agente patdogeno dentro de una
ubicacion delimitada. En acuicultura, esto puede ocurrir porque los organismos acuaticos
comparten un ambiente acuatico en comun (p.ej. camarones en un estanque) o porque las
practicas de manejo hacen probable que un agente patdgeno se propague rapidamente entre
grupos de animales (p.ej. todos los tanques de un centro de larvicultura) (OMSA, 2019;

Scarfe & Pali¢, 2020).

Una unidad epidemiologica puede ser pequeiia —un individual establecimiento o granja donde
todos los animales se manejan como una poblacion tnica ("compartimiento")— o abarcar
grandes areas geograficas (varias granjas, una provincia, una cuenca hidrogréfica, o incluso un
pais). El criterio determinante para definir una unidad epidemiologica es la separacion efectiva
de otras poblaciones, ya sea mediante barreras fisicas o geograficas, que impida la mezcla de
animales de otras unidades (Pali¢ et al., 2015). Estos conceptos son fundamentales para el
desarrollo e implementacion de planes de bioseguridad para prevenir, controlar y erradicar
cualquier enfermedad, en cualquier tipo de operacion o establecimiento (Pali¢ & Scarfe,

2019).

1.5.5.2 Ventajas y aplicaciones de métodos epidemiologicos.

El mundo y los sistemas bioldgicos que lo conforman, son complejos. Existe una
multiplicidad de niveles de complejidad que los métodos epidemioldgicos (Corsin & De Blas,
2010); éstos pueden abordar: (1) la fisiologia individual del huésped y los patdégenos o

parasitos; (2) las interacciones poblacionales - comportamiento, canibalismo, transmision de
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enfermedades-, que son pobremente comprendidas, especialmente en el contexto de
transmision de enfermedades; (3) la influencia de variables fisicoquimicas del entorno
acuatico. Los estudios experimentales tradicionales, aunque valiosos, tienden a aislar
variables ("reduccionismo"), lo que a veces impide ver el panorama completo.
Esta complejidad se representa frecuentemente mediante un "causal web" (red causal),
que muestra los vinculos causales entre diferentes variables. La epidemiologia contribuye a
manejar esta complejidad mediante un enfoque observacional integral, que luego se
profundiza con métodos experimentales. De esta forma, se miden las variables que se
consideran importantes en la determinacion o causa de la enfermedad, asi como aquellas que
probablemente afecten la relacion entre causas y efectos. El objetivo es identificar relaciones
clave que iluminen el proceso de enfermedad y sefialen formas potenciales de control.
Al abordar esta complejidad mediante un enfoque observacional, la
epidemiologia permite analizar las interacciones en el "mundo real" de la produccion
acuicola. Entre sus principales ventajas y aplicaciones se encuentran:
Identificacion de factores de riesgo: calcular el aumento de probabilidad de un evento
(ej. enfermedad) ante una exposicion especifica.
Determinacion de patrones espacio - temporales: entender la distribucion geografica y
estacional de las patologias.
Evaluacion de pruebas diagnésticas: determinar la exactitud (sensibilidad y
especificidad) de herramientas como la PCR en condiciones de campo.
1.5.5.3 Poblaciones y marco muestral
Segun la literatura basada en (Corsin & De Blas, 2010; De Blas & Muniesa, 2014) ,
para garantizar la validez del estudio, es necesario distinguir entre los diferentes niveles de

poblaciones:
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Poblacion objetivo (Universo). Corresponde a la totalidad de individuos que presentan
las caracteristicas de interés en un area y tiempo determinados
Poblacion de estudio (Marco muestreal). Es la fraccion de la poblacion objetivo a la
que se tiene acceso real y de la cual se pueden seleccionar los individuos. Frecuentemente,
esta no coincide con la poblacion objetivo debido a limitaciones logisticas o de acceso.
Participantes del estudio. Es el grupo final de individuos de los que realmente se
obtiene informacion valida, excluyendo aquellas muestras degradadas o pérdidas durante el

Proceso

1.5.5.4 Tipos de muestreo y representatividad.

La representatividad de una muestra es la capacidad de un subconjunto de datos para
reflejar fielmente las caracteristicas de la poblacion total de la que proviene. Segin (Corsin &
De Blas, 2010), esta representatividad implica que la muestra cumpla dos requerimientos
basicos; homogeneidad (distribucidn similar a la poblacion) y aleatoriedad (igual
probabilidad de seleccion). Existen diversos métodos para seleccionar una muestra en
estudios epidemiologicos, clasificados en dos grandes grupos:

A. Muestreo probabilistico (Aleatorio): métodos donde la seleccion se realiza al azar,
permitiendo a la extrapolacion estadistica a la poblacion total.
e Muestreo aleatorio simple: se asigna un niumero Unico (consecutivo) a todas
las unidades de la poblacion de estudio. Posteriormente, se utiliza un software
(o tablas de numeros aleatorios) para identificar las unidades aleatoriamente
e Muestreo estratificado: se divide la poblacion en subgrupos o estratos (ej.
Por especie P. monodon, P. vannamei) y se selecciona una muestra aleatoria
dentro de cada estrato para asegurar que todos estén representados

proporcionalmente
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Muestreo sistematico: se seleccionan unidades a intervalos regulares (ej. Un
camaro6n cada 15 segundos en una linea de proceso), calculados dividiendo el
total de la poblacion por el tamafio de muestra deseado

Muestreo multi-etapico (Multi-stage): utilizado cuando la poblaciéon es muy
grande y jerarquica (ej. Pais — Provincia — Granja — Estanque). Se realizan
selecciones aleatorias en varias etapas sucesivas (ej. Seleccion aleatoria de
villas, luego aleatoriamente estanques dentro de esas villas, y finalmente

camarones)

B. Muestreo no probabilistico: utilizado cuando no es posible o deseable usar métodos

aleatorios, o cuando el objetivo es la deteccion especifica de enfermedades mas que la

representatividad poblacional

Muestreo por conveniencia: la recoleccion se hace de manera fortuita o
basada en la accesibilidad, intentado aproximar la aleatoriedad, pero sin
garantizarla estrictamente

Muestro intencional o dirigido (Purposive Sampling): las muestras se
recolectan con un propdsito especifico en mente, como seleccionar
deliberadamente individuos que presentan signos clinicos de enfermedad. Este
método sesga la muestra a favor de los animales afectados, lo cual es 1til para

confirmar presencia de patogenos

1.5.6 Vigilancia epidemioldgica y deteccion de enfermedades en organismos acuaticos

La aplicacion de epidemiologia en la salud del camaron es relativamente reciente,

inicidandose a finales de la década de 1990 con estudios pioneros sobre la identificacion de

factores de riesgo para la Enfermedad de la Mancha Blanca (WSD por sus siglas en inglés) en



15

el sudeste asiatico, especificamente en Vietnam e India (Corsin, 2001; Corsin et al., 2002).
Dichos esfuerzos iniciales permitieron el desarrollo de herramientas diagnosticas para
diferenciar brotes infecciosos de otras causas de mortalidad, y la obtencién de un
conocimiento mas profundo sobre la presencia de enfermedades infecciosas como WSD e
indicadores de salud en postlarvas (Corsin et al., 2003; Thakur et al., 2002). Estos avances
dieron a lugar hitos importantes, como el desarrollo de Mejores Practicas de Manejo (BMP) y
herramientas de diagnostico de campo (Padiyar, 2009).

En el hemisferio occidental, la epidemiologia también ha demostrado su valor
estratégico. Estudios realizados en la region condujeron al desarrollo de sistemas de alerta
temprana para epidemias de camaron, especificamente en Ecuador (Bayot et al., 2008). Sin
embargo, a pesar de estas evidencias de éxito, la literatura sefiala que la adopcion rutinaria de
métodos epidemioldgicos sigue siendo una practica "de nicho" y no se ha integrado
completamente en los esfuerzos de gestion sanitaria global, debido en parte a
una significativa falta de capacitacion que probablemente llevara décadas superar.

En el contexto actual de coexistencia con patégenos endémicos, la epidemiologia es
fundamental, protocolos de control y certificacion sanitaria basados en técnicas diagndsticas
precisas para cuantificar la prevalencia de patdégenos en lotes de postlarvas representan una
aplicacion concreta de la epidemiologia que permite a productores y laboratorios tomar
decisiones informadas sobre bioseguridad y rentabilidad, garantizando la calidad del lote

antes de sus despachos.



Capitulo 2
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2. METODOLOGIA

2.1 Diseio del estudio

El presente trabajo se definié como un estudio de Evaluacion de la Condicion
Sanitaria, disefio basado en modelos epidemiologicos como un estudio observacional de tipo
transversal (cross-sectional). Este enfoque fue seleccionado por su idoneidad para validar el
estatus sanitario de los lotes comerciales de postlarvas en un punto especifico del tiempo de
produccion, permitiendo confirmar la presencia o ausencia de IHHNV y WSSV facilitando la
deteccion temprana de estos patdogenos sin requerir un seguimiento longitudinal, no incluy6 la
implementacion continua de un sistema de certificacion sanitaria; sin embargo, establecid los
fundamentos técnicos y metodologicos para su futura aplicacion mediante muestreos

periddicos y diagndstico molecular por PCR.

Debido a las disponibilidades logisticas y presupuestarias inherentes a los estudios de
cohorte (alto costo y tiempo de seguimiento), se optd por el disefio transversal, el cual es la
alternativa mas eficiente para determinar la presencia o ausencia de patogenos en condiciones
de campo (Corsin & De Blas, 2010). Dicha aproximacion permite obtener una "instantanea"
(snapshot) del estatus sanitario de la poblacion muestreada, optimizando los recursos para
ejecutar un control sanitario de alta sensibilidad que aporte valor a la a la certificacion de
origen del lote. El flujo metodolégico integral adoptado para esta evaluacion se detalla en la

Figura 1.



Figura 1
Esquema integral del diseiio metodologico: desde la seleccion del darea de estudio hasta la
evaluacion de los lotes comerciales
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Nota: el diagrama ilustra el proceso de codificacion de laboratorios para garantizar el

anonimato, la aplicacion del muestreo dirigido en zonas de baja hidrodinamica y la

conformacion de la unidad analitica (pool) para maximizar la sensibilidad de deteccion.

La seleccion de las técnicas moleculares aplicadas respondid a recomendaciones

internacionales para el diagndstico de patdgenos virales en camarones peneidos. De acuerdo

con el Manual of Diagnostic Tests for Aquatic Animals de la OMSA y lo descrito en The

Shrimp Book, el virus WSSV puede requerir metodologias de mayor sensibilidad, como la

nested-PCR, para su deteccion en infecciones de baja carga viral, mientras que la PCR punto

final es considerada adecuada para la deteccion de IHHNV. En este contexto, se aplic6 PCR

punto final para IHHNV y nested-PCR para WSSV, con el fin de maximizar la capacidad

diagnostica del esquema de vigilancia sanitaria implementado.
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2.2 Poblacion y muestreo
2.2.1 Poblacion objetivo y marco muestreal

La poblacion objetivo (Universo) se definié como las postlarvas de P. vannamei en
estadios comprendidos entre PL2 y PL13. Rango determinado principalmente debido a la
disponibilidad de los lotes activos por parte de los laboratorios voluntarios al momento de la
visita.

La poblacion de estudio (marco muestreal) estuvo conformada por los lotes de
produccion activos en 5 Laboratorios comerciales en la zona costera de la provincia de Santa
Elena, seleccionados bajo criterios de inclusion por disponibilidad voluntaria. Bajo los
protocolos de confidencialidad del servicio de evaluacion, se mantuvo el estricto anonimato
de las instalaciones, codificandolas alfanuméricamente (Laboratorio A, B, C, D, E) para

proteger sus datos comerciales (Tabla 1).

Tabla 1. Distribucion de estadios postlarvarios y esfuerzo de muestreo por laboratorio.

Codigo Identificacion de ~ Estadio Postlarva  Tanques muestreados (N)
Laboratorio Muestras (Pools)

Laboratorio A 1-3 PL13 3
Laboratorio B 4-6 PL2 3
Laboratorio C 7-9 PL8 3
Laboratorio D 10-12 PL2 3
Laboratorio E 13-15 PL9 3

Total - 15

Nota: (N) representa el numero de tanques seleccionados, correspondiendo a un pool

analitico por tanque.
2.2.2 Estrategia de muestreo

La estrategia de seleccion de unidades (Muestreo) dada la naturaleza comercial del
servicio y las restricciones de acceso, se empled un disefio de Muestreo No Probabilistico en

dos etapas:
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A. Seleccion de unidades productivas (Tanques): se aplicé un muestreo por

2.2.3

conveniencia. En cada laboratorio, se seleccionaron los tanques basandose en la
disponibilidad operativa del dia de la visita (ej. tanques listos para cosecha o
monitoreo). Aunque esta seleccion no fue aleatoria, permiti6 evaluar las condiciones

reales de los lotes ofertados al mercado.

Recoleccion de individuos (Muestreo Dirigido): para la obtencion de las muestras
bioldgicas, se utilizé una estrategia de Muestreo Intencional (Purposive Sampling). La
recoleccion se focalizo en las esquinas de los tanques (puntos de menor
hidrodinamica). Esta estrategia se disefio para aprovechar el Sesgo de Deteccion
(Detection Bias). Esta estrategia prioriza la sensibilidad diagnostica sobre la precision
estadistica poblacional; al buscar en zonas de acumulacion, se incrementa la
probabilidad de capturar organismos letargicos o débiles, maximizando la sensibilidad
del diagnostico para confirmar la ausencia de patdgenos con mayor certeza que un

muestreo aleatorio simple.

Tamaiio y unidad de la muestra

Para determinar el esfuerzo de muestreo, se considero la naturaleza masiva de las

poblaciones de cultivo (N > 10,000), donde el tamafio de muestra requerido se vuelve

constante independientemente del aumento poblacional (Corsin & De Blas, 2010).

Se recolectaron un total de 15 muestras bioldgicas (3 muestras independientes por

cada uno de los 5 laboratorios). Para optimizar la capacidad de deteccion y alcanzar la

sensibilidad epidemiologica requerida, se definié como unidad muestral el "pool" o

agrupamiento de organismos. Cada muestra consistio en un pool de aproximadamente 20

postlarvas, resultando en un analisis efectivo de 60 organismos por laboratorio.
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Si bien el agrupamiento de muestras optimiza el esfuerzo diagndstico, se consider6 el
potencial 'Efecto de Dilucion'. Seglin los principios de diagnostico en animales acudticos, al
combinar tejidos en un pool, la carga viral de un unico individuo infectado se diluye
proporcionalmente a la biomasa de los organismos sanos del grupo. Por tanto, la sensibilidad
analitica en este estudio se interpreta a nivel de lote y no individual, reconociendo que
infecciones leves o latentes con carga viral inferior al limite analitico de deteccion del ensayo
podrian no ser amplificadas.

No obstante, el tamafio de pool seleccionado (n=20) se mantuvo bajo el umbral de
seguridad para el diagnostico en estadios tempranos. Segin (Corsin & De Blas, 2010) este
tamafio de muestra se seleccion6 siguiendo el criterio de limite de agrupamiento, el cual
establece que para estadios tempranos (camarones desde P11 hasta P110-12) no se deben
exceder los 30 individuos por reaccion. Mantener el pool en este rango evita el "Efecto de
Dilucion", garantizando que la carga viral de un solo individuo infectado no descienda por
debajo del umbral de deteccion al mezclarse con tejido sano. Adicionalmente, esta biomasa
controlada previene la saturacion de la columna de extraccion y reduce la co-purificacion de
inhibidores (como polisacaridos y pigmentos oculares), cuya concentracion excesiva en
reacciones con >50 mg de tejido larvario completo podria comprometer la actividad de la
polimerasa.

El disefio se fundament6 en el criterio de "Vigilancia para demostrar libertad de
enfermedad" (Disease Freedom). Segln las tablas de referencia para poblaciones infinitas con
un Nivel de Confianza del 95 % (Corsin & De Blas, 2010), el analisis de ~60 individuos
permite detectar la presencia del patdgeno si la prevalencia teodrica en el lote es igual o
superior al 5 %. Este disefio asegura que, en caso de obtener resultados negativos, se pueda
certificar con un 95 % de certeza estadistica que la carga de patogenos en los laboratorios

evaluados se encuentra por debajo del umbral de deteccion del 5 %.



Figura 2

Proceso de recoleccion de muestras para andlisis basado en bioseguridad

Nota: se observa el uso de guantes y mascarilla para evitar la contaminacion cruzada entre

los laboratorios participantes.
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Figura 3

Unidad muestral lista para transporte

Nota: cada vial contiene un pool de aproximadamente 30 postlarvas fijadas en etanol al 95%.

2.3 Recoleccion, conservacion y transporte

La recoleccidn se ejecutd en una unica jornada logistica, cubriendo la ruta integral de
los laboratorios participantes en la Peninsula de Santa Elena. Para garantizar la preservacion
de los tejidos del organismo, los pools de postlarvas fueron fijadas in sifu inmediatamente
tras su captura usando etanol (95%) en volumen excedente (aprox. >1:5) asegurando que el
volumen de etanol cubriera totalmente la biomasa.

Este procedimiento aseguro la preservacion del material genético a temperatura ambiente
durante el transporte hasta el centro de andlisis. Se implementaron protocolos estrictos de
bioseguridad, incluyendo el cambio de indumentaria y desinfeccion de materiales entre sitios,
para mitigar cualquier riesgo de contaminacion cruzada o dispersion de patogenos entre las

instalaciones evaluadas.

2.4 Infraestructura de analisis molecular

El procesamiento analitico se llevo a cabo en el laboratorio de Biologia Molecular en

el Centro Nacional de Acuicultura e Investigaciones Marinas (CENAIM). Las instalaciones
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operaron bajo un esquema de flujo unidireccional de trabajo para garantizar la confiabilidad
de los resultados y prevenir la contaminacion cruzada. El laboratorio cont6 con areas
fisicamente separadas par:
1. Area limpia (Pre-PCR): preparacion exclusiva de mezclas maestras (Master Mix) con
reactivos libres de DNA
2. Area de extraccién: adicion del DNA molde de las muestras
3. Area sucia (Post-PCR): amplificacién y electroforesis, donde se manipulan los
productos de reaccion
Para la amplificacion de los acidos nucleicos, se utilizé un termociclador Veriti™ de 96
pozos (Applied Biosystems), empleando la tecnologia de bloque VeriFlex™ para el control
preciso de temperaturas. La visualizacion se realizé mediante sistemas de electroforesis

horizontal en gel de agarosa.

Figura 4

Acondicionamiento de viales con agente fijador en condiciones asépticas

Nota: el procedimiento se realiz6 en cabina de flujo laminar para garantizar la esterilidad.
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Figura 5

Segregacion y organizacion de unidades muestrales por laboratorio

-m RN w

Nota: se verifico la codificacion y el nimero correcto de réplicas por tanque para asegurar la

correcta identificacion e integridad de cada lote productivo.
2.5 Extraccion y purificacion de DNA
2.5.1 Preparacion de la muestra y eliminacion de inhibidores

Previo al proceso de lisis, se aplico un protocolo de estandarizacion y lavado. De cada
unidad muestral (pool), se transfirid la totalidad del pool (aproximadamente 20 postlarvas) a
microtubos estériles de 1.5 mL. Esta estandarizacion biologica se implemento para priorizar
la integridad de la unidad epidemiologica. Al procesar el pool completo de ~20 organismos,
se asegura la representatividad del lote sin exceder la capacidad de carga de la columna de
extraccion, evitando asi la co-purificacion de inhibidores enzimaticos frecuentemente
asociados al procesamiento de biomasas excesivas en estadios larvarios.

A continuacion, se procedio a la eliminacion del agente fijador (etanol 95%), el cual
actiia como inhibidor de la PCR (Schrader et al., 2012). Se afiadieron 600 pL de agua
ultrapura (tipo Milli-Q) libre de nucleasas para rehidratar el tejido, seguido de una
centrifugacion a 10,000 rpm durante 2 minutos. El sobrenadante (etanol diluido) fue
descartado cuidadosamente con micropipeta. Este procedimiento de lavado se repitio dos

veces consecutivas para garantizar la eliminacion total de trazas de alcohol.
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Figura 6

Eliminacion del agente fijador (etanol) previo a la lisis celular

Nota: se realizd una inspeccion visual rigurosa durante el descarte del sobrenadante para

asegurar la retencion total del pellet de tejido en el fondo del vial.
2.5.2 Homogeneizacion y extraccion organica

Una vez lavadas las muestras, fueron sometidas a disrupcion mecénica utilizando un
macerador estéril de plastico dentro del mismo microtubo hasta obtener un homogeneizado
tisular uniforme. Para el aislamiento del material genético, se emple6 el protocolo estandar de
Fenol-Cloroformo-Alcohol Isoamilico.

Para la lisis y extraccion, se afiadieron 500 pL de Fenol, seguido de agitacion
vigorosa (vortex) y centrifugacion a 13,000 rpm durante 2 minutos. Se recupero el
sobrenadante (fase acuosa) y se transfirio a un nuevo tubo, anadiendo un volumen
equivalente de Cloroformo-Alcohol Isoamilico (24:1). La mezcla se centrifugd nuevamente a

13,000 rpm por 2 minutos para separar las fases y eliminar proteinas.
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Figura 7

Separacion de fases tras centrifugacion de alta velocidad

Nota: se observa la estratificacion de los componentes a 13,000 rpm, permitiendo el
aislamiento selectivo del material genético en la fase acuosa.

Al sobrenadante recuperado (aprox. 400 pL) se le adicionaron 2.5 volimenes de
etanol absoluto (100 %) frio y 200 uL de Acetato de Amonio para favorecer la precipitacion
de los 4cidos nucleicos. La mezcla se centrifugd a 13,000 rpm durante 3 minutos hasta
obtener un precipitado visible (pellet). Posteriormente, se realizaron lavados con 300 uL de
etanol al 70 % frio (centrifugacion a 10,000 rpm por 1 minuto) para eliminar sales residuales.
Finalmente, el etanol remanente se evapor6 colocando los tubos abiertos en una estufa a 45

°C durante 1 hora, y el ADN fue resuspendido en agua libre de nucleasas.
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Figura 8

Recuperacion de la fase acuosa conteniendo el material genético

Nota: se realizd una aspiracion selectiva del estrato superior, evitando el contacto con la

interfase proteica para garantizar la pureza del ADN.
2.6 Deteccion molecular de patéogenos por PCR punto final

La PCR punto final se seleccioné como herramienta diagnostica por ser el método
estandar validado internacionalmente para la confirmacion de ambos patégenos en estadios
larvarios tempranos (Cuéllar-Anjel et al., 2010; Lightner & Redman, 1998; OMSA, 2019).

Las reacciones de amplificacion se llevaron a cabo utilizando un termociclador
Veriti™ de 96 pozos (Applied Biosystems) con tecnologia de bloque VeriFlex™. Las
reacciones se prepararon en condiciones de asepsia (zona limpia), manteniendo estrictamente
la cadena de frio con almacenamiento de reactivos a -20 °C y manipulacion sobre bloques de

hielo para preservar la actividad enzimatica.
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Figura 9

Montaje de los ensayos de amplificacion por PCR

\
\ \ e
Nota: distribucion de la mezcla maestra (Master Mix) en condiciones asépticas para garantizar

la homogeneidad de los reactivos y evitar falsos positivos.

Figura 10

Ejecucion de la fase de amplificacion termica

Nota: carga de las muestras en el termociclador Veriti™ para iniciar la replicacion exponencial

de las secuencias de ADN viral bajo perfiles de temperatura controlados.



30

Figura 11

Perfil térmico configurado para la deteccion de IHHNV
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Nota: visualizacion de los parametros de ciclaje (tiempo y temperatura) ajustados

especificamente para los cebadores 309F/309R, con un producto esperado de 309 pb.
2.6.1 Deteccion de IHHNV (PCR simple)

Para la deteccion del virus de la necrosis hipodérmica y hematopoyética infecciosa (IHHNV),
se empled un protocolo de un solo paso (One-step PCR) basado en el método descrito por
(Tang et al., 2007). Se utilizaron los cebadores especificos 309F y 309R, diseiados para
amplificar una region de 309 pares de bases (pb) del genoma viral. La mezcla de reaccion
(Master Mix) estuvo compuesta por Buffer de PCR, Cloruro de Magnesio (MgClz) como

cofactor i6nico, dNTPs, polimerasa Taq DNA y agua libre de nucleasas.
2.6.2 Deteccion de WSSV (PCR Anidada)

Para el virus del sindrome de la mancha blanca (WSSV), se aplicd una estrategia de PCR
Anidada (Nested-PCR) en dos etapas para maximizar la sensibilidad y especificidad,
siguiendo los fundamentos metodologicos de (Lo et al., 1996) y las actualizaciones sobre

enfermedades listadas por la OMSA (Lee et al., 2022).

e Primera etapa: se utilizaron los cebadores externos IK1 e IK2.
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e Segunda etapa: se utilizaron los cebadores internos IK3 e IK4 utilizando el producto
de la primera reaccién como molde. A diferencia del protocolo para IHHNV, la
mezcla de reaccion para WSSV fue suplementada con Sulfato de Magnesio (MgSO.)
en lugar de cloruro, optimizando la catélisis enzimatica para este set de cebadores

especificos.
2.7 Visualizacion de resultados (Electroforesis)

Los productos de la amplificacion (amplicones) fueron analizados mediante
electroforesis horizontal en geles de agarosa al 1.5 %, preparados con tincion fluorescente
tipo SYBR™ para la visualizacion de acidos nucleicos. Previo a la carga, los productos de
PCR se mezclaron con tampon de carga en una proporcion adecuada para garantizar la

densidad de la muestra, depositando un volumen final de 8 uL por pocillo.

Figura 12

Conformacion de la matriz de gel de agarosa

Nota: vertido de la solucion al 1.5% en la bandeja de moldeado, concentracion optimizada para

crear la densidad de poro necesaria para la resolucion de los productos de PCR.
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Figura 13. Separacion de amplicones virales mediante electroforesis.

Nota: migracion de los fragmentos de ADN bajo un campo eléctrico constante, permitiendo su

discriminacién por peso molecular para la lectura diagnoéstica final.

Para la determinacion exacta del tamafio de los fragmentos, se utilizo el marcador de
peso molecular Gene Ruler 100 pb DNA Ladder. La validacion del diagnostico se
fundamento en la identificacion de los amplicones especificos obtenidos en los controles: una
banda de 309 pb para la deteccion de IHHNV y una banda de 310 pb para WSSV (producto
de la PCR anidada). Cada corrida analitica fue validada estrictamente mediante la
visualizacion de dichas bandas en los controles positivos y la ausencia total de amplificacion
en los controles negativos, asegurando la sensibilidad y especificidad del ensayo antes de

procesar las muestras problema.
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Figura 14

Matriz de gel de agarosa recuperada tras el fraccionamiento electroforético

Nota: inspeccion visual de la integridad del gel previa a la fotodocumentacion. La ausencia de
bandas luminiscentes especificas en los carriles de muestra confirmoé el diagnostico negativo

para [IHHNV y WSSV.
2.8 Consideraciones éticas y autorizaciones

El estudio cont6 con la autorizacion expresa de los encargados de produccion de los
cinco laboratorios participantes, bajo un acuerdo de confidencialidad que garantiza el
anonimato de las instalaciones y el uso de los datos exclusivamente con fines académicos
(Codificados de A-E).

Respecto al manejo de los especimenes, el protocolo se alined con las normas de
bienestar animal para invertebrados acuaticos. La fijacion directa en etanol al 95 % actud
simultdneamente como método de eutanasia rapida (choque quimico) y preservacion,
minimizando el estrés y evitando manipulaciones innecesarias previas al sacrificio.
Asimismo, todas las visitas de campo se ejecutaron cumpliendo estrictamente los cercos de
bioseguridad y tiempos de vacio sanitario exigidos por cada instalacion para proteger la

integridad de sus cultivos.
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2.9 Procesamiento de datos y analisis estadistico

2.9.1 Gestion de los datos

Siguiendo las recomendaciones epidemioldgicas para el manejo de bases de datos, se
genero una matriz estandarizada donde cada observacion (unidad muestral) ocupd una tnica
fila. Se establecieron criterios de consistencia terminoldgica para las variables categoricas (ej.
denominacién uniforme de patégenos y codigos de laboratorio) para evitar errores de
duplicidad o ambigiiedad durante el anélisis. Los resultados se clasificaron como variable

dicotomica: "Positivo" (presencia de banda) o "Negativo" (ausencia de banda).

2.9.2 Estimacion de prevalencia aparente (Por lote)

En primera instancia, se calcul6 la Prevalencia Aparente (AP) como se indica en la
ecuacion 2.1 referida a las unidades muestrales (pools). Este estimador refleja la frecuencia
de deteccion positiva del test diagndstico sobre el total de muestras procesadas (n), utilizando

la formula estandar de (Corsin & De Blas, 2010):

N°de Pools Positivos
Total de Pools Analizados (N)

AP=< >><100

(2.1)
2.9.3 Estimacion de prevalencia individual (Ajuste por Pool)

Para inferir la prevalencia real en la poblacion de postlarvas a partir de muestras
agrupadas (pools) y corregir el sesgo de dilucidn, se aplicé la siguiente ecuacion (2.2) de (Kline

et al., 1989):

1

pools positivos \tamafio del pool
x 100

Poa = |1 - (1 -
tnd pools negativos

2.2)
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2.10 Criterio de analisis para resultados

Se establecio a priori que, en el escenario de obtener una ausencia total de deteccion
(p = 0), el andlisis estadistico no se basaria en comparaciones de grupos (ANOVA/Chi-
cuadrado), sino en el calculo tedrico del Valor Predictivo Negativo (NPV). Este enfoque
metodologico se selecciond para validar el estatus sanitario bajo el criterio de "Libertad de
Enfermedad" (Disease Freedom), permitiendo inferir la ausencia de infeccion activa con base

en la sensibilidad del disefio muestral.



Capitulo 3
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3. RESULTADOS Y ANALISIS

3.1 Verificacion del desempeiio del ensayo

La confiabilidad del diagnostico molecular se establecid mediante la validacion
funcional de los protocolos de amplificacion previo a la evaluacion de los lotes comerciales.
Como se evidencia en los geles de electroforesis (Figuras 15 y 16), el sistema analitico
demostrd una sensibilidad y especificidad adecuadas para la deteccion de los patogenos
objetivos. En ambos ensayos, los controles positivos (C+) exhibieron una amplificacion
nitida y especifica de los fragmentos diagnosticos esperados, confirmando la integridad de los
reactivos y la eficiencia de la polimerasa.

Para el caso de IHHNYV, se obtuvo la banda caracteristica de 309 pb, mientras que
para WSSV se recupero el amplicon de 310 pb derivado de la reaccion anidada (nested-PCR).
De igual relevancia, la ausencia absoluta de bandas o productos inespecificos en los controles
negativos (C-) y blancos de reaccion valido la asepsia del proceso de extraccion y la
preparacion de la mezcla maestra, descartando la ocurrencia de contaminacion cruzada o
falsos positivos técnicos durante el procesamiento de las muestras.

La validez de estos resultados se sustenta en la alta sensibilidad de la técnica de PCR,
la cual tedricamente posee la capacidad de detectar copias gendomicas virales en una
proporcion de una entre un millén de células. Sin embargo, esta sensibilidad extrema
conlleva riesgos de amplificacion inespecifica o transferencia accidental de material genético.
En este estudio, la ausencia de bandas en los controles negativos confirma que las medidas de
bioseguridad implementadas (flujo unidireccional y limpieza de pipetas) fueron efectivas para
prevenir falsos positivos.

Adicionalmente, la seleccion de los formatos moleculares empleados en este estudio
se alinea estrictamente con los estdndares de diagndstico recomendados por la Organizacion

Mundial de Sanidad Animal (OMSA). Como se detalla en la Tabla 2 (adaptada del Manual of
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Diagnostic Tests for Aquatic Animals y resumida por (Chen et al., 2010)), la aplicacion de
PCR Anidada (Nested-PCR) para WSSV no es opcional, sino el método de referencia
validado para garantizar la sensibilidad necesaria en la deteccion de infecciones latentes;
mientras que para IHHNV, la PCR convencional se mantiene como el estdndar diagnostico
recomendado. Esta concordancia metodologica con la normativa internacional confiere a los
resultados del presente ensayo una validez técnica que respalda su uso para la certificacion

sanitaria de lotes comerciales

Figura 15

Analisis por PCR simple para la deteccion de IHHNV en postlarvas de P. vannamei. Carriles: (1-15)
Pools de muestras comerciales ordenadas secuencialmente (Lab A: 1-3; Lab B: 4-6; Lab C: 7-9; Lab
D: 10-12; Lab E: 13-15); (C+) Control Positivo (DNA plasmido IHHNYV); (C-) Control Negativo

(Agua grado molecular); (EPM) Marcador de peso molecular 100 pb DNA Ladder

7 9 10 11 12 13 14 15 C+ C- EPM

8
—
—

Nota: se observa la banda diagnostica especifica de 309 pb tnicamente en el control positivo.

Figura 16
Analisis por PCR anidada (Nested-PCR) para la deteccion de WSSV en postlarvas de P. vannamei.

Carriles: Pools de muestras comerciales ordenadas secuencialmente (Lab A: 1-3; Lab B: 4-6,; Lab C:
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7-9; Lab D: 10-12; Lab E: 13-15); (C+) Control Positivo (ADN WSSV), (C-) Control Negativo de la

segunda reaccion, (EPM) Marcador de peso molecular 100 pb DNA Ladder

7 8

9 10 11 12 13 14 15 C+ C- EPM

Nota: se observa la banda diagnoéstica especifica de 310 pb unicamente en el control positivo.

Tabla 2. Validacion de los métodos de diagnostico molecular empleados frente a los

estandares internacionales, adaptado del Manual of Diagnostics Test for Aquatic Animals

2006, OMSA.

Patogeno Formato Estandar Resultado de la

Objetivo Molecular Recomendado  Validacion
Empleado (OMSA)

[HHNV PCR PCR / In situ Cumple
Convencional hybridization
(punto final)

WSSV Nested-PCR Nested-PCR / Cumple
(Anidada) Real-time PCR

3.2 Diagnostico de los lotes comerciales

Una vez verificada la idoneidad del ensayo, se procedio al tamizaje molecular de las

15 unidades muestrales (pools) recolectadas en los cinco laboratorios de larvicultura de la

provincia de Santa Elena. El andlisis electroforético reveld una ausencia total de productos de

amplificacion para los patdgenos de interés en todos los lotes evaluados. Como se detalla en

los registros visuales (Figuras 15 y 16, carriles 1-15), no se detectaron bandas compatibles
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con los marcadores de peso molecular de referencia para IHHNV (309 pb) ni WSSV (310 pb)
en ninguna de las muestras procesadas, las cuales abarcaron estadios de desarrollo desde PL2
hasta PL13.

Estos resultados permitieron clasificar el estatus sanitario de todos los lotes como "No
Detectable" bajo el limite de sensibilidad del protocolo empleado. La distribucion de los

resultados negativos por centro de produccion se resume en la Tabla 3.

Tabla 3. Estatus sanitario de los laboratorios evaluados mediante PCR punto final.

Caédigo Lab. Muestras (Carriles) IHHNV WSSV Estatus del Lote
Lab A 1-3 (-) Negativo (-) Negativo  No Detectado
Lab B 4-6 (-) Negativo (-) Negativo  No Detectado
Lab C 7-9 (-) Negativo (-) Negativo  No Detectado
Lab D 10-12 (-) Negativo (-) Negativo  No Detectado
Lab E 13-15 (-) Negativo (-) Negativo  No Detectado

3.3 Anailisis epidemiolégico y estatus sanitario

La consistencia de los resultados negativos (no detectado) en la totalidad de la
muestra permiti caracterizar la condicion sanitaria de la poblacion bajo estudio mediante
estimadores epidemiologicos. Al aplicar la correccion estadistica para muestras agrupadas
descrita por Kline et al. (1989), no se detecto la presencia de IHHNV ni WSSV en los lotes
evaluados. Bajo el disefio muestral aplicado, estos datos son estadisticamente compatibles

con una prevalencia poblacional inferior al umbral detectable del 5%.

1

0 \20
Pind: 1—(1—E> X 100 = 0%
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No obstante, es técnico precisar que la estrategia de pooling (agrupacién de muestras),
si bien optimiza el tamizaje masivo, conlleva el riesgo conocido como "efecto de dilucion”.
Si la carga viral individual es minima, su dilucién en un pool de tejidos sanos podria
descender por debajo del limite analitico de deteccion de la PCR. Por lo tanto, el resultado
negativo obtenido certifica la ausencia de infecciones con cargas virales detectables,
validando la sanidad del lote a nivel grupal.

Este hallazgo indica que, dentro de los margenes de confianza del disefio muestral
(capacidad para detectar prevalencias > 5%), no existe evidencia de circulacion viral activa
en los lotes analizados al momento del muestreo. Cabe destacar que para certificar una
ausencia de patdgenos con mayor sensibilidad (prevalencias <2%) y una confianza del 95%
en poblaciones grandes, se requeriria el analisis de aproximadamente 150 organismos. Al
haberse trabajado con un disefio ajustado a la logistica comercial, el presente diagndstico
focaliza su potencia estadistica en la deteccion de prevalencias medias y altas, lo cual es
suficiente para la toma de decisiones productivas inmediatas.

Epidemiologicamente, la interpretacion de estos datos se fundamenta en el alto Valor
Predictivo Negativo (NPV) derivado del muestreo dirigido. Al haber focalizado la
recoleccion en zonas de acumulacion bioldgica (puntos criticos de riesgo), la probabilidad de
que la ausencia de deteccion corresponda a verdaderos negativos es elevada. En
consecuencia, se certifica que los lotes evaluados cumplen con el criterio de "Libertad de
Enfermedad" (Disease Freedom) para IHHNV y WSSV, evidenciando la eficacia de las
barreras de bioseguridad y exclusion de patégenos implementadas en dichas instalaciones

durante el ciclo productivo evaluado.
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4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

La presente investigacion valida la implementacioén de un protocolo de control y
certificacion sanitaria como una herramienta de servicio esencial para la gestion del riesgo
sanitario en la produccion de P. vannamei, la principal fortaleza del estudio reside en la
aplicacion del diagnostico molecular (PCR punto final nested-PCR) que, debido a su alta
especificidad y sensibilidad en comparaciéon con métodos histologicos o visuales, permite
detectar infecciones latentes antes de la siembra en piscinas, actuando como un filtro de
bioseguridad critico, con base en los resultados obtenidos, se propone la implementacion de
un esquema de trazabilidad sanitaria que contemple visitas periddicas a laboratorios de
larvicultura, con una frecuencia de una a dos veces por mes a conveniencia del cliente, para la
toma de muestras y andlisis por PCR. El cumplimiento sostenido de resultados “no
detectados” permitiria respaldar la emision de certificados sanitarios de postlarvas libres de
IHHNV y WSSV, fortaleciendo la confianza comercial y la bioseguridad en las camaroneras

receptoras.

No obstante, se identifica como debilidad la restriccion estadistica inherente al disefio
de muestreo no probabilistico empleado, como sefiala la literatura especializada, para
garantizar una confianza del 95% en la deteccion de patdgenos con baja prevalencia (<2%),
se requiere el analisis de aproximadamente 150 individuos por lote, una cifra superior a la
empleada en este corte transversal. A pesar de esta limitante, los resultados negativos
obtenidos certifican la ausencia de circulacion viral activa detectable bajo los pardmetros del

ensayo, reforzando la garantia de calidad sanitaria de los laboratorios evaluados.
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4.1 Conclusiones

1.

La aplicacion del diagnostico molecular mediante PCR punto final y nested-
PCR permitio determinar la ausencia de material genético de WSSV e IHHNV
en los lotes comerciales de postlarvas analizados. Este resultado confirma la
eficacia de los cercos de bioseguridad y produccion implementados en los
laboratorios y garantiza al cliente la entrega de semilla libre de patdogenos
especificos detectables, cumpliendo con el objetivo de minimizar la
introduccion de enfermedades en las fases subsiguientes de precria y engorde.
Si bien no se detectaron positivos, el andlisis estadistico basado en el tamafo
de muestra y la técnica de pooling (agrupacion de muestras) sugiere que la
prevalencia de infeccion en los lotes, de existir, se encuentra por debajo del
umbral de deteccion del protocolo (<5%). Esto implica que la metodologia es
altamente eficiente para reducir el riesgo de introduccion de patdgenos
objetivo, pero requiere un aumento en el nimero de muestras para asegurar
estadisticamente la ausencia de infecciones de muy baja prevalencia.

El desarrollo y aplicacion de una metodologia de muestreo, conservacion en
etanol al 95 % y anélisis por PCR en postlarvas, siguiendo principios de
bioseguridad y epidemiologia, demostr6 ser técnicamente robusta y
reproducible para su implementacion en laboratorios de larvicultura. La
ausencia de falsos positivos en los controles negativos valida la pureza de los
reactivos y la eficacia de las medidas implementadas contra la contaminacion
cruzada, un factor critico dado la alta sensibilidad de la técnica de PCR.

Se concluye que la certificacion sanitaria mediante PCR no debe interpretarse
solo como un requisito técnico, sino como una herramienta estratégica de

deslinde de responsabilidades. Al proveer diagndsticos verificables y
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trazables, el laboratorio no solo ofrece un producto de calidad, sino que genera
una evidencia objetiva de "debida diligencia". Esto protege la reputacion del
laboratorio al certificar que la semilla fue despachada libre de patogenos,
delimitando que cualquier eventualidad sanitaria posterior en la finca responde

a factores externos y no al origen de las postlarvas.

4.2 Recomendaciones

Una vez culminado el desarrollo del proyecto y considerando los alcances y

limitaciones del estudio, se plantean las siguientes recomendaciones para trabajos futuros y

aplicaciones practicas:

1.

Se recomienda a los centros de larvicultura integrar este protocolo de PCR
como un paso obligatorio de “Liberacion de Lote” previo al despacho. Esto
debe comercializarse como un sello de calidad sanitaria que diferencia al
laboratorio de la competencia, justificando un valor afiadido sobre la postlarva
comercial estandar.

Para futuros servicios e investigaciones sobre evaluacion del estado sanitario
de lotes de produccion, se recomienda incrementar el tamafio muestral a un
minimo de 150 postlarvas por tanque (o lote epidemioldgico), analizadas en
pools de maximo 30 individuos.

Al realizar pooling de muestras, existe el riesgo de diluir el ADN de un solo
individuo infectado entre muchos sanos. Se recomienda establecer un maximo
de 30 larvas por pool de extraccion para evitar que la carga viral caiga por
debajo del limite de deteccidn molecular de la PCR punto final.

Dado el dinamismo patologico del sector, se recomienda ampliar el servicio de

diagnostico para incluir e integrar otros patdgenos de relevancia sanitaria en



larvicultura, como los patdégenos no virales como Ecytonucleospora
(Enterocytozoon) hepatopenaei (EHP) y AHPND, permitiendo ampliar el
alcance del esquema de vigilancia y fortalecer los programas de control

sanitario en los centros de larvicultura.
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