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RESUMEN. La pesqueria de langostino (Pleoticus muelleri), una de las mas importantes del Mar Argentino, super6
en 2016 el 50% del valor total de las exportaciones pesqueras. La implementacion y desarrollo de controles sanitarios
son requisitos del comercio internacional. Entre los patogenos que afectan a los crustaceos se encuentra el virus del sin-
drome de la mancha blanca (White spot syndrome virus: WSSV) y, segtn lo establecido por la Organizacion Mundial
de Sanidad Animal (OIE), la enfermedad es de declaracion obligatoria. Debido a la necesidad de contar con datos cien-
tificos para establecer el estado sanitario del recurso respecto del WSSV, el objetivo del presente trabajo fue relevar en
forma continua la infeccion viral en langostinos salvajes. Se trabajoé con muestras capturadas durante 2010-2014 en
areas cercanas a puerto Rawson y el Golfo San Jorge. El total de 506 ejemplares analizados con la técnica de PCR ani-
dada utilizando el Kit Comercial IQ2000™ WSSV, método validado por la OIE, resultaron negativos al virus. Se con-
cluye que en los cinco afios de monitoreo continuo no se evidencid presencia de WSSV en langostino. Este estudio
ofrece una base de datos cientificos que ayudaria a garantizar la calidad sanitaria y el comercio internacional de esta
pesqueria de interés comercial en la Argentina. Ademas, proporciona herramientas que permitiran proteger el producto
ante posibles sanciones y barreras comerciales innecesarias.

Palabras clave: Virus del sindrome de la mancha blanca (WSSV), langostino, Pleoticus muelleri, controles sanitarios,
Rawson, Golfo de San Jorge, Argentina.

MONITORING OF THE WHITE SPOT SYNDROME VIRUS (WSSV) IN ARGENTINE
RED SHRIMP (Pleoticus muelleri) SAMPLES DURING 2010-2014 IN ARGENTINA

ABSTRACT. Argentine red shrimp (Pleoticus muelleri) fishery, one of the most important in the Argentine Sea,
exceeded in 2016 50% of the total value of fishing exports. The implementation and development of health controls
are requirements of international trade. Among the pathogens that affect crustaceans is the White spot syndrome virus
(WSSV) and, according to the World Organisation for Animal Health (OIE), it is a mandatory reportable disease. Due
to the need to count on scientific information to establish the sanitary state of the resource with respect to WSSV, the
aim of this work was to continuously monitor the viral infection in wild red shrimp. Samples caught in areas close to
Rawson port and San Jorge Gulf during 2010-2014 were studied. The total of 506 specimens analized with the nested
PCR technique using the IQ2000™ WSSV Commercial Kit, a method validated by the OIE, were virus negative. It is
concluded that during the five years of continuous monitoring there was no evidence of WSSV in Argentine red shrimp.
In this study a scientific data base that would help to guarantee the sanitary quality and international trade for said
fishery of commercial interest in Argentina is offered. In addition, tools that would allow to protect the product against
possible sanctions and unnecessary trade barriers are provided.
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INTRODUCCION

La pesqueria del langostino (Pleoticus muelle-
77) es una de las mas importantes del Mar Argen-
tino (Bertuche et al. 1999). La temporada de 2016
fue la cuarta consecutiva con un desembarque
declarado que supero6 las 100.000 t (Fischbach y
Bertuche 2017), constituyendo un nuevo récord en
la historia. La industria pasé de exportar 44.978 t
en 2008 a 160.742 t en 2016. Las exportaciones de
langostino en 2016 superaron en valor los 1.000
millones de dolares, mas del 50% del total de las
exportaciones pesqueras. El principal destino de
las exportaciones es Espafia, luego China, Italia,
Japon y Estados Unidos (SSPyA 2016).

La comercializacion internacional requiere
implementar y desarrollar controles sanitarios. La
aparicion de agentes patdgenos en productos con-
gelados destinados a exportacion es causa de gran
preocupacion debido a que los mismos pueden
infectar zonas libres de la enfermedad y, a la vez,
limitar el acceso a los mercados internacionales
(Roccamo et al. 2010; Costagliola et al. 2011).

El Codigo Sanitario para los Animales Acuati-
cos (Codigo Acuatico) de la Organizacion Mun-
dial de Sanidad Animal (OIE) establece las nor-
mas para mejorar la sanidad de los animales acua-
ticos y promover el comercio internacional segu-
ro. Las autoridades competentes de los paises
importadores y exportadores deben remitirse a las
normas sanitarias del Coédigo Acuatico durante
las actividades de deteccion temprana, notifica-
cion y control de agentes patogenos. El Acuerdo
sobre la Aplicacion de Medidas Sanitarias y Fito-
sanitarias (Acuerdo MSF) de la Organizacion
Mundial del Comercio (OMC) reconoce formal-
mente el papel de la OIE como la organizacion
normativa en el campo de la sanidad animal y las
enfermedades zoondticas.

La OIE publica dos codigos (Terrestre y Acua-
tico) y dos Manuales (Terrestre y Acuatico) que
constituyen las principales referencias para los
miembros de la OMC. En el citado codigo se
incluyen los agentes patogenos y las enfermeda-
des que se consideran objetivo segun los siguien-
tes criterios: que sea causa de pérdidas importan-
tes de produccion a nivel nacional o multinacio-
nal; que afecte negativamente a poblaciones de
animales acuaticos salvajes, o bien que el agente
causal tenga importancia para la salud ptblica. En
2005, se constituyo un grupo ad hoc que propuso
una nueva lista de enfermedades que reunian los
criterios mencionados y que entrd en vigencia en
2006 (OIE 2016a).

El virus del sindrome de la mancha blanca
(White spot syndrome virus: WSSV) es uno de los
principales patogenos que afectan al camarén y
otros crustaceos (Maeda et al., 2000). La OIE ha
indicado que la enfermedad causada por el
WSSV, caracterizada por ser una infeccion de
curso agudo y de rapida mortalidad, en caso de
ocurrir, debe ser declarada obligatoriamente
(Bustillo-Ruiz et al. 2009; OIE 2016a).

El WSSV recibe su nombre debido a que la
infeccion puede inducir la disfuncion del tegu-
mento que resulta en la acumulacion de sales de
calcio dentro de la cuticula, dando lugar a man-
chas blancas. Otros signos de la enfermedad pue-
den ser: cambio de coloracion a rojo en el cuerpo
y apéndices, provocada por la expansion de los
cromatoforos; letargo y reduccion en el consumo
de alimentos (Escobedo-Bonilla et al. 2008; San-
chez-Paz 2010).

Hasta la fecha, varios estudios han demostrado
que existen multiples vias de transmision y poten-
ciales reservorios (Chou et al. 1995; Sanchez-Paz
2010). La tasa de mortalidad puede llegar a ser
del 100% en estanques de cultivo (Sahul et al.
2001). En la actualidad, no existen tratamientos
terapéuticos disponibles para prevenir o reducir



JURQUIZA ET AL.: MONITOREO DEL WSSV EN LANGOSTINO, ANOS 2010-2014, ARGENTINA 21

los efectos de este virus y la vigilancia de esta
enfermedad, como asi también las diferentes
metodologias implementadas para su deteccion,
brindan apoyo y fortalecimiento a la industria y
han sido fuertemente recomendadas (Bateman et
al. 2012; Tsai et al. 2012).

El primer brote de WSSV fue reportado en
Japon en granjas de cultivo durante 1992 y 1993
y aproximadamente al mismo tiempo fue descu-
bierto en Taiwan, diseminandose rapidamente en
toda la region asiatica. En América, el primer
caso se reportd en Texas en 1995 en una granja de
cultivo de Penaeus setiferus; en 1999 se detectd
en Panama y posteriormente se disperso a Méxi-
co, Nicaragua, Honduras, Costa Rica, Ecuador y
Colombia (Lightner y Redman 1998; Lightner y
Pantoja 2003; Hasson et al. 2006).

Varios métodos moleculares han sido desarro-
llados para la deteccion de este patdogeno. El
Manual Acuatico de la OIE establece como méto-
dos de eleccion la PCR (reaccion en cadena de la
polimerasa) anidada y la qPCR (reaccion en cade-
na de la polimerasa en tiempo real) mediante el
uso de sondas de hidrolisis (OIE 2016b).

Actualmente, a través de la empresa GeneRe-
ach Biotechnology Corp., existe en el mercado el
Kit de Diagndstico 1Q2000™ WSSV (2008), que
consiste en un sistema de deteccion del WSSV
mediante la técnica de PCR anidada. Este kit, de
acuerdo con la Resolucion N° 26/2013 de la OIE,
se encuentra validado y apto para el diagnostico
de la Enfermedad de las Manchas Blancas (WSD,
White spot disease, por sus siglas en inglés) en
crustaceos, con las siguientes finalidades: certifi-
car la ausencia de infeccion (< 10 viriones/reac-
cion) en animales o productos destinados al
comercio o el desplazamiento; confirmar el diag-
noéstico de casos sospechosos o clinicos y calcular
la prevalencia de la infeccion para facilitar el ana-
lisis de riesgos.

En la Argentina, fue realizado un primer estu-
dio de optimizacién de técnicas de deteccion de
agentes virales en P. muelleri (Bate, 1988) en el
estuario de Bahia Blanca, en el cual no fue detec-

tado el virus en las muestras analizadas (Rocca-
mo et al. 2010). Por otro lado, ese mismo afio
Martorelli et al. (2010) mencionan lo que seria,
sin confirmar, la primera deteccion de WSSV en
crustaceos del Estuario de Bahia Blanca. Dicha
situacion afectd el comercio internacional de una
de las principales especies de crustaceos explota-
das comercialmente, el langostino del Mar
Argentino y alertd a las autoridades nacionales
del sector sanitario y pesquero sobre la necesidad
de realizar monitoreos sistematicos para contar
con informacidn cientifica acerca de la presencia
o ausencia del WSSV en crustaceos del Mar
Argentino.

Tanto el Instituto Nacional de Investigacion y
Desarrollo Pesquero (INIDEP) como el Servicio
Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria
(SENASA), junto con la Subsecretaria de Pesca 'y
Acuicultura de la Nacion, llevaron adelante estu-
dios epidemiologicos para evaluar el estado sani-
tario de las poblaciones silvestres de langostinos
de la especie P. muelleri. Se presentaron informes
y trabajos a congresos, no detectandose el WSSV
en ninguno de los estudios realizados (SENASA
2011, 2013; Costagliola et al. 2011, 2013). Sin
embargo, esta situacion puso en evidencia la
necesidad de realizar una vigilancia en un periodo
de tiempo determinado, tal cual lo establece la
OIE, para poder determinar el estado sanitario del
langostino.

Teniendo en cuenta el contexto actual, el obje-
tivo del presente trabajo fue realizar un monitoreo
del WSSV en forma continua, durante un periodo
de tiempo determinado, en langostinos silvestres
provenientes del Golfo San Jorge y areas aleda-
fias a Rawson, con el fin de aportar datos cientifi-
cos para asegurar la calidad sanitaria y el comer-
cio internacional. Adicionalmente, se proveen
herramientas para salvaguardar el producto ante
posibles sanciones de los distintos mercados
internacionales con respecto a este tema de sani-
dad animal, evitando la creacion de barreras
comerciales innecesarias.
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MATERIALES Y METODOS

La investigacion se realizd en conjunto entre el
Gabinete de Biologia Molecular y Microbiologia
y el Programa “Pesquerias de Crustaceos”, dentro
de la Direccion de Pesquerias de Invertebrados,
Peces Pelagicos y Ambiente Marino del INIDEP.
Se desarroll6 teniendo en cuenta las recomenda-
ciones internacionales del Codigo Sanitario y del
Manual de Diagnostico para los Animales Acua-
ticos de la OIE.

Durante los afios 2010 a 2014 se realizaron seis
muestreos de langostino capturados en areas cer-
canas al puerto de Rawson y en el Golfo San
Jorge, en el area comprendida entre 43° Sy 47° S,
al oeste de 63° W. En la Tabla 1 se detallan las
caracteristicas de cada muestreo y el numero de
ejemplares analizados. Se registré el nimero y
ubicacion de los lances de pesca, asi como el sexo
y la talla de los langostinos analizados. En todos
los casos, se realizé una evaluacion macroscopica
de cada ejemplar, con el objeto de identificar sig-
nos clinicos de enfermedad. Posteriormente, luego
de la captura, las muestras fueron conservadas en
etanol 96% en recipientes individuales, hasta su

procesamiento en el Gabinete de Biologia Mole-
cular y Microbiologia del INIDEP. En la Figura 1
se observa la localizacion de los lances de pesca
de la flota costera comercial durante las fechas en
que fueron obtenidas las muestras y en la Figura 2
se detallan los sitios de muestreo en las campaiias
de investigacion, realizadas por los buques de
investigacion pesquera (BIPs) del INIDEP.

En la zona de Rawson se muestrearon ejempla-
res adultos machos y hembras en diferentes esta-
dios de maduracion (inmaduro, maduro y en
reproduccion), con una talla desde 32 a 53 mm
por ejemplar. En el Golfo San Jorge se muestrea-
ron, ademas, ejemplares juveniles.

Metodologia

Se utilizo6 el Kit de diagnéstico IQ2000™ para
la deteccion del WSSV, mediante la técnica de
PCR anidada. Este sistema de deteccion y preven-
cion puede diferenciar los crustaceos infectados
en cuatro niveles diferentes de infeccion: muy
ligero, ligero, medio y severo, de acuerdo con las
referencias del kit (Figura 3). El kit provee un
control positivo con 10* copias pl!' (plasmido
conteniendo una secuencia parcial del virus), un
control negativo (Yeast tRNA (40 ng pl")) y un

Tabla 1. Detalle de los muestreos realizados a bordo de buques de investigacion pesquera (BIP) y embarcaciones comerciales.
Se incluye fecha de muestreo, zona y ntimero de ejemplares muestreados.

Table 1. Detail of the samplings performed on board of research fishing vessels (RFV) and commercial vessels. The sampling
date, zone and number of specimens sampled are included.

Afo Fecha de N° de ejemplares Zona de muestreo BIP/Embarcacion comercial
muestreo muestreados
2010  Noviembre 2010 50 Rawson “San Guiseppe 1I”
2011 Enero 2011 30 Rawson “Virgen del Milagro”
Rawson “Nueva Neptunia [

Marzo 2011 95 Rawson “Don José Di Bonna”
2012 Noviembre 2012 70 Rawson “Don José Di Bonna”
2013 Marzo 2013 180 Rawson BIP “Capitan Oca Balda” OB-01/2013
2014  Febrero 2014 154 Golfo de San Jorge BIP “Capitan Oca Balda” OB-01/2014
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Figura 1. Detalle de los sitios de muestreo de las campaias realizadas a bordo de buques comerciales: “San Guiseppe 1I” (A),
“Virgen del Milagro” (B), “Nueva Neptunia I’ (C) y “Don José Di Bonna” (D).

Figure 1. Detail of the sampling sites of the cruises carried out on board of commercial vessels: “San Guiseppe 11" (4), “Virgen
del Milagro” (B), “Nueva Neptunia I” (C) y “Don José Di Bonna” (D).

marcador de peso molecular con bandas de 848, extraccion de acido desoxirribonucleico (ADN),
630 y 333 pb (pares de bases). amplificacion del WSSV por PCR anidada y
A continuacioén, se detallan los protocolos de visualizacion de los productos de PCR.
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Figura 2. Detalle de los sitios de muestreo de las campaias de investigacion realizadas a bordo de buques de investigacion pes-
quera del INIDEP. A) “Capitan Oca Balda” OB-01/2013. B) “Capitan Oca Balda” OB-01/2014.

Figure 2. Detail of the sampling sites of the research cruises carried out on board of INIDEP RFV. A) “Capitan Oca Balda”
OB-01/2013. B) “Capitan Oca Balda” OB-01/2014.

Figura 3. Foto obtenida del kit mostrando el gel de electroforesis de referencia para evaluar el tipo de resultado obtenido. Las
muestras positivas y estandar se observan en los siguientes modelos de gel: 1) muestra de infeccion severa de WSSV, 2)
muestra de infeccion media de WSSV, 3) muestra de infeccion baja de WSSV, 4) muestra de infeccion muy baja de
WSSV, 5) muestra negativa de WSSV, 6) ddH20, 7) estandar 1 de 2.000 copias/reaccion, 8) estandar 2 de 200
copias/reaccion, 9) estandar 3 de 20 copias/reaccion, M) marcador de peso molecular de 848, 630, 333 pb. Las muestras
negativas muestran solo una banda de 848 pb, producto del control interno de amplificacion. pb: pares de bases
(IQ2000™ WSSV, 2008).

Figure 3. Picture obtained from the kit indicating reference electrophoresis gel to evaluate the type of result obtained. The pos-
itive and standard samples are observed in the following gel models: 1) WSSV severe infection sample, 2) WSSV mean
infection sample, 3) WSSV low infection sample, 4) WSSV very low infection sample, 5) WSSV negative sample, 6)
ddH?20, 7) standard 1 of 2.000 copies/reaction, 8) standard 2 of 200 copies/reaction, 9) standard 3 of 20 copies/reaction,
M) molecular weight marker of 848, 630, 333 bp. The negative samples show only one band of 848 bp, product of the
internal amplification control. bp: base pairs (102000™ WSSV, 2008).
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Extraccion de ADN

La extraccion de ADN se realizd a partir de
musculo de pleépodo de langostino, de acuerdo
con las especificaciones del Kit Comercial
1Q2000™ WSSV, con solucién de lisis, segin
instrucciones del fabricante. Se homogeneizaron
25 mg de musculo de pledpodo con 500 pl de
solucion de lisis y luego se incub6 a 95 °C duran-
te 10 min. Se centrifugé a 12.000 rpm durante
10 min a temperatura ambiente. Se transfirieron
200 pl del sobrenadante a un tubo con 400 pl de
etanol 95%. Se homogeneizd en vortex durante
30 sy se centrifugo6 a 12.000 rpm durante 5 min a
temperatura ambiente. Se decanto el etanol y se
seco el precipitado de ADN durante 15 mina 2 h
a 37 °C. Finalmente, el precipitado de ADN se
disolvio en un volumen de 200 ul de agua calidad
molecular y se conservo a -20 °C.

La calidad e integridad del ADN extraido se
evalué mediante un control interno de amplifica-
cion provisto por el kit. Se utilizaron cebadores
especificos de decapodos que corresponden a una
secuencia conservada del ARNr 18S (143F 5°
TGCCTTATCAGCTNTCGATTGTAG 3’y 145R
5’ TTCAGNTTTGCAACCATACTTCCC 3’) que
generan un amplicon de 848 pb.

Amplificacion del virus del sindrome de la
mancha blanca (WSSV) por PCR

Se determinaron las condiciones 6ptimas de la
reaccion con el control positivo y luego se anali-
zaron las muestras. Se aplico la técnica de PCR
anidada, dividida en dos etapas y se utiliz6 un ter-
mociclador marca Biometra.

Para la primera etapa de amplificacion se utilizo
un volumen final de 10 pl. A cada tubo se le agre-
garon 2 ul de ADN, 7,5 ul de la pre-Mix y 0,5 pl de
la /Qzyme ADN polimerasa. Ademas de las mues-
tras a analizar, se utilizd un control negativo y un
control positivo provistos por el kit. Las condicio-
nes de amplificacion fueron: 5 ciclos de 30 s a 94
°C,30sa62°Cy30sa72°C;15ciclosde 15sa
94 °C, 15sa62°C, 20 s a 72 °C, y una extension
final que consistio en 30 s a 72 °C y 30 s a 20 °C.

Para la segunda etapa de amplificacion (anida-
da), se utilizd un volumen final de 25 pl. A cada
tubo de la reaccion de PCR anterior terminada
(10 ul) se le agregaron 14 ul de la Mix PCR ani-
dado y 1 ul de la IQzyme ADN polimerasa. Las
condiciones de amplificacion fueron: 25 ciclos de
208294 °C,20sa62°Cy30sa72°C;yuna
extension final que consistio en 30 s a 72 °C.

Obtener un resultado positivo en la primer
etapa de este protocolo estandar significaria una
infeccion grave por el WSSV, la sensibilidad es
de aproximadamente 20.000 copias de un plasmi-
do molde. Mientras que, un resultado positivo
solo en la segunda etapa de amplificacion, indica-
ria una infeccion latente o con estado de portador.
La sensibilidad global de ambos pasos es de unas
20 copias de un plasmido molde del WSSV (OIE
2016).

Visualizacion de los productos de PCR

Los productos resultantes de la amplificacion
del ADN fueron cargados en geles de agarosa al
2% con bromuro de etidio (0,5ug ml!), someti-
dos a electroforesis y luego observados en un
transiluminador de luz ultravioleta. Para la corri-
da electroforética, se utilizé un marcador de peso
molecular con bandas de 848, 630 y 333 pb pro-
visto por el kit y el gel se corrid en Buffer TAE 1X
durante 20-30 min a 90 V.

RESULTADOS

Se analizaron un total de 506 ejemplares de lan-
gostino en los cuales, macroscopicamente, no se
detectaron signos clinicos de enfermedad compa-
tibles con WSD. Externamente no mostraron
lesiones a nivel cuticular ni signos visibles de
melanosis. Tampoco se registraron mortandades
anormales en las poblaciones silvestres estudiadas.

Los resultados de los ensayos de PCR anidada
se presentan en la Tabla 2, en la cual se identifica
el numero de ejemplares muestreados/analizados
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y la campana correspondiente. No se ha detecta-
do la secuencia especifica del WSSV en ninguna
de las muestras analizadas, todas resultaron
negativas. En la Figura 4 se observa un gel de
agarosa con los productos resultantes de la
amplificacion del ADN por la técnica de PCR

anidada, las calles 1-5 corresponden a las mues-
tras estudiadas, se observa una banda de 848 pb
correspondiente al control interno de amplifica-
cion, mientras que no se observan las bandas de
296 pb y/o 550 pb que darian positiva la reac-
cion. La calle 6 es el control negativo, que con-

Tabla 2. Resultados del analisis de PCR anidada para detectar el WSSV en muestras de Pleoticus muelleri.
Table 2. Results of the nested PCR analysis to detect WSSV in Pleoticus muelleri samples.

Ano N° de ejemplares N° de ejemplares Resultado PCR WSSV
muestreados analizados

2010 50 50 Negativo

2011 125 125 Negativo

2012 70 70 Negativo

2013 180 107 Negativo

2014 154 154 Negativo

910pb
848pb

550pb

630pb

333pb

Figura 4. PCR anidada para detectar el WSSV. Electroforesis en gel de agarosa, 1-5: muestras negativas de WSSV (control inter-
no de amplificacion 848 pb), C-: control negativo, C+: control positivo: 10* copias pl-! de plasmido que contiene una
secuencia parcial del WSSV, PM: marcador de peso molecular con bandas de 848, 630 y 333 pb, respectivamente.

Figure 4. Nested PCR to detect WSSV. Agarose gel electrophoresis, 1-5: WSSV negative samples (internal control of 848 bp
amplification), C-: negative control, C+: positive control: 10¢ copies ul"! of plasmid containing a partial sequence of
the WSSV, PM: molecular weight marker with bands of 848, 630 and 333 bp, respectively.
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tiene el plasmido yeast tRNA sin la secuencia
especifica del virus. La calle 7 es el control posi-
tivo, compuesto por 10* copias pl! de plasmido
conteniendo una secuencia parcial del virus del
WSSV. Se observan las bandas de 296, 550 y
910 pb, que demuestran la efectividad de la reac-
cion. La calle 8 corresponde al marcador de peso
molecular, donde se detectan las bandas de 848,
630 y 333 pb, respectivamente.

DISCUSION

Este es el primer estudio de monitoreo continuo
durante cinco afios del WSSV en muestras de lan-
gostino en la zona de Rawson y Golfo San Jorge,
en el cual no se detecto el virus en ninguna de las
muestras analizadas. El resultado coincide con lo
publicado por Roccamo et al. (2010) en el Estua-
rio de Bahia Blanca y por el Ministerio de Agroin-
dustria de la Nacion y el SENASA, quienes infor-
maron en forma conjunta la ausencia de esta pato-
logia en langostinos provenientes del Golfo San
Jorge, utilizando la misma metodologia de mues-
treo y analizando por histopatologia y PCR (SE-
NASA 2011, 2013; Raibenberg et al. 2012, 2014).

En la Argentina, los antecedentes respecto al
diagnodstico de WSSV solo incluyen dos estudios
sobre lo que seria la primera deteccidon en crusta-
ceos (Palaemon macrodactylus, Artemesia longi-
naris 'y Cyrtograpsus angulatus) del Estuario de
Bahia Blanca (Martorelli et al. 2010; 2012); no
hay reportes en crustaceos naturales de interés
comercial, ni tampoco de enfermedad clinica.
Segun el Manual de la OIE, la PCR anidada de
dos pasos y la secuenciacion son algunas de las
técnicas utilizadas y recomendadas para la vigi-
lancia, deteccion y diagnostico del WSSV, y acla-
ra que para diagnosticar la infeccién en nuevos
hospedadores sospechosos debe secuenciarse el
fragmento de ADN amplificado a partir de la
PCR de dos pasos (Claydon et al. 2004). Cabe
considerar que en la metodologia utilizada por

Martorelli et al. (2010) no esta expuesto que se
haya realizado ninguna verificacion (secuencia-
cion) de los productos obtenidos por PCR; la OIE
afirma que cuando un resultado positivo por PCR
de dos pasos no se puede confirmar como WSSV
por secuenciacion, se considerara negativo. Por lo
expuesto y en concordancia con lo publicado por
Costagliola et al. (2013), la determinacion infor-
mada por Martorelli et al. (2010, 2012) deberia
considerarse como un hallazgo no confirmado.
Por otra parte, una publicacion reciente del
mismo autor menciona la ausencia del virus en un
monitoreo durante los afios 2010 a 2014 en crus-
taceos del estuario de Bahia Blanca (Martorelli et
al. 2017). Por lo tanto, no podria concluirse que el
WSSV esté presente en el Mar Argentino. Ade-
mas, nuestros resultados de ausencia del WSSV
en langostino durante cinco anos de monitoreo
continuo estarian reforzando dichas conclusiones.

Por otra parte, es importante destacar que las
muestras de crustaceos en los cuales se habria
detectado WSSV fueron extraidas de ambientes
estuariales, muy diferentes de las areas oceanicas
donde se captura el langostino patagénico (Costa-
gliola et al. 2013). El area donde se realizo este
trabajo, zonas aledafias a Rawson y el Golfo San
Jorge, resulta representativa para llevar adelante
estudios de monitoreo del WSSV, debido a que
concentra el 96% de las actividades de pesca, des-
embarco y produccion del langostino para su
comercializacion, tanto para mercado interno
como para exportacion (Fischbach et al. 2006).

En nuestros resultados se observé que el kit de
diagnodstico 1Q2000™ WSSV, junto con la técni-
ca de PCR anidada de dos pasos (Lo et al. 1996),
funciond bien para analizar muestras de langosti-
no. A pesar de que la totalidad de las muestras
resultaron negativas, con el control interno de
amplificacion provisto por el kit se logré descar-
tar inhibicion de la PCR y se comprob6 la buena
calidad del ADN desechandose, de esta manera,
resultados falsos negativos. Los controles inter-
nos de amplificacion aumentan la fiabilidad de la
PCR de diagnoéstico (Jurquiza y Quintana 2016).
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CONCLUSIONES

No se evidenci6 la presencia del virus del sin-
drome de la mancha blanca (WSSV) en langosti-
no desembarcado en la zona de Rawson y el
Golfo San Jorge, durante los cinco anos de moni-
toreo continuo comprendidos entre 2010 a 2014,
resultando negativas la totalidad de las muestras
estudiadas por la técnica de PCR anidada.

Este trabajo realizado bajo las recomendacio-
nes y los procedimientos diagndsticos de la OIE,
aporta informacion que permite inferir sobre la
ausencia del WSSV en Pleoticus muelleri, en la
Argentina. Ademas, proporciona datos cientificos
que podrian utilizarse de sustento para que el pais
pueda declararse en condicién de libre de la
enfermedad de la mancha blanca; asi como tam-
bién, ofrece una herramienta técnica y rapida a las
autoridades nacionales para asegurar la calidad
sanitaria del producto en cuanto al comercio
internacional.
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