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Importancia

Es una enfermedad causada por el virus del sindrome de las manchas blancas
(white spot syndrome virus - WSSV) y produce alta mortalidad en granjas
camaroneras, tanto en estadio de postlarva (pl) como en camarones juveniles (puede
ser cercana al 100% en pocos dias). La enfermedad es de curso agudo y se transmite de
forma vertical (de los reproductores a su progenie) y horizontal (canibalismo,
zooplancton, agua contaminada y sedimentos del fondo de los estanques). Las
manifestaciones de la enfermedad suelen aparecer durante los primeros 15-50 dias de
cultivo en los estanques de produccion.

El estrés es un factor fundamental en el desarrollo de la enfermedad que puede ser
detonada por cambios bruscos de salinidad o caidas de temperatura por debajo de 27°C,
especialmente si sucede de un dia para otro. Por encima de 29°C los camarones
infectados con el WSSV pueden permanecer como portadores asintomaticos. A partir
de 32°C, el virus reduce notablemente su actividad, minimizando o demorando los
eventos de mortalidad.

Otros factores que producen estrés y que desencadenan la enfermedad en
camarones infectados por el WSSV, son niveles bajos de oxigeno disuelto, valores
extremos de pH, cambios subitos de la calidad del agua, altos niveles de sélidos en
suspension, sustancias téxicas en el agua, ablacion unilateral de los pedinculos
oculares, desove y, cosecha, empaque, transporte y aclimatacion de postlarvas (pls),
entre otros.

Se ha determinado en algunos casos que la enfermedad de las manchas blancas
estd relacionada con presencia de bacterias oportunistas en la hemolinfa de los
camarones (bacteremia). Esta condicion sugiere que las toxinas liberadas por las
bacterias cuando su cantidad es abundante dentro del camardn, lo predisponen por
estrés séptico a sufrir la enfermedad por el WSSV. La hipdtesis de esta situacion
propone que dicha toxemia produce inmunosupresion y/o que se activa la replicacién
viral produciendo dafios de tejidos y signos clinicos en 24 a 48 horas de la fase aguda
de la bacteriosis.

Caracteristicas del virus WSSV

e Familia Nimaviridae

e  Género Whispovirus

e Baculovirus, con doble cadena de ADN

e Forma ovoide, elipsoide o baciliforme

e Membrana trilaminar

e Viriones con ancho de 80-120 y largo de 250-380 nm

e  Presenta un apéndice apical similar a un flagelo

e Su genoma posee aproximadamente 290 kbp

e En estaques se mantiene viable en agua por 12 dias y en sedimento por 3

e Noes infeccioso en suelos secados al sol por 19-21 dias y anegados por 35-40

dias

e Seinactiva después de 120 minutos a 50°C o 1 minuto a 60°C

e Suciclo de replicacion se da en 20 horas a 25°C
Distribucidn geografica

El virus del sindrome de las manchas blancas aparecié en 1992 en el noroeste de
Asia y se disperso rapidamente en la mayoria de los paises cultivadores de camarén en

Asiay el Indo Pacifico, incluyendo China, Tailandia, Japdn, Corea, Indonesia, Malasia
Taiwan, Vietnam e India.

El primer caso confirmado de WSSV en occidente, se dio en Texas (Estados
Unidos) durante 1995, en una granja de cultivo de Penaeus setiferus. Es posible que se
haya debido a contaminacion a través de una planta procesadora de camaron procedente
de Asia.

En 1999 se report6 el WSSV en Panama, Nicaragua y Honduras; poco después
aparecio en los otros paises de Centroamérica, México y llegd también a Colombia,
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Ecuador, Per( y Brasil. Se trataba de granjas de cultivo de P.
vannamei. Mas adelante fue detectado en Madagascar,
Mozambique y Arabia Saudita, entre otras regiones.

En términos generales el WSSV se encuentra en paises
de Asia, Medio Oriente, Oceania y el Mediterraneo,
habiendo zonas libres de infeccidn en estas regiones

Especies afectadas

En los camarones de cultivo o en los silvestres, se han
observado infecciones naturales en las siguientes especies:
P. monodon, P. japonicus, P. chinensis, P. indicus, P.
merguiensis, P. setiferus, P. stylirostris y P. vannamei.

Sin embargo, en pruebas realizadas bajo condiciones de
laboratorio, se observd que una cepa del virus WSSV
originaria de Tailandia, fue altamente patogénica para: P.
vannamei, P. stylirostris, P. aztecus, P. duorarum y P.
setiferus.

No se ha observado resistencia natural significativa en
ninguna de las especies de camarones peneidos. Sin
embargo, familias de P. vannamei de un programa de
mejoramiento  genético en Panamd, han obtenido
supervivencias muy superiores ante infecciones con WSSV
mediante pruebas de desafio en la Universidad de Arizona
(Estados Unidos).

En este momento se encuentran en estudio las especies
que cumplen los criterios para ser incluidas dentro de las
“especies susceptibles a WSSV” en la Organizacién Mundial
de Sanidad Animal (OMSA), de acuerdo con los criterios del
Capitulo 1.5 del Manual Acuético de esta Organizacion.

Principales fuentes de contaminacidén con
el WSSV

Los principales factores de contaminacién con el virus
son:

e Camarones y pls infectados con el WSSV

e Animales marinos no crustaceos que son portadores
del virus

e Particulas virales diseminadas en el agua y fondo
e  Productos marinos procesados positivos al WSSV
e  Aguas producto del procesamiento del camaréon

e Equipos, vehiculos y actividades humanas

e Crustaceos decapodos de aguas marinas o dulces

Signos clinicos

Cuando la enfermedad se manifiesta en una poblacion
de cultivo, se presentan los siguientes signos clinicos:

e Anorexia (pérdida del apetito)

e Tracto digestivo vacio (estdmago e intestino)

e Alteracion de la motricidad (afeccion nerviosa)
e Cromatdforos expandidos

e Uro6podos rojos

e Textura blanda del exoesqueleto

e Algunas veces flacidez del musculo abdominal
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e Nado erratico

e Pérdida del reflejo de huida

o Letargia

e Lacuticula se desprende facilmente en premuda

e Aparicion de manchas blancas de hasta 2,0 mm
debajo de la cuticula en cefalotérax (depésitos de
carbonato de calcio); son la causa del nombre de la
enfermedad. Pueden o no estar presentes durante el
brote por WSSV

e En regiones en las que el virus recién ingresa, la
aparicion de estos signos clinicos precede a altas
mortalidades que pueden llegar al 100% en los
primeros 3-10 dias, tras la aparicidn de los primeros
signos de enfermedad

Cuando se detectan signos clinicos, se deben fijar
camarones para histopatologia con solucion de Davidson
(también conocida como Davidson-AFA) y, como
complemento, se pueden fijar muestras para la prueba de
Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en etanol 95%,
con el fin de confirmar la presencia genémica del virus.
También se pueden someter muestras a pruebas rapidas de
campo como la inmunocromatografia, comercialmente
disponible para WSSV y cuyos resultados se obtienen en 10
minutos; éstas son altamente especificas y su sensibilidad
equivale a una PCR de un solo paso.

Diagnaostico

Diagnéstico clinico

Se puede sospechar de camarones enfermos con el
Sindrome de las manchas blancas, cuando se encuentran
aletargados, con coloracién rojiza o blanquecina, nadando
muy lentamente o estando inmdviles en las orillas de los
estanques de cultivo. Al tratar de capturarlos con la mano, no
presentan resistencia por pérdida del reflejo de huida.

Al sacarlos del agua, los camarones afectados por el
WSSV se sienten suaves al tacto (la cuticula debe estar rigida
normalmente, excepto durante la muda). El estomago e
intestino pueden estar vacios (sin alimento) y los cromaté6foros
oscuros suelen estar expandidos. Ciertos camarones también
presentan color rojo en los urépodos. Esporadicamente en
camarones P. vannamei se pueden observar manchas blancas
debajo del caparazon de la cabeza al ser levantado con una ufia
y observado a contraluz con un fondo oscuro.

Diagnostico diferencial
El diagndstico diferencial del Sindrome de las manchas
blancas incluye Vibriosis sistémica, Sindrome de Taura y
Sindrome de la cabeza amarilla. Asi mismo, incluye otras
posibles condiciones en las que se produzca anorexia y
coloracién rojiza, como eventuales intoxicaciones de origen
quimico o bioldgico.

Analisis de laboratorio

La Enfermedad de las manchas blancas se debe
diagnosticar a partir de camarones enfermos capturados en
estanques (o cuerpos de agua) en los que se esté presentando
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mortalidad o donde se estén observando signos clinicos
sospechosos de WSSV.

Para determinar si la causa de un brote de enfermedad
es el WSSV, se deben realizar estudios mediante
histopatologia, cuyo proceso de fijacién en solucién de
Davidson fue mencionado anteriormente. Esta aproximacion
diagnostica es confirmatoria si se observan cuerpos de
inclusion de Cowdry tipo “A”, basofilicos e intranucleares,
en células del epitelio cuticular, principalmente en estomago,
aungue también en branquias, tejido hematopoyético, tejido
conectivo y glandula antenal. Existe un parecido entre los
cuerpos de inclusion por el WSSV y los producidos por el
virus de la necrosis infecciosa hipodérmica y
hematopoyética (IHHNV por sus siglas en inglés), por lo que
se deben confirmar con hibridacion in situ o por PCR.
Cuando la enfermedad avanza, estos cuerpos de inclusién se
observan de mayor tamafio.

Las pruebas de campo basadas en inmunocromatografia
(ya mencionadas), son altamente especificas y permiten
detectar mediante colorimetria la presencia del virus WSSV
en tejidos como los pledpodos (apéndices natatorios de los
segmentos abdominales) o branquias. Estas pruebas se
presentan mediante un kit comercial con un formato similar
al de una prueba de embarazo para humanos. Otras pruebas
inmunodiagndsticas incluyen los anticuerpos monoclonales,
pero su aplicacion comercial es menos frecuente.

Para la deteccion gendémica del WSSV en tejidos de
camardn, suelen ser utilizadas muestras de hemolinfa,
branquias o pledpodos. Las herramientas moleculares que se
pueden utilizar para estas pruebas diagnésticas incluyen
sondas genéticas como hibridacion in situ o hibridacién Dot
blot y pruebas de PCR (un paso, anidada [nested-PCR],
tiempo real, LAMP, iiPCR y otros formatos).

Toma de muestras para laboratorio

Histopatologia

Para este tipo de técnica se requiere que los camarones
capturados estén visiblemente enfermos (con presencia de
los signos clinicos mencionados anteriormente) y que se
encuentren vivos (preferiblemente moribundos). Los
animales enfermos seleccionados para histopatologia deben
ser entre 5y 10 por poblacidn (estanque o cuerpo de agua) y
deben ser fijados mediante inyeccién e inmersion en fijador
de Davidson, cuya preparacion debe hacerse segun la
siguiente formula: etanol absoluto 99%: 33%; Formaldehido
puro al 37%: 22%; Acido acético glacial: 11.5% y agua
destilada: 33.5%. La inyeccion con Davidson debe ser
abundante en el cefalotorax (cabeza) y especialmente en el
hepatopancreas, 6rgano que debe ser el primero en inyectarse
debido a su réapido deterioro post mortem por autolisis.
También se debe inyectar el abdomen bajo la linea media y
a ambos lados. Los camarones inyectados se deben sumergir
luego en Davidson por 24 horas para el caso de larvas o pls,
48 horas para juveniles o pre-adultos o 72 horas si se trata de
adultos (reproductores). Pasado este tiempo, se debe
reemplazar el Davison por etanol 70% y a las 24 horas se
debe reemplazar el etanol 70% nuevamente. Si a las 2
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semanas aun no son procesadas las muestras, se debe
reemplazar nuevamente el etanol 70% para evitar la
acidificacion de los tejidos. El proceso de fijacion se debe
hacer siempre utilizando guantes, lentes protectores y
estando en un lugar abierto y bien ventilado, para evitar
inhalar estos gases. Este fijador puede ser carcinogénico por
su contenido de formaldehido.

El proceso histologico de rutina para camarones incluye
una fase de deshidratacion de 12 horas, inclusion en parafina,
cortes a 3 micras y tincion con Hematoxilina y Eosina. El
patologo debera revisar las laminas histolégicas bajo el
microscopio, de manera ascendente con los objetivos 4X,
10X, 40X y 100X (este Gltimo con aceite de inmersién). El
proceso completo de histopatologia desde la fijacion de los
camarones hasta la lectura de laminas histolégicas y
preparacién del informe de diagnéstico, puede tomar de 5 a
7 dias bajo condiciones de rutina.

Inmunocromatografia

Esta técnica se realiza con un kit comercial que trae
incluidos los materiales y reactivos completos para la
realizacion de la prueba. Se deben utilizar camarones que
presenten signos clinicos sospechosos de la Enfermedad de
las manchas blancas. Los tejidos utilizados para esta prueba
son pledpodos y segun el tamafio del camardn se pueden
tomar 2, 4 0 6 de éstos, incluso hasta los 10 cuando se trata
de juveniles muy pequefios. En algunos casos se hace pool
de pledpodos de 2 a 5 camarones, cuando se requiere
solamente saber si en un estanque hay presencia o no de
WSSV y no es importante conocer la prevalencia.

Los resultados de esta prueba toman de 5 a 10 minutos
y el montaje de la prueba no més de 10 minutos adicionales,
para un total de unos 20 minutos hasta tener los resultados
definitivos. Tiene la ventaja de no requerir equipos 0
elementos sofisticados de laboratorio, ya que son suficientes
unas tijeras o pinzas, mechero de alcohol y agua con jab6n
para el lavado de instrumental entre muestras. Ademas,
permite obtener resultados confiables en muy poco tiempo,
dando una respuesta rdpida para una pronta toma de
decisiones.

Pruebas moleculares.

Para la deteccion de WSSV hay sondas genéticas y Kits
de PCR comercialmente disponibles. Las sondas genéticas
incluyen las técnicas de hibridacion Dot blot e hibridacion in
situ. Tanto Dot blot como PCR, requieren el uso de
pleépodos o de hemolinfa para la deteccion genomica del
WSSV. La técnica de Dot blot requiere someter el tejido a
maceracion con un buffer de lisis que rompe las células y
expone el DNA viral quedando libre en la solucion de
extraccion. Esta prueba se realiza sobre una membrana de
Nylon o de Nitrocelulosa y se fundamenta en la deteccién del
genoma viral mediante una sonda genética especifica, unida
a una enzima marcada, que al final produce una reaccion
colorimétrica visible al ojo humano con la presentacién de
manchas oscuras. La intensidad de las manchas producidas
en cada muestra refleja la carga viral presente. De esta
manera, mientras mas oscura es la mancha, mayor es la
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cantidad de genoma viral que hay en la muestra, haciendo de
ésta una prueba semi-cuantitativa. Esta técnica suele ser
montada en la tarde, dejando incubar toda la noche y
revelando al dia siguiente por la mafiana, lo que significa
tener resultados en aproximadamente 48 horas a partir de la
remision de las muestras al laboratorio, incluido el reporte.

La hibridacion in situ equivale a una Dot blot, pero
realizada directamente sobre un corte histologico de tejidos
qgue no han sido tefiidos y que se han desparafinado
previamente. Dicho corte debe proceder de un camarén
enfermo previamente fijado en Davidson. Los resultados se
dan en funcién de la reaccion colorimétrica que se observa
bajo el microscopio, en las células en las que el virus esta
presente y, como evidencia de ello, se pueden visualizar
zonas oscuras -casi negras- en el niacleo de las células
infectadas. Este hallazgo indica presencia de genoma viral de
WSSV en dichas células. El procedimiento completo puede
tomar 48 a 72 horas, incluyendo la revisién de las laminas al
microscopio y la preparacion del reporte de diagndstico.

La técnica de la PCR en cualquiera de los formatos
mencionados anteriormente, requiere el uso de hemolinfa,
branquias o pledpodos para la deteccién de WSSV. En el
caso de pls, se utilizan 5 a 20 organismos enteros y que se
hayan capturado estando visiblemente enfermos (color
blanquecino). Se les debe retirar previamente los o0jos, ya que
éstos interfieren con la PCR. Las muestras son sometidas a
una fase de extraccion del DNA, del cual se usa una pequefia
cantidad para preparar la solucion de amplificacion; ésta
incluye también primers o iniciadores, buffer, Taq
polimerasa y deoxinucledtidos. La fase de amplificacion se
hace en un termociclador y toma de 1 a 2 horas. El producto
amplificado (amplicon) es migrado en un gel de agarosa
mediante electroforesis por 20 a 30 minutos y las bandas de
DNA son reveladas en un transiluminador de ultravioleta
(UV). Cuando una muestra es positiva al virus WSSV, se
observa una banda de color morado debido a la presencia de
Bromuro de Etidio en el gel. Se considera que el virus WSSV
es “no detectado” cuando no se forman bandas en el gel. El
proceso completo puede tardar entre 4 y 8 horas si se trabaja
de manera exclusiva e ininterrumpida. Usualmente en los
laboratorios se obtienen resultados a las 48 horas de haber
recibido las muestras. Esta técnica requiere instalaciones,
equipos y reactivos sofisticados, asi como personal
calificado y bien adiestrado.

Medidas recomendadas ante la sospecha
de la Enfermedad de las manchas blancas

Notificaciéon a las autoridades

La Enfermedad de las manchas blancas es una
enfermedad de camarones peneidos que debe ser notificada
ante la Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OMSA,
también conocida como WOAH por sus siglas en inglés
[antes OIE]). Los requisitos para la notificacion de la
enfermedad en las naciones miembro de la OMSA vy las
pautas de importacién/exportacion asociadas con el virus
WSSV, pueden consultarse en el Codigo Sanitario para los
Animales Acudticos de la OMSA. Los veterinarios
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particulares u oficiales que detecten un caso de Enfermedad
de las manchas blancas en un pais donde ain no ha sido
reportada, deben seguir las pautas nacionales y/o locales para
la notificacidn y las pruebas de diagnostico correspondientes.
Sin embargo, se debe recalcar que en estos momentos la
Enfermedad de las manchas blancas ya esta catalogada como
endémica en las Américas, donde estd ampliamente
distribuida en los paises productores de camarones y donde
hay presencia de portadores “asintomaticos” (no presentan
signos clinicos a pesar de estar infectados con el WSSV).

Medidas de control para la Enfermedad
de las manchas blancas

Luego de que el WSSV se ha introducido a un pais, no
se deben comprar nauplios o pls en laboratorios que podrian
estar o que se sabe que estan infectados por este virus. Es
probable que el yodo y el agua de lavado puedan remover y
destruir el virus cuando se usa en huevos, nauplios y pls
infectadas. Es esencial que este proceso sea consistente. Las
granjas deben mantener buenas medidas de bioseguridad y
examinar cada lote de animales antes de su compra y siembra
en los estanques.

Se deben utilizar pruebas de diagndstico, sensibles y
confiables para la deteccion y seguimiento del WSSV. Estas
incluyen PCR e hibridacion in situ.

Es importante comprar pls que han sido analizadas por
PCR luego de que han pasado y superado la prueba de estrés.
Esta consiste en someter a un pequefio grupo de animales a
cambios bruscos de salinidad, pasando de 32 ppt a 0 ppt
stbitamente y devolviéndolos luego de unos minutos a
salinidad de 32 ppt, determinando la supervivencia (%). Se
debe iniciar un ciclo de cultivo sembrando pls sin WSSV.

Aunque se sabe que el uso de formalina ayuda a eliminar
las pls mas débiles, las granjas nunca deben sembrar pls que
se sabe son portadoras del virus WSSV. Se ha observado en
P. japonicus que el virus no muestra patogenicidad sino hasta
después del estadio PI-6, lo cual hace esencial que se haga un
examen en etapas posteriores.

Durante el cultivo se debe evitar cualquier factor
causante de estrés en los camarones, ya que esto detona la
enfermedad. Para ello se recomienda lo siguiente:

e Aumentar el tiempo de aclimatacion antes de la
siembra

e Utilizar inmunoestimulantes no especificos (NSIS)
y dietas fortificadas con minerales y vitaminas para
aumentar la tolerancia al estrés

e Adquirir y sembrar pls durante las épocas del afio
en las que se sabe que no van a experimentar fuertes
tensiones derivadas de los cambios bruscos de
temperatura y salinidad

e Utilizar dietas de buena calidad y continuar con el
uso de NSIS durante todo el ciclo de produccion

e Realizar ciclos de produccion con densidades bajas
de cultivo

e Vigilary controlar vectores que podrian ingresar el
WSSV en los estanques de cultivo
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e  Someter a pruebas de PCR muestras de fitoplancton
y zooplancton de los estanques antes de la siembra,
para detectar presencia del WSSV; se debe evitar la
siembra en estanques positivos al virus

Existen condiciones que no se pueden controlar en
cuanto a la Enfermedad de las manchas blancas. Uno de los
principales problemas que enfrentan los productores de
camaron durante el cultivo, son las fluctuaciones climéticas
bruscas durante la estacion Iluviosa. Los cambios abruptos
en la temperatura y la salinidad se han asociado con la
aparicion de muchos brotes de la enfermedad por WSSV. En
la medida en la que la enfermedad se desplaza de una zona a
otra, la carga viral aumentarda en el medio ambiente
circundante de la granja, hasta el punto en el que el virus esté
siempre presente en el entorno. Lo ideal seria eliminar todos
los camarones enfermos una vez que se confirme el WSSV,
para evitar la acumulacion de altas cargas virales en el medio
ambiente. Infortunadamente, este procedimiento no es
practico en condiciones de cultivos comerciales en
estanques. Las cosechas de emergencia suelen realizarse a
toda costa, aun cuando los camarones sean demasiado
pequefios, con el fin de conseguir un mercado que pague al
menos los costos de produccion. En lo posible, se deben
reducir las pérdidas y minimizar la propagacion del virus
dentro y entre las granjas.

Es importante mencionar que, debido a la condicion
endémica de la enfermedad, es posible encontrar camarones
con cargas virales altas y sin presencia de signos clinicos. La
presentacion de enfermedad en estos casos podria depender
de la susceptibilidad de la especie infectada, resistencia de la
poblacidn al virus o cambios bruscos de origen ambiental.

Por lo tanto, una carga viral por si misma no causa
enfermedad o mortalidad en todas las especies susceptibles.
Las Jaibas, Cangrejos azules o Blue crab (Callinectes
sapidus), pueden contener hasta 100 veces mas carga viral de
WSSV en sus tejidos que un camardn P. vannamei, lo cual
las hace altamente infectantes si son consumidas por un
camaron sano.

Como métodos eficaces para obtener la inactivacion del
virus del sindrome de las manchas blancas, la OMSA
recomienda las siguientes alternativas:

e Calor: 55°C por 90 minutos o 70°C por 5 minutos
e pH: pH 3 por 60 minutos o pH 12 por 10 minutos
e Luz ultravioleta (UV): 9.30 x 10° pWs/cm?

e Ozono: 0.5 pug mL* por 10 minutos

e Cloro: 100 ppm por 10 minutos

e lodoforos: 100 ppm por 10 minutos

Salud publica

Los humanos no son propensos a contraer el virus del
sindrome de las manchas blancas, debido a que esta no es una
enfermedad zoondtica.
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Recursos en internet

Organizacién Mundial de Sanidad Animal (OMSA).
Cédigo Sanitario para los Animales Acuticos

Organizacién Mundial de Sanidad Animal (OMSA).
Manual de Pruebas de Diagnostico para los Animales
Acuaticos

Organizacién Mundial de Sanidad Animal (OMSA).
Infeccion por el virus del sindrome de las manchas blancas

Control and Management of the White Spot Syndrome
Virus (WSSV). The Fish Site.

Sanchez-Paz, A. White spot syndrome virus: an overview
on an emergent concern. Vet Res. 2010 Nov-Dec;41(6):43

Zeng Y. Molecular epidemiology of white spot syndrome
virus in the world. Aquaculture. 2021;537

Moody NJG, et al. Performance characteristics of two real
time TagMan polymerase chain reaction assays for the
detection of WSSV in clinically diseased and apparently
healthy prawns. Diseases of Aquatic Organisms.
2022;150:169-182.
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