SECRETARIA GENERAL DE
IAGRICULTURA Y ALIMENTACION

MINISTERIO DIRECTOR GENERAL DE
DE MEDIO AMBIENTE, RESURSOS AGRICOLAS Y
Y MEDIO RURAL Y MARINO GANADEROS

PROTOCOLO DE TOMA DE MUESTRAS Y ENVIO AL LABORATORIO EN PECES.

1. PARA LA DETECCION Y CONFIRMACION DE SHV Y NHI

Se tendran preparados tubos de plastico estériles que contengan 4 ml de medio de
transporte, es decir, medio de cultivo celular con 10% de suero de ternera y
antibiéticos. Se recomienda la combinacion de 200 Ul de penicilina, 200 pug de
estreptomicina y 200 pug de kanamicina por ml, aunque podran utilizarse asimismo
otros antibidticos de eficacia probada.

Si los peces muestreados son inferiores a 6 cm. de longitud se pueden enviar
enteros. Si los peces son mayores de 6 cm. de longitud se extraeran con material
estéril partes de los 6rganos, abriendo el pez ventralmente desde un poco antes del
ano hasta la parte anterior. Los tejidos que deben recogerse son bazo, la parte
anterior del riidn y, ademas, bien el corazon o bien el encéfalo. En algunas
ocasiones, debera examinarse el fluido ovarico.

Los peces enteros, el fluido ovérico o las partes de 6rgano de un maximo de 10 peces
podran recogerse en un solo tubo estéril que contenga al menos 4 ml de medio de
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transporte, ésto constituira una muestra conjunta. El peso del tejido de cada muestra
debera ser de 0,5 gramos como minimo.
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1.1. Envio

Los tubos con las muestras
2 A e ™ se colocaran en recipientes
] VIRUTAS © SERRIN aislados (pOf ejemplo Caja
s de poliestireno de paredes
AeoLsAs pLASTICAS gruesas) con una cantidad
Ty suficiente de hielo o de
bloques de enfriamiento
para garantizar la
refrigeracion de las
muestras durante su
] traslado al laboratorio. Se
evitarad la congelacion. La
temperatura de las muestras
durante el transporte nunca
debera exceder de 10°C y
en el momento de la recepcion todavia debera haber hielo en el recipiente de
transporte, o, alternativamente, uno o mas bloques de enfriamiento deberan estar aun
helados parcial o totalmente.
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Las muestras deberan estar en el laboratorio lo antes posible y nunca después de que
hayan transcurrido 48 horas desde la recogida de las muestras. Solo en casos
excepcionales (cuando las muestras se recojan en zonas muy remotas) se podra
iniciar el examen virologico en un plazo de 72 horas desde la recogida del material,
siempre gue éste quede protegido con medio de transporte y se cumplan los requisitos
de temperatura durante el transporte.

Identificacion

Las muestras iran convenientemente identificadas y acompafiadas de un informe en
el que se registraran:

Nombre de la instalacién

Direccion de la instalacion

Propietario o Persona responsable

Tipo de explotacion: de agua continental, marina,

Especie(s): Trucha arcoiris, trucha comun, etc.

Naturaleza de la muestra: visceras, fluido ovarico, alevines, etc.
Causa de la investigacion: programa de vigilancia, diagnostico, etc.
Sintomas clinicos

Analisis solicitados



2. PARA LA DETECCION Y CONFIRMACION DE AIS

2.1. Toma de muestras

Si los signos clinicos se corresponden con la ISA o un inspector veterinario
tiene cualquier otra razén para sospechar que el pez puede estar infectado, un
minimo de 10 peces tendran que ser muestreados. Las muestras seran sobre
las mortalidades recientes, ejemplares débiles o de conducta anormal, siempre
que sea posible. Si no hay namero suficiente de ejemplares clinicamente
afectados, entonces el nimero de muestras se complementara con peces
sanos de las jaulas, tanques o estanques que muestren el mayor indice de
mortandad o con mas signos clinicos de enfermedad.

2.1.1. Muestras para examen histolégico

Se tomaran de los peces recién muertos que presenten signos clinicos o
hallazgos postmortem consecuentes con la presencia de la enfermedad. Se
muestreara cualquier lesion interna o externa, y en cualquier caso, de cada pez
se recogeran muestras de higado, rifion medio, corazén y bazo usando un bisturi
y transfiriendolo a una solucion salina tampén con formol al 8-10% (vol/vol). Para
asegurar la satisfactoria conservacion de los tejidos, la relacion entre el liquido
fijador y el tejido debe ser de al menos 20:1.

2.1.2. Muestras para examen viroldgico

Se tomaran tejidos de todos los peces muestreados. Se recogeran de cada pez
trozos de higado, rifibn anterior, corazén y bazo usando bisturi esteril y se
transferiran a tubos de plastico conteniendo 9 ml de medio de transporte, por
ejemplo medio de cultivo celular con antibiéticos. Es apropiada una combinacion
de 12,5 ug de fungizona, 200 Ul de polymixina B y 200 ug de kanamicina por ml,
pero pueden utilizarse otras combinaciones de eficacia probada. Se pueden
recoger tejidos de hasta 5 peces en un tubo conteniendo solucion de transporte y
representara un muestra conjunta. El peso de tejido en una muestra sera de
1,0+0,5 gramos.

2.1.3. Muestras para examenes de IFAT

Se tomaran improntas de rifidn de los peces 2 horas después de muertos. Se
extraera del pez un trozo de rifidn medio usando pinzas y bisturi estériles. El
tejido serd desangrado en papel absorbente para eliminar el exceso de sangre,
luego se presionara de manera repetida contra un porta de cristal cubierto de
poli-L-lisina. Las impresiones individuales deben de estar colocadas adyacentes,
pero nunca superpuestas, para conseguir una monocapa de células continua. La
sangre y el tejido fluido son irrelevantes en esta prueba. Pero se debe evitar
dejar la muestra de rifidbn drenar en el papel absorbente ya que esto puede
producir una coagulacion de sangre originando grandes cantidades de proteinas
séricas depositadas en el porta. Las improntas deben dejarse secar al aire y
luego conservarlas en lugar fresco y seco si no se van a fijar inmediatamente. La
fijacion de las improntas ha de realizarse dentro de las 72 horas de la toma de
muestra. Alternativamente, las improntas pueden ser congeladas después del
secado y almacenadas a —20° C hasta un mes antes de la fijacion.



2.1.4. Muestras para analisis hematologico

Los peces que muestran sintomas de anemia pueden ser anestesiados y se
toman inmediatamente muestras de sangre con heparina para examenes
hematoldgicos como la medida del hematocrito.

2.1.5. Muestras para analisis de RT-PCR

Se deben tomar tejidos de todos los peces muestreados. Se recogera del pez un
trozo de rifibn anterior o medio utilizando un bisturi estéril e introducirlo en un
microtubo de centrifuga conteniendo 1 ml de solucion conservante de RNA. El
RNAlater (Ambion Inc.) es apropiado pero pueden utilizarse otras soluciones de
eficacia probada. En un tubo con solucion conservante se pueden recoger
muestras de hasta 5 peces constituyendo una muestra conjunta. El peso del
tejido en una muestra serd aproximadamente de 0,5 g. Cuando los peces sean
demasiado pequefios para obtener una muestra con el peso requerido se podran
recoger trozos de rifidn, corazén, bazo, higado o ciegos piléricos, en este orden
de preferencia, hasta alcanzar los 0,5 g.

2.2.Envio

2.2.1. Las muestras de sangre y tubos conteniendo tejidos para examen
virologico o para analisis de RT-PCR seran colocadas juntas en contenedores
aislantes (por ejemplo cajas de poliestireno de paredes gruesas) con suficiente
hielo o bloques refrigerantes para asegurar la refrigeracion de las muestras
durante el transporte al laboratorio. Se debe evitar la congelacion y en el
momento de la recepcion todavia deberd haber hielo en el recipiente de
transporte, o, alternativamente, uno o mas bloques de enfriamiento deberan estar
aun helados parcial o totalmente. En circunstancias excepcionales las muestras
para RT-PCR y las de examen virologico pueden ser congeladas
instantaneamente y transportadas al laboratorio a —20° C o por debajo.

2.2.2. Los portas para IFAT seran enviados en contenedores de portas con
suficiente desecante para mantener las improntas secas y refrigeradas como
arriba se describe.

2.2.3. Si los tejidos del pez se transportan en liquido fijador para examen
histolégico, deberan enviarse en tubos a prueba de goteo y esos tubos dentro de
contenedores a prueba de golpes como cajas de poliestireno de paredes
gruesas.

2.3.Identificacion

La misma que en el epigrafe de identificacion para muestras de SHV y NHI



