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DGIA—SANIDAD ACUICOLA 1

RESUMEN

Los subproductos de camarén (cabezas de camarén), procesados en forma de
harina presentan un excelente valor nutricional al ser incluidos en alimentos balan-
ceados para engorda de camarén. Sin embargo, a partir de la aparicion de las en-
fermedades virales el uso de estos subproductos se ha cuestionado por la posibili-
dad de que los virus permanezcan viables y mantengan la capacidad de infectar
aun después de ser procesados. Con el objetivo de demostrar que el proceso de
co-extrusiéon con pasta de soya elimina la viabilidad del Virus del Sindrome de la
Mancha Blanca en subproductos de camarones infectados (diagnosticados por
PCR), se evaluaron de manera paralela en un bioensayo nutricional y por PCR
subproductos de camarén infectados y no infectados después de haber sido colec-
tados, congelados transportado y molidos y mezclados con soya, extruidos y no
extruidos.

Estos insumos se suministraron como alimento a postlarvas de camaroén Li-
topenaeus vannamei (libres de mancha blanca) con un peso promedio de 0.07
gramos durante 15 dias, con 2 replicas por tratamiento y 10 organismos por acua-
rio, manteniendo una temperatura promedio de 20.5° C y por medio de PCR.

Después de 15 dias las postlarvas alimentadas con los insumos experimen-
tales no manifestaron ninguna sintomatologia de la enfermedad a nivel externo,
histolégico y molecular, demostrando una desactivacion del virus en los subpro-
ductos infectados por procesos previos a la extrucién. Sin embargo, el diagnostico
con PCR de los subproductos infectados evaluados fue positivo tanto en los sub-
productos extruidos como en los no extruidos.

La perdida de viabilidad de los virus en los subproductos antes de la extru-
sion se podria atribuir a los procesos repetidos de congelacion-descongelacion a
los que fueron sometidos los subproductos durante la transportacion del lote de
subproductos infectados de Sinaloa a Monterrey, lugar donde se realizo la extru-
sion.

El presente estudio muestra que para definir la infectividad de subproduc-
tos de camarodn, un diagnéstico positivo con PCR debe complementarse con un
bioensayo de desafio, ya que el PCR detecta ADN que no necesariamente detecta
virus viables. Aunque no fue posible concluir sobre el efecto inactivador de la co-
extrusion sobre el WSSV en subproductos de camardn, este estudio pone en evi-
dencia la fragilidad del virus a procesos intermedios de congelacion y desconge-
lacion.

EVALUACION DE LA VIABILIDAD DEL VIRUS DEL SINDROME DE LA MANCHA BLANCA EN MA TERIAL
COEXTRUIDO DE SUBPRODUCTOS DE CAMARON INFECTADO



DGIA—SANIDAD ACUICOLA 2

INTRODUCCION

El camaron es un crustaceo decapodo marino, de cuerpo comprimido y ab-
domen prolongado. Su carne es muy apreciada, por lo cual posee gran demanda
en el mercado nacional e internacional, tal es la demanda, que la pesca en altamar
no ha sido suficiente para cubrir el mercado, dando paso asi al desarrollo de culti-
vos camaronicolas intensivos y semiintensivos en diferentes paises y estados de
la republica.

Aun cuando algunos autores sefialan que el cultivo de camarén en México
dio inicio en la época prehispanica, con la construccion de encierros en las lagu-
nas de Sonora y Nayarit, el pais no contaba, hasta ese momento, con una practica
tradicional en la camaronicultura.

Una etapa previa al cultivo de camaron, fue el manejo de los ecosistemas,
que se inicia a mediados de los afios 60's, con la aplicacién de técnicas y métodos
rudimentarios para mejorar las condiciones de las lagunas litorales de Huizache y
Caimanero en Sinaloa, con la apertura de las bocas para conectar los rios Presidio
y Baluarte y la canalizacion de esteros (INP, 2000).

A principios de los afios 70's, la Universidad de Sonora inicio las investiga-
ciones sobre el cultivo de camarén en ambiente controlado, en las instalaciones de
puerto Pefiasco, Sonora (INP, 2000)

Para los afios 80's se genera un impulso mayor en el cultivo de camaron,
dando capacitacién a técnicos mexicanos para la formacion de granjas camaroni-
colas. La primera granja instalada en el ambito comercial fue formada en 1984, por
la sociedad cooperativa “Acuacultores del norte de Sinaloa” S.C.L. (INP, 2000).

Actualmente el cultivo de camarén en México se realiza principalmente con
la especie de Litopenaeus vannamei (camarén blanco del pacifico), esta especie
muestra una tasa rapida de crecimiento en estanque de cultivo, presentando in-
crementos de entre 10 y 20 gramos en 4 6 5 meses (INP 2000). La especie culti-
vada en los primeros afios de desarrollo camaronicola fue principalmente el cama-
ron blanco L. vannamei, sin embargo el camaron azul y café también han desta-
cado en el noroeste del pais.

La produccion total de camarén ha ido creciendo en los tltimos diez afios,
tanto que para 2001 la produccion fue de 105,523 t, lo cual refleja un incremento
del 40.45% mas con respecto a 1991 (62,833 t), los principales estados producto-
res de camaron son Sonora y Sinaloa en el Pacifico y Tamaulipas en el Golfo (Fi-
gura 1).

EVALUACION DE LA VIABILIDAD DEL VIRUS DEL SINDROME DE LA MANCHA BLANCA EN MATERIAL
COEXTRUIDO DE SUBPRODUCTOS DE CAMARON INFECTADO
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De un total de 450 granjas de cultivo, reportadas por La Direccién General
de Investigacién en Acuacultura (DGIA) en 2001, el 29% se encuentran en Sono-
ra, el 65% en Sinaloa, el 10% en Nayarit, 2% en Tamaulipas y el 1% en Chiapas
(Figura 1)

ESTADOS PRODUCTORES DE CAMARON

Figura 1. Estados productores de camardn por pesca y acuacultura y %
de granjas de cultivo en los principales estados (Fuente INP 2001 inédi-
to)

Actualmente el camarén se reconoce como el mas importante de los pro-
ductos marinos que entran en los canales comerciales del mundo. En 1996, aln
cuando la industria del cultivo de camaroén se vio afectada por el ataque viral del
Sindrome de Taura, las capturas de camarén en los litorales mexicanos contribu-
yeron con el 51% de las divisas totales generadas por el sector pesquero
(SEMARNAP 1996). De acuerdo al Anuario Estadistico de Pesca 2001, las divisas
generadas por este producto, en la actualidad corresponden al 56% de las totales
ingresadas (784 m.d.) por el sector pesquero.

Los organismos en cultivo o en su medio natural en cualquiera de sus eta-
pas de desarrollo, son susceptibles de sufrir enfermedades cuya importancia pue-
de circunscribirse a un sélo individuo o puede ser de caracteristicas infecto conta-
giosas y afectar a otros organismos de su mismo nivel taxonémico e incluso a
otras especies alejadas filogenéticamente (INP 2000).

La produccion camaronicola en México se ha visto afectada en los ultimos
anos considerablemente, debido a la presencia de agentes patégenos de diferen-
tes tipos, siendo quizas los virus, los mas agresivos y dificiles de manejar (INP,
2000).

Los primeros reportes apreciables que se tienen de enfermedades virales
en México, comienzan en 1991 en Sonora y Sinaloa, donde se reportaron brotes

EVALUACION DE LA VIABILIDAD DEL VIRUS DEL SINDROME DE LA MANCHA BLANCA EN MATERIAL
COEXTRUIDCO DE SUBPRODUCTOS DE CAMARON INFECTADO
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de Necrosis Hipodérmica Hematopoyética Infecciosa y vibriosis. En 1992 se detec-
t6 por primera vez en granjas de Sinaloa el virus conocido como Sindrome de Tau-
ra, pero no es sino hasta 1994 que se incrementa considerablemente, afectando
principalmente las granjas de Sinaloa en donde para 1996 (13,315.430 t) la pro-
duccion por cultivo de camarén decayé en un 16% con respecto a 1995
(15,867.450 t) lo que ocasioné perdidas considerables en la industria
(SEMARNAP, 1999).

Uno de los principales factores que favorecen la dispersion de enfermeda-
des en la camaronicultura de México, es la importacién de camaron congelado que
se comercializa y procesa en el pais, cuyo estado sanitario no es confiable y que
en particular Nunan et al, (1998), definen como la principal via de introduccién de
agentes patégenos y enfermedades.

Las enfermedades causadas por virus nativos de América, han golpeado
fuertemente la produccion acuicola de camarén en nuestro pais, sin embargo, el
dafio que pueden causar los virus exoticos de origen asiatico, como son los cau-
santes del Sindrome de la Mancha Blanca (WSSV) y del sindrome de cabeza
amarilla (YHV) pueden ser devastadores debido a que todavia no se ha estableci-
do un programa especifico de investigacion y seguimiento para estas enfermeda-
des.

Actualmente la acuacultura de camarén se ha visto impactada por los efec-
tos del Virus del Sindrome de la Mancha Blanca (WSSV), el cual es catalogado
como un baculovirus. Los signos clinicos de este sindrome se caracterizan por
presentar en los organismos infectados: una reduccion rapida en el consumo de
alimento seguido de letargia, la presencia de puntos blancos en la cuticula (repre-
sentados por un depésito anormal de sales de calcio en la epidermis cuticular), en
muchos casos los camarones moribundos despliegan un color que va de rosa a un
color rojo fuerte. Histolégicamente la infeccidn es caracterizada por cuerpos de in-
clusién en nicleos hipertrofiados de células infectadas. Los 6rganos blancos son
generalmente de origen mesodermal y ectodermal, como el tejido epitelial y conec-
tivo, los nddulos hematopoyecticos, hemocitos, las branquias, intestino estomacal
y epidermis entre otros. Las poblaciones de camarones con estos signos desplie-
gan una alta mortandad que puede llegar al 100% en un rango de 3 a 10 dias
(Ligtner , 1996).

Otro factor del cual también depende el estado de salud de produccion
acuicola es el de la nutricién, el alimento que se emplee en los cultivos va a de-
terminar en gran medida el crecimiento, las propiedades nutritivas y la calidad del
producto final. Esto pone de manifiesto la necesidad de alimentos balanceados
que permitan un crecimiento homogéneo en toda la produccién (Cruz et al, 1999).

Considerando que en una explotacion acuicola el rubro de la alimentacion
es el que produce una mayor erogacion, ya que este punto es fundamental para el

EVALUACION DE LA VIABILIDAD DEL VIRUS DEL SINDROME DE LA MANCHA BLANCA EN MATERIAL
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buen desarrollo de la actividad, es importante identificar aquellos insumos, ya sean
productos primarios, subproductos o desechos que por su valor alimenticio, dispo-
nibilidad, uso y costo, puedan ser utilizados por los productores de alimentos ba-
lanceados, con los consecuentes resultados en sus cultivos y en los costos de pro-
duccion (Cruz et al, 1999).

Asimismo se debe considerar que se ha ido incrementando la demanda de
productos marinos para consumo humano, por lo cual la acuacultura ha tenido que
implementar cultivos intensivos, los cuales a su vez generan una gran cantidad de
desechos, tanto de organismos cultivados como de insumos utilizados.

Por otra parte, las restricciones de orden ambiental y econémico en la pro-
duccion de alimento animal, han propiciado un enfoque a la necesidad de utilizar
los subproductos reciclables de origen animal. Actualmente las industrias relacio-
nadas con la produccion animal se encuentran bajo gran presién debido a su con-
tribucion en la contaminacion de la superficie de los mantos freaticos. Aun mas
debido al alto costo de eliminacién de los subproductos y a las nuevas regulacio-
nes impuestas en torno a la calidad del agua y de aire se requieren de métodos al-
ternativos de reciclamiento (Kiang, 1994).

A este respecto, la tecnologia de extrusion es uno de estos métodos e in-
cluye la conversion de subproductos agroindustriales en ingredientes alimenticios
utilizables, ademas permite obtener pellets de alta calidad.

Dentro de las ventajas que se pueden sefalar en el uso de la extrusion para
Sreciclamiento de subproductos se mencionan:
a) Eliminacion de factores antinutricionales (inhibidores de tripsina, hemaglutini-
nas, etc.)
b) Esterilizacion de los desechos utilizados.

Antes de extruir, los ingredientes deben ser molidos, mezclados y acondiciona-
dos a una determinada humedad. En el equipo se combina una alta temperatura, y
presion, y que al descargar el material por el dado, se presenta una vaporizacion
subita, obteniendo pellets y hojuelas de densidad requerida (Quintero, 1999).

El presente trabajo propone una alternativa para reciclar subproductos de
camaron y poder evitar un foco de infeccion viral (especificamente por WSSV),
ocasionado por la dispersién de subproductos de camarén infectado, de organis-
mos moribundos que pueden ser movilizados de los lugares del proceso o de cul-
tivo, tanto por aves como por animales, a otras areas de cultivo o del medio silves-
tre. Con el aprovechamiento de los subproductos de camarén procesados para la
alimentacién (y organismos originados por infeccion en cosechas de emergencia)
por medio de la extrusion, se pretende tener un mejor aprovechamiento de estos,
sin correr el riesgo de que los organismos consumidores se infecten.

EVALUACION DE LA VIABILIDAD DEL VIRUS DEL SINDROME DE LA MANCHA BLANCA EN MATERIAL
COEXTRUIDO DE SUBPRODUCTOS DE CAMARON INFECTADO
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ANTECEDENTES

Uno de los problemas que mas ha afectado la creciente industria del cama-
ron, es el de las enfermedades virales, las cuales han provocado grandes mortan-
dades entre las poblaciones de éstos. Pantoja (1996), reporta que la especie Lito-
penaeus stylirostris (camaron azul), se vio afectada por el virus de la Necrosis Hi-
podérmica Hematopoyética Infecciosa (IHHNV) haciendo que la poblacién de este
organismo decayera. Menciona ademas que en 1995 aparece el virus conocido
como Sindrome de Taura (VST) y que ataca en particular las poblaciones de Lito-
penaeus vannamei en granjas de Sinaloa, Sonora y Guerrero. Posteriormente en
1998 Lightner, et al, mencionan que el IHHNV ataca principalmente a los estadios
juveniles de L. stylirostris, en cambio los juveniles de L. vannamei son mas resis-
tentes a esta enfermedad. Para el caso de VST el efecto es inverso, es decir, los
estados juveniles de L. vannamei son mas susceptibles a este virus que los esta-
dos juveniles de L. stylirostris quienes presentan mayor resistencia. Estos dos vi-
rus actualmente no tienen el mismo impacto que causaron en un principio, ya que
se han implementado estrategias de cultivo que permiten un mejor control de es-
tos agentes patogenos.

Debido a los recientes impactos que las enfermedades virales han ocasio-
nado en la produccion de camaron, el Instituto Nacional de la Pesca a través de la
Direccion General de Investigacion en Acuacultura se ha ocupado en atender, en
la medida de sus posibilidades, dichas problematicas, participando desde 1997 a
la fecha en grupos de trabajo de Acuacultura conformados dentro de la Reunion
Binacional MEXUS-Golfo, atendiendo aspectos sanitarios relacionados con las en-
fermedades virales.

Durante el mes de agosto de 1999 se expusieron los avances de los resul-
tados obtenidos durante el desarrollo de la investigacion “Diagnostico de Enferme-
dades Virales en el Golfo de México" (Hernandez, 1999), los cuales confirman la
presencia del Virus de la Necrosis Hipodérmica y Hematopoyética Infecciosa, tan-
to en poblaciones silvestres y cultivadas de L. vannamei, asi como la presencia de
diversos agentes patdégenos tales como bacterias, nematodos y protozoarios (Mi-
crosporidos), ademas de observarse diversos grados de necrosis multifocal, sin
que ninguno de estos pusiera en peligro la vida de los organismos analizados.

Asimismo, cabe mencionar que los resultados obtenidos con esa investiga-
cion, permitieron contar con los elementos técnicos necesarios para participar en
la elaboracion de la Norma Oficial Mexicana NOM-030-PESC-2000 (Anexo ll), y
asi evitar la dispersion de enfermedades virales exoticas.

Actualmente otro virus esta causando alarma entre los acuacultores de ca-
marén, es el denominado Sindrome del Virus de la Mancha Blanca (WSSV), el

EVALUACION DE LA VIABILIDAD DEL VIRUS DEL SINDROME DE 1A MANCHA BLANCA EN MATERIAL
COEXTRUIDO DE SUBPRODUCTOS DE CAMARON INFECTADO
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cual aparece en México en 1999 dentro de las granjas camaroneras de los esta-
dos de Sonora, Sinaloa y Nayarit. También se detecté en poblaciones silvestres de
litoral del Pacifico, sin que causara altas mortandades. Este virus se detectd por
primera vez en 1992 en paises asiaticos y se ha venido introduciendo a paises oc-
cidentales como Centroamérica y Estados Unidos.

La informacion existente en cuanto a las condiciones y vectores de transmi-
sion de estas enfermedades (Royo, et a/ 1999, Nunan et a/, 1998), menciona que
se ha identificado como probables al agua, desechos sdlidos y liquidos de plantas
magquiladoras de camarén, camarén congelado para consumo humano y el utiliza-
do para carnada. Nunan et al, (1998), llevaron a cabo un estudio en donde esta-
blecen que la dispersion de estos virus se da por medio de camarén congelado in-
fectado que se importa de Asia.

Quiong et al, (1999) compararon la virulencia de seis cepas (WSSV) de dis-
tintas regiones geograficas (China, India, Tailandia, Texas, Carolina del Sur y el
Zoologico Nacional de Estados Unidos de Norteamérica) en postlarvas de L. van-
namei y juveniles de Farfantopeneaeus duorarum. Observaron que en L. vanna-
mei, la cepa de Texas infecta con mayor rapidez alcanzando mortandad al 100%
en un periodo mas corto (2 dias), en comparacién con las otras regiones. Con res-
pecto a la especie de Farfantepenaeus duorarum, los estados juveniles son mas
resistentes, alcanzando una mortandad del 100% en un periodo de 18 dias. Las
postlarvas de L. vannamei son mas susceptibles a la infeccion, pues alcanzan la
mortandad al 100% en un periodo mas corto (14 dias).

Kanchanaphum et al, (1998) determinaron que los cangrejos son portadores
del virus de la mancha blanca y que pueden transmitir esta infeccion viral a los
camarones. Desarrollaron un estudio en donde utilizan tres especies de cangrejos
(Sesarma sp, Scylla serrata y Uca pugilator) los cuales son infectados con el virus
via inyeccion. Posteriormente son colocados en acuarios en conjunto con orga-
nismos de Penaeus monodon (separados fisicamente por una malla) bajo las
mismas condiciones fisico-quimicas. La transferencia del virus al camarén fue mo-
nitoreada con diagnosticos de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) e
hibridacion de DNA in situ a intervalos de 12 horas después de que comienzan a
cohabitar, dando como resultado que la especie U. Pugilator, es la que infecta con
mayor rapidez al camaron.

Supamattaya et al, (1998), utilizaron la especie de Penaeus monodon infec-
tado con virus de mancha blanca para evaluar por tres vias (inyeccion, ingestion e
inmersion) la infeccion de tres especies de crustaceos comunes en la acuacultura
del camarén (Portunus pelagicus, Scylla serrata, y Acetes sp), encontrando que en
Acetes sp, por inyeccion la mortandad de los individuos se obtiene al 100% en un
periodo de 3 dias, por inmersion en un periodo de 5 dias y por ingestion solo el
20% de la mortandad se alcanza en 9 dias. Para el caso de los cangrejos, la in-
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yeccié_n es la via mas rapida de infeccion, alcanzando el 100% de mortandad en
un periodo de 8 dias, por ingestion no se registré mortandad en estas especies.

Chang et al, (1998) evaluaron el efecto de las radiaciones ultra violeta, tem-
peratura, pH, ozono, salinidad y desinfectantes quimicos en la infectividad del vi-
rus de la mancha blanca y reportan que el virus no es infectante si se somete a
una temperatura de 50°C por un lapso de 90 minutos o a 70°C por un periodo de 5
minutos, también reportan que el virus queda completamente inactivado por una
alta acidez ( pH de 1 por 10 minutos, pH de 3 por 1 hora) y por alta alcalinidad (pH
12 por 10 minutos).

Maeda et al. (1998) publicaron un estudio en donde observaron el efecto de
varios tratamientos en especies de Penaeus japonicus y P. monodon Infectadas
con dos virus Penaeid Road-Shaped DNA Virus (PRDV) y Systemic Ectodermal
and Mesodermal Baculovirus (SEMBV) de la subfamilia de los Baculoviridae, los
cuales se agrupan dentro de los llamados White Spot Sindrome Virus. Concluyen
que el Hipoclorito de sodio inactiva al PRDV a 1 ppm por 30 minutos y a 5 ppm a
10 minutos. EI SEMBV queda inactivo a 10 ppm por un lapso de 30 minutos. A al-
tas concentraciones de cloruro de sodio (12.5%) se inactiva el PRDV con una
temperatura de 25° C por 24 horas y el SEMBV (15%) a 28°C por 24 horas. El
PRDV pierde actividad por calentamiento a 50°C o mas durante 20 minutos y se-
cando por 1 hora a 30°C. En cuanto a la infectividad en agua de mar, ésta se man-
tiene por 120 dias a 4°C y por mas de 60 dias, pero menos de 120, a temperatura
de 25°C. Sin embargo cuando es suspendido en agua de mar a bajas concentra-
ciones se mantiene inactivo por 10 dias a 4°C. Y por 7 dias a 25°C. Para el caso
del SEMBV éste se mantiene activo en agua de mar por un periodo de 5 dias a
28°C.

EL PROCESO DE EXTRUSION EN ALIMENTOS ACUICOLAS.

El alimento de alta calidad es vital para el desarrollo y éxito de la industria
camaronera, el cual puede representar hasta el 60% de los costos de produccién
en una granja. Por esta razon los alimentos deben ser formulados para cumplir
con todos los requerimientos nutricionales de la especie. La calidad de alimento de
camarén depende de la calidad nutricional de los ingredientes seleccionados, al
igual de los métodos utilizados para producirlo. Los procesos utilizados para pro-
ducir el alimento dictaran cuales van a ser las caracteristicas fisicas del mismo
como la estabilidad en el agua, forma y tamanio final del producto (Bortone 2001).

La aplicacion de la tecnologia de extrusion en la preparacion de alimentos
balanceados empleando subproductos de organismos marinos puede ayudar a
erradicar el problema de los desechos marinos y ademas puede crear un alimento
con gran valor nutricional. Este proceso se define como el proceso por el cual ma-
teriales expansibles almidonaceos y/o proteinaceos son plastificados y cocidos en
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un tubo por una combinacién de humedad, presion, temperatura y corte mecanico
(Smith 1976 citado por Hauck y Huber, 1989).

En la extrusién se incluye un proceso de coccion a alta temperatura y pre-
sion, en corto tiempo (5 a 10 segundos) que se produce por la disipacién de la
energia mecanica, la cual es transferida a la mezcla por medio de los elementos
del extrusor. Durante el proceso la mezcla con que se alimenta al extrusor esta en
forma de harina, a medida que se somete a alta presion y temperatura, y a las
fuerzas del corte, esta cambia hasta formar una masa visco-elastica con caracte-
risticas similares a un plastico derretido (fluido no Newtoniano en este caso). Por
eso también se le conoce como un proceso de coccién termoplastico (Bortone
2001).

Por su amplia versatilidad, la extrusiéon se ha convertido en un proceso muy
usado en la elaboracién de alimentos acuicolas, ya sea para alimentos flotantes,
de medio fondo, de fondo y semihimedos, utilizando una gran variedad de ingre-
dientes secos o humedos, tales como granos de oleaginosas, harinas de cereales
y leguminosas, y desechos del procesado de pescados y mariscos, (Carver et
al,1989. Botting, 1991. Dominy y Lim 1991. Kearns 1993 Woodroofe 1993, Kiang,
1994). La incorporacion de estos desechos, da caracteristicas positivas al alimento
coextruido: buen sabor y textura, incremento en la estabilidad dentro del agua y
complementacion nutritiva, mejorando la eficiencia alimenticia (Mendoza, 1993)
ademas de dar un acabado de esterilizacion del producto. (Melo, 1997).

Los coextruidos se han usado como ingredientes en formulas balanceadas,
para proporcionar una mejor nutricion. Los subproductos de camaron se han utili-
zado en forma de harina, procesando principalmente las cabezas, que constituyen
del 40 al 44% del peso corporal el organismo, como una rica fuente de proteinas.
Se ha observado también que los componentes de la harina de camarén, son im-
portantes como estimulantes alimenticios y enriquecen considerablemente el valor
de la dieta, acelerando el crecimiento del camaron. (Joseph y Meyers 1975;
Meyers, 1986) (Melo, 1997).

Melo (1997) realizd6 un estudio donde utilizé subproductos de camardn
coextruidos con pasta de soya, para elaborar dietas balanceadas en nutriciéon de
camaron, observd que la mayor tasa de crecimiento se obtuvo muy ligeramente en
dietas balanceadas con 8% de inclusion de harina de camarén y con un coextruido
doble de camarén al 39% de inclusiéon, aunque menciona que no hubo diferencia
significativa entre las diferentes dietas elaboradas, por proceso y porcentaje de in-
clusién.

Cruz-Suarez et al, (1999) evaluaron dos subproductos de camarén en forma
de harina como fuente proteica en dietas balanceadas para L. vanammei y reco-
miendan la inclusion de harina de subproductos de camardn en la produccion de
alimentos en la escala comercial a un porcentaje entre 6 y 18% dependiendo de
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los imperativos econdmicos que pueda representar en el costo de la féormula y de
la presencia de otros componentes que aporten fibra o quitina. En este trabajo
mencionan que obtuvieron una relacion dosis-respuesta positiva, es decir que a
mayor inclusion de harina de camarén, mejor crecimiento.

Pelcastre (1996), en un estudio que realiza sobre coextruidos de pasta de
soya y subproductos de carpa herbivora para nutricion de bagre, menciona que el
calor generado (80-200° C) esteriliza subproductos animales himedos y alimentos
elaborados en este sistema, eliminando la contaminacién por bacterias, mohos,
levaduras y virus (Smith 1976; Horn 1979; Tacon y Jackson 1985, citados por Ta-
con 1989; Carver et al 1989; Cluet 1990; Boting 1991; Kiang 1993; Woodroofe
1993, citado por Choudhury 1995).

Kearns (1993). Explica que en el método Wenger para la extrusion de ali-
mentos acuicolas, las bacterias no sobreviven al procesamiento, menciona que de
775 muestras analizadas todas salieron cero positivas en Salmonella.
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JUSTIFICACION

El cultivo de camardn es la actividad acuicola que ha impulsado el creci-
miento sectorial y de las exportaciones de productos pesqueros, actualmente se
ha convertido en el producto de exportacion mas valioso e importante dentro de
nuestro pais, en 1999 su valor alcanzé los 1,500 millones de pesos (SEMARNAP
2000). En la actualidad numerosos estudios se han enfocado a apoyar la produc-
cién masiva en granjas camaroneras, entre los cuales se encuentran, la produc-
cién de alimentos balanceados que proporcionen una mejor nutricion y un rapido
crecimiento. Con esta creciente industria, los desechos también crecen, lo cual
genera una problematica dentro del sector ambiental, social y economico.

El proceso de extrusion es una alternativa para el aprovechamiento de los
desechos generados dentro de esta industria, ya que permite obtener un alimento
o0 ingredientes con alta calidad nutricional y almacenables por periodos largos. Se
sabe que las altas temperaturas y presiones que maneja este proceso, permiten
mantener el producto final libre de organismos patégenos, tales como las bacte-
rias, hongos y virus.

Actualmente, la industria camaronera se ha visto afectada de manera con-
siderable, debido principalmente a la presencia de agentes patégenos de diferen-
tes tipos, siendo los virus los mas agresivos.

El Virus de la mancha blanca, que se ha introducido recientemente al pais
(en 1999) y se sabe que ataca principalmente los estados juveniles de las espe-
cies de camardn, Asi lo muestran los reportes confirmados de altas mortandades
en algunas granjas acuicolas.

Dados los antecedentes anteriores, el Instituto Nacional de la Pesca, ha
asumido el compromiso de realizar un seguimiento continuo sobre el desempefio
actual de la industria del cultivo de camaron, que permita contar con bases confia-
bles para el ordenamiento de esta actividad, con el fin de cumplir este propésito,
este trabajo presenta una alternativa para evitar la dispersién de este virus, apro-
vechando y controlando las toneladas de subproducto de camarén que se obtie-
nen de:

1.- La cabeza y cascara desechados en las plantas procesadores de cama-
réon que son procesadas en plantas especiales indicadas por la NOM-030-PESC.

2.- La cabeza y cascara que son vertidos en altamar por los barcos cama-
roneros.

3.- Los camarones con un peso menor a 6 g que por causa de infeccion vi-
ral (WSSV) no cumplan con una cierta talla comercial y que tengan que ser cose-
chados de emergencia Jcomo lo indica la NOM-030-PESC.

EVALUACION DE LA VIABILIDAD DEL VIRUS DEL SINDROME DE LA MANCHA BLANCA EN MA TERIAL
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Es importante mencionar que los camarones infectados con virus de la
mancha blanca no causan efecto alguno en el consumo humano, por lo tanto si
éste alcanza una talla comercial dentro de las granjas (mayor a 6 gramos), es co-
sechado y procesado para su venta como lo indica la NOM-030-PESC (Anexo ).
Aun si los subproductos contienen el virus, este puede dispersarse, ya sea por
aves o0 animales que toman estos desechos de las plantas procesadoras en los
que son procesados, o debido a los subproductos vertidos en altamar por los bar-
cos camaroneros, los cuales transmitirian la infeccidn a otros organismos como es
el caso del cangrejo de mar, el cual también puede ser un portador del virus.

Tomando como referencia lo mencionado anteriormente sobre el proceso
de extrusion, el aprovechamiento de todas estas toneladas generadas en la indus-
tria de camarén trascenderia benéficamente en:

» Aprovechamiento de los subproductos (aun infectados con virus WSSV), los
cuales no causarian problemas de desecho, puesto que se estarian aprove-
chando en la alimentacion de otros organismos sin preocuparse de transmitir la
infeccion.

> Mejora de la alimentacion en los organismos de cultivo, ya que estudios
hechos con anterioridad mencionan que la harina de estos subproductos es ri-
ca en proteinas y otras sustancias nutritivas.

» Rompimiento de un foco de infeccién viral, ya que los desechos no serian ver-
tidos en el mar e infectar a otros organismos, o no serian desechados en basu-
reros y transportados a otros lugares por aves y animales.

» Ingreso extra a las comunidades de pescadores riberefios, a las granjas pro-
ductoras, y a las companiias de alimentos balanceados.

EVALUACION DE LA VIABILIDAD DEL VIRUS DEL SINDROME DE LA MANCHA BLANCA EN MATERIAL
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HIPOTESIS

Se sabe que el Virus de la Mancha Blanca queda inactivo a tem-
peratura de 70°C por un periodo de 5 minutos. Si el proceso de extru-
sion maneja temperaturas arriba de los 100°C y altas presiones (400 a
800 psi) en tiempos cortos (5-10 segundos), entonces al pasar los
subproductos de camaron infectados, por este proceso, el virus de la
WSSV quedara inactivado, convirtiendo asi a estos subproductos en
un insumo util y nutritivo que puede ser utilizado en la elaboracion del
alimento para emplearse en el cultivo de camaron sin correr el riesgo
de transmitir esta infeccion viral.

EVALUACION DE LA VIABILIDAD DEL VIRUS DEL SINDROME DE LA MANCHA BLANCA EN MA TERIAL
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OBJETIVOS

GENERAL:

Demostrar si el proceso de coextrusion inactiva la viabilidad del Virus del
Sindrome de la Mancha Blanca en subproductos de camarén infectado, para ser
reciclados como ingredientes en alimentos acuicolas.

PARTICULARES:

Colectar subproductos positivos a WSSV, en zonas con mayor inci-
dencia de WSSV dentro de Sonora y Sinaloa,

Evaluar la viabilidad del virus en el coextruido, en condiciones de
bioensayo.

Establecer si la concentracién de nutrimentos en el agua ejercen un
efecto considerable sobre los organismos tratados con los insumos preparados.
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METODOS

DIAGRAMA DE METODOS

VISITA A GRANJAS PARA TOMA DE
MUESTRAS

[

DIAGNOSTICO DE PCR EN EL
LABORATORIO DEL CRIP

I |

MUESTRAS MUESTRAS
CON PCR (+) CON PCR (-)
VISITA A LA GRANJA VISITA A LA GRANJA
IDENTIFICADA PARA LA IDENTIFICADA PARA LA
COLECTA DE SUBPRODUCTOS COLECTA DE SUBPRODUCTOS
(+) (=)
CONGELADO, EMPAQUETADO CONGELADO, EMPAQUETADO
Y ALMACENAMIENTO DE Y ALMACENAMIENTO DE
SUBPRODUCTOS SUBPRODUCTOS
ENVIO DE SUBPRODUCTOS (+) ENVIO DE SUBPRODUCTOS (-)
A LA UANL A LA UANL
PROCESAMIENTO DE PROCESAMIENTO DE
MUESTRAS EN LA UANL MUESTRAS EN LA UANL
« MOLIENDA e  MOLIENDA
» MEZCLADO + MEZCLADO
e  EXTRUIDO * EXTRUIDO
INSUMOS A PROBAR INSUMOS A PROBAR
«  SUBPRODUCTOS MOLIDOS +  SUBPRODUCTOSDE
INFECTADOS SIN EXTRUIR CAMARON LIBRE DE WSSV
+  SUBPRODUCTOS MOLIDOS EXTRUIDOS
INFECTADOS EXTRUIDOS
«  SUBPRODUCTOS
INFECTADOS MOLIDOS
MEZCLADOS CON PASTA DE
SOV A

|
BIOENSAYOS
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1. TRABAJO DE CAMPO
1.1 IDENTIFICACION DE LAS GRANJAS

Se llevé a cabo un monitoreo dentro de las granjas camaronicolas en los
estados de Sonora y Sinaloa para identificar un lote positivo a WSSV y un lote li-
bre de WSSV (para la identificacion de las granjas y diagnéstico, se contd con el
apoyo de instituciones que desarrollan programas de seguimiento, monitoreo y
diagnostico, pertenecientes a la Red Nacional de Laboratorios como el CRIP en
Mazatlan Sinaloa, el ITSON en Cd. Obregén Sonora, el CIBNOR en Guaymas So-
nora y a una serie de técnicos, productores y personas relacionadas con la acua-
cultura de camaron), ya identificadas las granjas se tomd una muestra de 20 orga-
nismos por granja, y se conservaron en fijador Davidson para analisis histolégico
siguiendo el método estandar (Lightner 1996). Se tomé otra muestra de 30 orga-
nismos para analisis de PCR (Lightner 1996) y diagnosticar la presencia /ausencia
de WSSV. De estos lotes identificados se recolectaron por separado, 50 kg, de
subproductos de camardn (cabeza) WSSV positivo y 50 kg de subproductos de
camaron WSSV no detectado.

1.2 DIAGNOSTICO POR PCR DE MATERIA PRIMA COLECTADA

PRINCIPIO: La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es un método enzima-
tico para hacer multiples copias de un segmento predeterminado de ADN. En
esencia la PCR es la repeticion de ciclos de temperatura y tiempos con el fin de
favorecer la actividad de la ADN polimerasa hasta obtener la cantidad de ADN de-
seado para su deteccion por medios moleculares. Dependiendo de la temperatura
aplicada, podemos dividir un proceso de PCR en las siguientes etapas:

e Etapa de desnaturalizacion a94°C
» Etapa de alineacion de los praimers a62°C
« Etapa de extension a72°C

Técnica PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa).

Las muestras colectadas fueron analizadas mediante la técnica de reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR), con un analisis compuesto de diez organismos
por tubo de reaccién (para el caso de identificacion de WSSV en granjas e insu-
mos, en el caso de los organismos del bioensayo, se utilizo un organismo por tu-
bo), la técnica se llevd a cabo mediante kit comercial 1Q2000®, que consiste en la
amplificacién de ADN viral en dos pasos, un producto de un tamafio de 910 pares
de bases en el primero y de 550 y 296 pares de bases en el segundo, ademas de
un producto mas de 848 pares de bases que constituye un control de la extraccion
y amplificacion de ADN de camaron.
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Extraccion de ADN por buffer de lisis

1.- Las muestras se colocaron (tejido de 10 organismos) en un microtubo eppen-
dorf estériles de 1.5 ml de capacidad y debidamente identificado con su etiqueta.
En este paso se utilizaron.

3 tubos por estanque (para el caso de identificacion en las granjas).

3 tubos por tratamiento (para el caso de identificacién de en los insumos)

1 tubo para cada organismo (para el caso de los organismos utilizados en el bio-
ensayo)

2.- Se anadio 500 pl de buffer de lisis a cada tubo utilizando pipetas con puntas
esteriles, con filtro y se homogenizo con un homogenizador manual de plastico es-
téril para tubos eppendorf.

3.- Las muestras se incubaron a 95°C por diez minutos en un MULTI-BLOCK y se
centrifugaron a 12,000 r.p.m. durante 10 minutos utilizando una centrifuga (eppen-
dorf Centrifuge 5410, JICA) para sedimentar restos celulares.

4 .- Se transfirieron 200 pl del sobrenadante a un nuevo tubo de 1.5 ml, que conte-
nia 400 pl de alcohol al 95%.

5.- Se agité brevemente en el vortex (MISTRAL MIXTER) y se centrifugd a 12000
r.p.m. durante 5 minutos, se decanto el contenido liquido y se dejoé secar la mues-
tra (sedimento).

6.- Por ultimo, se disolvio el sedimento en 200ul de H20 destilada.
Amplificaciéon
a)-. En este paso se prepararon las siguientes mezclas en tubos de 0.2 ml (Ther-

mowel TM Tubbes) utilizando micropipetas estériles y con filtro:

Primer reactivo premezcla------- 7.5 pl
Taq AND polimerasa 2U/pl------- 0.5l

b)-. Anadiendo estos reactivos a cada uno de los tubos (las muestras, los contro-
les positivos, controles negativos y el blanco) debidamente etiquetados se obtuvo
una mezcla de 8yl.

c)-. Se tomaron 2pl de la muestra de ADN extraida, y se afadieron a los tubos jun-
to con la mezcla anterior de Primer reactivo premezcla y Taq ADN polimerasa. Pa-
ra los estandares (controles y blanco) se tomd la misma cantidad (incluidos en el
kit).
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Los tubos con las mezclas se colocaron en un Termociclador Minicycler TM y los
parametros de amplificacién fueron los siguientes, utilizando las recomendaciones
del sistema 1Q2000:

Perfil de la primera corrida de reaccion:

94°C por 30 segundos; 62°C por 30 segundos; 72°C por 20 segundos. Repetidos 5
ciclos.

Luego:
94°C por 15 segundos; 62°C por 30 segundos. Repetidos 13 ciclos.

Luego:
72°C por 15 segundos: 20°C por 30 segundos.

Después de esta primera corrida, se sacaron los tubos del termociclador y se le
afiadieron a cada tubo

Segundo reactivo (anidado) premezcla------- --14pl

Taq ADN polimerasa 2U/pl 1l

Se vuelven a colocar los tubos en el termociclador y se programa la segunda co-
rrida de la siguiente manera:

94°C 20 por segundos; 62°C por 20 segundos; 72°C por 30 segundos. Repetidos 5
ciclos.

Luego:
72°C por 30 segundos: 20 C por 30 segundos.

Después de completar la segunda corrida de reaccion, se tomaron 8ul del produc-
to de PCR de cada tubo y se colocé sobre una tira de papel parafina (PARAFILM
“M") , se mezclé con 2ul de colorante 6X (Coading Dye, incluida en el kit).

Electroforesis

Para este paso se necesitaron 350 ml de solucién para electroforesis, la cama de
electroforesis (320 ml) y para el gel (30 ml), y se prepararon de la siguiente mane-
ra:

En un matraz se colocaron 280 ml de agua destilada con 70 ml de solucién TBE
5X, de la mezcla se colocaron 320 ml en la cama para electroforesis y los restan-
tes 30 ml se prepararon con 2% agarosa.

Para la preparacion del gel 2% agarosa se utilizaron 30 ml de solucién para elctro-
foresis y 0.6 gr de agar, utilizando un termoagitador Termoline Cimarec R 2 y un
mezclador magnetico; se agité el matraz hasta alcanzar la temperatura de ebulli-
cion, retirando el matraz antes de la ebullicion.
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Posteriormente se dejé enfriar y se afadieron 8ul de Bromuro de Etilo, se agité
hasta diluir para después colocar la solucion en un molde para su coagulacion.

Después de coagular, el gel 2% agarosa se sumergié en la solucién para electro-
foresis que contiene la cama para electroforesis y se procedié a colocar los pro-
ductos de PCR en los orificios del gel.

Los 10ul de mezcla (8ul de producto de PCR y 2ul de colorante 6X ) se colocaron
en el gel 2% agarosa, en cada orificio se separando las muestras, controles, blan-
co y en este paso se afiadié un marcador de peso molecular para ADN.

Después de colocar cada una de las muestras, con ayuda de un aparato para
electroforesis se le aplicé 80 Volts por 25 minutos al gel. Al termino de este tiempo
los resultados fueron observados con ayuda de una meza de luz ultravioleta 3uv
TM Transilluminator y fotografiados con una camara Polaroid Gel Cam mostrando
resultados como se muestra en la figura 6y 7.

1.3 RECOLECTA DE SUBPRODUCTOS LIBRES DE WSSV.

El muestreo se realizé durante el periodo comprendido del 25 de Julio al 4
de Agosto del 2001, en donde se tomaron muestras para diagnostico por PCR en
el CRIP de Mazatlan. La recolecta se hizo durante la cosecha de una granja ubi-
cada en el centro del estado de Sinaloa. Se descabezaron 150 kg de camarén en
la granja y las cabezas se colocaron dentro de bolsas de dos kilos, las cuales se
acomodaron dentro de dos hieleras de 50 kg c/u, a las que se les agregd hielo en
la base y parte superior después de colocar las cabezas. Se transportaron las hie-
leras a una congeladora, se destaparon y se mantuvieron en un cuarto frio por 72
horas a —80°C. Posteriormente se colocaron las bolsas con las cabezas dentro de
hieleras de polipropileno con una cama de hielo seco en la base y otra en la parte
superior, las hieleras se sellaron con cinta canela y se metieron dentro de bolsas
grandes las cuales se introdujeron dentro de cajas de carton bien selladas, y se
enviaron a la Universidad Autonoma de Nuevo Leon en Monterrey, en donde se
guardaron en un cuarto frio (-20°C) hasta su procesamiento (Tiempo aproximado
de envio hasta su recepcion 10 Horas).

1.4 RECOLECTA DE SUBPRODUCTOS DETECTADOS POSITIVOS A WSSV.

El muestreo de subproductos WSSV positivo se realizd durante el periodo
comprendido del 11 al 20 de octubre del 2001. Se realizaron dos recolectas, la
primera en el municipio de Guasave, donde se habia detectado una muestra posi-
tiva a WSSV en el mes de Julio. El lote detectado positivo fue recolectado por per-
sonal del CRIP en una congeladora después de ser descabezado (tiempo estima-
do, desde la cosecha hasta su recepcion en una congeladora de los Mochis, 12
horas en hielo), los 50 kg colectados se mantuvieron en refrigeracion por un lapso
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de 12 horas y se transportaron en hieleras a Mazatlan Sinaloa (6 horas de cami-
no), de donde se tomaron muestras para diagnéstico por PCR y confirmar la pre-
sencia de WSSV. Manteniéndose en congelacion por un lapso de 72 horas a —80°
C. Posteriormente se colocaron en bolsas dentro de hieleras de polipropileno con
una cama de hielo seco en la base y otra en la parte superior. Las hieleras se se-
llaron con cinta canela y se metieron dentro de bolsas grandes, se introdujeron
dentro de cajas de cartén bien selladas, y se enviaron a la Universidad Auténoma
de Nuevo Ledn en Monterrey, donde se conservaron en un cuarto frio (-20°C) has-
ta su procesamiento (10 horas aproximadamente de transporte).

La segunda recolecta se realiz6 en Cd. Obregon, dentro de una congelado-
ra en donde se espero a que llegaran tres taras de 50 kg c¢/u con camaron de una
granja que dio positivo a WSSV, diagnosticado por el CIBNOR en septiembre del
2001, estas taras fueron marcadas para no confundirlas con las demas. En el
mismo dia en que llegaron las taras se descabezaron los camarones y las cabe-
zas se guardaron en bolsas dentro de hieleras de polipropileno destapadas, las
cuales se metieron al cuarto frio (dentro de la misma Procesadora de alimentos a -
70°C por un lapso de 48 horas). Posteriormente, las cabezas se sacaron del con-
gelador, se taparon, se metieron dentro de cajas y se sellaron para ser enviadas a
la UANL, el transporte de estas hieleras en el vuelo hasta Monterrey seria de 10
horas, pero en realidad la compafiia que realizé el envio, lo entregd 26 horas des-
pués.

2. PROCESAMIENTO DE MUESTRAS

La preparacion de los productos se realizo en la Universidad Autonoma de
Nuevo Ledn 30 dias después de la recolecta), para evitar contaminacion se proce-
saron primeramente los subproductos no infectados y posteriormente los positivos
a WSSV de la primera recolecta realizada en el municipio de Guasave.

Los subproductos se sacaron del congelador, se pesaron 15 kg de subpro-
ductos, se molieron en un molino de carne Torrey (Figura 2) y se mezclaron en
una mezcladora modelo con 35 kg de pasta de soya Teksoy, la humedad final de
esta mezcla fue de 28% para el caso de subproductos no detectados positivos a
WSSV, y de 29.7% para los subproductos detectados positivos a WSSV. Las
mezclas se guardaron en el cuarto frio a -20°C y 48 horas después cada mezcla
se paso por el extrusor, el cual se calentd previamente con parte de la mezcla
preparada. La temperatura alcanzada en el momento de extruir oscilé entre los
110°C y 120°C y la corriente eléctrica alcanzada oscild entre 40 y 50 amperes.

Las mezclas extruidas se secaron a temperatura ambiente por 24 horas y
se guardaron en bolsas de plastico.

Las mezclas se procesaron en un extrusor Insta-Pro 600 (Figura 2), con las
siguientes condiciones:
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Tornillo de alabe sencillo

Configuracion del tornillo (secuencia 600-10/600-08/600-08/600-08
de anillos de presion)

Velocidad de alimentacion 70 r.p.m.

Cono de salida (diametro interno) 8mm de didametro

No. de vueltas del cono de salida 6

Se monitoreé el proceso de extrusion registrando las variaciones de la tem-
peratura y amperaje cada 20 seg. durante el tiempo que duré la transformacion de
la mezcla. De estos coextruidos se tomaron 5 gramos de muestra y se fijaron en
alcohol al 90% para un diagnostico posterior de WSSV, IHNNV y STV por PCR
(Lightner, 1996).

Figura 2. Molienda y extruido de subproductos
de camardn en la Universidad Auténoma de
Nuevo Ledn
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De todo este proceso se obtuvieron los siguientes insumos para evaluar en
los bioensayos con camarén sano y en el diagnostico con PCR.

Tratamiento 1. SUBPRODUCTOS INFECTADOS SIN EXTRUIR: De la mezcla de
subproductos infectados molidos y pasta de soya se tomé una muestra de 2 Kg, y
se mantuvo en congelacion a —80° C hasta su uso en los bioensayos y diagnostico
por PCR

Tratamiento 2. SUBPRODUCTOS INFECTADOS EXTRUIDOS:

Mezcla de Pasta de Soya con Subproductos positivos WSSV extruidos. Esta
muestra de 2 Kg. se conservo a temperatura ambiente dentro de bolsas hasta su
uso en los bioensayos y diagnostico por PCR

Tratamiento 3. SUBPRODUCTOS DE CAMARON LIBRE DE WSSV
EXTRUIDOS: Mezcla de Pasta de Soya y Subproductos no detectados positivos a
WSSV, extruidos, 2 kg Esta muestra se conservé a temperatura ambiente hasta su
uso en los bioenayos.

Tratamiento 4 CABEZA DE CAMARON INFECTADA MOLIDA. Se moli6 la cabe-
za de camardn infectada y se mantuvo en congelacion a —5° C hasta la realizacion
de los bioensayos y diagnostico por PCR, y a —10° C durante la realizacion de los
bioensayos.

3. BIOENSAYOS PARA EVALUAR LA VIABILIDAD DEL WSSV EN
SUBPRODUCTOS EXTRUIDOS Y NO EXTRUIDOS.

La realizacion de los bioensayos se llevo a cabo en el CIBNOR bajo la di-
reccion de Dr. Marco Linne, para llevar a cabo la prueba de cuatro insumos, Tra-
tamiento 1, Tratamiento 2, Tratamiento 3 y Tratamiento 4. Se utilizaron 13 acua-
rios de 50 litros cada uno, en cada acuario se instalaron 10 camarones de estadio
postlarva 20 L. vannamei libres de WSSV, verificados por PCR, de peso promedio
0.07 g, aproximadamente. Cada tanque recibié aireacién por medio de un solo di-
fusor que fue cubierto con un plastico para impedir la fuga de los animales, los
acuarios se llenaron con agua de mar previamente en reposo y al iniciar el llenado
se tomd una muestra de esta agua para determinar el estado de los nutrimentos, y
posteriormente al séptimo dia de iniciados los bioensayos se realizd un muestreo
diurno en periodo de 24 horas, con tomas de muestra cada 4 horas. Los animales
se alimentaron con los tratamientos a saciedad, durante los 15 dias que duro el
experimento. Es importante mencionar que los tratamientos se complementaron
con un alimento elaborado comercialmente, ya que el producto obtenido de la ex-
trusion de subproductos no cubre todas las necesidades nutricionales de los orga-
nismaos.
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La biomasa de camardn por acuario fue determinada al principio del estu-
dio. Tres acuarios se alimentaron con el Tratamiento 1, tres con el Tratamiento 2 ,
tres con el Tratamiento 3 y tres con el Tratamiento 4 y 1 con un alimento comercial
(para comprobar la inocuidad de este alimento). Los camarones se alimentaron en
dos proporciones por dia, a las 9 AM con tratamiento 1, 2, 3 y 4, y a las 6 PM con
alimento comercial. La alimentacion de los organismos se llevé a cabo de acuerdo
con la siguiente tabla:

Acuario No. de Dieta. Forma de Alimen-
No. Camaro- tacion
nes totales g9 AM 4 PM
1..2,3. 30 Tratamiento 1 X
A. Comercial X
4,5, 6. 30 Tratamiento 2 X
A. Comercial X
7,.8,9. 30 Tratamiento 3 X
A. Comercial X
10, 11,12 30 Tratamiento 4 X
A. Comercial X
13 10 A. Comercial

Un recambio de agua del 20% se realizd en todos los tanques cada dia y
cada tanque se sifoneo para eliminar el exceso de alimento y heces, antes de ca-
da alimentacién matutina. La temperatura del agua y Oxigeno disuelto se midieron
antes de cada una de las dos alimentaciones diarias con un multisensor TSI 85, la
salinidad se midié diariamente con un refractdmetro modelo 2949-41. Para preve-
nir contaminaciones cruzadas se uso un equipo diferente para cada acuario con-
trol y problema, ademas de colocar el agua y material de desecho en un tanque
con cloro (200 ppm de cloro libre) para su desinfeccion antes de ser desechada.

Cuando se detectaron animales moribundos se retiraron de los acuarios y
se fijaron en solucion Davidson para analisis histologicos siguiendo el método es-
tandar (Lightner, 1996).

En el dia 13 del bioensayo se dejo de alimentar a los organismos, para que
se limpiara el intestino de los alimentos aplicados.

Al término del experimento en el dia 15, todos los camarones se contaron,
se pesaron en una balanza Ohaus (de 0.01g. de sensibilidad) y se fijaron para su
posterior analisis por PCR e Histologia de rutina, evaluando en cada acuario el
porcentaje de crecimiento y la tasa de sobrevivencia.

Peso final - Peso inicial

Porcentaje de crecimient o = 7% x 1O
Peso inicial
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No. final de organismos

Porcentaje de sobrevivencia = x 100

No_inicial de organismos

Los analisis de calidad de agua fueron realizados por el Laboratorio de Ca-
lidad de Agua y Sedimentos del Centro de Investigaciones Biologicas del Noroeste
Unidad Guaymas. El dia de inicio de los bioensayos se tomd una muestra de agua
de mar, utilizada en el llenado de los acuarios, considerada como control (MC).
Posteriormente, al séptimo dia, se realizd un muestreo de agua de los acuarios en
periodo de 24 horas, con tomas de muestra cada 4 h. Se inici¢ a las 9:00 a.m. con
muestreos a las 13:00, 17:00, 21:00, 1:00, y 5:00. Se realizd el analisis de nutri-
mentos tales como fosfatos, amonio, nitritos y nitratos por medio de técnica en mi-
cro placa de acuerdo con Hernandez-Lopez et al, 1999.

4. PROCESO HISTOLOGICO

Fijacion y preservacion.

El proceso Histolégico se llevo a cabo dentro del CIBNOR, para ello, los organis-
mos se fijaron en soluciéon Davidson por 24 horas y posteriormente se pasaron a

una solucién de alcohol etilico al 70%.

Una vez obtenidas las muestras fijadas, se colocaron en cassetes de plastico, los
cuales contenian la siguiente informacion:

 Numero de la muestra

« Tratamiento

e Fecha

Proceso de deshidratacion e inclusion.

Se utilizd el aparato de deshidratacién modelo 4640-B de la Tissue Tek.

Deshidratacion

e Alcohol 70° 1 hora
e Alcohol 70° 1 hora
* Alcohol 80° 1 hora
« Alcohol 80° 1 hora
e Alcohol 95° 1 hora
e Alcohol 95° 1 hora
e Alcohol 100° 1 hora
e Alcohol 100° 1/2 hora
e Alcohol 100° 1/2 hora
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Aclaracion

¢ Alcohol-Xilol 1 hora

e Xilol 15 minutos
Inclusién

e Parafinal 1 hora

e Parafina ll 1 hora

e Parafina lll 1 hora

Proceso de inclusion:

Para obtener el bloque se utilizo un centro de inclusion, modelo Histoembe-
der, este consta de un depésito de parafina, una placa fria y una caliente. Cabe
sefialar que la parafina utilizada fue “Paraplst X-tra” con un punto de fusion de 54°
a 56° C. Para hacer los bloques se utilizan cajas especiales de plastico o metal.
Una vez que se obtiene el bloque, se procede a realizar el corte fino del tejido con
un micrétomo de rotacién (modelo Leica 2040 Reicher Jung) de 5 a 8 micrémetros
de grosor.

Corte (micrétomo).
Se procedio de la siguiente manera:
¢ Corte del bloque: Se quito el exceso de parafina que rodea al tejido.

» Fijacion del blogue y orientacion: El bloque fue colocado en el porta bloques
del microtomo y la orientacién se obtuvo mediante un sistema de roétula, el pla-
no del corte esta determinado por la orientacion de la cuchilla.

» Corte y extension: los cortes tuvieron un grosor entre 4 y 8 micras como maxi-
mo, después de cortar, los cortes se extendieron y se colocaron sobre el por-
taobjetos. El principio de la extensién se basa en la dilatacion de los cortes por
calor. Para que este se efectue libremente, se hace flotar el corte sobre un li-
quido, el cual contiene una sustancia adhesiva, y luego se somete a una tem-
peratura ligeramente inferior al punto de fusion de la parafina.

Para facilitar la extension del corte se prepara una solucién de alcohol al 30
%, y se colocan unas gotas en el portaobjetos conteniendo el corte entre ellos, an-
tes de ser pasado al bafio de flotacién a 20°C + gelatine, este paso facilita la ex-
tension del corte, posteriormente se coloca en una mufla de 5 a 6°C para su seca-
do.
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Coloracidn (tinciéon de hematoxilina-eosina).

Esta es una coloracion acido-basica, por lo que los componentes acidos tienen
una afinidad con la eosina y se tifien de rosa a rojo, los componentes basicos se
tifien de azul a morado. A continuacion se describe el modo de empleo de la tin-
cion:

¢ Hemo-de 5 minutos

e Hemo-de 5 minutos
Alcohol etilico al 100% 10 barios
Alcohol etilico al 100% 10 barios
Alcohol etilico al 95% 10 bafos
Alcohol etilico al 95% 10 bafios
Alcohol etilico al 80% 10 bafos
Alcohol etilico al 80% 10 bafos
Agua destilada 6 enjuagues
Hematoxilina 4-6 minutos
Bafo de agua corriente 4-6 minutos
Eosina 2 minutos
Alcohol etilico al 95% 10 barios
Alcohol etilico al 95% 10 barios
Alcohol etilico al 100% 10 bafios
Alcohol etilico al 100% 10 bafos

e Hemo-de 10 banos

¢ Hemo-de 10 bafos

1. Desparafinaciéon: Las laminas son cubiertas con la solucion de xilol (I, 11, II1)

durante 5 minutos c/u. (Se sustituy6 por Hemo-de)

2. Aclaracién: se coloco una solucion de Carbol-Xilol-Creosota durante 3 minu-
tos.

3. Hidratacion: Posteriormente se cubrieron con alcohol a diferentes concentra-
ciones.

e Alcohol 100° S5minutos
e Alcohol 95° 5 minutos
e Alcohol 70° 5 minutos

e Agua destilada 5 minutos

4. Tincion:

e Se cubrieron con la solucion de hematoxilina férrica 5 minutos.
« Lavar rapidamente con agua corriente 3 minutos.
e Lavar con agua destilada 2 minutos
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¢ Se cubrieron los portaobjetos con la solucion de eosina 4 minutos.

. Deshidratacion: Se deshidratan con alcoholes de concentraciones crecientes
e Alcohol 95° 5 minutos
e Alcohol 100° 5 minutos

Posteriormente se montaron las muestras en resina sintética.
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RESULTADOS DE MUESTRAS COLECTADAS EN GRANJAS

Grania 1 401 pb

(irania ? 401 pb

Figura. 3. Resultados de las pruebas de PCR que se aplicaron en el mo-
nitoreo de dos granjas, las flechas amarillas indican la presencia de
WSSV en la segunda granja

En las pruebas de PCR que se aplicaron a las muestras para detectar la
presencia /ausencia de WSSV, se encontré que algunas granjas presentaban el
patégeno desde los inicios del ciclo como se observa en la Figura 3, que muestra
el diagnostico de dos granjas monitoreadas el mismo dia antes de presentarse el
Huracan Juliett.

La granja 1 dio negativo a PCR, mientras que la granja 2 se detecta positiva a
WSSV en camarones de 18 gr. de talla promedio.
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RESULTADOS DEL DIAGNOSTICO REALIZADO A LAS MUESTRAS
EXPERIMENTALES EN DIFERENTES FASES DE PROCESAMIENTO.

El monitoreo de las muestras de subproductos, se realizo con el fin de evaluar el
efecto de los diferentes procesos sobre la presencia ausencia del WSSV. La Figu-
ra 4 muestra como en los insumos obtenidos con subproductos infectados (banda
3 y 4) dan positivo a WSSV aun después de ser pasados por un proceso como
molienda, mezclado y extruido.

1 Marcador de pesos moleculares

2. Extruido sin WSSV Negativo
3. Extruido con WSSV Positivo
4, Mezcla con WSSV Positivo

401 pb
5: Control Positivo

6. Blanco 3 3 4

N
=

Figura. 4 Diagnostico de PCR realizado a las muestras tomadas de ca-
da proceso de transformacion (molienda, mezclado y extruido )
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RESULTADO DE LOS BIOENSAYOS

Tabla 1. Porcentaje de crecimiento y parametros medidos en cada acuario durante la rea-
lizacion de los bioensayos.

NO.DE | TRATA- | %DE | TASADE % DE TEMP. | SALINIDAD | OXIGENO

ORGANIS | MIENTO | CRECIMI | CRECIMIEN | SOBREVI- | PROM. PROM. PROM.
MOS ENTO TO VENCIA © ppm ppm

g/ SEMANA

10 Control 75.67 0.028 a0 20.69 38 9.1
10 T 66.99 0.025 96 20.63 38 9.36
10 T2 80.80 0.038 100 20.63 38 9.23
10 T3 54.24 0.021 93 20.50 38 9.23
10 T4 4334 0.016 90 20.35 38 9.10

En la realizacion de los bioensayos, se colocaron 10 organismos por acuario con
dos replicas por tratamiento, utilizando en total 130 para la prueba de los cuatro
tratamientos, el porcentaje de crecimiento fue variado, en la mayoria de los trata-
mientos, los organismos crecieron mas del 50% de su peso en gramos a excep-
cién del tratamiento 4 quien presento un valor por debajo del 50%. La tasa de cre-
cimiento presento intervalos de 0.016 a 0.038 g/semana. El porcentaje de sobre
vivencia se mantuvo por arriba del 90% en todos los acuarios. La temperatura se
mantuvo en un rango promedio de 20.35- 20.69 °C. La salinidad no mostré varia-
cion manteniéndose en los 38 ppm y la concentracion de oxigeno mantuvo un ran-
go de 9.1 ppm — 9.3 ppm, no encontrando una variacion significativa que afectara
en la prueba de los bioensayos. Tabla 1.
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Figura 5.Biomasa inicial y final promedio de cada acuario en los di-
ferentes tratamientos

La alimentacién de los organismos se realizé dos veces al dia, por la mafana se
administraban los tratamientos y por la tarde alimento comercial. La Figura 5
muestra el incremento de biomasa que se dio en cada acuario, en ella se observa
que la mayoria de los organismos sobrepaso el 0.1 g. de crecimiento promedio en

todos los tratamientos.
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Sobrevivencia
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% de sobrevivencia

Control 1 z 3 4

Figura 6. Porcentaje de sobrevivencia presente en cada acuario durante
la aplicacion de los diferentes tratamientos

En la mayoria de los acuarios los organismos sobrevivieron al periodo de aplica-
cion de los tratamientos, logrando un porcentaje de sobrevivencia arriba del 90%

como se muestra en la Figura 6.

Temperatura
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Figura 7. Temperatura promedio del agua en cada acuario du-
rante los diferentes tratamientos

La temperatura promedio en cada acuario se mantuvo en un rango de 20.35 a
20.63 °C, no encontrando una variacion significativa.
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EFECTO DE LOS INSUMOS EVALUADOS SOBRE LA CALIDAD DEL AGUA

Nitritos

@09:00
m13:.00
017:00
02100

MicroMol/L

m01:00
@05:00

Tratamientos

Figura 8. Concentracion de nitritos en los diferentes trata-
mientos (valores obtenidos de un acuario por tratamiento)

Los nitritos registraron un promedio de 0.003 pMol/l, un minimo de 0 y un
maximo de 0.034 pMol/l. En la muestra control, el T2 y T3, no se detecté la pre-
sencia de nitritos, pero en el T1 y T4 la concentracion fue elevada. En general pa-
ra nitritos no se observa un patron definido, teniendo alta variabilidad entre los tra-
tamientos en diferentes horas del muestreo Figura 8.

Nitratos
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Control T T2 T3 T4

Tratamientos

Figura 9. Concentracién de nitratos en los diferentes tra-
tamientos (valores obtenidos de un acuario por tratamiento)

Los nitratos presentaron un promedio de 0.085 puMol/i un minimo de 0 y
maximo de 0.490 uMol/i. La muestra control y el T3 registraron una concentracién

muy similar, mientras que en los tratamientos 1, 2 y 4 las concentraciones fueron
mas elevadas Figura 9.
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Figura 10. Concentracion de Amonio en los diferentes tra-
tamientos (valores obtenidos de un acuario por tratamiento)

El amonio presenté un promedio de 39.41 pMol/l, un minimo de 1.73 y un
maximo de 120.54 pMol/l. Se observa una tendencia de aumento en la concentra-
cién de amonio, resalta el pico registrado en el tratamiento 1 de 120.5 uMol/l, y la
concentracion elevada del tratamiento 4. En general existe una amplia variabilidad
entre las cinéticas de amonio producida por cada tratamiento Figura 10.

Fosfatos
@09:00
m13:00
=
° o17:00
b=
<] 021:00
L
= m01:00
@05.00
Control  T1 T2 T3 T4
Tratamientos

Figura 11. Concentracion de Fosfatos en los diferentes tra-
tamientos (valores obtenidos de un acuario pbor tratamiento)

Por ultimo en los fosfatos, se registr6 un promedio diurno de 8.87 pMol/,
con un minimo de 2.5 un maximo de 17.4 pMol/l. Conforme transcurre el muestreo
diurno, las muestras de cada tratamiento disminuyen su concentracién de fosfatos;
esta tendencia se presenté en todos los tratamientos. La concentracién promedio
de fosfatos mas alta se registré en el control y la mas baja en el tratamiento 2. Se
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observa una variabilidad moderada entre las muestras de los tratamientos y entre
los tratamientos Figura 11.

HISTOLOGIA REALIZADA EN LOS ORGANISMOS DEL BIOENSAYO.

Los resultados histolégicos de los organismos utilizados en el bioensayo, no
muestran signos de infeccién viral por WSSV, en cada organismo analizado las
células se muestran de forma normal en ellas se puede apreciar claramente el nid-
cleo caracteristico de una célula libre de WSSV( Figura13). La Figura 12 muestra
la histologia realizada en un organismo infectado con WSSV, las fotografias ejem-
plifican como se manifiesta la infeccidn viral por WSSV en los tejidos dela camara
gastrica de un organismo L. Vannamei, en ellas se observan células con nucleos
hipertrofiados indicadas por las flechas blancas.

Figura 12. Fotografias de la camara gastrica de un organismo infectado
con WSSV, las cuales representan como se manifiesta el virus de
WSSV dentro del tejido. Las flechas rojas, muestran una célula aparen-
te normal, las flechas verdes muestran los cuerpos de inclusion de
WSSV. Amplificacion 900X
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Figura 13. Tejido epitelial de la cdmara gastrica de un organismo L.
Vannamei utilizado en los bioensayos. No se observan cuerpos de in-
clusién de WSSV. Amplificacion 1300X
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DISCUSION DE RESULTADOS

La colecta de los subproductos se llevo a cabo en 2 granjas de los estados
de Sonora y Sinaloa, para la identificacién de las granjas se cont6 con el apoyo de
varias instituciones y se consulto a una serie de personas relacionadas con el cul-
tivo de camaroén, quienes proporcionaron una valiosa informacién de los granjas
que se encontraban infectadas con este patégeno, asi como la contaminacion
hacia otras después de presentarse el fendmeno natural del huracan Juliett
(Anexo Il). Es importante mencionar que fu dificil localizar las granjas infectadas
ya que debido a los lineamientos impuestos par la prevencion y control de este pa-
togeno, los productores no facilitan la informacién y con el fin de no perder la co-
secha por lo que invierten, prefieren ocultar la presencia del patégeno.

En cuanto a los alimentos procesados, la deteccién de WSSV, en los insu-
mos preparados, la realizaron tres laboratorios por separado, CIBNOR; CRIP- Ma-
zatlan y El Laboratorio de Diagnostico Patologico de la Universidad de Arizona, co-
incidiendo los tres en confirmar la presencia de WSSV en los insumos (cabeza
molida infectada, cabeza molida infectada mezclada con pasta de soya, y cabeza
molida mezclada con pasta de soya extruida, lo que manifiesta claramente la pre-
sencia del patogeno. Durante la preparacion de los insumos se tuvo especial cui-
dado de no contaminar los subproductos libres de WSSV y la realizacién del moni-
toreo de los procesos se realizo con el fin de confirmar que el patdgeno se encon-
traba presente , lo que efectivamente ocurrid, ya que los tres laboratorios que
diagnosticaron por PCR coincidieron en detectar la presencia del patégeno.

En relacion a los bioensayos, el porcentaje de crecimiento fue muy variado, en un
Manual de Cultivo de Camarén en México de BANCOMEXT (1999) se menciona
que el crecimiento de los organismos depende de factores como: especie, varie-
dad, alimento, diferencias nutricionales, etc. Con respecto a la especie, mencionan
que las tasas de crecimiento para L. Vannamei en condiciones de cultivo, varian
entre 0.4 y 1.5 gramos por semana, con cuatro alimentaciones diarias durante el
primer mes para postlarva. En este caso las tasas de crecimiento se mantuvieron
muy por debajo de este rango, pues aunque el alimento se aplico ad libitum solo
se administro dos veces al dia, encontrando que la mayoria de los organismos
aumentaron su biomasa en promedio 50% de su peso

La salinidad se mantuvo constante en 38 ppm. Paez (2001) sefala que para
L. Vannamei Boyd (1989) establece valores de 15 a 25 ppm como ideales para
cultivo, sin embargo aclara que puede ser cultivado con buenos resultados en sa-
linidades inferiores o superiores, marcando para L. Vannamei una concentracion
de 45 ppm como maximo, que permite el crecimiento y sobrevivencia. También
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menciona que en diversas granjas del sur de Sinaloa, se ha trabajado hasta con
salinidades de 59 ppm en la época de sequia.

En las concentraciones de oxigeno disuelto se encontraron valores de 8.5 a
9.9 ppm. Paez (2001) menciona que Boyd (1989) establece concentraciones para
cultivo en granjas de camarén, de 3.5 ppm y niveles de saturacién, como mejores
para la sobrevivencia y crecimiento. Sefiala que el agua de mar superficial limpia
contiene niveles cercanos a la saturacion que van de 6.5 a 8.0 ppm. En este caso
los valores encontrado se encuentran levemente por encima de los niveles de sa-
turacion por lo cual no se considera pueda influir en la infeccion con WSSV de los
insumos.

La temperatura registrada tuvo un promedio de 20.5 °C. Los intervalos de
temperatura para crecimiento de camarones en cultivo establecen valores de 23 a
30 °C. En este caso nuestros valores se encuentran 2.5 °C debajo de la minima
establecida, aun asi la produccion de postlarvas en laboratorios se mantienen con
valores de 20 a 25 °C. Consideramos que la temperatura registrada cae dentro de
los parametros establecidos como 6ptimos para el crecimiento de la postlarva.

En la calidad de agua de los bioensayos, los nitritos registraron un promedio
de 0.003 pMol/l. En cultivos experimentales de L. vannamei realizados en el area
de Bahia Kino, Martinez et al 1995; reporta un intervalo de nitritos de 0 a 0.3
pMol/l. Por otra parte, Hernandez et al (1999); observd concentraciones de 0.1
hasta 0.25 pMol/l, en cultivo comercial de L. stylirostris. Y ademas durante los
muestreos correspondientes a un proyecto interno del CIBNOR (proyecto PEM-6
de 1996-1997) en el Estero de Bacochibampo, los nitritos registraron intervalos de
0 a 0.38 yMol/I (Informe internc). Analizando los datos obtenidos en el muestro
diurno de este bioensayo, en general se encuentran dentro de los intervalos men-
cionados.

Los nitratos presentaron un promedio de 0.085 uMol/l, Martinez et al
(1995)., reporta un intervalo de 0.5 a 6.7 yMol/i de nitratos. Por otra parte, en el
Estero de Bacochibampo se han encontrado concentraciones entre 1.48 y 6.28
pMol/l de nitratos. Los valores reportados por Martinez et al (1995); y los registra-
dos en el Estero de Bacochibampo, estan por encima de los obtenidos en el mues-
treo de este bioensayo y solo el pico observado en el T1 a las 05:00, supera di-
chos intervalos. En comparacion con otros cultivos de camaron, las concentracio-
nes de nitratos de este bioensayo, son bajas.

El amonio presenté un promedio de 39.41 pMol/l, Martinez et al (1995)., re-
porta un promedio de 0.1 a 0.4 uMol/l, obtenido en cultivo experimental. Por otra
parte, Hernandez et al (1999), encontr6 un intervalo de 1.3 a 2.35 pyMol/l. Final-
mente, en el Estero de Bacochibampo, se han registrado concentraciones entre
1.5y 6.2 uMol/I. Lo resultados obtenidos en este bioensayo, estan muy por encima

de las referencias anteriores, sin embargo, esto no representa problema para los
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camarones, ya que la concentracion toxica para animales acuaticos es de 1000
pMol/I de amonio (Wright, 1995; Wright y col., 1996).

Es importante resalar que todos los nutrientes analizados se encontraron en
concentraciones mas altas en los tratamientos 1 (subproductos molidos mezclados
con pasta de soya) y 4 (subproductos infectados molidos) que son los insumos de
subproductos sin extruir, y las concentraciones mas bajas en los tratamientos 2 y 3
que son los tratamientos con subproductos extruidos. Lo que manifiesta claramen-
te la digestibilidad de los coextruidos, tal como lo menciona Kiang (1990) : “Pese a
que la soya es una enorme fuente de nutrientes, debido a la cantidad y calidad de
las proteinas y grasas, no puede consumirse en crudo debido a sus factores anti-
nutricionales. Los inhibidores de tripsina, de ureasa y de hemaglutinina tienen un
efecto negativo sobre la eficiencia de la digestion, sin embargo, este se reduce en
gran medida por medio del calor, a niveles seguros”.

Los fosfatos presentaron una concentracién promedio de 8.87 uMol/l En re-
ferencia a fosfatos, Martinez, et al (1995), reporta un intervalo de 0.4 a 2.7 uMol/;
Hernandez et al (1999), un intervalo de 2 a 2.8 uMol/l y en el Estero de Bacochi-
bampo, se han registrado un intervalo de 2.05 a 4.31 uMol/l. Como se aprecia, los
valores de las muestras del bioensayo son moderadamente mayores a las refe-
rencias anteriores y solo el minimo, cae dentro de estas. Aun asi es notable que el
Control (alimento comercial) es quien presento la concentracion mas alta.

En general se determina que en los nutrientes analizados no se evidencia
ninguna anomalia que pueda influir en forma directa en los animales, principal-
mente, en amonio, nitritos y nitratos quienes caen dentro de los valores aceptados,
no asi los valores obtenidos para fosfatos en donde se reporta un valor muy por
encima de los rangos normales, que no se considera como un factor de riesgo de-
ntro del bioensayo, ya que segun Paez et al (2001), se han reportado dentro de
estanques de cultivo semintensivo e intensivo valores maximos de 6.1y 7.4 yMol/I
respectivamente, mencionando que el fosfato disuelto en las aguas de un estan-
que a lo largo de un ciclo de cultivo, sin importar la época del afio, tiene la tenden-
cia a incrementarse con el tiempo de cultivo, lo cual se relaciona con el aumento
de la carga de alimento balanceado que se suministra a los estanques conforme el
camaron incrementa su tamafio. El aumento en fosfatos dentro de los acuarios del
bioensayo, se debié a que el alimento no se aplicé de acuerdo con la biomasa to-
tal, sino a llenar a saciedad, lo que llevo a tener gran cantidad de este balanceado
comercial dentro de cada acuario, después de cada alimentacion matutina.

Al detectar la presencia de DNA de WSSV en los insumos preparados y no
infectar a los organismos en los bioensayos se llego a la conclusion de que el virus
no se encontraba activo, ya que el diagnostico histologico y por PCR realizado en
cada organismo del bioensayo al final del experimento no detectaron la presencia
de WSSV en estos.
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La inactivacién del virus en los subproductos infectados molidos, previo a la
extrusion, se atribuye a los procesos repetidos de congelacion-descongelacién
que se dieron durante la transportacién de los subproductos de Sinaloa a Monte-
rrey, lugar donde se realizé la extrusion, asi como a otros procesos de conserva-
cion, como el secado, que también pueden ser capaces de inactivar al WSSV.
Chang et. al. (1998) mencionan que a temperaturas de 40 y 55 % por periodos de
30-90 minutos el virus queda completamente inactivo, lo que nos lleva a pensar
que al descongelar y volver a congelar pasando esto en tiempos aproximados a
los que menciona Chang, la estructura viral permanecio dentro de los insumos
preparados, no asi su actividad infectiva.

Duran et al (1997) describen la estructura viral del WSSV y mencionan que
el virus de la mancha blanca se encuentra envuelto dentro de una capa que lo pro-
tege, si esta capa se encuentra fuera del agua tiene la posibilidad de romperse, el
virus pierde su actividad, y por lo tanto su potencial de infeccién, lo que hace su-
poner que ocurrié en este caso.

Los resultados obtenidos en este experimento coinciden, en parte, con los
obtenidos por Pongmaneerat. et. al. 2001, quienes después de procesar cabezas
de camaron P. monodon infectadas con mancha blanca, en forma de harina, en-
contraron que a pesar de dar diagnostico (PCR) positivo al ser ingeridas en ali-
mentos peletizados, no causaban la enfermedad.

Es importante mencionar que se debe tener especial cuidado en el empa-
quetado y envio de los subproductos, pues se deben de mantener las mejores
condiciones para la conservacion del virus.
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CONCLUSIONES

Es dificil obtener muestras de camaron infectado con WSSV por el proble-
ma economico que representa para el productor, pues esto hace que el productor
no declare abiertamente el problema de la enfermedad

Los subproductos extruidos contaminan menos que los crudos, ya que su
digestibilidad es mayor a los alimentos crudos.

El alimento balanceado comercial utilizado, produjo una alta contaminacion
por fosfatos.

No fue posible concluir sobre el poder inactivador de la coextrusion sobre el
WSSV en subproductos de camarén, ya que el virus en el testigo positivo se inac-
tivo antes de ese proceso.
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ANEXO |

NORMA Oficlal Mevicans NOM-030-PESC-2000, Que establece los requisitos pm determioar la presencia de

des virales de i Ath vivos, muertos, sus p e
presentacién y Artemia (Arfemia spp.), para su latroducclén al territorio nacional y mwllludﬂl en el misma,
Al margen un sello con el Escudo que dice: Estados Unidos Mexis - Si larfa de A I

Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacidn.

NORMA OFICIAL MEXICANA NOM-030-PESC-2000, QUE ESTABLECE LOS REQUISITOS PARA DETERMINAR LA
PRESENCIA DE ENFERMEDADES VIRALES DE CRUSTACEOS ACUATICOS VIVOS, MUERTOS, S5US PRODUCTOS O
SUBPRODUCTOS EN CUALQUIER PRESENTACION Y ARTEMIA (ARTEMIA SPP.). PARA SU INTRODUCCION AL
TERRITORIO NACIONAL ¥ MOVILIZAGION EN EL MISMO,

LILIA ISABEL OCHOA MUROZ, Coordinadora General Juridica de la Secretaria de Agncullura,
Ganaderia, Desarmollo Rural, Pesca y ién, con en lo di an los art 35
tracciones [V, XXI y XXl de la Ley Organica de la Administracidn Piblica Federal; 10.. 20. y Jo. fracciones VI
y VIl de la Ley de Pesca; 10., 20. fracciones [V, VI, X, XIll, XV, XVI y XVII, 128, 128, 130, 131, 132, 133,
134, 135, 136 y 137 de su Reglamento: 38 fraccidn |1, 40 fracciones |, X y X, 41, 44, 45, 46, 50 y 56 de la
Ley Federal sabre Metrologla y Normalizacién; asl como en los arliculos 1o., 20. fracciones IV, XXV y XXV,
3. fracch Iy i, 15 i IV y XXX, 32, 33 fraccidn V, 35 fraccidn XX, 37, 38 fracciones XVI, XX,
KAy XXV, 42 fracciones |, 11V y VI, 48 fracciones |, 11, 111, IV, VI VI X, XV, XV X0V, XXV y XXIX del
Reglamento Interior de la Secretarfa de Agricultura, Ganaderia, Desarrolfio Rural, Pesca y Alimentacion;
e:(ptdu la siguiente Norma Oficial Mexicana NOM-030-PESC-2000, Que establece los requisilos para

la p ! de f d virales de A vivos, + SUS [ o
P an p i6n y Arlemia (Arfernia spp.), para su i fdn al i y
movilizackin en el mismo.
INDICE

0. Intreduccidn
1.  Objetivo y campo de aplicacién
2. Referencias.
3. Definicicnes
4. Requisitos para'ﬁmrmlnar la presencia de snfermadadns virales de crustaceos acudticos vivos,

muertos, sus prod " an I ion y Artemia (Arternia spp.). para su

duccid al'—' L ional y i enelrmsmn
Grado da £ON NOMMas y internacionales

Bibliografia

Evaluacidn de la conformidad
8. Observancia de esta Norma
0. Introduccién

0.1 Las enfermedades virales an los cultivos representan uno de los factores limitantes en el desarrolio de
Ia acuscultura, puesto gue a la facha no sc cuonlxn mn WIamenlou para su controd, Aguellos wrus que

~ o ow

afectan a las especies de p g an
de o5 I infl liad i registros da mortalidades hasla de
100% de las p i do ivad

0.2 Entra las principales lcrmas de dispersnén de les de enf dades en la act
clsslar.a ol traslado da {+ VIVOS P i alicos de éslos, parth a través de Ia

duccion al terril i ¥ an el mismo.

0.3 Existen registros que demuestran que algunas enfermedades virales infectan a olras especies de
crustaceos y que los medics da dispersién de los virus gue las causan son i i ya que son ﬂe
varas especies de crustdceos vivos, muerlos, sus p o an . asl
COMmo la Artemia (J&n‘erma spp.) gue se utiliza mmu alimento de las fases larvarias de camafon y olras

de At
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0.4 Existen evidencias que demuestran que los agenles de las virales se
i ol agua, ilios, equipo, veh aves y otros animales.

0.5 En di %o ha quela 10 da los 9 X
de las danomi Virus del de Taura (TSV), Sindrome del Virus de la Mancha
Blanca (WSSV) y Virus de la Cabeza Amarilla (YHV), puade de los progent ala
o bien, a través del agua, utensilios y olros mecanismos que pongan en contacto al patdgeno con Ioa
organismos que se cullivan,

I‘lssenaoemsttadoqwauwasueie P itn de infectado por los virus

de las enf, dad, inadas Sindrome del Virus de la Mam:ha Blanca (WSSV) y Virus de la

Cabeza Amarilla (YHV), procedentes de paises en los que se han delectado parliculas vlraies de las

dad P un alio riesgo de | i algun virus al &n al

territo ional, el cual se di a través de d sdlidos y agua residual de las descargas de las
plantas en las cuales se reprocesa dicho producio.

0.7. Lai al i yla i i6n an el mismo, da crusticeos vivos, muertos, sus
prod Iquier p ién, asl como duorganlsrnos an es'l.ado latante comao los
quistes de Artemia, bien sea con fines de cultivo, i igacién o
representa un alto riesgo de dispersion de los agentes causales de las enfarmadades citadas, que pueden

érdidas a la ltura y a las poblac de fal ., por tanto, un
peligro de g L i

0.8 En consideracién a que las postlarvas de poblaci de idos se
pammslmlumsﬂﬁdesdehsqmm 58 requiers al blecimi de prog de

g y cartifs de enf des virales en astas y en las ! an las quo se
mantienan una vez capluradas hasta su entrega a la granja.

09 La . del Virus de la Mancha Blanca (WSSV) fue delectada en
granjas las y p da dos en el liloral del Golfo de México,
@n aguas temitoriales de los Estados Unidos de América y raclenhmema en Centro y Sur América, mientras
weiauumddammvumdelacmeumuam}m | al cultivados en paises de
Asia, lo que ha i fuertes pé

0.10 En articuk entifi p an ravistas esp se ha que la

f dad i del Virus de la Mancha Blanca (WSSV) identificada en Asia, es causada
por formas diferentes do este virus, pero estrechamente relacionadas entra si.

0.11 En las i de p Icola de los Estados Unidos Mexicanos, recientemente se ha
identificado a un virus de la s del Virus de la Mancha Blanca
(WSSV), g pendi | inar si es j al do en clros paises

012 Aunque se tiene vigente la Norma D\‘lual Maxicana NOM-010-PESC-1993, Que eslablece los

para la ibn de org ticos vives en de sus fases de
dos a la Itura u omnato, en el teritorio nacional, publicada en el Diario Oficial de la
Faderacién el 16 de agosto de 1994, ésla no incluye entra las enf dad i alas d:
Sindrome del Virus de la Mancha Blanca (WSSV) y Virus del Sindrome de Taura (TSV) y aunque incluye
como lal Ia denominada Virus de la Cabeza Amarilla (YHV), no establece i de control W0 por
lo que hace a esta Gllima enf dad, para i Aticos muertos, sus productos o subproductos
en cualquier presentacion, ademds de Incluir M L a diferentes a camarones
peneidas.

0.13 Asimismo, la Norma Oficial Mexicana NOM-011 PES(‘ABQJ Para regular la aplicacidn de
cuarentenas, a efeclo de provenir la i 36n y disp de des cerificablas y notificables, en
Ia imp ion de ali vivos en losquiera de sus fases de desarrclio, destinados a la
acuacultura y ornato en los Unidos Mexi p en el Diario Oficial de la Federacion
el 16 de agosto de 1594, ploa de en a todo tipo de crustaceos.

SVALUACION DE LA VIABILIDAD DEL VIRUS DEL SINDROME DE LA MANCHA BIANCA EN MATERIAL
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0.14 En los cultivos de camantn del territorio nacional, a partir de 1995 y hasta la fecha, se ha identificade

lap ia del virus de la enf i Virus del de Taura,
“Taura Syndrome Virus™ (TSV), i da mor de mag variable.

0.15 A partir de la aparicidn de la enfermedad citada en 8l numeral anlerior, los laboratorios productores
de lios y postl han venido lineas resi a esta enf dad

0.16. Tomando en ideracidn que la enf ida como Virus del Sindrome de Taura (TSV)

ya 5o di inada an al U i tomar gl
medida; sin embargo, como este virus se llega a p lado al S de la Mancha Blanca
(WSSV), asi como al Virus de la b poy @ Hip: Infecc (IHHN), &5 i
tomar medidas diversas,
0.17 Por las razones L , 85 i tabi los isitos para d inar la p ia de
‘ virales de vivos, sus prod L] an bl
prasantacion y Arlemia (Arfemia spp.), para su én al i i ¥ izacidn en el mismo.
1. Objetive y campo de aplicacién
Esta Norma Oficial Maxicana tiene por objeto bl los isitos para di inar la p ia de
virales da 4 At vivos, . Sus prod o prod en k
p y Artemia (A ia spp.), para su introduccien al territor i ¥ i itn en el mismo.

2. Referancias

Mo axisten nomas oficiales mexicanas complemantarias. Esta Norma Oficial Mexicana se complementa con:

3. Definiciones

Para los efectos de esta Norma se entiende por:

3.1 Cartificado de idad es ol d emitido por la Secretaria de Agricultura,
Ganaderia, Desarrolio Rural, Pesca y Alimentacién, a través de la Direccio de O i
Pesquero y Aculcola, de la Comisiin Macional de N:uacunura y Pesca ICONAPESCAJ an o| que se hace
constar que los organismos que se cultivan, cap y icen en terri ional, o se destinen a otros

palses o se pretendan introducir en cuerpos de agua de jurisdiccion federal, estan libres da las enfermedades
denominadas Sindrome del Virus de la Mancha Blanca (WSSV) y Virus de la Cabeza Amarilla (YH\J",I y
aquellas enfermedades que, en su caso, dé a conocer la 5 fa de G ia, Dv
Rural, Pesca y Alimentacidn, mediante aviso que se publicard en el Diarlo Ofmor da la Federaclén.

3.2 Certificado de sanidad de origen: es el documento mediante el cual la autoridad competente on
materia de sanidad acuicola del pals en donde se extrajo del medio natural o cultivd la especie o especies, o

SuS o subpr nemﬁcaqnam gani a introducic al territorio naci 58

libres de las das Sind del Virus de la Mancha Blanca (WSSV), Virus
de la Cabeza Amarilla; para los bl ViVOS Que 56 a la acy 1 . ademas se
debera cartificar la ia da la enf dad i Virus del Sindrome de Taura (TSV).

3.3 Hemolinfa: denominacién que recibe la sangre de los camarones,

3.4 Lote: Il da org. atl VIvOS, nMos, sus y sub y Artemia
{Arfamia spp.) i i al teri i ivados o capturados en ésle, de los que se exirae una
muesira i P iva que se utiliza para el diagnd y certi itn de enf d:

3.5 Plaépod lera de los apéndi ios de los 4

18P posq las P il i 5u i&n, captura o cultivo, asi
come cualquiera de sus partes.

3.7 Subprod T hos [« y sus parles después de aplicar algin proceso de
transformacion

3.8 Terceros son los | rios de diag 3 de ent en organismos
acudlicos cullivados as los que se auxilia la de Ag G ia, D Rural, Pesca y
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Alimentacsin, para evaluar la conformidad de las normas oficiales mexicanas vigentes en maleria de Sanidad
Acuicola, previa aprobacidn por la misma Secretaria con fundamento an la Ley Federal sobre Metrologia y

Mormmalizacidn. El listado serd prop por la S ia do A 1 o Rural,
Pesca y Alimentacidn a través de la Direccion General de O i q y Acuicola, de la
CONAPESCA, a solicitud de los interasados.
4. Reg para lap de virales de ath vives,
sus di o subproductos en P ién y Artemia (Arfemla spp.), para su
al Iy i 16n en &l mismo
41 La duccién al terr ional de i vivos, muertos, sus productos y
P en q p n, asl como la Artemia (Arfemia spp.), podra realizarse bajo ol siguiente
procedimienta:
4.1.1 La solicitud para la duecién a territor ional de i vivos para ser
ala deberd p i el formato "SEMARNAP 05-007 solicitud de
certificado de sanidad para la imp ion de ong: acudticos vivos destinados a la acuacultura
uomats” .
4.1.2 La solicitud para obtener la rizacidn para la i ion al lerritork de los
i sus o subproductos en i ion y Artemia (Arfemia spp.), debera
presentarse en escrito libre que 1a sigui 5

I Nombre o razén social del solicitante, domicilio, teléfona y fax, en su caso.

Il.  Mombre cientifico y comin de ka(s) especia(s) o, en su caso, de los productos o subproductos
W Pais de arigen yio pais de procedencia.

IV. Mombre o razén social del proveedor, domicilio, teléfona y fax, en su caso.

V. Numero de org o kil ¥yp
V.. G dario de £ a territorio
Vil. Lugar de entrada al territorio nacional,

Vill, Informar la ubicacion de la planta procesadora o cualguier otro sitio, segun corresponda, donde se

llevaran los organismas a introducir.

4.1.3 La solicitud para oblener los ificados de sanidad lcola @ que se hace referencia en los
numerales 4.1.1 y 4.1.2, para la i idn al terril da los a objeto de esta Norma,
debera presentarse ante la Direccién General de Ord i Pasquera y Aculd da la CONAPESCA, de
la Comisiin ional de y Pesca, di de la de Ag Ganaderla,
Desamollo Rural, Pesca y Al idn o en las i de esla en los estados, de

con los p imi que 58

La ia de Agr \ o Jlo Rural, Pesca y Alimentacidn por conducto
de la Direccién General de O L Pasg y Acuicola de la CONAPESCA, resolvers la solicitud para
obtenar las i anies d en un plazo de 15 dias habiles, contado a pariir
de la ion de la solicitud o negando la i ién,

42Lat duccidn al i i de los o da crustaceos acuaticos vivos an cualguier fase
de desarrolio, asi como los de Artamia, sélo podrd efectuarse por los siguientes lugares:

L BAJA CALIFORNIA SUR: Aeropuerto Internacional de La Paz.

Il DISTRITO FEDERAL: Aeropuerto Internacional de la Ciudad de México “Benito Juarez”.

. ESTADO OE MEXICO: Aeropuerta Infernacional de 2 ciudad de Toluca “Lic. Adolfo Lopez Mateos™.

IV.  JALISCO: Aerop ' de dalajara “Miguel Hidalgo™ y Aeropuerto Internacional de

Puerto Vallarta,
V.  NUEVO LEON: Agrop ional de Mont y “Mari Escobedo”,

EVALUACION DE LA VIABILIDAD DEL VIRUS DEL SINDROME DE 1.A MANCHA BLANCA EN MA TERIAL
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V. QUINTANA ROO: Aeropuerto Intemacional de Cancon y Puerto Internacional Maritimo de Puerio
Morelos.

VIl SINALOA: Asrop I de “General Rafael Buelna™.

Vill. SONORA: Puentes Intemacionales de Nogales y San Luis Rio Colorado y Aercpuerto Internacional
de Hermosillo “General Ignacio L. Pesqueira®,
IX. TAMAULIPAS: Aeropuerto Interacional de Tampico “Francisco Javier Mina™ y Puente Inlernacional

de Matamoros.
X, YUCATAN: Aeropuerto Intermacional de Mérida.
M aviso que la da Ag s} Rural, Pesca y
Alimentacion en ¢l Diarlo Oficlal de la Federaclén, se autorizaran olros puntos de ingreso al teritoria
| que di de la inf ¥ P | para la ificacidn de los prods que regula
esta Norma.
4.2.1 En el punio de ingreso al territor i 58 cumplir los s isil
I. Presentar, para su colejo, original y copia del certificado de sanidad de ongen, especificando las prusbas
ylos Y
a) Tratandose do nauplios y postlarvas de la ificacion de ref ia deberd
precisar que los progenitores existentes en la unidad de ion de tales esp asl como
&l o los lotes de organismos en estas fases de a introducir a la R ica Mexi . fuaron
de f con las iff del Anexo 1 de esta Norma, utilizando la prueba

de la Reaccidn en Cadena de la Polimerasa (PCR) y que se encontraron libres de las enfermedades
denominadas Sindrome del Virus de la Mancha Blanca "White Spot Sindrome Virus"(WSSV), Virus
de la Cabeza Amarilla “Yellow Haad Virus™ (YHV), y Virus del Sindrome de Taura, “Taura Syndrome
Virus™ (TSV) y aquellas enfermedades que en su caso dé a conocer la Secretarla de Agricullura,
Ganaderla, Desarrolio Rural, Pesca y Alimentacién mediante aviso que se publicara en el Diario
Oficial de la Faderacién.
b) En el caso de reproduch de i ia i ion debera precisar que los
gani a i ir a ional, fueron i de i con las
especificaciones del Anexo 1 de esta Norma y que se encontraron libres de las enfermedades
citadas en el incisa a) de aste punto.
Il. Tomar muasiras de cada lole, excepto para el caso de crustaceos acudlicos vivos que se destinen para
el consumo humano y los de [+t . La loma de muestras se realizard de
formidad con las sigui s
a) Para nauplios y posilarvas, la muestra se integrara tomando organismos de cada uno de los lotes a
introducir al territorio nacional, de acuerdo con el tamafo de muestra establecido en el Anexo 1 de

esta Norma.

b} En el caso de rep da i la tra serd tomada en la umidad de
cuarentena gue autorice la de Agri L, G ia, D flo Rural, Pesca y
i, por de la Dirsccitn General de O jento Pesquero y Acuicola, de la
CONAPESCA. El tamafio de 4 al que se ifica en el Anexo 1 de esta
Norma. Las muesiras a tomar se integrardn con pledpodos o linfa de todos los animales que

i la 1 grup los pladpodos en de 20, o la inf; id
de cada 20 animales. Para estos efectos el interesado deberd solicitar por escrito la presencia de
P de la Comisidn N | de A y Pesca (CONAPESCA) o del Servicio Nacional
de Sanidad, idad y Calidad Agroall ia (SE ICA) para que en su presencia sc lomen
las muestras cofrespondiantes, Para el caso de que el personal de la Comisitn Nacicnal de
Acuacultura y Pesca ([CONAPESCA) o del Servicio Nacional de i I idad y Calidad

Agroalimantaria (SEMASICA) no asista a la loma de muestra, el interesado pedra proseguir con lo
aspecificado en las fracciones Il y IV de este apartado.
€} Cuando se trate de Artemia, la muestra se tomara de conformidad con el Anexo 1 de esta Norma
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I, Remilir las muesiras, a cosla de los interesados, a cualquierz de los terceros especialistas que apruebe

Ia Direccién General de Ord i Pesq) y Acuicola, de la CONAPESCA, a fin de que se lleven a cabo
!as pruebas y diagndsticos ulilizando la prueba de la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) e
de tal ci ia a la Comision Nack de A ltura y Pesca (CONAPESCA) o al Servicio
h de Sanidad d y Calidad A li (SENASICA).
V. Una vez las . los de:
a)  Nauplios y postl de idos vivos deberdn envi a las uni de
de las instalaciones de cullivo de destino, en las que deben permanecer hasta disponer de los
itados de las y dlagndsli que S8 esp en asta Norma. El agua que se ulilice
durante el citado periodo de 4n, no debera elimi sin antes ser desinfectada mediante
alguno de los méttodos especificados an el Anaxo 2 de esta Norma,
b) da oh ! a un perodo de cuarentana hasta conltar

mnloa resultados de las pruebas y diagndsticos que se especifican en esta Norma.
€} Aremia (Artermia spp.) podrd enviarse al lugar de deslino, donde deberd mantenerse debidamente

ipacada hasla di da los tados de las pruebas y diagndsticos en los que se aspacifique
que estan libres del Sindrome del Virus de la Mancha Blanca (WSSV) y Virus de la Cabeza
Amarilla (YHV).
4.3. La introduccién al tamitork | da ques de A At B ¥
de éstos en cualquier p i cumplir con los siguientes requisilos:

4.3.1 Realizarse dnicamente por los siguientes lugares.

I BAJA CALIFORNIA SUR: Aeropuerto Internacional de La Paz.

Il. COLIMA: Puerio Intemacional da Manzanilio,

. DISTRITO FEDERAL: Aeropuerto Internacional de la Ciudad de México "Benito Judrez®.

IV.  JALISCO: Aeropuerto Internacional de Puerto Vallarta,

V. QUINTANA ROQ: Asropuerto Intemmacional de Cancin, Puerto Internacional Maritimo de Puerto

Morelos, Aerop ional de Ch I, Puerto de Chetumnal y Puente
da Cl 5 i Lapez frontera de Chetumal con Belice,
Vi. SINALOA: Aerop de “Ganeral Rafael Bualna®™.
Vil. SONORA: Puente | ional de Nog: y Puente i de San Luis Rio Colorado,
VIIl. TAMAULIPAS: Aeropuerto Intermacional de Tampico “Francisco Javier Mina® y Puente Internacional
de Matamoros.
IX.  TWUANA: Puente Intermacional de Tijuana, Mesa de Otay.
X.  VERACRUZ: Puerlo ional de ¥ Asrop { de %+
Jara Corona®,
Xl. YUCATAN: Aeropuerlo Intemacional de Mérida, Puerto Internacional de Progreso.
Mediante aviso que publique la ia de Agricull Gi o llo Rural, Pesca ¥
Alnrm_-nlanon en el Diarlo Oficlal de la Federacién, se autorizardn otros puntos de ingreso al territorio
ac que de la infr ¥ p | para la ion de los prod que regula
asla Norma

4.3.2 En el punto de ingreso al termtorio nacional, se deberan cumplir los siguientes requisitos:

I. Presentar para su cotejo anglnal y copla del certificado de sanidad de ongen especificando las pruebas

Jxadas y ko8 b

Sa 3 de la aplicacién de esta d icidn a los o d para consumo
humane; a los cocidos a una temperatura mlmma da saetenta grados cmtlpranus duranl& un perioda minimo
de cinco minutos; a las especies fisladas en al Anm 4 de esta Norma y aquelios | o P

frescos, i o lados que gal que son de origen mexicano y que sean
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reintroducidos al pals, asi como la langosta viva para consumo humano, cuando se acredite que su desting

final en el pais serd lusi un En el caso de los “pellels”, producios panificables y
alimentos que han sido tratados en los términos indicados, también quedan exceptuados de la aplicacitn de
osta disposicitn,

Quienes de conformidad con los i de esta Norma introd al tesitori

viva para consumo humano, previo a la eliminacién del agua de ho en la que se ituvi esios

i estan oblig a desinfectarla da rdo con los g del Anexo 2 de esta Norma,

Il. Tomar de rdo a la ida en el Anexo 1 de esta Noma (sélo en casa

de A Aticos muertos, o de éstos, en presentaciones de fresco o fresco

a P de los i en el seg pﬁmﬂo de la fraccidn anterior), en presencia do

| izado de la ia de Agricult llo Rural, Pesca y Alimentacidn,

debnendo enviarse a costa de los Interesados, a cualquiera de los lerceros especialislas que apruebe
asta Secrataria.

. Una vez las los icos muertos, d o P frescos o
frascos congelados, deberan remiticse a la planta procesadora o cualquier otro sitio al que se envien las
mercancias manifestado en la declaracién de destino y permanecer en ella hasta en tanto se tengan los

de las pruebas y para la Wdentificacidn do las enf dades virales di
Sindroma dal \ﬁrus dala Manma Blanca (WSSV) y Virus de la Cabeza Amarilla (YHV).

IV. En caso de crusticeos acudticos cocidos, deberd presentarse para su cotejo, original y copia del
certificado en el que se especifique que el tratamiento térmico se llevd a cabo a una temperalura y liempo de
coccion minimos de selenta grados centigrados durante cinco minutos, respectivamente, avalado por la
autoridad compelente del pais de origen o da prur.edencua

V. Los i de “pellets”, prod [ y ali que han sido tratados a temperaturas
minimas o mayores de selenta grados centigrados durante cinco minutos, deberdn presentar en el punto de
ingreso al territorio nacional, para su cotejo, onginal y copia del ficad pedido por la
compelents del pais de origen en el que se especifique la temperatura y tiempo de procesamiento
de estos productos.

Vi, En @l uso de la introduccién de langosta viva, en el punto de ingreso al territorio nacional,
los i an p por escrito el nombre, ubicacién, namero telefdnico y de fax de los

p de los

4.4 Losi dos en introd 'a i ional de las especies listadas en el Anexo 4 de
asta Norma, asi como sus prod, dabera en &l punto de ingreso al temitorio
nacional, para su cotejo. onglna! y wphl de! certificado da la autoridad compatente del pais de origen en el
que se especifiqus nombre cientifico y nombre comin de la especie 0 especies y latitud y longitud de la zona

da captura.

4.5 Los introductores de organismos, p o subp a fi 1 que en { da
asta Morma estén obligados a la luma de muestras y realizacion de pruebas y diagnosticos da laboratorio,
deberd gar a la Comisio de ltura y Pasca (CONAPESCA) o del Servicio Nacional de
Samidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria (SENASICA), a través de su Delegacion en la entidad federati
del lugar de desting de las mercanclas, copia con firma autégrafa da las pruebas de i lizadas y

de sus resultados, en un plazo que no exceda de cinco dias habiles, a partir de la fecha en la que se hayan
recibido dichas pruebas y resultados; ademas de remitir copia simple de dichos documentos,
a la Direccion General de Ordenamiento Pesquerc y Acuicola, de la CONAPESCA, de la Secretaria de
Agricult . D lio Rural, Pesca y Alimentacion.

El plazo a que se refiers el parrafo anterior podra ser ampliado por la autoridad cuando medien causas de
fusrza mayor o caso fortuito, o bien cuande el interesado lo solicite y lo justifique.

4.6 En caso de gue los resultados de las pruebas realizadas por el laboratorio selaccionado sean
negativos, el documento gue talas ltados serd i para que el introductor disponga

da los i d o subproductos.
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4.7 5i como de los diagndsti i se identifica a los virus causales de las enfermedades
denominadas Sindrome del Virus de la Mancha Blanca (WSSV) y Virus de la Cabeza mﬂi& (YHV) y
aquelasonlumwudesqun 8n su caso, dé a conocer la de Agricul
Rural, Pasca y aviso que pub en el Diarlo Oficlal da la Pld.orlelﬁn. ol

ietanio de los osta obligado a p fi se a i i

I En caso de crusticeos acuilicos vivos en cualquiera de sus fases de desarolio deberdn ser
regresados al pals de origen o, en su defecto, proceder a su dastruccidn.

Il Cuande se trate do Aremia (Arfemia spp.) y =] 4 . productos o
subproductos de éslns. en cualquier presentacidn, en los que se hubieran diagnosticado las
i del Virus de la Mancha Blanca (WSSV) y Virus de la Cabeza

Amarilla (YHV), se procedera a retomaries al pals de origen, 0 @ su cocimiento a una temparatura y
tiempo de coccidn minimos de setenta grados cantigrados durante cinco minutos.

m La da las i asi como su coccldn, sequn corrasponda, deberd
i en p del p dala fa de Agricult G D Rural,
Pascay Mmsmacm jpor conducto de la Comisié i de A ltura y Pasca (CONAPESCA)

o del Servicio i de i i y Calidad Agroali (SENASICA), quien

a4 @l acla di En ¢l caso de retormo al pals de origen o de procedencia, tal

circunstancia deberd notificarse a la misma CONAPESCA o SENASICA con una antelacién minima
de dos dias habiles, medlante escrito en el que se indique fecha y lugar de salida.

V. Los pmdu:ton infectados con kos virus objeto de asta Norma deben ser procesados en una planta

y registrada por la S fa de A ; deria, Di llo Rural, Pesca y
Alimentacion, en la que se aplique el p imi i para p ir la de
patdgencs virales al verter el liquido y desechos sdlidos del proceso en corrientes de agua, todo ello
de con los de los puntos 4.10.5 y 4.10.6 de esta Norma.
En caso de que el propietaro de los organi o subproductos, unlenuearaalizarluu
procedimientos a que se refiaren las fracch i las Ta de Agricult ia, D
Rural, Pesca y Alimentacidn, por conducto de la Comisidn Nacional de Acuacultura y Pesca {COWE SCA}o
del Servicio Nacional de Sanidad, idad y Calldad A i (SENASICA), a
a costa del obligado,
4.8 Los il de para el b o para su maquila en temtoric nacional,

deberan de somater lodos los desechas solidos de estos organismas, a un proceso de coccidn minimo de
setenta grados centigrados durante cinco minulos.

4.9 La movilizacién dentro del teril ional de peneidos vivos en sus distintas fases de
desarrollo, Artemia mnsmn’a spp.) viva, en qulshes. gel o en ler otra p én que se

o enla L a del i da sanidad i ido por la
de A lwra, G deria, D lio Rural, Pesca y ion, por d de la Di ibn General de
Ord o Pasg) ¥ Acuicola, de la CONAFESCA, o por las D i Estatales de la ia,
da idad con los i qua se

4.91 Para la icidn del ifi para la i ion dentro del lerritorio nawnﬂl a que hace
referencia el apanado anterior, los i dos deberan dar i a los sigui

I. Prosentar la sokicitud en el formata “SEMARNAP 05-008 Solicitud de Cerlificado de Sanidad Aculcola”,
publicado en ol Diarlo Oficlal de la Fedoracién ol 3 de marzo de 2000, el cual estara disponible en las

Delegaciones del Ramo en las L de los resullados de las prugbas

realizadas en el laboratonio y entregar dicho d b isi por el lab que haya efectuado

las pruebas dientes, a la Oireccidn General de O i Pesqg y Acuicola, de la

CONAPESCA, pandi de la fa de Agriculty ia, Dy Rural, Pasca y

Alimentacion, o en las Delegach de esta ia en los ss!ados de conformidad con los
que se

EVALUACION DE LA VIABILIDAD DEL VIRUS DEL SINDROME DE LA MANCHA BLANCA EN MATERIAL
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Il Las de los organi a iff tomarse i a las
especificaciones:
a) Pmmpmmﬂmmmuwunmenh on do plios y p de
certificarse indivi de al L ' on ol
punto 4.2.1 fraccion Il inciso b, para d il la ia de las enf dades d

Sindrome del Virus de la Mancha Blanca (WSSV) y Virus de la Cabeza Amarilla (YHV) y Virus del
Smdrama de Taura rrsv; y aquellas anfermedades que, en su caso, dé a conocer la Seurutatla de
lio Rural, Pesca y Al i aviso que se publicara en el
Diario Oficial da la Fodornclﬁn

b) Para reproductores cultivados que se uliicen en la produccidn de nauplios y postiarvas de

. debard de con el Anexo 1 de esta Norma, para
Je inar la ia de las enfy Sindroma dal Virus da la Mancha Blanca
(WSSV), Virus de la Cabeza Amarilla (YHV) y Virus del Sindrome de Taura (TSV) )r aguellas
enfermedades que, en su caso, dé a conocer la de Ag
Fural, Pesca y Alimentacion mediante aviso que se publicara en el Diario Oficial de la Ftdom:uﬁn.
Cuando la vida 0til de los en &l lab de i asl lo permita,
daberan bi les d de haber sido desovados, de conformidad
il con el Anexo 1,
Los reproductores muestreados con objeto de debard i dos o
mantenidos por separado del resto de los organismos que Inlegmn el lote a ser nhnducaﬁu al
laboratorio de produccidn, a efecto de no utili en otro p de
c) Parap en cualguier astadio, producidas en k j0, se lomara una muesira bimestral de

150 organismos, e igual nimero se toeoiucmm cada vez que se rednan 10 millones de postlarvas
Les organismos de la muestra serdn obtenidos al azar de los dilorontes contenedores en que se

al ito del

d) Para postlarvas cap da poblack les, se 4 el primer con fines de
dwnémammmduuﬂmdsuum 150 jempl: de los difs
contenedores al momento de recibir el primar que de lizdndose los
muestrecs subsecuentes cuando la suma de los embarques recibidos sea de 10 millones
da organismos, deblendo tomar la muestra e da llos que sa
en las instalaciones al momenio de realizar el muestreo. Para postiarvas c.ap&uradas de poblaciones
naturales, of muestreo se realizard ciento ci por cada diez
millgnes de postarvas, o en su defeco, al ténmino de la si no Begara a esta

@) Para Aftlemia {Arfernia spp.) viva, el muestrec se llevard a cabo segun lo establecido en el inciso
c) de esta fraccion, .

f)  Para Artemia (Arfemia spp.) an quistes o g al 58 izara de farmi con las
especificaciones del Anexo 1 de esta Norma.

. Rmnihr las muestras oblanidas para sU mnlm y diagndstico a cualquiera de los lerceros especialislas

que la de Ag D lo Rural, Pesca y Alimentacidn, a través de la

D 6n General de O i Pnsqnaro y icola, dependi de la CONAPESCA. Dichas muestras

li la pruaba coma ion en Cadena de la Polimerasa (PCR). Para el

diagndstico de la enfermedad denominada Virus del Sindrome de Taura (TSV), se uliizardn sondas genéticas

que se i

V. En el caso da las p dtivadas, el io deberd informar la produccién mensual estimada
durante el afio, asi como la capacidad inslalada de que dispone en sus instalaciones para estos efectos.

492La izackén dentro del itori sonal de , postiarvas y nauplios de camarones

i da p podra efs al amparo del cerificade de

samdad acuicola, que expedird la Dlreu:lén Genoral de O d Pesg y Aculcola, de |a

CONAPESCA, pand| de la & rfa de Ag ia, D Rural, Pesca y

Alimentacion, o en las Delegaciones E les de la . de conf dad con los p dimi que se
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establezcan, conbaseenlmpluebaudelibwawbquemhaollmm &n un plazo maximo de seis
dias habiles, contados a partir da la pcidn de la solicil

En el caso de postlarvas de laboratorio, el cerificado de sanidad la i dela
.' dela 4n que sa obtenga de estos I’mmdﬁﬁm.dﬁﬂﬂmi@&m
ami su izacién podrd i al amparo de los resultados de laboratoric

debidamente firmados por el tercero especialista, slempre y cuando dichos resultados sean negativos a las
enfarmadades objelo da la presente Normma, Gnicamente durante el lapso comprendido entra la entrega de los
dos de lab doyla dicitn del

4.9.3 Si como itado de los diagndsth en rep y posﬂlrvas producidos en el

a da i les, se las enf das Virus de la

Cabeza Amarilla (YHV) o Sindrome del Virus de la Mancha Blanca (WSS5V), unmo'dwﬂnsudasméno
la inactivacion de los virus mediante la coccidn de ks a una lemperatura minima de
selenta gradas oenngradas durante cinco minutos. La destruccién o su cocclon, segan corresponda, deberd

i an p del da la S da A o Rural, Pesca y
Alimentacidn por conducto de la Comisién Nacional de A:uaculu-a y Pasca (CONAPESCA) o del Servicio

d de i i y Calidad Agroalimentaria (SENASICA), quienes levanlaran el acta
correspondlente. -

4.9.4 5i como de los diagnd i stlo se b la i Virus
del Sindrome de Taura (TSV), si se permitira la movilizackin de estos organismos ba.o al siguienie
procedimiento:

a) ducidos an 0 0 de poblac trales, el de

duccién deberd i y por alos org positivos a esla
y realizar los 'y diagndsti ios de do a las ' 11y 11l del punto 4.9.1.
En el casa de venta, ol io da rep entre rios, &l p dor debera
informar por escrito al D ] o da la p ia de esta enf dad en eslos
organismos.

b) Postlarvas cultivad: el p estard ig a por escrito en onginal, a sus

compradoras, un documanto an el que asiente &l nombre de la enfermedad de la que son portadores
fos organismos en venta.

€) Postlarvas cap de p elp dor estara oblk a gar por escrilo
en onginal, a sus compradores, un documento en el que se asiente el nombre de la enfermedad de la
que son portadores los organismos en venta. ]
4.10 La certificacién y registro de i i de imianto | de postlarvas capturadas de
i naturales, ira del certificado de sanidad acuicola expedido por la S ia de Agricultura,
Ganaderia. Desarrollo Rural, Pasca y Alimentacidn a través de la Direccion General de Ordenamiento
Pesquero y Acuicola, de la CONAPESCA, o por las del de la S la en los estados, de
idad con los p que se
4101 Para la dicion del ificado de i ¥ de i P de postlarvas
c de al que hace ref ia el apartado antenor, los deberan de
dar irmi alos shgui quIsitos:
1. Presentar solicitud i la siguiente inf idn y &
a) Direccitn, teléfono y, en su caso, fax;
) Croquis de las ir de hidrduli y de fi ion de agua,
c)C idad i ¥ por
d) g da p ion de anf dades y copia simple del permisc de caplura expedido por la
auloridad competenta.
4.10.2 La ria de Agricultura, rla, D llo Rural, Pesca y Alimentacion, por conducto de la
Diraccidn General de Ordk i P y Aculcola, de la CONAPESCA, expedira el cerificado
correspondiente, con base en los re.-.ulladoa de la visita que realloe p | calificado de la alas
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de poral da p de !

en un plazo de 15 dias habiles, contado a partir de la ',_" da la ¥ o o neg do
la misma.

La v del ificado de sanidad de de i de p:

da poblaci turales, serd de tres afos.

4.10.4 La renovacién del certificado citado en el punto anterior, deberd realizarse con 30 dias de
anticipacion al Wrming de su vigencia. ¥

4.10.5 Los titulares del certificado de sanidad acuicola de instalaci da irmi de
postlarvas da poblach astdn obii a la Direccién General
de O Pasquero y Aculcola, de la CONAPESCA, a més dc la Delegacién de la Secretaria
de Agricultura, G Dy Rurai Pesca y Aimentacién en el Estado, a la Subdelegacidn de Pesca
an la entidad f i ala eslatal en sanidad aculcola, al Instituto
Nacicnal de la Pasca, un informe mensual da la cantidad total vendida o donada de organismos, sefalands el
nombre de la unidad de produccit P y la cantidad de posliarvas vendidas o donadas.

4106 La i i6n en lerritorio de posti de p i turalk 58
realizara conforme a las disp idas en el ap punto 4.9.1 fracciones |, llinciso d, Hl y IV y

| el apartado 4.9.2 de esta Norma.
4.11. Disposiciones generales,
4.11.1 Para el cultivo de 4n queda i el uso de ali basado en crusticeos frescos,

exceplo Artemia (Arfemia spp.).

4.11.2 Tedas las muestras a que se refiere |a presente Norma de los virus causales de las enfermedades
denominadas Sindm dal Vlma de la Mancha Blanca (WSSV) y Virus do la Cabeza Amarilla (YHV), deberdn
ser la pruaba de diag ico de la F ién en Cadena de la Polimerasa
“Polimerasa Chau! Reaction™ (PCR). Para el Virus del Sindrome de Taura (TSV) podra ulifizarse la prueba de
Inmunodot o hibridacién in situ. Para el diagnd de las enf des cbjeto de esta Norma, se utilizaran
ademas de las pruebas de laboratonio antes citadas, las que se den a conocer mediante aviso en el Diario
Oficlal de la Fedaracién.

La prueba confirmatoria de los agentes causales de las enfermedades objelo de esla Norma, deberd
realizarse por madic de bloensayos.,

4.11.3La S ria de A I fa, D dlo Rural, Pesca y Alimentacitn, por conducto de la

Direccion General de O Pesqucm y Acuicola, de la CONAPESCA, y del Instituto Nacional
da la Pesca i i y diag da las anl: dades virales objeto de esla Norma.

4.11.4 Cuando se delecle la p ia de las virales del Virus de la
Mancha Blanca (WSSV) y Virus de la Cabeza Amarila (YHV) en 4 i se p

! a lo di por al do 4.7 de la p Norma y, en los casosanlosquemldmuﬂmen

astas enfy dades en ack de cullivo de que se i en el il i se

aplicara el sigulenia procedimiento:

I. Enilos infl so reallzard les, de i con el Anexo 1 de

esta Norma y se aran las para su i a alguno de los terceros especialistas.

Cuando los resultados do [as pruebas realizadas durante un perodo de 30 dias naturalss indiquen la

presencia de uno o los dos virus citados y los regi de de los org sean

¥ de 50% por cienlo), se deberd llevar a cabo la cosecha

de los organi: . Aquelios que se antre 0 y 6 gramos se remitiran sin descabezar a una

planta procesadora para su coccidn a una temperatura minima de 70 grados centigrades durante

cince minutes. Aquellos mayores de 6 gramos se ilirdn para su p i por congelacion a

una planta que certifique y registre la de Agri ia, D llo Rural, Pesca y

itn por da la Di ién General de O i Pesq ¥ i de la

CONAPESCHA, ¥ an las Deleg. de la de Agricul D Hlo Rural,

Pesca y Alimentacidn en los estados, de acuerdo a lo establecido en el punto 4.11.5 de esta Norma,

EVALUACION DE LA VIABILIDAD DEL VIRUS DEL SINDROME DE LA MANCHA BLANCA EN MATERIAL
COEXTRUIDO DE SUBPRODUCTOS DE CAMARON INFECTADO



DGIA—SANIDAD ACUICOLA

Los veh i en el da los organi deberan de contar
con sislemas de control de liguidos ¥ idos como pas para liquidos.

Il Previa la movilizacién a la planta, se debera dar aviso por escrito a la_Comision Nacional de
Acuacultura y Pesca (CONAPESCA) o del Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad
lgrnajirmnlnﬂu (SEMSIm} en ol que se indique nombre y ubicacidn de la planta a la cual se

los i yespecle

ll. Los propi de las instalaci il equipo ¥ iculos en que se

los fi quedan oblk a lomar las idas y acci h
contenidas en el Anexo 3 de esta Norma,

. Los propietarios da grana: o hbnrmms en las que se o se

quen de con los I de esta Norma, la presencia de las enfermedades
o i Virus del Sind de la Mancha Blanca (W3SV), o Virus de la Cabeza Amarilla
(YHV), deberdn nolificar por escrito de este hecho a Ins de las instalach vecinas y a
fa Dy ion de la S ja de Ag , D llo Rural, Pesca y Alimentacidn an
el Estado.

V. Elagua de cultivo del estanque infectado debera fillrarse a través de baslidores colocados en las
compuertas de los mismos y con un sistema de filtro de calcatin con una luz de malla de quinientas
micras, conformado por tres filtros en serie, colocados en el tren de descarga del estanque
correspondienta.

VL El mnlmai oormmdo en el sistema de fitrado descritc en la fraccién anterior, deberd ser

i alo di en el Anexo 3 de la presente Norma.

4.11.5 Cuando se detecte iera de las enf des objeto de esta Norma en cualquier olro tipo
de instalaciones, se deberd en lo ducent a las ificaci de este
pracepto juridico.

4.11.8 Las ias sujetas al de esta Norma se listan en el Anexo 3 de esla Norma, las
cuales se d i do L con ol A do que fica las fracch de
las tarifas de la Ley del Imp General de Imp i6n y de la Ley del imp da Exp itn, an
las cuales se i las ias sujelas al imi de las normas oficiales mexicanas en
los puntos de su enlrada al pais y de su salida.

4.11.7 Quienas tengan unidades de i6 icola de en iar fase de
queaan ohbgadoa a informar a la da  Agricult ia, D lio Rural, Pesca y
A por de la [ ion en la entidad f i diente a su icilio, da
cualquier mortalidad inusual, por causas d idas. que se pr en sus i Esle aviso
debera ser presentado por escrito dentro de las siguientes 24 horas de ocurrido tal evento.

4.“‘0 Can fund: en los inf da diagnostico de los iali la Secretaria de
A L fa, D Rural, Pesca y Alimenlacidn, dard a conocer mediante aviso que se

pubbmo en el Diario Oficial de la Federacién, las zonss libres de los virus causales ae las nm‘emoaades

objeto de esta Norma y otros contenidos en ¥
prohibido infroducir a eslas zonas, a i vivos en | de sus fases de dasa-muo
portad: da estas enf
4.11.9 Cuando los informes do diagndstico de los terceros especiali indi la pi ia de una o
mas de las enfermedades cbjelo de esta Norma, la 1a de Agri ia, D Rural,
Pesca y Ali idn d 4, conl a las caracteristicas de r.ada caso, el establecimiento de cercos
y las idas da a ser ap an ag zonas en las que la incidencia de estas
enfermedades sea un riesgo para la andolas a conocer medi aviso que publique en el

Diario Oficial de |a Federacién.
4.11.10 Los productos infectados con los virus objelo de esta Norma deben ser procesados en una planta

que certifiqua y registre la ia de Agricult G ia, D flo Rural, Pesca y Allmentacidn, a
través de la Oi ion General de Ord jienlo Pesg) y Acuicola de la CONAPESCA, en |a que se
aplique el procedimiento apropiado para prevenir la dispersidn c.‘e paldgenos \dlalcs al verter el liquido y
desechos salidos del proceso en cornentes de agua, da rdo al proc
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_ 4.11.10.1 La certificacidn y registro de plantas procesadoras qua realicen el procesamiento de crustaceos
infectados por los virus objelo de esla Norma, requeriran del cerificado de sanidad acuicola, de acuerdo al
siguiente procedimionto:

1. Presentar solicitud iendo la siguienta i ¥

a) Direccin, nombre, teléfono y fax, en su caso, de la p fisica o moral solici

I}) Anexar diagrama(s) de flujo para la i iento y i de sélidos y aguas
de los & a

€) Presentar la descripcién del p i para sl i de sdlidos y aguas residuales producto

del procesamiento,
d) Indicar en un croquis el lugar en el que se localiza el cuerpo de agua en el que s deswgan las aguas

residuales de las plantas procesadoras. En el caso de que llegan a aj Indicar al
cuerpo de agua receptor de los mismos.
I La de Ag G D Rural, Pesca y Alimentacidn, por conduclo de la

Direccién Ganeral de Ordenamiento Pesquero y Acuicola, de la CONAPESCA, expedira el certificado
correspondiente, con base en los resultados de la visita que realice personal calificado a las plantas
procesadoras solicitantes, en un plazo de 15 dias habiles, a partir de la recepcidn de la solicitud, autorizando o
negando la misma,

Ill. La vigencia del certificado de sanidad aculcola para plantas procesadoras, serd de tras aflos.

IV. La renovacién del certificado cilado en la fraccién anterior, deberad realizarse con 30 dias de
anticipacion al termino de la vigencia del mismo.

4,11.11 Las plantas p ficiarias del i de sanidad para el prc
da crusticeos infectados por los virus objelo do esta Norma, deberdn informar a Ia Direccit
General de O i Pesquero y Acult , de la CONAPESCA, a través de la amondad competante de
la fa en la entidad pondi a idad en kilog da

procesados durante este pericdo.
5. Grado de concordancla con normas y

Esta Norma astd p en con las del Aquatic Animal
Health Code. No existen normas intemacionales equivalenios.
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7. Evaluacién de la conformidad

T1lLa de la conformidad de la p Norma se i por fa de Ag
Ganaderia, Desamolio Rural, Pesca y Alimentacidn, a través de la Direccid de Ord
Pesquero y Acuicola, de la CONAPESCA, con el auxlio de terceros especialistas cuyo listado sera

L por la de Agricult ia, Dy lio Rural, Pesca y Alimentacikin a través de

Ia Dnrucclén General de Ordenamiento Pesquero y Acuicola, de la CONAPESCA, a solicitud de los

, de formidad con lo d en el articulo 74 da la Ley Federal sobre Metrologia y
Normall.zacion.

i La Secretarla de Agri Dy Rural, Pesca y Alimentacidn, por conducto de la
Direccidn General de O i Pesguero y Aculcol de Ia CONRPESCA. verificando los msulauns da
las pruabas de laboratorio que realicen lus terceros i 4 el Certificado de id;
para la izacion en el territori de los crusticeos acudticos vivos que se cultiven y capluren
an el mismo.

Esta evaluackin se di la veri de los certifi de sanidad de crigen para el caso
de los £ A ficados da coccidn para los cocidos, ificados de
zona de captura para las espacies listadas en sl Anaxo 4 y el i de sanidad para la

mavilizaciin de crustdceos acudticos vivos en el lerritorio nacional
8. Observancla de esta Norma

2.1 La vigilancia del ip de la MNorma Oficial i P ala
de Agri D Rural, Pasca y Ali por de la Comisidn Nacional de
Acuacultura y Pesca (CONAPESCA) o del Servicio Macional de Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroali i
(SENASICA) y a la Secretarfa de Marina, en el ambito de sus resp i Las violaci alas
disposiciones contenidas en esta Norma se i en los 4 en la Ley Federal de
idn y su Regl la Ley de Pesca y su Reglamento, y demas disposiciones

3
legales aplicables.
8.2 La Secretarfa podra verificar en cualquier tempo y lugar el pli de las
contenidas en la presente Norma.

TRANSITORIOS
P ).- Provéase la publicacion de esta Norma en el Dlario Oficlal de la Federacion,
SEGUNDO.- La presente Norma Oficial Mexicana entrard en vigor a los sesenta dias posteriores al de su
publicacion en ¢l Diario Oficial de la Federacién.
Méxica, Distrito Federal, a quince de enero de dos mil dos.- La Coordinadora General Juridica de la
Secretaria de Agricultura, Ganaderla, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacidn, Lilia 1sabal Ochoa Mufoz.-
Robrica,

ANEXO1
TAMANO DE MUESTRA CON FINES DE CERTIFICACION Y DIAGNOSTICO
DE LOS PATOGENOS CAUSALES DE ENFERMEDADES VIRALES
EN CRUSTACEQS ACUATICOS
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1. PARA CRUSTACEOS ACUATICOS VIVOS
Tabla 1.- Modificada de Amos (1985)*

TAMARO POBLACION TAMARO DE LA MUESTRA A UNA
PREVALENCIA DE 2%

50 50
100 75
250 110
500 130
1,000 140
1,500 140
2,000 145
4,000 145
10,000 145
>/= 100,000 150

* Lightner, D.V. 1996,
El envio al laboratorio de las muesiras vivas o preservadas deberd realizarse en al menor tlempo posible.

Estas deberdn estar que los recip y cajas que las conlienen,
estén herméticamente cerradas.
Las muestras que con fines de certificacién y duqnésuen s8 envien a los laboratorios terceros
que ba la da A Mura, G D Rural, Pasca y Alimantacion por
conducto de la Direccién General de O i F y Aculcola, de la CONAPESCA, deberdn ser
preservadas de conformidad alalémdedhgnesﬁmawmnda
2. PARA QUISTES DE ARTEMIA (ARTEMIA SFP.).
El tamafio de muestra para Artemia (A ia spp.) i de rdo al peso neto a envasar por
. 8n un lote esp serd:
El tamafio de la muestra por lote, dependera del nomero de unidades de latas, bolsas o cualquier otra
. Cuyo do da Artemia an cada una, sea desde menos de 1 libra (0.450 kg)
hasLa 20 libras (9 kg) de peso neto, se tomara conforme a la siguients tabla:
Tabla 2. de las unidades a 1 con base
on ol nimaro de latas o bolsas que conforman el lote
Numero de unidades de latas o bolsas pot Unidades que deban conformar la muestra
lote u otra p én, con un
de Artemia por lote:
De 121,800 3
De 1,801 a 12,000 &
De 12,001 a 24,000 13
De 24,001 a 48,000 21
De 48,001 a 72,000 20
De 72,001 a 108,000 a8
Do 108,001 a 168,000 48
De 168,001 a 240,000 60
De 240,001 o mds 72
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Tabla modificada con base an Regul: Gi d Fishery Products and U.S. Standards for
Grades of Fishery Products, SOCFR Ch. Il (10-1-91 Edﬂhn: para productos deshidratados .
3. PARA CRUSTACEOS ACUATICOS MUERTOS
El tamafo de muestra para Artemia l’,ﬂmm &pp.) congelada, por unidad de presentacion, y el de
frescos an de un peso nelo determinado, se realizard
conforme a lo siguiente;
El larna‘b de la muestra por lote dependerd del nimero de unidades de marquetas o unidad de
. segln p . COn un de Artemia (Arfemia spp.) en cada una, que vaya
de mencs de 1 libra (0.450 kg) hasta 20 libras (9 kg) de peso neto, y en el caso de cdmardn congelado, con
un contenido por marqueta de mas de 4 libras (1.8 kg) y hasta 100 libras (45 kg) de peso neto, segin

da, se tomard conf ala si tabla:
Tabla 3. D de las unidades a <on base an el nimaere
de de p i6n de A ia (Artemia spp.) o de marquetas

de er & que fi al lote

Nimero de unidades por unidad de p tacléd Unidades que deben

da Artemia (Artemia spp.) o de marquetas de la muestra
crusticeos acuiticos muertos, segin

corresponda, por lote
Do 125400 3
De 5.401 a 21,600 1]
De 21,601 a 62,400 13
De 82.401 a 112,000 21
De 112,001 a 174,000 29
De 174,001 a 240,000 38
De 240,001 a 360,000 48
De 360,001 a 480,000 60
De 480,001 o mas T2

Tabla modificada con base en Reg Fishery Products and U.5. Standards for
Grades of Fishery Products, SOCFR Ch. Il (10 -1-81 Emwnj para productos congelados

ANEXO 2
MEDIDAS ¥ ACCIONES PROFILACTICAS
La infeccion ce i i equipos ¥ sa llevard a cabo mediante la aplicacidn
de quim ilizands y tiempo sufici da axp para destruir los microorganismos
nocivos. Antes de con la infaccidn, los equipos y deberdn ser limpi
Ll . sin usar G ni jabones.

1.- Desinfoctante de tuberias e instalaciones y equipos.

Clore (hipoclorilo de sodia).

Todas las luberias y tanques se mantendran completaments llenos con una sclucian de hipocionto de
sodio @ razén de 50 mg/itro (= 50 parles por millén) y esperar por lo menos 30 minutos antes de eliminar la
solucién desinfectante.

2-Parap i i o Jlechoy
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Preparar una solucién de hipoclorito de sodio a razén de 50 mgl [=50 ppm}, misma que sera aplicada por

ién sobre des y techo, que astas [ con esta
solucidn por un percdo minimo de 30 minutos.
3.- Para ropa y ulensilios.
Preparar uckn que ga 50 mg/l de hipoclorito de sodio, en la que deberdn guedar
oh g aslos . por los 30 minutes que deben permanecer en ella
4.- Para pisos.

Se aplicard lambién una solucidn que ga 50 mofl de hip ito de sodio, misma que deberd cubrir
el piso, cuando menos con un irante de 5 cm de profundidad, el cual debera mantenerse durante 30 minulos.
.- Para aguas residuales pi de las instalack on que se j I de lang

viva importada.
El agua utilizada deberd ser antes de su ga, de acuerdo al siguiente pmoadlmlenla
En la P do la 58 el da desinteccio
hipoclonilo de sodio en idad suficiente para obtener una concentracidn de 50 mg/l. Esla mazcla debera
tener una permanencia minima de 30 minutos.
b A i ion el agua sera lizad 2.85 veces la canlidad de hipoclorito de
sodio utiizado, expresada en gramos de tiosulfalo de sodio, p iendo en eslas i durante 24

horas, a cuyo bémino, se procederd a dascargar.
Este método de desinfeccién podra ser llevado a cabo también con:
Yodo a 200 ppm de yodo libre. Para su neutralizacién se aplicara una canlidad de tiosulfalo equivalente a
0.78 veces la cantidad de yodo expresada en gramos.
ANEXO 3
LISTADO DE MERCANCIAS SUJETAS AL CUMPLIMIENTO DE LO ESTABLECIDO
EN LA NORMA OFICIAL MEXICANA NOM-EM-001-PESC-2000

FRACCION
ARANCELARIA DESCRIPCION

0306.11.01 Langostas (Panulirus spp., Panulirus spp., Jasus spp.).

0306.12.01 Bogavantas (Homarus spp.).

0306.13.01 C gostinos y demas deca natantia.

0306.14.01 Cangrejos (sxceplo Macruros),

0306.19.99 Los demas, incluldos la harina, palvo y “pellets” de crusticecs, aptos para la
alimentacidn humana.

0306.21.01 Langostas (Panulirus spp., Panulirus spp., Jasus spp.).

0306.22.01 Bogavantes (Homarus spp.).

0306.23.01 ¥ pos de idd ¥ gosti para
acuacultura.

0306.23.99 Los demas.

0306.24.01 Cangrejos (exceplo Macruros).

0306.29.99 Los demds, incluidos la harina, polvo y “pellets” de crustdceos, aptos para la
alimentacion humana.

0511.91.02 Quistes de artemia (incluso enlatados al vacio), peliquetos y krill para
acuacultura,
Uni De A no
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0511.91.99 Los demas.

Uni De no
0511.99.99 Los demds.

1 De A na
2301.20.01 Harina, polvo y “pellets”, de

o da 3 . mal

invertebrados acudticos.
e De 4 -

ANEXO 4

RELACION DE ESPECIES DE CRUSTACEOS ACUATICOS DE AGUAS FRIAS

o demas

Nombre comin

Nombre clentifico

‘Camardn del noroeste "Shrimp from the "

Dt e

Pandalus borealis
Pandalus montagi
Pandalus propinquus
Stiioandalus richardi

Cangrejo da niave o curtidor "Snow Crab” o “Tanner Crab”

Chionocetes bairdi
Chionocetes opilio
Chionocetes angulalus
Chionoceles fanner

Cangrejo Dungeness “Dungeness Crab”

Cencer magister

Cangrejo rey "King Crab”

Paralithodes camischaticus
Paralithodes palypus
Litodes aequispinus
Litodes covesi

Cangrejo Jonah “Jonah crab™ Cancer borealis
Cangrejo de roca "Rock crab® Cancer irroralus
Cangrejo azul "Blus crab” Callinactes satilus
Cangrejo verde costero "Shore green crab”™ Carcinus maenas

Langosta Mueva Inglaterra o Maine “Maine o New England
Lobster”

Homarus homarus

Langosta americana "Amercan Lobster”

Homarus amercanus

COEXTRUIDO DE SUBPRODUCTOS DE CAMARON INFECTADO
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ANEXO Il

RESULTADOS DEL TRABAJO DE CAMPO ( RECOLECTA DE
SUBPRODUCTOS)

Durante la busqueda de una granja positiva a WSSV se obtuvo informacion
importante de los brotes presentados por mancha blanca en los estados de Sono-
ra y Sinaloa, y aunque no fue un objetivo de este trabajo, la informacién obtenida
se presenta a continuacion.

La informacién para la identificacion de las granjas fue proporcionada por
instituciones que desarrollan programas de seguimiento, monitoreo y diagnostico,
pertenecientes a la Red Nacional de Laboratorios como el CRIP en Mazatlan Sina-
loa, el ITSON en Cd. Obregén Sonora, el CIBNOR en Guaymas Sonora y a una
serie de técnicos, productores y personas relacionadas con la acuacultura de ca-
maron)

Los estados consultados durante la realizaciéon de este proyecto fueron So-
nora y Sinaloa, los cuales se eligieron por tener mayor porcentaje de granjas de
cultivo de camarén y por los reportes hechos con anterioridad (Hernandez, 1999)
de presentar diagnostico positivo a WSSV. Para la identificacion de las granjas se
consultoé a una serie de personas, técnicos, investigadores e instituciones, relacio-
nadas con la acuacultura de camarén.

32.67%

67.33%

O(Jranjas consultadas
@ Cranjas registradas

Figura 1. Porcentaje de granjas consultadas (115) de un total de 352 regis-
tradas en los estados de Sonora y Sinaloa

La consulta realizada en los estados de Sonora y Sinaloa se realizo en 115 gran-
jas de las 352 registradas en este ciclo de cultivo (2001). En la figura 1 se observa
que se consulto aproximadamente 1/3 de todas las granjas registradas en estos
estados.
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Figura 2. Granjas detectadas positivas a WSSV antes de la presen-
cia del huracan Juliett (Abril-Julio 2001).

En la grafica 2 se observa el numero de granjas consultadas por municipio, en los
estados de Sonora y Sinaloa, en donde se observa que en cinco municipios ya se
habian detectado granjas infectadas con WSSV. El mayor numero de granjas in-
fectadas se detecto en Cd. Obregén |, siendo este, el lugar donde se monitorearon

mas granjas.
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Figura 3. Granjas detectadas positivas a WSSV después de la pre-
sencia del huracan Juliett (Seotiembre 2001)
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Después de la presencia del huracan Juliett en Septiembre del 2001, crecio el nu-
mero de granjas infectadas, la Figura 3 muestra los municipios que presentaron
granjas infectadas, siendo Cd. Obregdn y Angostura los lugares que presentaron
mayor numero de granjas infectadas .

Puerto PeRasco
. Caborca

@Hermosillo

@ Municipios
BB Granjas detectadas positivas antes del “Juliett”

3 Granjas detectadas positivas después del “Juliett”

Figura 4. Deteccién de WSSV antes y después de la aparicion del huracan Ju-
liett en Sonora v Sinalna

Los municipios en donde se detectaron granjas positivas a WSSV, despues de
presentarse el huracan Juliett, se presentan en la figura 4, en donde se aprecia
que el sur de Sonora y el norte de Sinaloa, se encuentran los municipios mas afec-
tados por causa de este fenébmeno natural.
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Durante el trabajo de campo, en el monitoreo de las granjas, se obtuvo el
numero total de granjas registradas hasta el 2001 en los estados de Sonora y Si-
naloa, de la base de datos de la Direccion General de Investigacion en Acuacultu-
ra. En la Figura 1, se muestra el porcentaje de las granjas que se consultaron, lo
que representa el 32.67% de todas las registradas hasta el 2001 en los dos esta-
dos, monitoreando aproximadamente un tercio de todas las granjas dentro de es-
tos estados. En la Figura 1 se presenta el numero de granjas consultadas por mu-
nicipio, y se observa que realmente fueron pocas comparadas con el total regis-
trado en cada municipio, esto se debe a que es dificil contactar directamente con
los encargados de las mismas, ya que se pierde facilmente la informacion regis-
trada de las granjas existentes, dado que puede ocurrir que estas cambian de pro-
pietario, se rentan, dejan de operar o tienen una infraestructura muy baja, lo que
ocasiona dificultad para encontrar a la persona indicada.

Durante la busqueda de una granja positiva a WSSV se encontré que habia
granjas a las cuales se les detecto positivo a WSSV desde el primer mes de ini-
ciado el cultivo, lo cual se debe a que la postlarva se encontraba infectada con es-
te patodgeno, fue el caso de una en el municipio de Guasave, otras cuatro en Cd.
Obregon, y otras en Navolato y Angostura (Figura 2).

Es bien conocido que los fendmenos naturales como el efecto del Nifo, las
tormentas y huracanes que se presentan dentro de una zona, traen consigo una
serie de cambios fisico- quimicos en los estanques de cultivo que de alguna ma-
nera u otra afectan la produccién en acuacultura. Por mencionar algunos efectos,
Paez (2001) comenta que el oxigeno disuelto se considera como una variable cri-
tica de calidad de agua, las bajas concentraciones derivan una serie de eventos
quimicos como el incremento de toxicidad de sustancias. Un evento que marco
mucho la presencia de WSSV en granjas fue la aparicién del Huracan Juliett , va-
rios estudios mencionan que si se somete a un estrés al camarén, existe mayor
probabilidad de que le afecte el virus de la mancha blanca, y durante estos dias en
que se presento el huracan fue propicia la variacion de salinidad, concentracion de
oxigeno disuelto y temperatura en los estanques, lo que pudo causar estrés en el
camaron y ocasionar un brote masivo del virus, por contaminacién de otras gran-
jas detectadas positivas con anterioridad.

En la Figura 4 se puede observar que en algunos municipios hubo mayor
incidencia del virus después de la presencia del huracan Juliett, en varios casos se
tuvo que cosechar de emergencia por la alta mortandad de camarén que se pre-
sento en los estanques, en la mayoria de estos se detectd positivos a WSSV des-
pués de la aparicion de la tormenta.

Dentro de los resultados sobre el monitoreo realizado en estos dos estados,
se observa que la regién sur de Sonora y norte de Sinaloa son quienes presenta-
ron mayor incidencia de este patégeno durante el 2001.
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