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INTRODUCCION

Si se analiza en este momento la cantidad de pescado' que consume la poblacién mundial
encontraremos cifras que van desde los 8 kgr hasta los 70 kgr anuales por habitante
dependiendo de cada region, dichas cifras son el resultado de un Incremento en el consumo de
este tipo de productos durante las Gitimas décadas; de 1970 a 1990 el consumo de pescado,
crustaceos y moluscos de cultivo y captura, aumenté de un 16 a un 22% (Westlund, 1999).
Esto indica la importancia que estan adquiriendo estos productos dentro de la dieta humana y
por consiguiente, las actividades que sustentan su produccion, la pesca y la acuacultura, estan
siendo consideradas en muchas naciones como fuente primordial de alimento a largo, mediano
y corto plazo.

De estas actividades, la pesca, hasta la década pasada, habla tenido un gran incremento en
su volumen de captura, sin embargo la existencia de las especies acuaticas para consumo en
estado natural es limitada y en la actualidad del 47 al 50% de estas especies pesqueras estan
en el punto maximo de explotacion, del 25 al 27% se encuentran préximas al limite y del 15 al
18% se encuentran sobrexplotadas (FAO, 2000) lo cual establece que el crecimiento anual de
esta aclividad en adelante sera casi nulo.

La produccion de pescado en 1999, seglin una estimacion preliminar de la FAO, ascendié a
unos 125 millones de toneladas, cifra alcanzada por un aumento de 20 millones de toneladas
con respecto al decenio anterior aportado principalmente por la acuacultura, ya que la pesca se
mantuvo relativamente estable.

La acuacultura provee un tercio de todo el pescado de la alimentacidn humana y su
contribucion se ha cuadriplicado pasando del 7% en 1950 al 30% en 1997, creciendo a un ritmo
anual del 10.3% entre 1988 y 1997, mientras que la produccion de carne de origen terrestre
crecio durante ese mismo periodo un 0.5% (FAQ, 2000). Comparada con el cultivo terrestre la
acuacultura es una actividad mucho mas variada debido a que dispone de diferentes especies
con caracteristicas diversas que permiten adaptarse a diferentes ambientes, agua dulce,
salobre o marina; ademas, la carga hacia el ambiente es mucho menor que la ganaderia o
incluso la agricultura (Sheperd, 1988). En términos econdmicos los costos por kilogramo de
peso vivo producido en acuacultivos son mucho mas bajos que el correspondiente, por
ejemplo, a la produccion de cerdo hasta en un 76% (Baranbé, 1991),

La acuacultura desarrollada en cualquiera de sus modalidades; en agua dulce (representando
el 58%), en mar (correspondiente al 35%) o en agua salobre (7%); produce peces de agua
dulce 17%, moluscos 23%, plantas acuaticas 22%, peces diadromos 8%, crustaceos 8%,
peces marinos 2%, y otros 20%, por ende la acuacultura no sélo es considerada de mayor
potencial de desarrollo que la pesca de captura y el cuitivo terrestre sino que también es un
instrumento importante para elevar la seguridad alimentaria (FAOQ, 2000). En México no ha sido
la excepcion, la acuacultura ha representado mas del 15 % de la produccién pesquera anual
teniendo un incremento progresivo hasta 1999; la acuacultura nacional esta representada por
el cultivo de peces de agua dulce 57%, moluscos 24%, crustaceos 17% y otros 2% (Pesca,
1999).

Muchos paises han identificado una escasez futura de suministros de productos pesqueros y
apoyan el desarrollo de la acuacultura mediante planes de desarrollo que afronten problemas
importantes como: los usos conflictivos de la tierra, problemas ambientales generales, la
introduccion de especies, la contaminacion del agua y suelo destinados para la acuacultura, el
acceso al conocimiento de técnicas para el manejo adecuado del cultivo, entre otros (FAO,
2000). Es importante establecer que existe una estrecha relacién entre estos problemas, ya
que la presencia de uno o varios dentro del proceso de desarrollo de la actividad acuicola,
afecta de manera directa e indirecta la salud de los organismos. Una vez afectada se
desencadena un problema que repercute de forma inmediata y progresiva en el crecimiento de
la actividad, este problema son las enfermedades.

' Refiriéndose a peces, moluscos y crusticeos de consumo humano.
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Con el desarrollo de la acuacultura se ha puesto de manifiesto |a Incidencia creciente de
enfermedades de los organismos y a menudo se ha favorecido la aparicion y propagacion de
estas. Es entonces que la Sanidad Acuicola adquiere una creclente Importancla econdmica
que hace necesaria su atencién (Kinkelin, 1991). A s~ R

La sanidad acuicola implica una serie de programas de salud que Involucran la prevencion
(medicina preventiva y profilaxis), monitoreo. control -y el diagnéstico. Sin embargo, el
establecimiento de un programa de salud en la industria acuicola conlleva en si una evaluacién
econémica que debe buscar un balance entre cualquier estrategia y la productividad del
negocio, es decir que ante cualquler riesgo de salud, se debe tener en cuenta las posibles
acciones preventivas que una vez aplicadas tendran efectos técnlcos y econémicos sobre la
produccién con diferentes costos.

Un programa de salud es muitifactorial e Integra componentes como la higiene, nutricién,
manejo, caracteristicas genéticas, monitoreo, vacunas y tratamientos. Ademas, va relacionado
con la administracion ya que durante el desarrollo de los organismos, el acuacultor se ve en la
necesidad de tomar decisiones e implementar practicas administrativas que hagan posible una
perspectiva favorable de costo /beneficio (Reddington, 2000).

La deteccién de cualquier patégeno es tomada en cuenta por la administracién para excluir o
destruir el lote infectado, un diagnéstico temprano y acertado es la primera linea de defensa
contra la propagacion y potencial catastrofe financiera que sale de control y resulta en una
enfermedad muy extendida. (Reddington, 2000). De hecho ya diferentes epizootias han
comprobado dicho principio dentro de la produccion, un claro ejemplo esta en el cultivo de
crustadceos como el camardon (Litopenaeus vannamei), donde se han dado pérdidas
economicas importantes debido a los brotes manifestados en 1992 del sindrome de Taura,
ocasionado por el virus TSV de la familia Picornaviridae. Dicho sindrome se ha extendido ya en
muchas regiones de América (incluyendo México) y Asia (Cruz, 1998).

Dentro de las enfermedades que se llegan a presentar, las infecciosas son las que llegan a
afectar de manera considerable. Se ha estimado que mas del 10% de la produccion de la
acuacultura se pierde cada afo debido a éstas (Pérez, 1997).

Para poder ser capaz de diagnosticar y controlar cualquler enfermedad es necesario reconocer
cuando el lote de organismos esta sano y prospero, ademas de conocer la:relacién de los
organismos con su medio, para asl entender como es que se da la interaccién con factores
externos que influyen directamente causandole estrés (Constantino, 1997; Kinkelin,1991).

En la acuacultura los animales estan frecuentemente expuestos a agentes infecclosos y
pueden ser infectados pero no desarrollar la enfermedad, es decir ser solo portadores y el
estrés puede determinar el desarrollo de la enfermedad.

Algunos factores de estrés pueden ser desnutricion, alto o bajo oxigeno disuelto, alta o baja
salinidad, alta o baja temperatura del agua, presencia de algunos tipos de algas, contaminacién
y manejo (Figura 1).También tiene fuerte influencia la predisposicién genética que para algunas
especies es inherente (Baranbé, 1991; Kinkelin, 1991; Reddington, 2000).

Es importante distinguir entre infeccién subclinica por un patégeno y la enfermedad que puede
llegar a establecerse. Un ejemplo es cuando una poblacién estd expuesta a un patégeno en
una temporada determinada, la mayoria llegard a ser infectada, sin embargo solo un
porcentaje desarrollard la enfermedad clinica. De estos, pueden ser j6venes que no hablan
sido expuestos a un patégeno similar con anterioridad y algunos viejos que presentan falla en
su sistema inmune. Otro grupo son los que estadn en un estado de estrés o deficlencia
fislolégica o ambiental que son supresores potentes del sistema inmune el cual lo predispone a
la enfermedad (Weyts, 1999).
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Figura 1. Diagrama de flujo de los factores que afectan a los organismos acudticos en cultivo
intensivo (modificado de Kinkelin, 1991).

Para prevenir o controlar enfermedades (medicina preventiva) es, de primera necesidad,
entender el qué, por qué y donde de los patégenos; Para esto es de suma importancia
desarrollar bases de informacion de los agentes infecciosos de especies acuaticas y de sus
enfermedades para utilizar los métodos de diagndstico estandarizados y certificados de manera
adecuada y oportuna (Reddington, 2000).

Los paises desarroliados han elaborado programas de prevencion e informacién a fondo. En
Europa y E.U.A. se han legislado normas de control sanitario, que incluyen enfermedades de
etiologia viral y bacteriana.

El inicio de estos programas se dio en la Organizacién Mundial para la Salud Animal en la
Oficina Internacional de Epizootias con sede en Paris, Francia, que publicé en 1995 el manual
de diagnéstico para enfermedades de organismos acuaticos, que desglosa y caracteriza todas
las enfermedades que son certificables (Tabla 1), en esta lista se incluyen, ademas de otras,
cinco enfermedades que dentro del codigo zoosanitario de la OIE se denominan: Septicemia
hemorragica Viral (SHV), Necrosis Pancredtica Infecciosa (NP1), Furunculosis, Mixobolosis e
hidropesia infecciosa, por ser enfermedades que tilenen un impacto econdmico en la
produccién. De forma paralela, la comisién Europea Consultiva de la Pesca Interior (CECPI) de
la FAO discutio regularmente, durante sus sesiones, la lucha contra las enfermedades de
peces, que condujo en 1994 a una consulta gubernamental sobre una convencion internacional
de este asunto. Entre las enfermedades contenidas, estaban las ya inscritas en el cédigo
zoosanitario internacional de la OIE, ademas de otras. Estos Ultimos trabajos siguieron siendo
consultivos pero, tanto en la FAO como en la OIE, las directrices eran similares: contar con
técnicas especificas de diagnostico, definir y dar a conocer la reglamentacién sanitaria de cada
pais, elaborar certificados al respecto, y prescribir al transporte internacional de peces que
careciera de certificados (Rodriguez, 1998).

Dichos certificados deben establecerse a partir de un enfoque homogéneo del control sanitario
de las poblaciones animales acuaticas y de métodos normalizados de diagnéstico de las
principales enfermedades de los animales acuéticos. .




La certificacion es un requisito previo indispensable para controlar y evitar la propargacié}{'deﬂ
enfermedades de animales acuaticos a través de los Intercambios internacionales e internos de
cada pals y debe basarse en normas éticas y rigurosas. o

Enfermedades de declaracién obligatoria a al OIE
PECES Necrosis hematopoyética epizodtica
Necrosis hematopoyética infecciosa
Enfermedad por el Oncorhynchus masou virus
Viremia primaveral de la carpa
Septicemia hemorragica viral
MOLUSCOS Bonamiosis
Haplosporidiosis
Marteiliosis
Microcitosis
Perkinsosis
CRUSTACEOS Enfermedad de las manchas blancas
Sindrome de taura
Enfermedad de la cabeza amarilla

Otras enfermedades importantes

PECES Virosis del bagre de canal
Encefalopatia y retinopatia viricas
Necrosis pancreatica infecclosa
Anemia [nfecciosa del Saimén
Sindrome ulcerante epizoético
Renibacteriosis
Septicemia entérica del bagre
Piscirickettsiosis
Girodatilosis
Iridovirosis de la dorada japonesa
Iridovirosis del esturion blanco
CRUSTACEOS Necrosis del pancreas por baculovirus
Poliedrosis nuclear por baculovirus
Necrosis hipodérmica y hematopoyética Infecciosa
Plaga del cangrejo de rio
Virosis mortal de los genitores

=

Tabla 1. Cuadro de enfermedades certificables por tipo de organismo segtn el Cédigo Sanitario
Internacional para los Animales Acuéticos (OIE, 2001).

Las medidas de profilaxis tienen por objetivo impedir que los agentes patdégenos afecten a los
animales sanos contaminando su medio ambiente. La aplicacién de estas medidas se realiza
segun dos métodos: la intervenciéon puntual, personal, sobre los peces de los que se dispone, 0
la intervencion coordinada a escala nacional 6 internacional. Con esta segunda forma de
intervencion sanitaria, se trata de interrumpir la transmisién de las enfermedades producidas
por bioagresores en zonas mas o menos amplias, destruyendo por una parte la fuente de
infeccion (destrucciéon de animales contaminados y desinfeccién de los lugares de produccion,
asi como de los materiales) y por otra parte, repoblando las explotaciones saneadas con
animales indemnes. La aplicaciéon de esta metodologia hace necesario contar con medios de
diagnostico que permitan definir las zonas indemnes y medios de vigilancia y proteccion de
estas zonas, asi como de las que han sido saneadas. Estas medidas se llevan a cabo
actualmente en Europa y Estados Unidos (Kinkelin, 1991).

En México, también se ha iniciado la implementacion de estas medidas. El 23 de Noviembre de
1993 aparecieron en el Diario Oficial de la Federacién, los proyectos de normas oficiales
mexicanas con los requisitos necesarios para la importacion de organismos acuéticos vivos
en cualquiera de sus fases de desarrollo, destinados a la acuacultura u ornato en el territorio

nacional.
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La aplicacion de cuarentenas, a efecto de prevenir la introduccidon y dispersién de
enfermedades certificables y notificables, en la importaciéon y.movilizacién de organismos
acudticos vivos de cualesquiera de sus fases de desarrollo, destinados a la acuacultura y
ornato en los Estados Unidos Mexicanos. (NOM-010-PESC-1993 y NOM-011-PESC-1993,
respectivamente, vigentes a partir del 1 de enero de 1996) (Auré, 1996).

En apoyo para la ejecuciéon de dicha normatividad La Secretaria de Medio Ambiente, Recursos
Naturales y Pesca, considerando el Programa de Pesca y Acuacultura 1995-2000, del Poder
Ejecutivo Federal ha instrumentado a través de la Direccién General de Acuacultura desde
1992 el Programa Nacional de Sanidad Acuicola con la participacidon de Instituciones de
Investigacion y Ensefanza Superior de distintos puntos del pals, a fin de responder a las
demandas sobre sanidad en cada uno de los estados de la republica consolidando la Red de
Diagnéstico y Prevencion de Enfermedades de Organismos Acuaticos a Nivel Nacional

(Rodriguez, 1998).

Dentro de las enfermedades mas importantes para acuacultura resaltan aquellas cuya etiologia
es de origen viral, En los peces el nimero de virus aislados ha aumentado en los Ultimos afios,
de los virus descritos, solo unos cuantos pueden considerarse graves y de impacto econdmico;
ellos son los que se encuentran en cuatro familias Birnaviridae, Rhabdoviridae, Iridoviridae y
Reoviridae (Pérez, 1997). Cada una de estas familias alberga patégenos altamente virulentos
con diferentes caracteristicas en: su estructura (ADN o ARN), forma, tamarfio, patogénia y tipo
de huésped al que infectan, teniendo asi enfermedades para cualquier etapa del ciclo de vida
de los organismos. En particular para las especies de la familia Salmonidae algunos virus de
las familia Rhabdoviridae y uno de la Birnaviridae son considerados de impacto para la
produccion. Este Ultimo, el virus de la necrosis pancreatica infecciosa (VNPI) ha sido el mas
estudiado de los virus de peces debido que presenta ambas formas de trasmisién vertical y
horizontal y por presentar una gran variacion serolégica.

LA NECROSIS PANCREATICA INFECCIOSA

La necrosis pancreatica infecciosa (NPI) es una enfermedad sistémica contagiosa de alevines
y juveniles de Salménidos, producida por un Birnavirus. Esta enfermedad causa mortalidades
que son inversamente proporcionales a la edad de los peces, tipicamente es mayor en peces
jovenes y rara en peces viejos (Wolf, 1988). En esta enfermedad se presentan elevadas
mortalidades que van desde el 10 al 80% segun la variedad de virus. Se presenta en crias
generalmente a las seis semanas de empezar a comer (Constantino, 1997). Esta enfermedad
existe en muchas partes de Norteamérica, Europa y Japon (Roberts, 1986).

CARACTERISTICAS DEL VIRUS DE LA NECROSIS PANCREATICA INFECCIOSA (VNPI)

El agente etiologico viral de esta enfermedad fue establecido en 1960 por Wolf et.al. en el
Internationatl Comittee on Nomenclature of Viruses (ICNV) el VNPI esta dentro de los virus RNA
doble cadena (ds), sin envoltura, con simetria ctibica, perteneciente a la familia Birnaviridae en
donde se encuentran 3 géneros, a los que pertenecen el virus de la enfermedad bursal
infecciosa de ave (I1BDV) y el virus de la Drosophila X (DXV).

ElI VNPI es icosaédrico con un digdmetro variado entre 55 a 75 nm, El! virion tiene una capside
de 132 unidades. El genoma contiene 2 segmentos de RNA (doble cadena) A y B. El segmento
A de 3092 pares de base (pb) y el B de 2784pb. El segmento A codifica las proteinas pre VP2,
VP3 y una no estructural (NS). El segmento B codifica la RNA polimerasa VP1 (Pérez, 1993).

La infectividad del VNPI es la mas persistente de cualquier virus de pez. En agua destilada a
4°C la infectividad persiste de 5 a 6 meses; en agua de grifo a 10°C la infectividad persiste de
forma similar hasta mas de 7 meses, pero a 10°C en agua de cana! no tratada con flora natural
persiste 14 dias, siendo este el mas resistente de los virus de peces por conservar su
infectividad expuesto al ambiente por mas tiempo que otros. En estudios a 15°C en agua
natural no tratada de estuario su persistencia fue de 27 dias. En un pH de 3 y con una
temperatura de 60°C durante los primeros 30 minutos e! virus se Inactiva, pero a pH de 9
puede persistir durante varias horas (Wolf, 1988).




w1 PATOGENIA DE LA NECROSIS PANCREATICA INFECCIOSA

Es. tipico en organismos infectados la presencia de movimientos rotatorios alternados y
‘postracion, estos movimientos pueden ser lentos y déblles o rapidos y frenéticos (Roberts,
1986). Este comportamiento comunmente es un signo terminal pero puede suceder que el
organismo se recupere. Este comportamlento también se presenta en otras enfermedades
tanto virales como parasitarias (Wolf, 1988), ademas de la forma de un nado agénico, los
organismos lienden a estar en el fondo del estanque o a depositarse en las mallas de
proteccion en la salida de agua del estanque.

En trucha generalimente ocurre un oscurecimiento del organismo (Roberts, 1986; Constantino,
1997), también puede presentarse exoftalmia de leve a moderada y distensién abdominal
(Roberts. 1986; Wolf, 1888). En algunos casos se presentan hemorragias en las areas
ventrales, las branquias estan atipicamente paélidas y muchos peces acarrean largas y
delgadas heces en el ano llamadas pseudofecas, estas heces son mas fragiles y largas que en
la Necrosis Hematopoyética Infecciosa (NHI) (Wolf, 1988).

Cuando se disecta al pez se puede observar; en el tracto digestivo, la presencia de gotas de
grasa, moco abundante y sin comida como una caracteristica patognomonica, si en raras
ocasiones se encuenira alimento, este es poco y estd confinado a la porcion posterior {(Wolf,
1988). Ocasionalmente hay hemorragias petequiales en el area del estdmago (Roberts, 1986) y
visceras, en organismos jovenes el bazo, corazon, higado y rifién estan anormalmente palidos.
En algunos organismos los ciegos piléricos y el tejido adiposo anterior estan punteados por
petequias y la cavidad del cuerpo puede tener fluido ascitico (Wolf, 1988).

EPIDEMIOLOGIA DE LA NECROSIS PANCREATICA INFECCIOSA

El virus puede ser transmitido verticalmente via huevos y semen y horizontalmente por heces;
cuando el pez es infectado el virus ataca intestino y pancreas y en peces sanos portadores
puede estar asociado con varias secreciones que dentro del agua continian el ciclo de
infeccion (Roberts, 1986).

La presencia continua de portadores del VNPI puede hacer muy dificil erradicar el virus del
lugar donde ya fue introducido, puede ser que un lote de peces de un afio esté infectado
durante un periodo de estudio y no haberse infectado el afio previo en etapa de cria, ya que las
infecciones activas pueden ocurrir en la ausencia de signos con la presencia de numerosos
viriones en varios organos, este es el caso cuando organismos de un ailo de edad son
artificialmente infectados en laboratorio tanto trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) como
trucha de arroyo (Salmo trutta) (Yamamoto, 1974).

La seital clave de |la enfermedad para saber si en un brote esta involucrada una variedad muy
patdgena, es la presencia de una alta mortalidad (Roberts, 1986; Wolf, 1988). La manifestacién
de cambios patolégicos en los organismos esta influenciada por factores como la edad y la
condicion fisioldgica del organismo, temperatura del agua y el tipo de virus que infecta. En
granjas de trucha la infeccién puede variar de inaparente o subclinica, a baja o mediana, hasta
aguda en donde la mortalidad es total o casi total. Exceptuando cuando hay mortalidad total,
los sobrevivientes pueden ser portadores del virus y un estudio para su deteccidn puede
reducir los factores condicionales para que vuelva a suscitarse la infeccion (Wolf, 1988).

HISTOPATOLOGIA DE LA NECROSIS PANCREATICA INFECCIOSA

La infeccion produce marcada necrosis pancredtica, pero algunas veces los cambios
histopatolégicos ocurren en el tejido adiposo adyacente al pancreas, en el tejido
hematopoyético renal, en el intestino y en el higado.




Tejido Pancreatico

La necrosis pancreatica es tipicamente evidente en células acinares, algunas areas muestran
cambios graduales lo que ocasiona una apariencia normal del tejido (Wolf, 1988), los nicleos
de las células acinares presentan picnosis y cariorrexis con moderado infiltrado inflamatorio
(Ferguson, 1989) y cuerpos de inclusién constituidos por particulas virales regularmente vistas
en ceélulas con avanzados estadios de degeneracién. Tamblén pueden encontrarse en el
citoplasma de células acinares ligeros cambios patolégicos, mitocondrias hinchadas y
marginacion de cromatina en el nucleo. Las células se encuentran aparentemente funcionales
ya que el reticulo endoplasmico rugoso, el aparato de Golgi y los granulos de cimégeno
aparecen intactos (Lightner y Post, 1969).

Los cuerpos de inclusion del virus de la necrosis pancreatica infecciosa varian en composicion
y tamafio, se clasifican en tres tipos basicos: el primer tipo consiste de particulas virales en
arreglos cristalinos; el segundo esta compuesto de particulas virales arregladas al azar con
masas de citoplasma en degeneracién y en el tercer tipo las particulas estan mezcladas con
masas de membranas mielinicas (Lightner y Post, 1969).

Tejido Adiposo Adyacente al Pancreas

El tejido adiposo adyacente a los ciegos piléricos puede mostrar necrosis de adipositos que
puede ser causada por la liberacion de cimégeno 6 por el ataque directo del virus. En algunas
ocasiones puede haber zonas con infiltrado Inflamatorio.

Rifidn

También pueden ocurrir cambios patoldgicos en los tejidos excretorio renal y hematopoyético,
los dafios renales son consistentes con el titulo alto de virus encontrado en riién y en menor
grado en peces portadores. De igual forma se ha descrito para trucha arcoiris (Oncorhynchus
mykiss) dano renal como congestion o hemorragia en glomérulos, edema y destruccién o
descamacioén de epitelio tubular (Wolf, 1988).

Intestino

Otro cambio que ocurre es la necrosis y desprendimiento de la mucosa intestinal con infiltrado
inflamatorio. Puede ir acompaiado de abundante moco contenido en el lumen.

Higado

Sano en 1971 describid que algunas truchas con necrosis pancreatica infecciosa (NPI).
tuvieron congestién y necrosis del tejido hepatico. Swanson y Gillespie en 1979 notaron de:
manera similar una degeneracion focal de las células parenquimatosas del higado en juvenlles -
de salmén del atlantico inoculados con el virus de la necrosis pancreética infecciosa (VNPI)‘ ’
Kudo et.al. en 1973 mostro la presencia de viriones en hepatocitos (Wolf, 1988). el

AISLAMIENTO DEL VIRUS DE LA NECROSIS PANCREATICA INFECCIOSA (VNPI)

Ya sea para determinar la causa de una Infeccién o detectar portadores, el Virus de la
Necrosis Pancreatica Infecciosa (VNPI) puede ser generalmente aislado de forma facil y con -
alto grado de confianza. Las lineas celulares CHSE-214 (chinook salmon embryo) y RTG-2
(rainbow trout gonad) son recomendables para aislar el virus, por su susceptibilidad y
respuestas liticas. '

La linea celular RTG-2 proporciona identificacion presuntiva de la presencia del virus de la
necrosis pancreatica infecciosa por producir placas liticas, la temperatura de incubacion para
las células esta en el rango de 4°C a 26°C. En RTG-2 el efecto citopatico se produce varios
dias después a incubacion de 4°C, pero puede aparecer en 9 hrs. a 26°C (que es la
temperatura mas alta tolerada). Ciertamente el VNP| a méas temperatura produce resultado de
efecto citopatico mas rapido, pero otros virus de salmoénidos pueden ser inhibidos. A una
temperatura de 10°C es posible revelar cualquier virus de salmoénidos, la temperatura promedio
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usada para el del virus de la necrosis pancreatica Infeccioéé 'es, dé"2;0°C y usualmente el efecto
citopatico aparece después de 48 hrs. en condiciones éptimasde 'cultivo; raras veces aparece
alos 5 dias (Wolf, 1988). ) ’

Evidentemente los érganos de portadores podrian contener muchos viriones, cuando las heces
y los productos sexuales no contienen. El resultado obtenido en trucha de arroyo y arcoiris
(Oncorhynchus mykiss) presentan evidencia de que los rifiones son drganos importantes para
la deteccidn de animales portadores del virus.

La importancia de los rifiones para el aislamiento del virus es real para todas las edades de los
peces. En los organismos grandes solo se puede muestrear una pequeiia parte del rifién y dar
buen resultado. La parte posterior del rifidén ha tenido mayores resultados en el contenido del
virus (Yamamoto, 1974), sin embargo, ya diversos estudios han determinado que durante la
infeccion los organos rifidn, bazo y ciegos piléricos presentan una diferencia minima para aislar
el virus, y después de la infeccién como portador en bazo y rifidn. (Reno et.al, 1978; Kinkelin,
1991).

Para trabajos de deteccidon de portadores, donde la sensibilidad de los métodos es un
requerimiento, los fluidos ovaricos o el semen no requieren ser diluidos porque estan
fisiolbgicamente y generalmente libres de toxicidad para las células a las que se inoculen. Para
trabajos de deteccién en peces con signologla el tejido homogeneizado, el cual podria
contener. materiales inhibidores, se recomienda diluir a 1:10 o mas. Lo ideal es 2 o méas
diluciones para inocular en pruebas de deteccién y diagnédstico. Nicholson y Dexter en 1975,
observaron que el efecto citopatico no se da en diluciones 1:10 de tejido homogeneizado, pero
era claramente evidente a diluciones 1:1000 6 mas, ellos postularon una posible interferencia
homologa. Otra razon mas para hacer multiples diluciones es que se requieren para cuantificar
en aislamiento y poder determinar si es causante de mortalidad 6 esta solamente presente

(Wolf, 1988).

En poblaciones de salménidos donde la mortalidad es consecuencia de necrosis pancreatica
infecciosa, el virus puede ser aislado no solo en el periodo donde la enfermedad es
clinicamente evidente, sino que hasta varios afos después en algunos sobrevivientes, esto
mismo no es aplicable para otros virus de salmdnidos. No todos los sobrevivientes son
portadores del virus de la necrosis pancredtica infecciosa e Igualmente algunos de los
portadores pueden expulsar virus Intermitentemente (Wolf, 1988).

El rango de aislamiento de virus en trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) es méas bajo que el
obtenido en trucha de arroyo lo cual podria ser por las diferencias entre estos salménidos. El
bajo rango de presencia del virus en trucha arco irls también podria indicar una resistencia
general a la infeccidbn por el virus, debida a una resistencia natural que presentan los
organismos viejos o a una inmunidad adquirida por la infecciéon en etapa de cria (Yamamoto,

1974).




ANTECEDENTES

En 1955 Wood et.al. describleron una enfermedad infecciosa con caracteristicas de una
enteritis catarral que atacaba a alevines de trucha en granjas de produccion en Norteamérica.
Con estudios histopatolégicos complementarios la llamaron necrosis pancreatica infecciosa
(NPI), postulando una etiologia viral. No fue sino hasta 1958 cuando Wolf et.al. reportaron el
primer virus aislado de pez, el virus de la necrosis pancreatica infecciosa (VNPI) aislado
gracias a los trabajos de Wolf y Dumbar un afio antes (1957) donde publicaron procedimientos
para cultivar tejido de trucha. Posteriormente Wolf y Quimby (1968) inmortalizaron la llnea
celular RTG-2 (rainbow trout gonad) por su susceptibilidad al virus de la necrosls pancreatica
infecciosa (citados por Wolf, 1988).

En 1960 un brote de NPI se suscitd en la Granja Nacional de Peces de Leetowm, oeste de
Virginia, con una mortalidad del 50% en poblaciones de trucha arco irls. En este estudio se
muestrearon las visceras de los organismos y se homogeneizaron, de estas muestras el virus
fue aislado y clonado para depositarlo en la American Type Culture Collection como el tipo VR-

299 (citados por Wolf, 1988).

En 1965 Cerini y Malsberger utilizaron por primera vez el microscopio electronico para
determinar la morfologia del virus de la NPI, a lo que sucedieron una serie de reportes mas
sobre la enfermedad durante la década de 1960. Trabajos como el de Malsberger y Cerini, en
ese mismo afio (1965) indicaron que el VNPI era un RNA virus; Parisot et.al. (1965) reportaron
la presencia de NP en 10 estados mas del oeste de Norteamérica. Los trabajos de Klonz et.al.
en este afio arrojaron datos acerca de la respuesta inmune de especies de salmoénidos
infectados experimentalmente con VNPI (citados por Wolf, 1988; Ceriniy Malsberger, 1965).

Wolf et.al. (1963) rastreando y llevando a cabo pruebas virolégicas en un lote de progenies de
trucha de arroyo que estuvieron implicadas en un brote de NPI como portadores, encontraron
al VNPI en ovario y fluidos gonadicos. Y a finales de la década Moss y Gravell (1969)
incluyeron un descubrimiento preliminar de que el RNA del virus era de doble cadena. El
mismo afio Woll y Quimby reportaron la respuesta inmunoldgica de trucha de arroyo y arcoiris
contra el VNPI.

Posteriormente Wolf, Quimby y Carlso (1969), durante pruebas de virulencia de 15 tipos de
VNPI, mostraron que las mortalidades van desde el 10 hasta el 90%, ellos también midieron
indices de neutralizacion con suero de conejo anti VR-299 contra 28 aislados del virus (citados
por Wolf, 1988).

Ya en la década de 1970 Frantsi y Swan (1971) en muestreos de rutina para detectar el virus,
revelaron que tomando el rifién de muestra se identificaban mejor los portadores del virus que
tomando solo las heces; sin embargo ellos notaron que el estrés incrementa el niumero de
portadores que desalojaban virus en heces. Durante 1971 aparecié mas informacién sobre la
diversidad de tipos de VNPI, Sano (1971) encontré NPl en Japén y sus aislados de!l VNPI
fueron semejantes serologicamente al tipo Norteamericano y Francés. A su vez Wolf y Quimby
(1971) que aislaron diferentes tipos de VNPI| en peces de Francia mostraron que estos eran
regularmente diferentes al tipo norteamericano VR-299 (citados por Wolf, 1988).

Vestergard Jogersen y Meyling en 1972 mencionaron brevemente la primera aplicacion
sucesiva de una técnica directa de inmunofluorescencia en células en cultivo infectadas con
VNPI. Sano en ese mismo afio aislé VNP| de peces en 27 granjas inspeccionadas en Japdn.
Por otra parte Piper et.al. (1973), aplicaron una técnica directa de inmunofluorescencia a un
estudio cinético de replicacion de VNPI in vitro, mostraron que el antigeno podria ser detectado
dentro de un estanque varias horas después de la infeccion (citados por Wolf, 1988).




Se pueden citar algunos trabajos de las investigaciones llevadas a cabo de 1975 a 1980 como:
Alayse et.al. 1975 que describié la sintesis de RNA del VNPI seguido de 2 reportes de
Desautels y Mackelure (1975) sobre la estabilidad e inactivacién del mismo. Schiotfellt y Frost
(1975) reportaron en Alemania el primer caso de infeccién doble en trucha arco iris en
condiciones naturales por 2 virus, el Egtved virus y el VNPI, Yamamoto en 1975 encontré VNPI
y enfermedad bacteriana en el rifidn de un mismo pez. Mulcahy y Fryer en 1976 descubrieron
una infeccion debida a VNHI y VNPI en trucha arco iris. Reno et.al. (1978) confirmaron que
adultos de trucha podrian ser infectados con VNP! y presentar respuesta inmune y eliminar la
infeccion, por el contrario en alevines de trucha de arroyo experimentalmente Infectados, la
enfermedad continuaba y se lenian mas portadores. Mientras Reno en 1976 habia usado una
prueba indirecta de inmunoperoxidasa para la identificacion del VNPI, Nicholson y Henchal
(1978) encontraron que la prueba directa de inmunoperoxidasa era mas especifica (citados por

Wolf, 1988).

Cerca del 20% de las referencias de los afios 1980 a 1988 fueron reportes de casos de nuevos
brotes u hospederos y aislamientos de VNPI en nuevas areas geograficas como Chile, Corea y
Taiwan. Las revisiones de Hill (1982) y Ahne (1985) Incluyeron listados de especies de peces
en las que habia aislado el VNPI, los nuevos hospederos incluyeron diversas especies de
importancia comercial en acuacultura, que mostraron signos de enfermedad y presentaron
mortalidades: pez cola amarilla (Seriola quinqueradiata) por Sorimachi y Hara (1985); locha
(Misgurnus anguillacoubulatus) por Kou y Chen (1984) y la perca marina (Dicentrarchus labrax)
por Bonami et.al. (1983). (citados por Wolf, 1988).

Otro 20% de los reportes son sobre el aislamiento e identificaciéon del virus. Se did mucha
atencion a técnicas serologicas: métodos de rapida identificacion del VNPI usando anticuerpos
acoplados a fluorocromos por Swanson y Gillespie (1984); ELISA por Dixon y Hill (1983) y Co-
aglutinacion por Kimua et.al. (1984). Otros trabajos de interés fueron: Inmunizacion y vacunas,
discutidas por Dixon y Hill (1983) y Hill et.al. (1980); hallazgos sobre transmision del VNPI
particularmente sobre aspeclos de transmision vertical, se presentaron en trabajos de Ahne y
Neyele (1985) y Dorson y Torchy (1985). Los reportes de Okamoto et.al. (1984) y Swanson
et.al. (1982) trataron sobre la patogénesis y los efectos antivirales de drogas y desinfectantes
usados en acuacultura incluyendo para el VNPI. Desde finales de 1985 a 1988 se comenzaron
a desarrollar trabajos sobre anticuerpos monoclonales contra virus de peces incluyendo el
VNP! por J.C. Leong de la Universidad de Oregon y B.L. Nicholson de la Universidad de
Marina. (Citados por Wolf, 1988) (Swanson y Gillespie, 1984) (Dixon y Hill, 1983).

Métodos utilizados para el diagndstico de NPI.

Inmunofluorescencia (IF)

La prueba con anticuerpos marcados con fluorocromos ha sido empleada para el estudio del
virus de la NP! incluyendo la presencia de antigenos virales en células cultivadas (Vestergard y
Jorgensen, 1974), replicacién del VNP! en células de Salmén del Atlantico (Piper, Nicholson y
Dum, 1973), el efecto de Ia temperatura sobre el crecimiento y sobrevivencia del virus (Hedrick,
Leong y Fryer,1978).

Sin embargo, los métodos de inmunofluorescencia (IF) estan limitados en su mayor parte para
estudios in vitro y no habian sido usados para deteccion de antigenos virales en tejido de
peces infectados, Podriamos mencionar que a partir de Swanson y Gillespie (1981) se da el
uso de la técnica de inmunofluorescencia (IF) indirecta sobre tejidos pancreatico, intestinal y
hepatico de organismos infectados experimentalmente, con manifestacion aguda de la
enfermedad usando un suero polivalente de conejo anti VNPI. Caswell-Reno et.al. (1986)
comenzaron sus trabajos en la produccion de anticuerpos monoclonales (MAbs) en estudios de
tipificacion serolégica y analisis de epitopos virales en diferentes aislados de IPNV,

En el manual de la OIE (1995) se incluye el uso de anticuerpos para la certificacién de lotes de
organismos para la NP! en pruebas de neutralizacion y ELISA, tanto para portadores como
para diagnostico de brote. Se incluye también el aislamiento del virus por cultivo en células BF-

2y CHSE-214.
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Citometria de flujo (C.M.F)

La citometria de flujo (C.M.F) es una técnica relativamente nueva de anélisis automatico de
células, por macromoléculas sensibles (DNA, RNA o proteinas) con fluorescentes especificos.
Dentro de los campos de aplicacién de esta técnlica hay estudios sobre diferenciacién celular,
andlisis cromosémico, microbiologla, genética, examen clinico hematolégico, inmunologia y
oncologia. Sin embargo hay relativamente pocas publicaciones sobre virologia usando C.M.F
(Rodriguez, 1991,1995).

En peces la técnica se ha utilizado para detectar infecciones virales por cambios en el
contenido de los acidos nucleicos y por la expresion de antigenos virales en las células (1988),
para identificar poblaciones de leucocitos en.pez gato (/ctalurus punctatus) en 1990, para
identificar células fagociticas y células productoras de inmunoglobulinas en trucha arcoiris
(Oncorhynchus mykiss) 1990,

Las amplias posibilidades de este método han hecho que se aplique en la detecciéon de VNPI
en leucocitos y células esperméticas de poblaciones de reproductores detrucha arcolrls

(Rodriguez et al. 1991, 1993)
Olras técnicas.

Las investigaciones realizadas en el transcurso de la ultima década 1990 a 1997 tratan sobre
efectivas inmunizaciones y desarrollo de vacunas, aplicacion de técnicas como la citometria de
flujo para la deteccion y caracterizacion del virus (Pérez, 1991, Rodriguez, 1993) y Blologia
Molecular del virus (Pérez, 1997) y deteccion por PCR (Alonso, 1998). Sin embargo progresos
recientes estan teniendo una orientacién hacia la aparicién de NPl entre cada vez mas peces
no Salménidos y mas areas geogréficas en donde no se habia reportado.

JUSTIFICACION

La Red de Diagnédstico y Prevencion de Enfermedades de Organismos Acuaticos a Nivel
Nacional a llevado a cabo estudios de diagnéstico, aislamiento de patégenos, estudios
toxicologicos, histopatolédgicos, de calidad del agua, etc. en diversas granjas de produccion de
diferentes especies en el territorio nacional. En particular de la trucha se han diagnosticado
enfermedades producidas por pardsitos como Hexamita salmonis, Ichthyophthirius multifilis y
saprolegnia sp. (Ortega, 1997) sin embargo, las enfermedades de etiologia viral en esta
especie no han sido investigadas, hasta 1999 la Necrosis pancreatica Infecciosa (NPI) no se
habia evidenciado en México.

En 1996 y 1997 en el Municipio de Amanalco de Becerra, Estado de México, ocurrié un brote
que presentd varias caracteristicas compatibles con NPl y que fue diagnosticado como
presuntivo de NP|. Se presentd una mortalidad acumulada de crias de aproximadamente el
60% de un lote (100,000 crias) proveniente de una importacidn.. Externamente los organismos
presentaron distensién abdominal, oscurecimiento de piel y pseudofecas.

Estudios histopatolodgicos evidenciaron lesiones severas en pancreas, intestino y ciegos
piléricos. No se encontro agente etiolégico bacteriano alguno. La evaluacién al microscopio
electrénico evidencio algunas particulas hexagonales en el citoplasma de células infectadas. El
estudio se llevd a cabo en el Laboratorio de Histologia, de la unidad de Morfofisiologia en la
UNAM Campus lztacala, Mortalidades semejantes estan ocurriendo en diferentes regiones del
Estado por lo que es necesario realizar estudios mas precisos para la deteccién de posibles
brotes de NP asi como del estadio de portador en nuestro pals.




DESCRIPCION DEL AREA DE ESTUDIO

Para el desarrollo del presente trabajo se realizaron 6 muestreos en dos vnjas:t(u,tlcblésfdel
Estado de México, por motivos que convienen a Ios productore S| min aﬂla;;grahjas,

como “A" y “B",

La granja “A" se encuentra en la Iocalidad de Corral 0. del municiplo de
Amanalco de Becerra, Su ublicacién esta dada por Ias ‘coordenadas longitud 99° 58 89", latitud
19° 12' 24" a una altura de 2900 m.s.n.m.. :

L.a granja esta instalada dentro de la subcuenca mayor de Amanalco. el;abasteclmlento de
agua es de un rio sustentado por-un. manantlal ubicado -a::800m:fuera=de-la-propledad.
Corresponde a la 57 granja de 11 que usan el agua de ese mismo afluente, el flujo de entrada
es de 40 lts/seg y es continuo en todo el afio con una temperatura promedio de 14°C.,

La granja tiene 5 afios de actividad de engorda, tiene estanqueria rastica y circular de
concreto sin aireadores, no tiene sala de incubacién ni alevinaje. ElI suministro de alimento,
marca Purina, es manual. El abastecimiento de los lotes de crias es del centro acuicola el
Zarco, y en ocasiones de Importacién en grupo de E.U.A de la empresa Trout Lodge.

El lote estudiado fue denominado como no portador y presenté una densidad de N=10000
organismos de tallas entre 15 a 20 cm y se tomé una muestra de n=30 organismos vivos.

La Granja “B" se encuentra en la localidad del Pedregal, Venta Morales, dentro del poblado del
Pedregal. Su ubicacion esta dada por las coordenadas longitud 99°55'01", latitud 18"56 95" a':
una altura de 2400 m.s.n.m. LR e

El abastecimiento de agua se sustenta en 2 manantiales ubicados dentro de Ia propledad con
un flujo de 80 lts/seg. Es el unico usuario del afluente. o

La granja tiene 15 afos de actividad de engorda con estanqueria 'tlbo '}‘racéways".,sfn
aireadores. La estanqueria para crianza es de concreto con proteccion de malla ciclénica 'y
abastecimiento de agua independiente. Tiene sala de incubacién y cuarentena certificada.

El suministro de alimento, marca propia, es manual. El abastecimiento de crias es por
importacién en grupo de E.U.A. de la empresa Trout Lodge.

El lote estudiado proviene de una importacién original de la empresa Trout Lodge, E.U.A de
800,000 huevos oculados que entraron directamente de aduana con cerificado de ausencia de
patogenos como el VNHI, OMV, VSH Y VNPI. De estos huevos solo 300,000 fueron destinados
a esta granja. Posteriormente dicho lote presenté una mortalidad acumulada aproximadamente
del 90% durante la incubacién, alevinaje y crianza. El acuacultor solicitd un diagnéstico durante
la mortalidad al CIESA de la Universidad Auténoma del Estado de México. Dicho diagndstico
fue confirmado como brote de NPI (informacion no publicada). Los sobrevivientes de este lote
fueron considerados como el lote portador. El lote estudiado presentd una densidad de N=8000
organismos de diferentes tallas y se tom6 una muestra de n=30 organismos vivos.
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OBJETIVO GENERAL

> DETECTAR EL VIRUS DE LA NECROSIS PANCREATICA INFECCIOSA (VNPI) EN
ORGANISMOS PORTADORES EN GRANJAS DEL ESTADO DE MEXICO.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar lesiones de necrosis pancreatica infecciosa en ciegos piléricos, riion y
bazo de organismos portadores de trucha arco iris {Oncorhynchus mykiss) mediante
histopatologia. y

2. Detectar el virus de la necrosis pancredatica infecciosa en bazo de portadores de trucha
arco iris (Oncorhynchus mykiss), con un anticuerpo monoclonal contra VNF‘I i
evidenciando por citometria de flujo. ;

3. Detectar el virus de la necrosis pancreatica infecciosa en rifidn de portadores de trucha :
arco iris (Oncorhynchus mykiss), mediante Mlcroscop:a Electrénica S

4. Detectar el virus de la necrosis pancreatica Infecciosa en rlﬁén de portadores de trucha
arco iris con un anticuerpo monoclonal contra VNPI (Oncorhynchus myk/ss). mediante
prueba de ELISA, ; R . i

B s e




METODOLOGIA

HISTORIA CLINICA DE LOS LOTES: Se registraron los antecedentes de los organismos a
muestrear, origen (externo o interno), movimientos que ha tenido en los estanques y
parametros fisicoquimicos del agua.

COLECTA: Se colectaron 30 organismos por granja.

REGISTRO: Por cada organismo colectado se hizo una descripcidén de la anatomia-externa, -

esto se registré en forma de expediente asignandose un numero de identificacién para cada
uno.

DIAGRAMA DE FLUJO
METODOLOGIA

GRANJA
AyB

IR

30 ORGANISMOS
CIEGOS

PILORICOS Y

PANCREAS RINON : ' BAZO

HISTOPATOLOGIA ELISA : 'CITOMETRIA

DE FLUJO

MICROSCOPIA
ELECTRONICA




PROCESAMIENTO HISTOLOGICO: para la obtencién de las muestras se realizd una incisién
desde la base de las aletas pectorales hasta la base de las aletas anales sobre la parte ventral,
se observaron los érganos internos y se registraron sus caracteristicas.

De cada uno de los organismos se extrajo el tracto digestivo completo para tomar una muestra
de ciegos pildricos y pancreas, tamblén se tomaron muestras de rifién e higado y se fijaron en
solucion Bouin (apéndice), estas muestras se procesaron en el laboratorio por técnica
histoloégica de rutina. El bazo se colectd y se conservé en solucion salina isoténica en
refrigeracion hasta su procesamiento para citometria de flujo.

Las muestras fijadas en solucién Bouin se sometieron a varios lavados con agua corriente
hasta eliminar el color, posteriormente se deshidrataron por medio de cambios graduales de
alcohol desde 70% hasta absoluto con tiempos de 30 min. en cada cambio.

El tejido deshidratado se aclar6é con 2 cambios de xilol de 15 min. cada uno y se procedid a una
preinclusién con una solucion 1:1 de xilol/parafina por 60 minutos, seguida de 60 minutos de
infiltracién en parafina con dos cambios. El tejido se incluyd en parafina.

Se realizaron cortes de 5 micrones en microtomo rotatorio, Se obtuvieron 4_.series de cortes
por muestra colocados en portaobjetos. 2 series de cortes de cada muestra se tifieron por la
técnica Hematoxllina y Eosina (ver apéndice) y las 2 serles restantes con tincidn Gram (ver

apéndice).

MICROSCOPIA ELECTRONICA

El tejido fijado en formol al 10% fue lavado con amdrﬁguaddr de' f 'fat
cambios de 10 minutos cada uno. Se realizo: una* post-fijacioncon soluclén vivide
tetradxido de osmio en PBS durante 40 minutos. Posterlormente se lavé con PBS’en’2 cambios '

de 10 minutos cada uno.

La deshidratacién se realizé con cambios graduales de alcohol de Ia sigulente manera S
50°, 60° y 70°, 5 minutos cada uno. o . ; : ¢

80°, 10 minutos.
90° y 96°, 12 minutos cada uno.
3 cambios de alcohol de 100°, 15 minutos cada uno.

Después de la deshidratacion se dieron 2 cambios de 6xido de propileno_durante:10. minutos .
cada uno. La preinclusién se hizo con una mezcla de resina EPON con 6xido’de propileno 1:3:"
durante 1 hora. Seguido se hizo un cambio con resina EPON y 6xido'de propileno.v/v. durante -
toda la noche, posteriormente se incluyé en resina EPON y se procedlé a cortar los’ bloques en

ultra microtomo.

Los cortes se montaron en rejillas de cobre y se tifieron con citrato de plomo acetato de uranllo_'
para su observacion al microscopio electrénico de trasmlsién 3 e : : : s

EVALUACION POR CITOMETRIA DE FLUJO:

La muestra de bazo fue macerada sobre una rejilla de acero que descansa sobre una caja Petri
con 10 ml de medio de cultivo, se presioné con un émbolo de jeringa utilizando la parte plana.
La suspension se filtré a través de la rejilla para evitar que queden pedazos de tejido
demasiado grandes y la suspensién celular se centrifugd a 1300 r.p.m. durante 7 minutos en

frio.

El paquete celular fué resuspendié en 3ml de cloruro de amonio y se incubé a temperatura
ambiente durante 10 minutos (para lisar eritrocitos). Se lavé con 10 mi de solucién
amortiguadora de fosfatos salina pH 7.2 con 0.5% de albimina sérica y 0.1% de azida de sédio
(PBA) a 1300 r.p.m. durante 7 minutos. El paquete celular se resuspendié en 1 6 2 ml de PBA y
se contd el numero de células; se ajusté la concentracién a 1x10° células por ml y se repartié 1

ml en cada tubo para citometro (FACS Sorter).
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Los tubos se rotularon de la siguiente manera: R

1.- células sin tefir '

2.-control de estreptoavidina acoplada a isotioclnato d
3.- IgG1 de ratdon comercial acopladaa biotina. ™™ "
4.- anticuerpo monoclonal comercial AS1: anti- vlrus de Ia necrosls pancreatica

infecciosa acoplado a biotina,

La suspension celular se centrifugo a 1300 r.p.m. durante 7. minut‘os‘y la pastilla se resuspendi6
en 350u! de solucién permeabilizante comercial {Dilucién 1:10), se incubé durante 10 minutos y
se lavo con 3 ml de PBA a 1300 r.p.m. durante 7 mlnutos EI paquete celular se resuspendié
para cada tubo de la siguiente manera: e

Tubo: '
1.~ 30ul de amortiguador de fosfato salino pH 7.2 (PBS)

2.- 30ul de amortiguador de fosfato saline pH 7.2 (PBS)

3.- 30ul de una dilucién 1:500 de IgG1 de ratén acoplada a biotina.

4.- 30p! de una dilucidn 1:500 del anticuerpo monocional AS1 anti-virus de Ia
necrosis pancreatica infecciosa.

Se incubaron durante 30 minutos a temperatura ambiente. Las células se lavaron con 3 ml de
PBA a 1300 r.p.m. durante 7 min. y se resuspendi¢ el paquete celular para cada tubo de la
sigulente manera: e

Tubo:

1.- 30ul de PBS :
2.- 30ul de una dilucién 1:1000 de estreptoavldina acoplada a Isotloclanato de’ :

S fluoresceina
3.- 30ul de una dilucién 1:1000 de estreptoavidlna acoplada a isotlocnanato de L
fluoresceina :
4.- 30ul de una dilucién 1:1000 de estreptoavidina acoplada a isotloclanato de
fluoresceina ~

Se incubaron durante 30 min. a temperatura ambiente. Se lavaron las células con ml de PBA -
a 1300 r.p.m. durante 7 minutos en frio y se resuspendié el paquste-celular. ‘en’ 500p.l de
solucién de formol amortiguado al 4% y se analizaron las células tefidas por cltometria de fiujo.

.

EVALUACION PORELISA

Para esta prueba se hicieron 5 agregados (pool) de 6 rifiones cada uno fijados en formol al
10%, los rifones de los organismos portadores y no portadores se maceraron y se
distribuyeron en 6 pozos de la placa para ELISA para cada pool, depositando 100ul de muestra
por pozo, se incubd durante toda la noche a una temperatura de 4°C. Se lavd 5 veces con
amortiguador de fosfatos salina con Tween al 0.1% (PBS-TW). Se bloqued agregando 100! de
una solucion de leche descremada al 4% en PBS-TW (por pozo) durante 1 hr y se lavé §
veces con PBS-TW.

Se agregaron 100yl por pozo del primer anticuerpo diluido en PBS segin correspondia: Pozo
Al y A2 muestra problema dilucion 1:500 de anticuerpo monoclonal AS1 anti virus de la
necrosis pancreatica infecciosa acoplado a biotina A3 y A4 control de isotipo dilucién 1:500 de
anticuerpo IgG1 de ratdn acoplado a biotina. A5 y A6 control de estreptoavidina acoplada a
peroxidasa, se agregd solucion PBS. Se incubaron a 37°C durante 1 a 2 horas, y se lavé con

PBS-TW.

Se agregaron a cada pozo 100ul de estreptoavidina acoplada a peroxidasa y se incubd a 37°C
por 1 o 2hrs. Se lavé 5 veces con PBS-TW. Se agregaron a cada pozo 100yl de peréxido de
hidrégeno al 20% y 10 mgr de ortofenilendiaminobencidina por 10 ml de peréxido de hidrégeno,
se incubd a temperatura amblente durante 30 minutos. La reaccidn se detuvo agregando 50yl
de solucién 4N de H,SO, (por pozo). El resultado de la prueba fue determinado por la ausencia
o presencia de color,
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RESULTADOS
EVALUACION DE ORGANISMOS NO PORTADORES (GRANJA “A”)

Valoracién Anatdmica

En la evaluaciéon general del lote de no portadores se observé componamlento normal de los
organismos como: buena respuesta a estimulos externos, coloracién homogénea entre los
individuos e ingesta normal de alimento. Las condiciones del estanque y agua estuvieron
dentro de los parametros normales. [

Se colecté una muestra de 30 organismos de talla entre 10 a 20 cm con buena pigmentacion
en piel, cantidad de moco normal, aletas completas y sin cambios patol6gicos aparentes; ojos,
opérculo y branquias tamblén sin camblos patolégicos aparentes,

A la diseccién se observé la cavidad abdominal y el tracto digestivo sin cambios de tamaio,
coloracién o posicién y sin hemorragias aparentes. Grasa abundante en el area de los ciegos
piléricos en los organismos mas grandes; el bazo, corazoén, vejiga gaseosa, higado y rifidn sin
cambios patolégicos aparentes.

Valoracién histologica

Ciegos piléricos: en la mayoria de las muestras de ciegos pildricos no se observaron cambios
significativos. Se apreciaron bien las capas constitutivas del tubo, mucosa con vellosidades;
submucosa; muscular y serosa. (Figura 2). Sin embargo en el 40% de estas muestras se
observaron algunos focos de lesion de la mucosa y submucosa consistentes en: necrosis focal
leve 0 moderada y necrosis severa mulitifocal.

Pancreas: El tejido pancreatico localizado en las inmediaciones de los ciegos piléricos (figura
3), presentd en general un arreglo regular con células dispuestas en acinos y con abundante
contenido de granulos de cimageno eosinofilicos (Figura 4). En el 10% de estas muestras se
presentaron cambios en el arreglo de los acinos acomparfiados de fibrosis, (Figura 5). Como
una generalidad de los organismos no portadores, se observaron pequefias &reas con
desarreglo celular y disminucion de granulos de cimbdgeno (Figura 6).

Rifion: El tejido renal posterior se observé en general sin cambios patologicos aparentes, los
tabulos contorneados presentaron epitelio completo y pigmentacién normal con variaclones en .
el contenido de depdsitos eosinofilicos en lumen y epitelio tubular, (Figura 7). Con respecto'a .-
los corpusculos renales, los glomérulos, espacio y capsula de Bowman se observaron
normales. Solo con variaciones en tamafo y contenido de depodsitos eosinofilicos. (Flgura 7) El
intersticio no tuvo cambios patolégicos aparentes. ) .

En algunas secciones de rifién se pudieron observar con poca frecuencia necrosis leve del
epitelio tubular. )

Microscopia Electronica.

En la valoracién de la ultraestructura del tejido pancreétlco y renal no se observaron cambios
en las células. :




Prueba de ELISA

Los resultados de esta prueba para la deteccion delV:V_NPIV en organismos no portadores fueron

negativos.
POOL CONTROL DE CONTROL DE PROBLEMA
ESTREPTOAVIDINA ISOTIPO
1. Negativo Negativo Negativo
2. Negativo Negativo Negativo
3. Negativo Negativo Negativo
4. Negativo Negativo Negativo
5. Negativo Negativo Negativo

Valoracién por citometria de flujo.

Las células obtenidas de cada bazo de los organismos del lote no portador, fueron mezclados
para formar 6 agregados (pool), cada uno con 5 organismos, se analizaron por citometria de
flujo 10,000 células por pool. Los resultados de los histogramas corresponden a la intensidad
de fluorescencia en la poblacién celular seleccionada (Figura 21). Tomando de referencia los
histogramas de los controles A, B y C, la ubicacién del histograma D sobre el eje X nos indica
que las muestras del lote de la granja A", no tienen células infectadas con el VNPI y por lo
tanto fueron negativas de fluorescencia especifica.

Figura 2. Fotomicrografia de seccién de ciegos pilbricos de un organismo no portador donde se

observan las capas estructurales del tubo intestinal, Ilamen (L) microvellosidades (MV),
mucosa (MC), submmucosa (SM) y muscular (M) con apariencia normal. Tincién H-E. 800X.
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Figura 3. Fotomicrografla de una seccién transversal de ciegos piléricos de organismo no
portador, el tejido pancreédtico (TP) se encuentra embebido entre los ciegos piléricos y se
dispone alrededor del tubo intestinal (Tl). Tejido adiposo adyacente (TA). Todo de apariencia
normal. Tincién H-E. 400X

figura 4. Fotomicrografia de seccidn de tejido pancredtico normal de un organismo no
portador, se puede apreciar la forma tipica trilobulada de las células, as/ como su arregio en
acinos. Resalta el color eosindfilo caracterlstico de los grénulos cimégenos (C) en el citoplasma
celular y el ndcleo basdfilo de tamado normal (N). Tincién H-E. 1600X.

]




Figura 6 Fotom/crograf/a de tejldo pancreétlco de un organismo no portador, donde se aprecia
pérdida de granulos de cimégeno y cambio morfolégico de las células acinares tincién H-E,
800X,
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Figura 5. fotomicrografia d ccién de ciegos piléricos de un organismo no portador, en
(A) el tejido pancreatico adyacente al tubo intestinal (Tl), con desarreglo celular, los acinos se
han perdido y las células tienen cambios de forma. Note el ciego pilérico con necrosis severa.
(B) tejido pancredtico con una marcada fibrosis (flecha) y una pequefia érea de necrosis, note
la perdida del arreglo de los acinos. Tincién H-E, 400X.
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Figura 7. Fotomicrografia de seccion de rifidn de un organismo no portador. A. Seccién donde
se pueden apreciar los corpusculos renales (CR) con depdsitos eosinofilicos en el espacio de
Bowman. B. Detalle de un corpusculo renal con depésitos eosinofilicos en el espacio de
Bowman (EBW), glomérulo (G) y tubulo necrdtico (TN). Tincion H-E, A: 400X. B: 800X.
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Figura 21 . Histogramas de células de bazo de un agregado (pool) del lote no portador. 1. Se
muestra la poblacién de células de bazo seleccionada por tamarfio y granularidad. (A) células
sin tefiir, (B) control de FITC, (C) control de isotipo, (D) anticuerpo anti-VNPI. Observédndose la

ausencia de VNPI en la muestra.
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EVALUACION DE ORGANISMOS PORTADORES
Valoracion Anatdomica

En la evaluacién general del lote se observé comportamiento normal de los organismos como:
buena respuesta a estimulos externos, coloracion homogénea entre los individuos e ingesta
normal de alimento. Las condiciones del estanque y agua estuvieron dentro de los parametros
normales. '

Se colecté una muestra de 30 organismos de talla entre 20 a 30 cm, con buena pigmentacion
en piel, cantidad de moco normal, aletas completas y sin cambios patolégicos aparentes; ojos,
opérculo y branquias también sin cambios patolégicos aparentes,

A la diseccién se observé la cavidad abdominal y el tracto digestivo sin cambios o hemorragias
aparentes. Grasa abundante en el drea de los clegos piléricos en los organismos mas grandes;
el bazo, corazbn, vejiga gaseosa y rifidn sin camblos patolégicos aparentes. El- higado
presentd una coloracion ligeramente palida con pequefias hemorragias.

Valoracién histologica

En los ciegos piléricos se observaron cambios histopatoldgicos difusos generalizados y . en
diferente grado, asi también se encontraron reglones con un arreglo normal (Figura-8). Se-
identificaron areas de necrosis leve multifocal de la capa mucosa, la submucosa; muscular y
serosa (Figura 9). ;

Se observé con mayor frecuencla zonas de necrosis de moderada a severa multifocal
afectando la capa mucosa y submucosa (Figura 10). Algunas de estas zonas presentaron
moco abundante en el lumen y acompaiiadas en algunos casos con infiltrado inflamatorio y
abundantes células granulares eosinofilicas (Figura 9).

Pancreas: Aunque en todas las muestras se observaron secciones de tejido pancreatico
normal, pudiendo inciuso apreciar los islotes de Langerhans (Figura 11) y células acinares con
abundante contenido de granulos de cimégeno, fue consistente en el 80% de la muestra la
presencia de areas con cambios en la morfologla de las células del tejido pancreéatico, (Figura
12), donde las células pierden su forma caracteristica ocasionando un desarreglo de los acinos.
En algunas partes los cambios de forma y pigmentacidon de las células resaltan un nucleo
grande y palidotraslucido (Figura 12). El 40% de estos camblos se acompaiiaron de focos de
necrosis moderada donde se observan células en proceso degenerativo adyacentes de restos
celulares dispersos (Figura 13) y necrosis severa (Figura14).

Rifidon: El tejido del riidn posterior presenté 6 cambios importantes que se observaron de
manera consistente en el 90% de las muestras (Tabla 2): Necrosis de los tubulos moderada a
severa (Figura 15) multifocal o difusa. Las células del epitelio tubular con picnosis y citoplasma
licuefactivo (Figura 16). picnosis y citoplasma reducido (Figura 17 y 18). Glomerulonefritis
mesangio proliferativa leve; depdsitos eosinofilicos en el lumen de los tubulos, epitelio tubular y
espacio de Bowman; y cambios en intersticio como necrosis leve focal y edema.




, Cambio observado
Organismo NT GNMP| DE/LT |DE/ET| DE/EBW ci
1. --- - + + - .-
2 ++ + + - ---
3, + + + + -- ---
4. + + —e- -
5. - -— + + o e
[ ++ ++ + + --- +
7. + + - e -
8. - + + + + -
9. + .- + + . cmm
10. ++- - + + — +
11. + + . - - .
12. + +
13. + + + + + -
14, + + + + + e
15. - + + + ——- am
16. i & .- + —— R
17. + + - - + e
18. ++ + + + e -
19. + cuw + + . e
20. # + + + - -~
21, + + + + a5, S
22. + + + + . ——-
23, o+ + #+ + + ---
24. + 4 + + + —
25. + + + + - .-
26. . ++ + + - ---
27. + + e - - ---

Tabla 2 . Lesiones encontradas en rifién de las muestras de organismos portadores. NT
necrosis tubular, GNMP glomerulonefritis mesangioproliferativa, DE depositos eosinofilicos en,
LT lumen tubular, ET epitelio tubular, EBW espacio de Bowman, Cl cambios en intersticio.

--- no presente

+ lave

++ moderada

Microscopia Electronica.

El 20% de los organismos de la muestra presentd necrosis tubular moderada difusa
acompafiada de glomerulonefritis mesangioproliferativa leve focal. El 6 % de los organismos
de la muestra presentd necrosis leve focal en el intersticio renal, solo en un organismo se
encontré  la presencia de VNPI, detectado por M.E. El VNPI fue encontrado en células del
intersticio adyacentes a zonas de lesion; no se encontré VNP! en células epiteliales de tubulos
necroticos y normales (Figura 19). Los viriones se observaron distribuidos generalmente dentro
del citoplasma en forma dispersa, asociados con figuras de mielina (Figura 20), algunos
agregados de viriones fueron encontrados con baja frecuencia y bajas cantidades (Figura 21).
Fueron evidentes las lesiones en organelos celulares como las mitocondrias, donde se observé
hinchamiento, perdida de las crestas y rompimiento de la membrana externa. También se
pudieron percibir desprendimiento de polisomas y fragmentacion del RER formando vesiculas

en el citoplasma (Figura 21).
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-Prueba de ELISA ki,

Los resultados de esta prueba para |la deteccién del VNP! en organismos portadores fueron
negativos. ! i

POOL CONTROL DE CONTROL DE PROBLEMA
ESTREPTOAVIDINA ISOTIPO
8. Negativo Negativo Negativo
7. Negativo Negativo Negativo
8. Negativo Negativo Negativo
9, Negativo Negativo Negativo
10. Negativo Negativo Negativo

Valoracién por citometria de flujo.

Las células de cada bazo de los organismos portadores, fueron mezclados para formar 6 pool,
cada uno con 5 organismos, se analizaron 10,000 células por pool. Los resultados de los
histogramas (Figura 22) corresponden a la intensidad de fluorescencia en la poblacién celular
seleccionada. Tomando de referencia los histogramas de los controles A, B y C, la ubicacién
del histograma D sobre e! eje X nos indica una ausencia de células fluorescentes infectadas
con el VNPI tedido por el anticuerpo.

Todas las muestras del lote de la granja “B" fueron negativas de fluorescencia especifica del
VNPI.

Figura 8. Fotomicrografia de seccion de ciego pildrico de un portador con invasion de células
granulares eosinofilicas (CGE) en submucosa. Células caliciformes (flecha). Tincién H-E. 800X.
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Figura 9. Fotomicrografia de seccién de ciego de un portador con necrosis severa focal, la

lesién penetra hasta la lamina propia donde se observa lisis en células del conectivo, presencia

de células granulares eosinofilicas (CGE). Se aprecian restos de tejido de la mucosa (flechas).

cién H-E. 800X.
AT

d
¥

Figura 10. Fotomicrografia de una seccién de ciego pildrico de un portador con una enteritis
necrética severa de la mucosa y lamina propia. Los restos de tejido de lo que fue la mucosa
(flecha) se desprenden hacia el lumen (L), muscular (M) . Tincién H-E. 800X.
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Figura 11 . Fotomicrografia de seccién de tejido pancredtico funcional de un portador donde se
aprecian los islotes de Langerhans (L) y acinos normales. Tinciéon H-E. 800X.
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Figura 12. Fotomicrografia de una seccién de tejido pancredtico de un portador, A. Tejido con
cambios severos en las células acinares, estas pierden su forma y tamafio ademés se
observan con una coloracién basdfila acentuada. 800X, B. Detalle del tejido pancredtico donde
los nucleos (N) se aprecian muy claros. Tincién H-E. 1600 X.
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Figura 13. Rofornicrografia de una seccién de pdncreas con una necrosis severa difusa. En un
mismo organismo se pueden observar diferentes manifestaciones de la necrosis, A. Se
observan areas de células con nicleo picndtico (P) y dreas necréticas con restos celulares
(RC). B. En este caso las pocas células que se pueden apreciar muestran nucleos picnoéticos

(P) y hay éreas con restos celulares (RC), tejido adiposo adyacente (TA). Tincién H-E. A:
1600X, B: 800X.
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Figura 14. Fotomicrografia de una seccién de tejido pancredtico de un portador con necrosis
severa (N), las células adyacentes presentan cambios degenerativos y picnosis y ademas
carecen de grénulos de cimégeno. Tincién H-E. 800X

Figura 15 . Fotomicrografia de seccion de rifién posterior de un portador con diferentes focos
de necrosis del epitelio tubular (N), el intersticio renal se observa sin cambios patolégicos
aparentes. Tincién H-E.400X.
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Figura 16. Fotomicrografia de seccién de rifién posterior de un portador donde se aprecia
tubulos necrdticos (N). Hay picnosis y pérdida de la integridad citopldsmica. Algunos
corpusculos renales (CR) presentan proliferacién de células mesangiales, este estado puede ir
acompariado en casos severos con glomerulonefritis. Tincién H-E. 800X.

Figura 17. Fotomicrografia de una seccidén de rifién posterior de un portador. A. se ven tubulos
con necrosis severa del epitelio (N). 400X. B. las células epiteliales presentan picnosis y
-citoplasma muy reducido, en su interior se concentran grénulos de pigmento. Glomérulo (G).

Tincién H-E. 800X.
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Figura 18 . Fotomicrografia de detalle de un tubulo contorneado con necrosis (TN), donde se
nota la picnosis del epitelio y la concentracién de pigmento en el citoplasma celular (flechas).
Glomérulo (G), note la deformacién de la capsula de Bowman por la necrosis de un tubulo (TN)
adyacente. Tincion H-E. 1600X.
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Figura 19 . Fotomicrografia de un corte semifino de rifién de organismo portador. A. Seccién de
tejido normal donde se muestra los leucocitos del tejido intersticial, melano macréfagos (MM)
con vesiculas de melanina, y linfocitos (L). En un tubulo (T) se aprecian las células epiteliales
(CE) de forma caracteristica con sus microvellosidades. Tincion azul tripano, 4000X. B. Seccion
de tegjido con necrosis moderada del intersticio (NI) y tubulos necréticos (TN). Tincién azul

tripano 800X.
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Figura 20 . Fotomicrografia de ultraestructura de un leucocito del intersticio renal de un
organismo portador, en el citoplasma se aprecian particulas virales (V) de 60nm
correspondientes a VNPI. Estan asociadas con figuras de mielina (ML). Tincién plomo-uranilo,
30,000X.

La forma de los viriones se puede comparar con la figura del recuadro (tomado de GRANZOW,
1997) de un virion de NPI en células RTG-2.
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Figura 20 . Fotomicrografia de ultraestructura de un leucocito de intersticio renal de un
organismo portador, donde se aprecia una mitocondria (M) y un agregado de viriones (V) de

NPl en el citoplasma. Tincién plomo-uranilo, 30,000X.

Los agregados que se encontraron fueron pocos y pequefios a comparacion de los agregados
visto en infecciones plenas en células RTG-2 (recuadro tomado de Granzow 1997). Granzow
describe lesiones en el RER, donde su fragmentacion produce vesfculas observables en el
citoplasma acompaifiadas con desprendimiento de ribosomas.
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Figura 22 . Histogramas de células de bazo de un pool del lote portador. 1.
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DISCUSION

Los resultados de la valoracion externa de los lotes de las granjas A" y “B”, no presentaron
diferencias que nos puedan indicar la presencia de portadores, tomando en cuenta que la
enfermedad en organismos portadores es subclinica, la valoracién externa no puede ser
considerada como una forma de orientacién para diagnosticar o descartar un lote portador.

El primer antecedente o sospecha que nos puede acercar al diagnéstico de un lote portador es
la presencia de mortalidades importantes y anormales que hayan ocurrido durante la etapa de
cria, por eso es necesario que en la historia clinica se integre la revisién de todos los registros
de mortalidades que se tengan, y si es posible las fechas, el lugar de procedencia y cualquier
diagnostico que se haya realizado anteriormente. A este respecto se consideraron 2 puntos de
la historia clinica del lote de la granja “B" que nos acerca al diagnéstico del lote portador, la
presencia de mortalidad durante la etapa de cria que fue del 90% (lo que también nos puede
referir la virulencia del patégeno Roberts, 1986; Wolf, 1988) y el diagndstico previo realizado

por un especialista.

Los antecedentes obtenidos en la historia clinica nos pueden permitir definir la técnica de
diagnostico y el tamafio de la muestra.

Histopatologia

La histopatologia de intestino y pancreas no se debe considerar como una forma de
diagnéstico de portadores del VNPI sino de apoyo Unicamente, ya que las lesiones o cambios
que puedan ser vistos pueden ser causados por otros patégenos, factores ambientales y de

manejo.

Ferguson (1989) menciona que algunos cambios como la atrofia en el tracto digestivo estan
asociados normalmente a escasez de alimento. En el intestino se pueden encontrar enteritis
catarral e incremento de ceélulas eosinofilicas degeneradas en el epitelio que pueden ser
células necrdticas o apoptéticas; estas lesiones también son vistas en la NPI, pero también la
necrosis de las ceélulas granulares eosinofilicas de la submucosa se ve en la NHI. La
inflamacion gastrointestinal también puede ser ocasionada por el ambiente por toxicidad con
metales pesados o toxicidad del alimento. Las lesiones como necrosis del epitelio son
asociadas a protozoarios como Hexamita salmonis y Espironucleus sp. Con respecto al
pancreas la necrosis de células acinares puede sugerir infecciones virales como la NPI, SHV e
NHI. En ta NPI la necrosis puede acompafarse de infiltrado inflamatorio (Ferguson, 1989;
Roberts, 1983; Wolf, 1988), caracteristica vista en organismos del lote portador (granja “B"). Sin
embargo el diagnéstico de cualquiera de estas enfermedades se debe correlacionar con la
presencia del patdégeno, pero no fue asl, ya que por el contrario, la Microscopia Electronica
(M.E) vy tincidbn gramm realizadas a las muestras de ambos lotes confirmé la ausencia de
dichos patégenos en ciegos piloricos y pancreas, Descartandose asi que dichas lesiones
puedan deberse a agentes bioldgicos, por tanto se podrian relacionar a factores ambientales.

Un estudio realizado en 52 granjas del municipio de Amanalco de Becerra, Estado de México,
durante el mes de marzo del 2001, a cargo de la Direccién de Sanidad Acuicola, por medio de
la Universidad Nacional Autbnoma de Nuevo Ledn; con el objetivo de determinar la presencia
de la NPI, mediante histopatologia, arrojé evidencias de que existen lesiones y camblos
histologicos en intestino (como la enteritis y necrosis focal), pancreas {(necrosis focal y
desorganizacion celular) e higado (necrosis focal y esteatosis) que son tlpicas de peces de
esla especie en condiciones de cultivo intensivo.

En la mayoria de estas granjas las lesiones se asocian a factores de tipo alimenticio y de estrés
derivado del manejo. Aunque la persistencia de dichas condiclones a la larga propicien la
infeccién por algun patéogeno. Estas lesiones coinciden con las encontradas en este estudio
tanto en los organismos no portadores (granja “A") como portadores (granja “B"). En ambos
estudios la ultraestructura del tracto digestivo no establece relacion alguna de las lesiones con
la presencia de algtin patégeno, incluyendo el VNPL.
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El estado de salud de los organismos esta establecido por diversos factores como la
alimentacién, calidad del agua (pH e indices de amonlo) y temperatura, por eso es de
esperarse que en un sistema de cultivo intensivo los organismos de uno o diferentes lotes de
una granja, presenten leslones morfoldgicas y en ocasiones funcionales en diferentes 6rganos.
Aunque dichas lesiones permitan el desarrollo aparentemente normal de los organismos
(Kinkelin, 1991, Roberts, 1986).

Los cambios en el pancreas observados en organismos del lote no portador y portador,
diagnosticados como atrofia y fibrosis semejan las lesiones observadas en un sindrome que se
ha visto en el salmdn del Atlantico (Ferguson, 1989) que se relaciona con bajos niveles de
vitamina E, pero en realidad se conoce muy poco del origen real de dicha enfermedad. Se
requeriria realizar un estudio complementario para su confirmacion.

Histopatologla del rifidn.

Las branquias y el rindbn son los érganos eje en el mantenimiento del equilibrio entre el
ambiente y el medio interno del pez, cualquier cambio que ocurra en la composicién
fisicoquimica del agua, provocara una respuesta directa en el epitelio branquial ocasionando
cambios morfofuncionales y que mediante el torrente circulatorio y los procesos de regulacion
hormonal pueden afectar también al rifién, evidencidndose estos en la histologia.

Las alteraciones que se pueden encontrar en el rifidn pueden deberse, aparte de las
enfermedades ocasionadas por agentes biolégicos, a adaptaciones del érgano a diferentes
ambientes a los que son sometidos principalmente los organismos en cultivo. Los cambios en
la temperatura, niveles de amonio, pH, presencia de metales pesados en el agua y hasta
toxicidad por alimento, pueden provocar cambios observables en todos los elementos de la
nefrona y en el intersticio renal. (Kinkelin, 1991; Ferguson, 1989; Weyts, 1999).

Las lesiones y cambios renales de los organismos de la granja “A” como proliferacion de
células mesangiales y presencia de depositos eosinofilicos dentro de la capsula de Bowman en
el corpusculo renal, y necrosis leve y depdsitos eosinofilicos en células epiteliales de los
tubulos, fueron vistas con poca frecuencia en crias a partir de 6 cm de longitud. Estas lesiones
son mas abundantes en organismos sanos de mayor talla (15 a 25 cm). Estas muestras de no
portadores se tomaron de lotes de diferentes tallas y ubicados en diferentes estanques con
diferente abastecimiento de agua dentro de la misma granja, estos organismo son cambiados
durante su desarrolio, por lo menos 3 veces de diferentes abastecimientos, de manantial y rio,
donde los parametros fisicoquimicos son variables entre si desde su origen. Ademas los
niveles de O;, amonio y pH también tienen diferentes variaciones a debido a: la ubicacién del
estanque o sea el lugar que ocupa en el uso del agua desde el origen del afluente hasta la
salida de la granja; la densidad de carga que contenga el estanque; la cantidad y periodicidad
con que se suministre el alimento, ya que un exceso de este provocara aumentos en los
niveles de CO2 y compuestos nitrogenados en el agua; y la temperatura del agua, ya que en
las granjas estudiadas los abastecimientos de agua difieren hasta en 5°C. Los cambios y
lesiones observados en los organismos del lote no portador son debido a la interaccién de
todos estos factores y no a patogenos ya que no se evidenciaron por histopatologia y
microscopia electrénica.

Este tipo de lesiones también fueron encontradas en las muestras de los organismos del lote
portador (granja "B"), que son similares a las presentes en organismos no portadores (granja
“A") de talla entre 20 y 25 cm, solo que en el 20% de la muestra del los organismos
presumiblemente portadores las lesiones fueron mas difundidas y de moderadas a severas
principalmente a nivel de tubulos. Solo el 2% de la muestra del lote portador presentd lesiones
correspondientes a edema focal en intersticio, por M.E. se observo la presencia de particulas
virales en el citoplasma de los leucocitos solamente de un organismo. l.a presencia del virus en
estas células coincide con el reporte de Swanson (1981), durante una infeccion experimental
quien observo una leve fluorescencia en focos del tejido intersticial renal de organismos solo
en etapa tardia de la enfermedad.
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Aunque se hace referencia a organismos enfermos, la infeccion del virus en etapa clinica de la
enfermedad continua de las células acinares pancreéticas por torrente sanguineo hacia el rifién
causando las lesiones antes mencionadas. Swanson (1982) sugiere que el virus también es
llevado por células fagociticas desde el pancreas al rifidn previo al estadio de portador por la
presencia de antigenos virales en tejido hematopoyético. ya en el estadio de portador los
leucocitos presentaran particulas virales por largo tiempo, 2 afios 0 mas, con una carga viral
en el tejido menor o casi constante. (Yamamoto, 1974).

Microscopia Electrénica (M.E)

La presencia de particulas virales citoplasmaticas, detectadas por M.E solo en el tejido
intersticial renal y no en tejido pancreético e intestinal de las muestras de! lote portador (granja
“B"}, se debe a que los organismos muestreados fueron portadores asintomaticos, y en el caso
de la NPI el aislamiento del virus en estos organismos es mayor en tejido hematopoyético,
mayoritariamente en rifidén. El titulo viral del tejido pancreatico, intestinal, y heces va
disminuyendo conforme pasa el tiempo en el estadio de portador y en rifién y bazo el titulo
puede mantenerse o intensificarse (Yamamoto, 1974). El hecho de que estos érganos riién y
bazo son hematopoyeéticos sugiere que el sitio mas importante de replicacién en portadores son
los leucocitos (Yu, 1982).

Yu (1982) reporta que en portadores se puede aislar el VNP| de sangre (nicamente de
leucocitos y no de eritrocitos ni plasma, debido a la posible existencla de anticuerpos
neutralizantes y otros componentes antivirales que inhiben la replicacién del virus en este
medio. Por ende la importancia de los leucocitos para la replicacion en el estadio de transicion
a portador y su papel en la diseminacién de viriones por torrente sanguineo a otros 6rganos
principalmente el rindn. La ausencia de viriones en tejidos pancreatico, intestinal y hepatico por
M.E queda explicada con este hecho.

En las imagenes de M.E obtenidas del lote portador, ademas de que solo se observd el virus
en un organismo, este se presentdé en poca cantidad y casi no se encontré en forma de
agregados envueltos en membranas, Yamamoto (1974) y Granzow (1997) en una descripcién
morfologica del virus en cultivo y en tejido, manifiestan la formacién de vesiculas o cuerpos de
inclusién citoplasmicos rodeados por una membrana, posiblemente derivada del reticulo
endoplasmico o del aparato de Golgi, llenas de viriones, aunque se pueden cbservar también
particulas dispersas en etapas plenas de la infeccién. Tanto la produccion de particulas virales
defectivas interferentes (particulas DIl) y la induccién por el sistema inmune son mecanismos
por los que se produce la conversion de una infeccién citolitica en infeccion persistente (Pérez,
1993) esto regula la cantidad de viriones en las células disminuyendo en gran medida la
aparicién de cuerpos de inclusién. Sin embargo se apreciaron figuras de mielina propias de la
degeneracion de las células por el virus como también lo menciona Yamamoto (1974). La poca
cantidad de VNP! en rifién y con ese arreglo dentro de la célula puede ser debido a que estos
organismos son portadores de 1 afio de edad con una respuesta inmune ya mas desarrollada
que puede disminuir la replicacién viral.

La técnica de M.E como técnica de diagnobstico para portadores puede ser muy Gtil, solo que
requiere un periodo mayor de tiempo (48 hrs) con respecto a técnicas como el PCR o la
cilometria de flujo. La M.E puede ser un a técnica sensible para el diagnéstico de portadores
sobrevivientes a mortalidades del 80% como se dio en este caso, pero no seria muy
recomendable para casos donde la mortalidad fue mucho menor ya que determinaria
cantidades de virus atin mas bajas dificiles de observar en el tejido del portador.

Citometria de Flujo (CMF)

En estudios previos realizados por Rodriguez (1991) purificando leucocitos de muestras de
sangre de portadores de trucha arcoiris sospechosos y analizados por CMF, se pudieron
detectar niveles bajos de fluorescencia que fueron del 30 al 40% de la poblacion leida de un
pool directamente al FACS sin pasar previamente por cultivo celular. Asl mismo Rodriguez
(1993) detectd en células espermaticas de portadores sospechosos de trucha arcoiris un 8 a
18% de células fluorescentes que también fueron procesadas directamente para FACS. Esto
nos puede indicar dos puntos importantes: nuevamente la importancia de los leucocitos para la
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replicacion del VNP! en portadores y la alta sensibilidad de la CMF pafa la deféccléh del VNPI
en portadores asintomaticos con bajas cantidades de particulas virales, aun : realizando
diluciones de la muestra en pool para su estudio.

Contradictoriamente los resultados obtenidos en el presente estudio en los organismos
portadores, indicarian una baja sensibilidad de la CMF para detecciéon de VNP! en leucocitos
de bazo. Sin embargo es necesario considerar que se evidencio al VNPI sélo en un organismo
y la probabilidad de que queden células infectadas en cada pool es atin més baja. Ademas de
la poca frecuencia del VNPI en la muestra de portadores, la poca cantidad de viriones vistos en
el tejido renal, disminuye mas la posibilidad de deteccién del VNPI.,

Una posible explicacién a la baja presencia del VNPI en un lote, reportada por Pérez (1993),
son los factores para el establecimiento del estadio de portador, que van desde la produccién
de pariculas virales interferentes defectivas (particulas DI); la respuesta inmune de los
organismos y el ambiente en el que estas se desarrollen. La interaccién de estos factores
determinara la presencia de portadores, esto es, no todos los organismos sobrevivientes de un
brote seran portadores (Wolf, 1988).

Evidentemente el bazo es un 6rgano importante en el diagnéstico de estos organismos, y la
técnica de CMF es tan sensible para detectar un 30% de células infectadas a las primeras 2
hrs. de inoculacién de leucocitos aislados del organismo e inoculados a células CHSE-214 (co-
cultivo). (Rodriguez, 1998). En el presente estudio no se realizo una amplificacion del virus y
los leucocitos aislados del bazo fueron leidos directamente al clitdmetro, teniendo asi menor
probabilidad de deteccién con respecto al co-cultivo. La CMF es una técnica muy sensible para
la deteccion de portadores utilizando tejido renal, bazo sangre y esperma aumentando la
cantidad de virus por cultivo o co-cultivo e incubando poco tiempo.

El ensayo de ELISA, a pesar de ser tan sensible como la C.M.F,, de tejido renal previamente
fijado con formol al 10% puede presentar problemas de sensibilidad debido a las desventajas
que se tienen con tejidos fijados con formol al 10%, ya que la molécula de formalina, fijador
preferido en histopatologia, propicia enlaces quimicos cruzados en los antigenos
influenciandolos significativamente lo cual hace una reaccion menos eficiente (Shi, 1997). Sin
embargo la CMF puede ser una técnica que una vez bien adaptada y complementada con co-
cultivo, puede tener un menor costo, mejor sensibilidad y hacerse en menos de 4 hrs.

Al parecer la técnica mas prometedora con respecto a mayor sensibilidad y menor porcentaje
de falsos negativos es el PCR (Rodriguez, 1999). Este ensayo puede diagnosticar el virus en
un espectro mayor de muestras con alta sensibilidad y especificidad con respecto a otros
métodos convencionales como la neutralizacién o como los ya antes mencionados. Ademas se
pueden diagnosticar infecciones multiples de hasta 3 virus con la misma muestra en 3 hrs.
{(Williams, 1999).

Podriamos sugerir estas dos técnicas, PCR y citometria de flujo, para el diagndstico de
portadores en cualquiera de estos 2 casos: la deteccién de portadores que implique el sacrificio
de los organismos, aplicable para la certificacion de lotes de cualquier talla tomando érganos
como riién y bazo, o la deteccion de reproductores portadores tomando sangre, semen y/o
huevos sin que esta implique el sacrificio, que se darla en el caso de certificacién de
reproductores tomando como muestra semen o huevo y/o sangre (Tabla 3). La evaluacién por
cualesquiera de estas 2 ultimas técnicas para el diagndstico permitira finalmente una oportuna
toma de decisiones.
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Método diagnéstico Tiempo Aplicacton
o ) aproximado de o
realizacion
ELISA* 2 hrs Brote
1F* 5 hrs Brote
ME* 24-48hrs Brote
CMF* 2 hrs Brote/portadores
CMF/co-cultivo 4 hrs Brote/portadores
RT-PCR 3 hrs Brote/portadores

Tabla 3. Métodos para el diagnostico del VNPI sugeridos segun Rodriguez (1993), Pérez-
(1993), OIE (1995), Rodriguez (1999) y Kinkelin (1991).
(') Método utlizado en esle estudio.

Implicaciones de la presencia de la NPl en México.

El aislar el VNPI de poblaciones asintomaticas de peces adultos es mas dificil que en
situaciones de enfermedad, ya que es necesario sacrificar un mayor numero de peces para
obtener un mayor porcentaje de probabilidad que un pez Infectado sea incluido en las muestras
de peces (Rodriguez, 1998). Ademas para el estudio de portadores se requiere el uso de
técnicas de mayor sensibilidad que en el diagnostico de brotes plenos, donde la histopatologia
en conjunto con el andlisis inmunolégico o de microscopia electrénica puede darnos un
resultado acertado con alto grado de confiabilidad. Evidentemente la técnica de deteccidn en
cualquiera de estas dos situaciones, brote o portador, es solo una parte Integrante de lo que
debe considerarse en un programa de sanidad, que debe cubrir a nivel nacional las
necesidades requeridas en caso de la deteccién de enfermedades importantes como lo es la
NPI. Dentro de esta visidn global se deben de contemplar diferentes aspectos que no solo
implican a la granja involucrada en cuestion, sino a todo un sector productivo, es decir
aspectos econdmicos, tanto de explotacion como de mercado, aspectos sociales y normativos.

Implicaciones legislativas del primer diagnostico de NPI en México.

La primera deteccién de un brote de NPl en México, fue un caso reportado por el M. En C,
Cesar Ortega Santana del Centro de investigacion en salud animal, Universidad Nacional
Auténoma del Estado de México. institucidn perteneciente a la red nacional de diagnostico del
Programa Nacional de Sanidad Acuicola. Este diagnéstico determind la necesidad de
estructurar un plan de contingencia para la prevencion y control de esta enfermedad para
impedir la diseminacion a otras granjas cuencas regiones o estados del pals, dicho plan fue la
antesala para la formacion de una norma emergente que complementara las normas NOM-
010-PESC-1993 sobre los requisitos sanitarios para la importacion de organismos acuaticos
vivos en cualesquiera de sus fases del desarrollo, destinados a la acuacultura u ornato; y la
NOM-011-PESC-1994 sobre la regulacion de la aplicacion de cuarentenas, a efecto de prevenir
la introduccion y dispersidon de enfermedades certificables y notificables. Esta norma emergente
ya no contemplo solo a la NP! sino cualquier enfermedad certificable de Ila produccidn

truticola.

La norma emergente fue discutida en una serie de plenarias donde el gobierno federal a través
de la direccion de acuacultura y la direccidon de sanidad acuicola convoco a representantes del
sector productivo e instituciones de investigacién como la FES lztacala, de la Universidad
Nacional Autonoma de México y CIESA de la UAEM. En una consulta pablica se abordaron
puntos como: el aumento de la cuarentena a 60 dias; el involucrar al sector de pesca deportiva;
los requisitos para la importacién de productos y subproductos refrigerados, la disposicion de
los lotes infectados, el cual tuvo mdas consideraclon junto con la capacidad diagnéstica
instalada por parte de las instituciones de investigacion. Sin embargo la publicacion de la
norma hasta ahora no se ha realizado ya que aun no han quedado claramente contempladas
las implicaciones econémicas que trae consigo la presencia del VNPI en México.
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Implicaciones econdmicas de la presencia de la NPI en México.

Los estragos econdmicos propiciados por virus de este tipo, son importantes a considerar en Ia
implementacién de medidas sanitarias en zonas infectadas y de alto rlesgo epidemiolégico. La
medida recomendada por la OIE para un lote o granja detectada como portador de VNPI, es el
exterminio, seguida de una desinfeccion de las instalaciones para el posterior reemplazo de
los lotes. Es evidente que el costo de dicha medida recae directamente en el productor lo cual
es una gran desventaja, sobretodo tratdndose de granjas sociales o ejidales. La
implementacion de medidas de este tipo debe estar respaldada por un paquete econdmico
emergente para los productores de bajo poder adquisitivo que Illeguen a ser afectados por un
brote, ademas que en conjunto con el gobierno puedan sustentar para evitar la pérdida de
instalaciones que a mediano o corto plazo pueden mermar al sector en general.

Las medidas sanitarias deberan ser mas analizadas, pues en la practica los productores que
llegan a perder un porcentaje importante de un lote por mortalidades de NP!, no informan de
manera oportuna o simplemente no se Informa y se llevan los sobrevivientes a engorda para
sacarlos posteriormente al mercado. De esta manera el productor rescata por lo menos una
minima parte del costo del lote en vez de perderlo todo aunque la norma lo obligue a lo
contrario.

El problema es que no existe en la practica en nuestro pais una politica sanitaria que se
involucre en el monitoreo constante para localizar cualquier mortalidad presuntiva, y sin un
sistema de diagndstico preciso y rapido, el problema de! NPI y otras viremias, que aun no se
evidencian pero que pueden ya existir, puede ser un freno importante para el desarrollo del
sector. Asi también se debe contar con un sistema de diagnéstico rapido y eficiente llevado por
instituciones de investigacion que realicen un monitoreo periédico de la zona para detectar
nuevos brotes y den capacitacién para fomentar una cultura de prevencién en el ambito
sanitario y de manejo. El problema de una falta de capacidad diagnéstica para la declaracién y
certificacion de zonas libres y la falta de capacitacion e informacién por parte de las
autoridades, han traido ya como consecuencia, problemas en el mercado en algunos
municipios del estado de México y en particular de Amanalco. La evidente presencia del VNPI
en {a zona ha provocado una baja en los precios del kilogramo de trucha a pie de granja lo cual
repercute directamente en el mercado de la zona.

Sin embargo el costo de tener un sistema de este tipo para el respaldo econdmico en caso de
contingencia y de asignacidon de recursos a instituciones de investigacion es un costo que el
gobierno en principio no ha querido solventar. El sector productivo de la trucha tendré que
adaptarse y encontrar las vias adecuadas para poder solventar de forma autosuficiente un
servicio de diagnostico y certificacion por parte de los institutos designados por el gobierno
federal. Esto no quita responsabilidades a este Ultimo para tener en operacidon, con recursos
del estado, un sistema de monitoreo y capacitacion para todas los productores del pais,
asimismo garantizar la importacion de organismos en cualquiera de sus etapas del desarrollo
libre de patégenos, exigiendo a las empresas importadoras la certificacién con técnicas de
diagnostico sensibles y confiables respaldadas por profesionales del pals.

Una perspectiva a futuro.

En realidad el VNPI en México esta poco estudiado, tanto en brotes plenos como en el estadio
de portador. El hecho es que existen actualmente mortalidades importantes en diferentes
estados del pais, posiblemente debidas al VNPI que no han sido estudiadas y que con los
movimientos de estos organismos dentro del mercado de crias, continuaran la diseminacién de
esta enfermedad. No se sabe en verdad desde cuando esta el VNPI en México, pero debido al
primer diagnostico se puede entender que esta enfermedad pudo entrar, por una parte, por
lotes importados de huevo aun con certificado de origen o sin él. Esto nos lleva a la
implementacion de un sistema de diagnostico de portadores mucho mas eficiente y con mayor
capacidad instalada. El tener una fuerza en el diagnéstico y en la capacitacion en materia de
prevencion y manejo al sector en general, nos permitira, sino erradicar el VNPI en México,
desarrollar la truticultura con el virus controlado.
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Es importante invertir en el estudio y deteccion del estadio de portador en México porque en
esos organismos persiste el virus y por medio de estos se puede diseminar la infeccién o
mantener la enfermedad en la granja debido a que pasa desapercibido.

Evidentemente los recursos destinados por el goblerno federal para el desarrollo de Ila
acuacultura no seran aumentados de forma inmediata, y mé&s considerando que solo
representa el 1% del producto interno bruto del pais, sin embargo es su responsabilidad la
implementacion adecuada y oportuna de normas preventivas, de control y diagnostico; asi
como la informacion y capacitacion hacia el sector sobre la sanidad y el manejo adecuado de
los cultivos de trucha. Esto a su vez propiciara el incremento de la producciéon y de mayor
capital para el sostén de esta.

El ejemplo claro de la ruta a seguir para la truticultura, es el caso de la industria camaronera.
Con el advenimiento a nuestro pals de enfermedades virales como el taura (TS), mancha
blanca (WSB), cabeza amarilla (YH) y la necrosis hematopoyética e hipodérmica infecciosa
(IHHN), tanto las autoridades como el sector productivo sufrieron una serie de
transformaciones no solo en el ambito técnico-productivo, sino en la normatividad, control -y
prevencion sanitarias, ademas del desarrollo en nuestro pals de laboratorios y técnicas mas
eficientes para el diagnostico de epizootias de etiologia viral.

CONCLUSIONES

* Las lesiones encontradas en pancreas e intestino en la histopatologia, deben ser
interpretadas con cuidado y respaldadas con un estudio complementario para la
confirmacion de su etiologia. Los cambios morfologicos y degenerativos de las células, asi
como la necrosis fueron aparentemente debidas a factores ambientales propiciados por el
manejo y que no se encontrd agente etioldgico.

e Las truchas en condiciones de cultivo presentan lesiones frecuentes en el pancreas,
intestino y rifidn propiciadas por el ambiente en el que se desarrollan.

= La histopatologia es unicamente una herramienta de apoyo para el diagnostico de
portadores del VNPI. No puede ser utilizada como herramienta tnica para el diagnéstico de
portadores asintomaticos.

« Las particulas virales encontradas en el tejido renal corresponden al virus de la necrosis
pancreatica infecciosa (VNPI),

+ La Microscopia Electronica (M.E) demostré ser una técnica sensible para el diagnéstico de
portadores de 10 meses de edad soorevivientes a mortalidades del 90%.

« Los resultados negativos del lote portador obtenidos por CMF se debleron a la baja
cantidad y frecuencia de antigenos virales incorporados en cada agregado {pool), lo cual
disminuyd la posibilidad de deteccién por esta técnica.

« La deteccion de bajos titulos virales por medio de la CMF en células de bazo y rifién es
posible amplificando el virus por cultivo celular o co-cultivo, previamente a la lectura con
CMF, en un tiempo de 2 a 6 horas.

« El estudio del estadio de portador requiere de mayor atencién ya que de este dependera la
diseminacién de la NPl en México.

« El presente estudio revel6 que el diagnostico de portadores de VNPI, requiere técnicas
sensibles como la M.E y el uso de anticuerpos especlficos ya que los organismos en este
estadio son asintomaticos, por lo tanto se debe hacer un estudio con estas técnicas y/o el
PCR para localizar el VNPI en la region del Estado de México.

« S8Se debe aumentar la capacidad instalada para el diagnéstico de esta y otras
enfermedades notificakles de la trucha arcoiris y aumentar el nimero de instituciones que
realicen dichos estudios con la finalidad de poder declarar zonas libres ya que existen
mortalidades sospechosas que no han sido estudiadas por técnicas adecuadas.

+ Serequiere de manera urgente una capacitaciéon al sector productivo acerca del manejo de
lotes enfermos o portadores de la NPI en México, asi como la instruccién de las medidas
de higiene y prevencién a seguir para la posible presencia de otros patégenos incluyendo
los virus de SHV y NHI.
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APENDICE

TINCION GRAM:

Desparafinar los cortes con 2 cambios de xilo! de 15 min. cada uno. Incluir el control’ (téjido o
frotls de infeccién por bacteria). Aplicar solucién 1:1 cristal vloleta/carbonato de calclo por 2
min, Lavar con agua corriente y aplicar lugol de Gram. por 2 min. : : L

Se decoloran los cortes con solucién v/v eter/alcohol acetona por, 2a: 3 mln‘ Iavar con. agua =
_corriente y aplicar safranina por 15 min. o fucsina bésica por 5 mln 'Lavar co
dejar secar a temperatura ambiente.

Diferenciar con solucién acetona-acido plcrico hasta lograr coloracién;rosa“ amarillento, : lavar -
con acetona, paso rapido y sumergir en solucién xllol acetona,” aso ‘rapido Aclarar con xlIoI~
por 15min, hacer el montaje con resina y observar al mtcrosco io. ; :

TINCION HEMATOXILINA y EOSINA'

Los cortes se pasaron en el siguiente tren de tincién; desparaﬂnar con 2 camblos de xilol de 15
minutos cada uno. Hidratar con cambios graduales de alcohol de absoluto a alcohol al 70%

(cambios de 3 min. cada uno).

Sumergir los cortes en agua destilada durante 10 min. y tefiir con Hematoxilina por 7 min. hacer
un lavado rapido con agua destilada, eliminar el exceso de colorante con alcohol acido, parar

U Corrlenteyr,j— e

la reaccidon con un paso rapido en agua destilada, virar el colorante en agua amoniacal y lavar -~

en agua destilada (pasos rapidos).
Tehir con Eosina durante 3 minutos; deshidratar con cambios graduales de 96% a absoluto
(cambios de 3 minutos cada uno). Aclarar con 2 camblos de Xilol de 15 minutos cada uno y

montar con resina. Se observa al microscoplo 6ptico, se evalta la histologia de cada 6rgano y
se toman fotos de los cambios importantes L

SOLUCION BOUIN

Mezclar:

700 ml de acido picrico solucién acuosa saturada
250ml de formol 37-40% :
50ml de acido acético glacial

SOLUCION SALl Aiéb'\Tév\N‘l_cA:NaC|:o.9% )

900mg de NaCl
Aforar a 100ml con agua bidestilada Iibre de plrégenos

FORMOL AMORTIGUADO

96ml de solucién amortiguadora de fosfatos PBS pH 7 2
4 ml de formol 37-40%
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