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CAPITULO 9

ENVIO DE PECES AL LABORATORIO Y TECNICAS
PARASITOSCOPICAS

El diagnostico adecuado de las enfermedades que se presentan en peces, depende
del piscicultor y de la persona encargada de hacer el diagnostico; en primera instancia,
el piscicultor debe ser capaz de reconocer los peces afectados para realizar el muestreo
representativo, preparandolos adecuadamente para enviarlos al laboratorio y asegu-
rarse de que fos peces sean procesados en cuanto lleguen. Los peces enfermos o mori-
bundos deben ser tomados alrededor de los bordes del estanque antes de la aplicacion

de cualquier tratamiento.

Una muestra representativa comprende de 3 a 10 peces que muestren signos clini-
cos de la enfermedad. Si se sospecha de alguna intoxicacion por pesticidas es reco-
mendable no usar bolsas plasticas porque desprenden trazas de otros elementos que
interferirian con el andlisis, en este caso, pueden envolverse en papel aluminio y refri-

gerarse para su conservacion.

Ademas. es necesario colectar muestras de agua para un analisis fisico-quimico en
recipientes de vidrio de un litro de capacidad.

Las muestras deberan colectarse aproximadamente a 15 metros de distancia del
afluente distribuidor, en contra de la corriente y a una profundidad de 20 centimetros
de la superficie del estanque. Se recomienda analizarlas lo mas pronto posible en un
tiempo menor de 6 horas para obtener resultados satisfactorios. Durante el transporte,

la muestra debera conservarse a temperaturas entre 0-10°C.
Nota: El Laboratorio de Parasitologia ofrece el servicio de diagnostico de parasitoscopico a aguellas perso-
nas o Instituciones interesadas.

ENVIO DE MUESTRAS DE PECES AL LABORATORIO

A) Tanques abiertos con agua:

La precaucion que se debe tener, es colocar la cantidad suficiente de peces y no
sobrecargar el tanque, debido a que los peces enfermos disminuyen notablemente su
capacidad para sobrevivir. Si se coloca un numero pequeno de peces en el tanque y la
distancia es corta, no sera necesaria la aereacion; pero si la distancia a recorrer por el
vehiculo es larga o si se transportan muchos peces, debe colocarse un aereador con

agitadores, aire comprimido u oxigeno.

B) Bolsas plasticas:

Estas deben llenarse a 1/4 o 1/6 de su capacidad con agua libre de cloro y el resto
con aire, o puede sustituirse por oxigeno para enviarlo por autobus, avion, etc. Este
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método es el mas adecuado y econémico, pero debido a la poca cantidaa de peces que
caben en la bolsa, se deben seleccionar hospederos pequefios, ya gue éstos tienen me-
nos demanda de oxigeno que los de talla mayor y su efectividad aumenta si se coloca
hielo por fuera de la bolsa, la cual debera estar bien sellada.

C) En Hielo o Congelador:

En este caso, los peces se introducen en bolsas de plastico sin agua para evitar la
pérdida de agentes infecciosos (principalmente protozoarios) localizados en la piel y se
colocan sobre el hielo. Esta forma es util cuando no es posible destinar peces vivos
para el diagnostico y la distancia en tiempo es corta. Si la distancia es grande puede
utilizarse una doble bolsa plastica con la cantidad de agua suficiente para cubrir al pez;
cerrar herméticamente y colocarla en el congelador toda la noche y después en una
hielera para prolongar su conservacion. El hielo no puede preservar al pez durante mas
de 24 horas, pero si se coloca en la hielera con 2-5 kilos de hielo seco (CO, sélido)
éste puede mantenerlo congelado por mas de 48 horas.

D) Preservativos quimicos:

Este medio permite mantener por un tiempo prolongado a los peces que seran
sometidos al analisis parasitologico (incluyendo bacterias). Un buen fijador que puede
utilizarse para estos casos es el formaldehido al 10%, éste es recomendable cuando se
requieren peces muertos y no se desea realizar un analisis bacteriologico. En este caso,
los peces enteros o trozos de tejido se introducen al liquido fijador tan pronto como sea
posible. Debe utilizarse cinco veces o mas del volumen del fijador en comparacion con

el volumen del tejido y mantenerse asi por un lapso minimo de 24 horas para posterior-
mente preservarse en formol al 5%.

Los datos gue deben acompanar a los peces seleccionados para el examen son:
edad, sexo, nombre cientifico del pez, tratamiento al que haya sido expuesto con ante-
rioridad, identificacion y tipo de estanque o tanque, profundidad promedio, tempera-
tura, calidad del agua y otras que se consideran necesarias.

TECNICAS PARASITOSCOPICAS*

Para la identificacion de las diversas formas parasitarias es necesario procesar de-
bidamente el material infectado utilizando las técnicas que se incluyen en el diagnés-
tico de certeza o de laboratorio, éste comprende el examen macroscopico (con peque-
Nos aumentos) y el examen microscopico que se logra mediante preparaciones directas
permanentes y meétodos de enriquecimiento.

a) Preparaciones directas: Incluye microscopia con contraste de fases, fluores-

cencia, campo claro u obscuro examinandose el material en fresco o con tinciones
vitales.

b) Preparaciones permanentes: El diagnostico con este método se aplica en in
prontas de visceras, gota gruesa, frotis de heces o directamente sobre protozoarios,
helmintos o bacterias y utiliza basicamente microscopia de campo claro.

*

Ver capitulo 12.

98

ani i tao
¢) Métodos de enriquecimiento: Estosl pueden ser me'canlcfoi (tsr?)luigﬁgeig:oegultih
paja densidad para heces fecales) o biolégicos (coprocultivos, fototrop :
vos) mediante cultivos de sangre, heces, exudados, etc.

3si inarse
En cuanto se obtenga el ejemplar con sospechas de.paras;)tosél cé?]b%l;esxqagga =
visualmente (examen macroscopico) piel, aletas, branquias y bocC

i fo i cus o pus-
quistes, coloracion anormal, hemorragias externas, secrecion excesiva de mu p

j [ i0.
tulas de las cuales se toma una muestra y se observa bajo el microscop

ada uno de los 6rganos en solucion

i [ olocando ¢ ' OlU
B incluyendo la cavidad celomica.

salina, para ser examinados macroscopicamente,

La identificacion definitiva se realiza con la ayuda de técnicas de fijacion, tincion y
transparentacion para lograr preparaciones permanentes.

Flagelados

[ i irectas de la
Los flagelados intestinales pueden observarse vivos €n preparaciones direc

siguiente manera:

1. Colocar una gota de solucion salina fisiologica (0.65%) en un portaobjetos.

2. Depositar sobre ésta una pequena cantidad de la muestra con un aplicador y

resuspender.
3. Colocar un cubreobjetos.

4 Observar al microscopio en seco fuerte.

anentes de los flagelados se hac_?n frotis
del contenido intestinal y se tinen con
Gomori o Giemsa.

Para la realizacion de prepargciones perm
de la superficie externa de la piel Fiel pez Od
Hematoxilina Férrica, Colorante Tricromico de

El procedimiento para la Técnica Tricromica es la siguiente:

1. Fijar en Schaudinn por 1 hr a temperatura ambiente 0 5 min a 50 grados centi-
grados en bano Maria.

2 Alcohol al 70% yodado (1 min).

3. Alcohol al 70% (1 min).

4. Alcohol al 70% (1 min).

5 Colorante tricromico (2-8 min).

6. Alcohol al 90% acidificado (5-20 seg).
7. Alcohol 95% (1 min).

8. Alcohol 100% (1 min).
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9. Carboxil 1 mi
ilol (1 min). 2. Fijar con alcohol sublimado.

10. Xilol (5- '
(5-15 min). 3 Tefir con Hematoxilina Ferrica.

11. Montar en resina sintética neutra. Otra manera:
; |

La tincion con Giemsa se realiza de la siguiente forma: 1. Dejar secar el frotis.
|

1. Hacer un frotis extendido sobre un portaobjetos. 2. Fijar con metanol.
1

2N Eijarico i : :
: J n metanol (3 min). 3 Tenir con el Colorante de Giemsa.

3. Sumergir en el colorante de Giemsa (30-45 min).
Myxosporidios

4. i
Agregar buffer de Giemsa (agua de la llave con unas 5 gotas de colorante, debe De los quistes localizados en piel y agallas:

tomar un color azul).
1. Comprimir entre portaobjetos y cubreobjetos para observar el tamano, forma del

i,f; | 5. Lavar en agua de la llave. Dejar secar y examinar. ; : : : _ :
: quiste y capsulas polares. Examinar el material en fresco con un MICroscopio.
LG Sarcodinos i
s 0 7 2 Fijar otros frotis en metanol. il
e 1 na vez detectados en las heces fecales por observacic i
. , i ion directa (con | - : : : : i :

_ gfneﬁnhgf)' se procesan siguiendo las técnicas de Hematoxilina Fe’r(rica ou‘lg’?ilc?cbsrr?ilga 3. Tenir con azul de metileno. Determinar el tiempo de tincion mediante pruebas.
i l.
| ; 4. Lavar con agua.

g Técnica de Hematoxilina Férrica:
a ’; 5. Deshidratar gradualmente en alcohol etilico 70, 80, 90 y 100% (3 min en c/u).
. d | 1. Después de fijar en Schaudinn y lavar -
| | etilico 70%. / e dleahpleyoaados(i smin)ovealconol 6. Transparentar en xilol (3-5 min).

.i;;:
2. Enjuagar en agua tres veces. 7. Montar en resina sintetica o balsamo de Canada.
s esporas aparecen sobre un azul

Las capsulas polares se tifien azul obscuro y la
una gota de

filicas se tinen de café si el frotis se realiza sobre

i‘
i 3. Pasar a solucion mordiente (sulfato ferri i
£ : érrico amonia 0
: minutos en bafio Maria. Selgdisgleenabe il 15 claro. Las vacuolas yodo
i lugol.
4. Enjuagar en agua.
Si se desea, puede fijar el material con 0 sin una muestra de tejido en formol al 10%

[ ' 5. Introducir en Hematoxilina Férrica de Heidenhain (5-10 minutos). o alcohol 0%
También puede tenirse con Giemsa 0 Hematoxilina.

6. Enjuagar en agua corriente.
- D -t e . :

ecolorar en solucion sulfato férrico amoniacal al 0.25% (10 min). (Observar al : Ciliados |

|

microscopio la diferenciacion de las estructuras.)
1. Fijar el frotis de tejido o branquias en alcohol sublimado, procurando eliminar

| 8. Lavar en agua corriente. los restos de tejido
9. Deshi in), i ' .
} < x"e;|h|cir5<3\tr:1r. en alcoho'I 70, 80, 90 y 100% (5 min), introducir en carboxilol (1 2 Tenir con Hematoxilina de la Fiel o de Heidenhain. Determinar el tiempo de
y xilol (15 min) respectivamente para montar en resina sintética. tincion i
: i

Lavar con agua destilada hasta que adquiera un color azul. !
|

| Microsporidios y Coccidios 3.
ik
l i ' i ji
| 1 Preparar frotlslen portaobjetos de los quistes, tomando en cuenta que su locali- 4. Si la preparacion EeliicobiCieni i e S e |
, zacion en el pez es importante para su clasificacion. agua destilada.
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