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ses centroamericanos: Nica-
ragua, Guatemala y Hondu-
ras. El primer reporte se
realizé en Honduras, donde
los organismos de cultivo
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Los estudios sobre las en-
fermedades de los camaro-
nes de granja son recientes,
por lo que en muchas de
ellas se desconoce el agente
causal. Segun Lightner y
col., (1985), existen 30 vi-
rus caracterizados, 4 de
ellos (BP, IHHNV, HPV vy
TSV) se les reconoce por
tener impacto significativo
en los laboratorios y granjas
de camarén en América
(Lightner, 1996a, 1996b).
No obstante, existen otros
dos virus (YHV y WSSV) cu-
yo impacto se esté evaluan-
do en América.

El WSSV ( White Spot Syn-
drome Virus) o *“Mancha

Blanca’’se describié primera-
mente en el noreste de Asia
a principios de 1993, y rapi-
damente se observé su dis-

En
Enero de 1999, la presencia
de WSSV fue detectadoen
muestras de tejidos de ca-
mardn de granja en tres pai-

persidn a otros 'paises.

mostraron signos de estrés,
los cuales se consideran no
comunes para el periodo de
cultivo. La primera sintoma-
tologia observada fue simi-
lar a la asociada con el sin-
drome de Taura (TS) (Jory,
1999). No obstante, los sin-
tomas reconocidos para
WSSV son: letargia, ano-
rexia, presencia de organis-
mos moribundos nadando
cerca de la superficie de los
estanques. Los organismos
presentaron posteriormen-
te, coloracion rosada a café
rojizo por la expansion de
los cromatéforos cuticulares
ademas de la ra amplificar

(Contintia en la pagina 3)
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Con el objeto de mejorar los
servicios que brinda el Pro-
grama Nacional de Sanidad
Acuicola (PNSA) a las gran-
jas acuicolas del pais, se ha
planteado la necesidad de
efectuar monitoreos periodi-
cos (mensuales) y/o de ci-
clos productivos en las gran-
jas seleccionadas de cada
estado (Norte, Centro y Sur)
por cada Institucion partici-
pante del PNSA (UAM-X
UAEM, UAT, CCS, CIBNOR,
UNISON y UANL). La periodi-
cidad de los muestreos per-
mitira el andlisis completo
de datos sanitarios que influ-
yen en la salud de los orga-
nismos en condiciones

de cultivo, como es la calidad
del agua (entrada, estanque-
ria y drenes), substrato de la
estanqueria, calidad de la
semilla utilizada en la tempo-
rada, historial clinico, enfer-
medades presentes en los
ciclos de cultivo actuales, pa-
tégenos potenciales (virus,
bacterias, hongos, parasitos)
y calidad del alimento
(deficiencias nutricionales).
Este procedimiento involucra
la participacién activa de los
operadores de las granjas
seleccionadas, quienes pro-
porcionaran datos comple-
mentarios a los analisis como
son

esquemas de las instalacio-
nes, instalaciones vecinas
que pueden influir en la
calidad del medio acuético,
procedencia de la semilla,
etc. Estos datos se verte-
ran en formatos que seran
aplicados al inicio del pro-
grama de monitoreo y en
su caso, como son la cali-
dad del agua como tempe-
ratura diaria 'y pH, durezay
oxigeno, de forma men-
sual. Asi, se permitira una
estimacion confiable vy
cuantitativa de la proble-
matica sanitaria, coadyu-
vando a la prevision de
posibles problemas y su
control. (Cont. en la pag 2)
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Monitoreo... ( viene de la pag. 1)

De acuerdo a este marco de ac-
cion, y en vista de la mayor utili-
dad que ofrecera este nuevo tipo
de servicio, se evitara el recibir
solamente muestras fijadas en
soluciones quimicas o hielo como
anteriormente se hacia, debido a
la limitada utilidad de los resulta-
dos que ofrecen para el acuacul-
tor, pues se tiene la conviccién
que de la revisiéon de cortes his-
tolégicos y su apariencia “per
se", no es posible determinar la
fuente del problema asi como su
posible efecto o impacto en la
produccién. En cambio, los segui-
mientos periédicos ofrecen mayo-
res alternativas de utilidad précti-
ca no solo para el PNSA, sino
también para el usuario del servi-
cio.

Por estos motivos, se propone
que el nidmero de granjas sea
seleccionado de acuerdo a la dis-
ponibilidad de participacion de
cada una de ellas, considerando
también el de financiamiento y
personal de parte del PNSA.

En cada uno de los casos se reali-
zaran analisis de costos para pro-
gramar el gasto del PNSA por
granja y ciclo de cultivo, compro-

debido a que los recursos que reci-
be no son suficientes para cubrir las
necesidades de todos los potencia-
les usuarios del servicio. Por la mis-
ma razén se plantea la participacion
econdmica de las granjas seleccio-
nadas (de las interesadas) para
asegurar el cumplimiento del moni-
toreo hasta la terminacion del cielo
de cultivo. De esta manera se prevé
la necesidad de efectuar las siguien-
tes modificaciones en el PNSA:

I. Frecuencia del Monitoreo:

a) La frecuencia de los moni-
toreos variard dependiendo
de la duracion del ciclo, tipo
de cultivo y especie a culti-
var.

b) Basandose en un cultivo
estandar de camarén, de
120 dias, se programaran
cinco visitas del personal
del PNSA (siembra, primero
al tercer mes y cosecha)
para cubrir el ciclo total del
cultivo desde la recepcién
de la semilla hasta la cose-
cha.

c) Los resultados de los anéli-
sis serdn confidenciales
(excepto los que se en-
cuentran enlistados como
causantes de enfermedades
certificables, de acuerdo al
"International Aquatic Ani-
mal Health Code, OIE,
1999) y entregados perso-

ponsable de la granja en 5-
6 dias, trasmitiéndose in-
mediatamente aquellos que
sean de urgencia dado el
caracter infeccioso de algu-
Nnos microorganismos o Vi-
rus detectados para iniciar
las medidas de prevencion y
control respectivos.

b) Al inscribirse al programa
en caso de ser seleccionada
la granja en cuestién, seréan
aplicados cuatro formatos
de (1) datos generales, (2)
historial clinico, (3) instala-
ciones actuales y en proyec-
to y (4) calidad del agua,
situacion de organismos por
estanque e historia de cada
estanque. Todos los datos
recibidos por el PNSA seran
confidenciales y de uso par-
ticular para el personal del
PNSA para analisis de pro-
néstico de posibles situacio-
nes de riesgo.

I1. Andlisis que seran cubiertos:

a) Los estanques seran selec-
cionados al azar en caso de
presentar buenas condicio-
nes sanitarias O bien, se
realizard un andlisis dirigido
o intencional en el caso es-
pecifico de estanques con
organismos que presenten
problemas de salud.

(Continua el pagina 5)

Consideraciones para el Muestreo y Envio de Muestras de Camarones
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INTRODUCCION

La patobiologia acuatica, repre-
sentada por sus disciplinas de
viriologia, bacteriologia, mi-
cologia, parasitologia, histopa-
tologia y otras, esta efectuando
una fuerte y fructifera con-
tribucion para lograr un mayor
conocimiento no sélo de la pa-
tologia sensu stricto sino tam-
bién de algo de igual importan-
cia, a saber el disefio e imple-
tacién de programas de inspec-
ciéon y certificacion carcinisani-
taria de las especies de
camarones producidas en forma
comercial y rentable.

Para controlar la diseminacién de en-
fermedades y epizootias en la acuicul-
tura, es vital que se considere de
maéaxima prioridad la puesta en mar-
cha de métodos y técnicas que permi-
tan un diagnoéstico rapido de dichas
enfermedades y cuando sea factible,
el reconocimiento temprano de los
posibles agentes etioldgicos en la po-
blacion y/o en el ambiente a utilizar
para las operaciones de cultivo
(Conroy y Conroy, 1990).

TIPOS DE ENFERMEDADES INFEC-
CIOSAS

Los camarones peneidos se ven afec-
tados por un gran nimero de agen-
tes infecciosos, tales como virus, tipo

Rickettsias y posiblemente tipo
chlamydias, bacterias Gram negati-
vo, bacterias Gram positivo, hongos
y protozoarios.

PROCEDIMIENTOS DE
NOSTICO DISPONIBLES
Con base en el tipo de diagnéstico a
realizar y en la infraestructura y
equipamiento que se cuenta se pue-
den describir los siguientes procedi-
mientos de diagnéstico:

DIAG-

11l. 1. Métodos clasicos
> Historial: Lo que nos permite co-
nocer el ambiente en el cual se

(continlia en la pag 5)
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presencia de inclusiones blancas
embebidas en la cuticula de Litope-
naeus vannamei, aunque en L. styli-
rostris no se observan en fresco.
Finalmente, se presenta una rapida
y elevada mortalidad, alcanzando
tasas del 100% en 3 a 10 dias des-
pués de los primeros signos clinicos
(Jory, 1999). Por otro lado, aunque
se han identificado en otras partes
del mundo variantes no virulentas
de WSSV, en México los estudios
aun no son conclusivos. Afortunada-
mente, es posible la deteccién rapi-
da y definitiva del WSSV antes de
los primeros sintomas, mediante
técnicas histologicas y de diagnosti-
co molecular como: PCR, Dot blot, e
Hibridacion in situ (Lo, et. al., 1999;
Jory, D.E., 1999).

Muestreo

En este estudio el analisis se realiz6
utilizando un *“Muestreo no aleato-
rio”; el cual dicta que en situaciones
de enfermedad, donde los signos
agudos no permiten la evaluacion
de la prevalencia, se deben selec-
cionar 10 organismos Vvivos que ex-
hiban las sefiales clinicas tipicas de
la enfermedad en cuestion
(Lightner, 1996a). En las granjas
donde no se encontraron organis-
mos con signos agudos, se colecta-
ron 50 organismos y se sometieron
a estrés de temperatura, alta densi-
dad de poblacion y oxigeno disuelto,
seleccionandose 10 de los organis-
mos que presentaron aletargamien-
to al tratamiento. Dicho muestreo
se realizo, entre el 14 y 17 de julio
de 1999, en tres granjas de cultivo
de camarén en Sonora y en 6 gran-
jas de Sinaloa.

Analisis histoldgico

En los organismos capturados se
realizaron cortes, in vivo, a nivel de
la parte media del primer somite
abdominal, el cual se conservo en
solucion Davidson AFA en una pro-
porcién 1:10. Al cabo de 72 horas
de fijacion, se colocaron en solucion
de etanol 50% para su almacena-
miento hasta ser procesadas. Si-
guiendo el procedimiento reportado
por Bell y Lightner (1988), las
muestras para microscopia de luz se
procesaron mediante la infiltracion
de tejidos en parafina y tefiidos con
Hematoxilina y Eosina de Mayer,
considerando:

1) diseccion y seleccion de tejidos,
2) deshidratacion y embebido en
parafina, 3) corte (3-5pum) con mi-
crotomo rotatorio y 4) tincién y
montaje. El criterio para considerar
una muestra positiva a la presencia
de WSSV, fue si se presentaban
cuerpos prominentes de inclusién
eosinofilicos a basofilicos palidos
con tincién de hematoxilina y eosi-
na. Adicionalmente, se consideraron
Fulgen positivos los cuerpos de in-
clusiéon intranucleares en nucleos
hipertrofiados de las células epite-
liales cuticulares y en las células de
tejido conectivo y menos frecuente-
mente en el epitelio de la glandula
antenal, o6rgano linfoide, tejido
hematopoyético y en fagocitos fija-
dos en el corazon.

Analisis por Dot Blot
(hibridacién por inmoviliaciéon)
La fijacion de las muestras para Dot
Blot, se realiz6 congelando con
“‘hielo seco’” parte del abdomen de
cada uno de los organismos hasta
su procesamiento. Una vez en el
laboratorio se realiz6 el trabajo de
hibridacion por inmovilizacién (Dot
Blot, ShrimProbe Test Kit, DiagXo-
tics), para cada uno de las mues-
tras, lo que nos permiti6, con base
en las reacciones coloridas, definir
la presencia o ausencia de particu-
las virales en cada uno de los orga-
nismos analizados.

Analisis por Reaccién en Cadena
de la Polimerasa (PCR)

Se realiz6 el corte de 2 pares de
pleépodos del abdomen de los orga-
nismos, y se fijaron en etanol al
75%, almacenandose a 4°C, hasta
su procesamiento. EI DNA se extrajo
por el método reportado por Sam-
brook y col. (1989), modificado se-
gun Lo y col., (1999).

A partir de 50 mg de DNA obteni-
dos de cada uno de los diez organis-
mos muestreados por granja, se
analizaron primeramente utilizando
los “primers’”disefiados para ampli-
ficar regiones internas del DNA ge-
némico del propio camaroén, con el
fin de establecer la calidad de este
para ser amplificado por PCR. Pos-
teriormente, se realizaron "pooles"
de los DNAs de cada granja que
presentaban buena calidad, y se
analizaron contra 4 diferentes jue-
gos de primers diseflados especifi-
camente en nuestro laboratorio pa-

ra amplificar DNA de WSSV. Dos
de estos primers (146F/R1 y 146F/
R2) fueron sintetizados segun el
reporte de Lo y col., (1999), mien-
tras que los otros dos (WSF/R1 y
WSF/R2) se disefiaron estratégica-
mente a partir de las secuencias de
DNA de WSSV reportadas en el
banco de datos GenBank (Access
number: Q92007). El criterio para
definir un resultado positivo, se es-
tableci6 obteniendo al menos una
amplificacién de cada juego de los
4 primers. DNA de WSSV extraido
de camarones con infeccién severa,
fue utilizado como control positivo,
los cuales produjeron amplificacio-
nes de 1447, 941, 436, y 413 pb
con los primers 146F/R1, 146F/R2,
WSF/R1 y WSF/R2, respectivamen-
te. En cada corrimiento de las
muestras se ensay6 un tubo de re-
accion con solo agua bidestilada y
estéril como control negativo.

Fig.1 Seccion de corte histol6gico de
branquias donde se puede apreciar la
presencia de prominentes cuerpos de
inclusion eosinofilicos, de las mues-
tras analizadas de los organismos

colectados en granjas de cultivo de
camaron en las costas de Sonora y
Sinaloaen Junio de 1999.
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Los resultados antes descritos, evi-
dencian la presencia del Sindrome
de la Mancha Blanca (WSSV) en ca-
marones peneidos de 4 de las 9
granjas muestreadas en el noroeste
del pais. A nivel histolégico la pre-
sencia de cuerpos prominentes de
inclusién eosinofilicos a basofilicos
palidos con tincion H&E a nivel de
branquias y érgano linfoide (ver FI-
GURA 1). Los resultados obtenidos
por Dot Blot (con el ShrimProbe Test
Kit, DiagXotics, Inc.), estuvieron
basados en el andlisis individual de
los organismos, a los cuales se les
realiz6 la necropsia del tercer y
cuarto par de ple6épodos de donde se
extrajo el DNA para ser hibridado
contra la sonda del recomendada en
el kit.

Los "Dot Blot" sugieren fuertemente
la presencia de DNA de WSSV en
todos las muestras con excepcién de
CIB6/99 (datos no presentados), la
cual fue la Unica muestra con resul-
tados negativos congruente a los
observados por PCR. La sensibilidad
y especificidad de la técnica de PCR,
junto con los criterios manejados
para determinar si un resultado es
positivo 0 negativo, nos permitio
observar que solo las muestras
ClB2/99, CIB3/99, CIB5/99 Y
CIB7/99 (4 de 9) fueron positivas,
las restantes 5 granjas no eviden-
cian la presencia de DNA de WSSV
bajo ninguno de los juegos de pri-
mers. Estos resultados fueron am-
pliamente confirmados utilizando el
kit comercialpara detectar WSSV
mediante PCR (1Q2000).

El conjunto de resultados obtenidos
mediante las tres técnicas es obser-
vado en la
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CLAVE | No. ORGY No. ORGS No. ORGS. PCR (+)
GRANJA| MUESTRA [HISTOLOGICOS [DOT BLOT (+)
)

CIB1/99 10 7 5 -
CIB2/99 10 2 9 +
CIB3/99 10 5 10 +
CIB4/99 4 1 4 -
CIB5/99 10 6 9 +
CIB6/99 10 8 1 -
CIB7/99 10 6 7 +
CIB8/99 10 5 7 -
CIB9/99 10 5 6 -
Tabla 1.

Resumen de resultados positivos al WSSV de las muestras analizadas de
los organismos colectados en granjas de cultivo de camarén en las costas
de Sonora y Sinaloa en Junio de 1999.
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b) En cada colecta se realiza-
ran estudios patolégicos en
fresco e histoldgicos, to-
mandose in situ las mues-
tras para andlisis microbio-
I6gico (hemolinfa, hepato-
pancreas, tejidos con lesio-
nes, en caso de camarones)
y virolégico (deteccién en
membranas de soporte séli-

do).
c) Ademas se tomaran
muestras para analisis

fisico quimico de agua y
suelo de la estanqueria

d) Del resto de la muestra
de organismos seran fija-
dos por inyeccién de so-
lucién AFA- Davidson o el
mas adecuado para su
transporte al laboratorio.

e) En casos especiales se
realizardn analisis de
metales pesados y gené-
ticos para la deteccion
oportuna de patdgenos
de acuerdo a las caracte-
risticas patolégicas de la
muestra, siendo cubier-
tos los costos adicionales
por la granja participan-
te.

I11. Financiamiento

a) El financiamiento del mo-
nitoreo sanitario sera
aportado por ambos par-
ticipantes, PNSA y granja
acuicola seleccionada.

b) El PNSA aportaréa el 50 %
del costo total estimado
que correspondera a
mantenimiento y/o ad-
quisicion de equipo espe-
cializado, insumos quimi-
cos y material del labora-
torio

c) La granja aportara el 50 %
restante del costo total es-
timado, correspondiente a
reactivos quimicos y micro-
biol6égicos, sondas génicas
y viaticos.

d) EIPNSAy la granja participan-
te cubriran el 25 % correspon-
diente de cada uno al inicio
del monitoreo.

e) Ambos participantes cubriran
el 8.33 % en los tres meses
restantes para asi completar
el 50 % del gasto estimado
correspondiente de cada par-
te. ¢

Consideraciones... (viene de la pag 2)

estan desarrollando los camarones
peneidos y los factores que se es-
tan saliendo de control durante el
periodo de cultivo.

> Sefiales gruesas y clinicas: Permite

la descripcion de los posibles pro-
blemas con los que nos estamos
enfrentando, sin embargo se debe
tener especial cuidado de no dar el
diagnostico, simplemente por la
apariencia, ya que muchos de los
problemas patolégicos que se pre-
sentan dentro de los cultivo, tienen
caracteristicas muy semejantes.

Revision en fresco (microscopia):
Permite definir problemas de ecto
y endo-parésitos, que puedan ser
visibles con un microscopio 6ptico,
es decir, podemos observar: hon-
gos, protozoarios, nematodos y en
ciertos casos bacterias moviles.

Microbiologia: En caso de contar
con el equipo basico para realizar
cultivo y aislamiento de bacterias
podemos llegar a definir y cuantifi-
car las bacterias que se encuen-
tran dentro de nuestro cultivo o
bien dentro de los organismos, y
en su momento poner en practica,
meétodos correctivos antes de que
el problema no sea manejable.

Histologia e histoquimica: Para po-
der poner en practica estas técni-
cas se requiere de un laboratorio
mas sofisticado, ademas de perso-
nal capacitado que obtenga los cor-
tes necesarios para un buen dia-
gnostico.

Microscopia electronica: Como en el
caso anterior el equipo y el perso-
nal debe ser altamente calificado,
ademas de que los costos son de-
masiado elevados y el numero de
muestras que se pueden revisar es
pequenio.

I11. 2. Métodos Moleculares:
> Metodos seroldgicos con anti-
cuerpos monoclonales:
- Anticuerpos fluores-
centes.
- ELISA
> Pruebas genéticas (uso de
marcadores radioactivos o
no radiactivos): En este caso
resulta mas favorable para el
diagndstico ya que su sensi-
bilidad a la deteccion de un
patégeno (virus, microspori-
deo, ricktessias, entre otros)
es elevada, ya que se basa
en la deteccién de la carga
genética del patégeno, para
tal efecto se cuenta con dos
tipos de técnicas:
- Hibridacién por inmo-
vilizacion (Dot blot).
- Hibridaciéon In situ
sobre secciones histolégicas.

IV. MUESTREO Y TAMANO DE
MUESTRA
1V.1. Muetreo aleatorio

Cuando una poblaciéon de cama-
rones peneidos son muestreado
aleatoriamente para determinar
su estado de salud/enfermedad
y/o prevalencia de un patégeno
especifico, el nimero de orga-
Nnismos necesarios a ser mues-
treados estd determinado por la
prevalencia esperada del pato6-
geno especifico tomando en
consideracion los grados de
confianza de una confidencia
estadistica. La tabla 1 muestra
la guia para el tamafio de
muestra.

1V.2. Muestreo no aleatorio

=& En situaciones de enferme-
dad, donde las sefales
gruesas permiten la evalua-
cion de la prevalencia, en-
tonces se puede usar, para
determinar el tamafio de
muestra, la tabla modifica-
da por Lightner (1996).

=& En cualesquier otro evento,
seleccionar 10 organismos
vivos, que exhiban las se-
fiales clinicas tipicas de la
enfermedad en cuestion.

& Procesar los organismos lo
mas rapidamente posible
mediante los procedimien-

tos definidos para la deter-

minacion del problema.
(Continta en la pag. 7)
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Como Enviar Muestras de
Peces al Laboratorio
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(CIESA), FMVZ-UAEM.

Los productores o técnicos que
trabajan en una unidad de pro-
ducciéon acuicola pueden darse
cuenta de la existencia de alguna
enfermedad cuando observan
peces con alteraciones corporales
o pérdida del apetito; sin embar-
go, aunque en ocasiones se s0s-
pecha de una enfermedad en la
granja no es posible determinar
exactamente el problema.

En este caso estd recomendado
acudir a los servicios de un labo-
ratorio de diagndstico el cual
puede confirmar el diagndéstico
clinico que ya hemos hecho no-
sotros mismos, o bien identificar
otra causa del problema y acon-
sejar cual seria la posible estrate-
gia de control o tratamiento. Por
otra parte, solicitar estudios de
laboratorio permite identificar
enfermedades o0 agentes causales
de enfermedad que no se han
manifestado ya que existen en-
fermedades que se presentan de
forma subclinica

Algunos laboratorios tienen la
disposicion de acudir a la granja
y tomar directamente las mues-
tras necesarias para el diagnosti-
co; sin embargo, ante situaciones
de emergencia no es necesario
esperar, por lo que nosotros mis-
mos debemos y podemos remitir

las muestras al labolatorio. Para
esto a continuaciéon daremos al-
gunos consejos acerca de cuales
son las mejores muestras que se
deben remitir y en que condicio-
nes debe hacerse el envio.

Para tener un buen diagndstico,
los laboratorios siempre reco-
miendan enviar peces vivos, ya
que cuando los peces mueren se
descomponen muy rapidamente
y por lo tanto los resultados ya
no son confiables; ademas puede
ocurrir que algunos agentes cau-
sales de enfermedad abandonen
el cuerpo de los peces cuando
estos mueren o que otros agen-
tes

proliferen y en tales casos el re-
sultado tampoco es real.

Cuando se presenta una mortali-
dad o enfermedad de considera-
ble importancia se requiere en-
viar al menos 5 peces por estan-
que, procurando incluir peces que
presentan los signos y lesiones
de la enfermedad y de preferen-
cia deben ser moribundos o re-
cién muertos. En la muestra tam-
bién deben incluirse peces apa-
rentemente sanos.

Envio de peces vivos

Las mejores muestras son los
peces vivos que muestren los
signos de enfermedad. Estos se
colocan en una bolsa de plastico
que contenga una tercera parte
de su capacidad de agua y las
otras dos partes se llenan con
oxigeno. Puede usarse una rela-
cion de 10 a 12 alevines por litro
o 5 crias por litro que pueden
durar hasta 48 horas si el agua
permanece fria; 4 peces de ta-
mafo de entre 150 y 200 gramos
pueden durar hasta 24 horas ma-
nejados en 30 litros de agua fria
con oxigeno. Peces mayores du-
ran menos tiempo, por lo que
deben remitirse al laboratorio lo
mas rapido posible.

Cualquier tipo de muestra de
peces que se envia a un laborato-
rio siempre debe ser acompafiada
de todos los datos necesarios
para el diagnéstico, es decir la
historia clinica, en donde se indi-
ca la especie, edad, tipo de culti-
vo, lugar donde se ubica la gran-
ja, tipo de agua, tiempo de inicio
de la enfermedad, signos clinicos
y lesiones, tipo de alimento, si
hubo medicacion de los animales,
origen de los peces, si han existi-
do movimientos o entrada de
peces, etc.

Los peces que son enviados vi-
vos, pueden ser utilizados para
realizar todos los procesos de
diagnostico que sean necesarios,
tales como bacteriologia, virolo-
gia, histopatologia, parasitologia,
hematologia y serologia.

Envio de peces muertos en hielo

Si no es posible remitir peces vivos
al laboratorio o si los peces miden
méas de 25 centimetros, entonces
también se pueden enviar muestras
de peces recién muertos que debe-
ran ser transportados a baja tempe-
ratura para evitar cambios en los
peces que puedan afectar en el dia-
gnostico.

Si el pez pesa mas de 500 gramos,
debe ser puesto individualmente en
una bolsa de plastico estéril; si pe-
san menos de 500 gramos, podemos
enviar tres peces por bolsa bien se-
llada. Las bolsas se colocan en una
caja de transportacién o un termo y
deberan estar bien cubiertas con
hielo. Las muestras con suficiente
hielo pueden durar 24 horas o mas
en buen estado de conservacion.

Envio de peces muertos fijados

Otra opcioén para enviar muestras al
laboratorio, es hacerlo en frascos
con formol al 10%.

El formol es un producto quimico
que al entrar en contacto con los
tejidos y células del animal las fija,
es decir que evita que entren en
descomposicion y de esta manera
cuando las muestras se analizan en
el laboratorio se puede determinar
que lesiones tienen, Sin embargo de
estas muestras no es posible aislar a
los agentes causales de enfermedad
ya que también se destruyen.

El formol al 10% se prepara de la
siguiente manera: para preparar un
litro se pone una parte de formol
puro tal y como se compra en la bo-
tica, y nueve partes de agua destila-
da.

Para tener una buena fijacion es
necesario usar una relacion minima
de fijador y tejido de 10 a 1. Es decir
que una parte de tejido por 10 de
formol. De esta manera se pueden
fijar animales enteros o solo algunas
partes. Por ejemplo, si lo que se
cree que estd mal es el higado ¢
entonces solo se envia este érgano.
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Consideraciones....(viene de la pag 5) los mejores resultados para propdsitos 7.- Grandes postlarvas, juveni-
generales para camarones peneidos. les y adultos.

25&Si los camarones deben ser al- #= Inyectar el fijador en un

macenados o transportados en 3.- Volumen necesario de fijador. volumen de 0.1 a 10 ml,

otra forma que no sea vivo, en- Preparar una adecuada cantidad de dependiendo del tamarfio del

tonces hay que fijar con solucién fijador; una regla general es de que un organismo, con una jeringa

Davidson, o empacar en hielo o minimo de ~10X del volumen del or- con aguja de calibre adecua-

congelado en un contenedor| |ganismo puede ser usado para cada do al organismo, por ejemplo:

estéril (i.e. Bolsas de plastico). especimen (i.e. un camarén de 10 ml en PL3 y pequefios juveniles

de volumen, se requiere de 100ml de el calibre es No. 27; la fija-

FIJACION DE TEJIDOS PARA| [fadon. cién siempre tiene que ser

ANALISIS HISTOLOGICO in vivo.

4.- Solucion Davidson: o =& La aguja debe ser introduci-
Alcohol, formalina, acido acético da por la parte lateral del

(Davidson AFA)  (para 1 It.) (Bell y cefalotérax directamente al

Lightner, 1988): . HP, posteriormente en la
330 ml 95% alcohol etilico. regiéon anterior abdominal y

*220 ml 100% formalina (solucion en la region posterior del
acuosa saturada de gas de formal- abdomen

*dehido 37'?’9%)', ) . = La cantidad de fijador debe
115 ml. Acido acético glacial. ser dividido en las diferentes
* 335 ml. agua de preferencia destila- regiones mencionadas ante-

da. . riormente.
* Almacenar a temperatura ambiente. = Una excelente regla es in-
5.- Procedimiento de fijaciéon con solu- yectar un equivalente al 5-
clon Davidson AFA. L, 10% del peso del cuerpo del
Evitar el contacto de la solucidn con la camarén, hasta que no se

plel_gl los ﬁj(IZ)S, en casod_de exposicion perciban sefiales de vida y
accidental: lavar inmediatamente con exista un visible cambio de

fijador y posteriormente sumergir en grar;des gaptldades de agua y solicitar color.

la solucién. Ya que si no se sigue| |3Y492 medica. == Inmediatamente después de

este procedimiento, el organismo 6. Larvas y postlarvas tempranas la inyeccion, cortar la cuticu-

inicia una autélisis de muchos de los : : la partiendo del 6° somite

tejidos u organos. > Sumergir los organismos selecciona- abdominal Y termin_ando en
la regién cefalotoraxica.

dos _<_JI|rectamente al fijador. 2z Organismos mayores a 12
> Fijar por 12 a 24 horas en la solu- gramos, deben ser cortados
cion Davidson, posteriormente transfe- transve;'salmente justo en la

- e - ‘ |
rir a 50 - 70% alcohol etilico para su parte posterior de la unién

1.-Importancia de una Fijacion
Apropiada.

Las técnicas de fijacion de organis-
mos, es simple de naturaleza, sin
embargo, es de una alta importancia
para la obtencién de unas excelen-
tes laminillas para su revisiéon al mi-
croscopio. La mala fijacion puede
dar resultados que puedan ser inter-
pretados inadecuadamente. La capa
de quitina no permite una adecuada
infiltracion de la solucion fijadora si
se colocan por inmersién (excepto
larvas y postlarvas tempranas), por
lo que primero se debe inyectar el

El tiempo de fijacion es de igual im-
portancia, los organismos deben ser
fijlados inmediatamente después de
su extraccion del medio en el que se

encuentran, si bien, hay que trasla- almacenaje. de la region cefalotoraxica y
darlos a otro sitio para la realizacion la region abdominal y, op-
de este proceso, se recomienda que cionalmente, en la parte
se transporten los organismos en un media del abdomen.
recipiente con suficiente agua limpia | | Tablal.Tamafio de muestra basado en =& Posteriormente se sumerge
y oxigenada, ya que el exceso de| |la prevalencia, asumida, de un patége- en el resto de la solucion
manejo, la falta de una adecuada | |no en una pobalcion (Lightner, 1996). fijadora.
oxigenaciéon puede presentar proble- =& Mantener en la solucion fija-
mas a la hora del examen por histo- dora a temperatura ambien-
patologia y se malinterpretan los —— te por un tiempo de 24 - 72
resultados cuando en realidad es un deta | 296 |59 L0velrovelzosslioos| 5006 horas, dependiendo del ta-
camaron que goza de buena salud| Jpoblacion mafio del organismo (entre
en su ambiente normal. 50 501351201101 7 | 5 2 mas grande mas tiempo).
=& Posterior al tiempo de fija-
2.- Fijadores Apropiados. 100 s |45 23119 7 [ 6 cion los organismos deben
. " . 250 117050 [25 [11 | 9 | 8 7 ser tansferidos a 50 - 7-%
Varios fijadores _'han sido usados — N B meTe por S = 7 alcohol etilico para su alma-
para la preservacion de camarones y cenaje por tiempo indefini-
otros crustaceos con exitos varian- 1,000 |150|55 |27 |11 | 9 | 9 8 do.
tes._ Los mas usados son: Helly's, 1500 |20 55 | 27 |2 | o 5 3
Bou_ln's, 10.5 neutral buffered fc_>r— X BV O B B B 5 5 = Se debe registrar la mayor
malin (Luna, 1968) and David- : cantidad de datos posibles
son's AF.A (Humason, 1972). La 4000 |uasjeoferjtr) 9] 8 tales como: observaciones
experiencia ha mostrado que la 10,000 |145]| 60 | 27 |12 | 9 | © ) gruesas, la especie, edad,
solucion Davidson AFA a represen- =To000 18060 [0 Tz 5 T 5 5 (Cont. En la pag. 8)




Consideraciones... (Viene de la pagina 7) Lightner, D.V. 1996b. A handbook cios mostraron desde disefios de
& #peso, fuente de postlarvas y| |of shrimp pathology and diagnos- estanques para cria hasta asegura-
fuente de progenitores y cualk- | |tics procedures for diseases of| | doras de la produccion; asi como
quier otra informacién historica| |cultured penaeid shrimp. Section| | los académicos vinculados al desa-

pertinente, lo anteriro debe ser| [3: Viruses. World Aquaculture| | rrollo de la truticultura a traveés del
escrito en un pedazo de papel Soc. Baton Rouge, LA. Programa Nacional de Sanlda_d
albanene con lapiz de grafito y| |tuna. L.G. (ed.) 1968. Manual of Acuicola representados por la Uni-
se coloca en una bolsa plastica| |Histological Staining Methods of versidad Auténoma del Estado de
Junto con el organismo. the Armed Forces Institute of Pa-| | Meéxico, y la Universidad Auténoma
Envio de Muestras para el Proce- thology. 3rd Edition. Metropolitana Unidad Xochimilco.

sado por Histologia

Remover el espécimen del alcohol La importancia de_l foro radicé_ en
etilico 50%.Envolver en una toalla IV Foro de Truticultores que se abordan diferentes topicos

i . Martha Rodriguez. UAM-X de interés para promover e incre-
dZ upeize:ansicnaangzls;ngecl’g%clg eSs;e mentar la produccion de esta espe-
paq P y El pasado 27 y 28 de Enero del cie que dia a dia tiene mayor de-
turar con alcohol etilico al 50%. . ‘o :

- presente, se llevo con mucho éxito manda en el mercado nacional, el
Marcar la bolsa con los datos princi- . . . -
SR . el IV Foro de Truticultures, organi- | | cual aun no esta satisfecho.
pales como historia, numero de en- iy
vio. etc zado por la Delegacion Federal del
’ : AXi i Entre las demandas de los produc-
Colocar esta bolsa dentro de otra Estado de Mexico, la _Secretana_ de d h do d P |
ara evitar el posible accidente de Desarrollo Agropecuario del Gobier- tores_ e trucha se pudo destacar fa
ﬁberaoic’)n de alcohol no del Estado de México; la Direc- necesidad de manuales sobre el
' cion General de Acuacultura de la| | cultivo de trucha, formas de asegu-
SEMARNAP y el H. Ayuntamiento rar la produccion; asi como la pre-
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