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Presentacion

1995 el Grupo Especialista en Tortugas Mari- de tortugas mueren cada afio al ser capturadas
nas (MTSG por sus siglas en inglés) publicé unaaccidentalmente en artes de pesca activas o abandonadas.
strategia Mundial para la Conservacion de Asimismo, muchas areas de anidacién y alimentacion han
Tortugas Marinaskn ella, se definen lineamientos sobre quedado inhabilitadas o presentan un franco deterioro, por
los cuales se deben encauzar los esfuerzos para recupetas derrames de petréleo, acumulacion de desechos qui-
y conservar a poblaciones de tortugas marinas reducidasicos, plasticos no-degradables y otros desechos
drasticamente o en proceso de declinacion, en todo ehntropogénicos; aunado a los desarrollos costeros de alto
ambito de su distribucion global. Como elementosimpactoy, al incremento del turismo y la diversificaciéon de
singulares en la estructura funcional de ecosistemagstas actividades tanto en la zona costera como en la
complejos, las tortugas marinas sostienen una relaciémceanica.
importante con habitats costeros y oceanicos. Por ejemplo, ~ Para reforzar la supervivencia de las tortugas marinas,
contribuyen a la salud y el mantenimiento de los arrecifeses indispensable que en todos los paises localizados en las
coralinos, praderas de pastos marinos, estuarios y playayeas de distribucion de estas especies, el personal que
arenosas. L&strategiarespalda programas integrales realice los trabajos de conservacion en el campo, recurra a
orientados a prevenir la extincién de las especies y promuevineamientos estandarizados y a criterios apropiados. Las
la recuperacién y el sostenimiento de poblacionestécnicas de conservacion y manejo estandarizadas pro-
saludables de tortugas marinas que realizan eficientement@ueven la recopilacion de datos comparables y hacen
sus funciones ecolégicas. posible el compartir los resultados entre los paises y
Las tortugas marinas y los humanos han estadagegiones.
vinculados desde los tiempos en que el hombre se En tanto que este manual tiene el propdsito de cubrir
establecié en las costas e inicié sus recorridos por losa necesidad de lineamientos y criterios normalizados,
océanos. Por innumerables generaciones, las comunidadégconoce a la vez, que un sector creciente de interesados
costeras han dependido de las tortugas marinas y sudn el trabajo de campo y tomadores de decisiones requieren
huevos para la obtencién de proteinas y otros productosorientacion sobre las siguientes interrogantes : ¢cuando y
En muchas regiones, esta practica alin continda. Sin enpor qué seleccionar una opcion de manejo entre las
bargo, durante el transcurso del siglo XX, el incremento erdisponibles? y ¢ como instrumentar efectivamente la opcion
la comercializacion intensiva de los productos de tortugaseleccionada y evaluar los logros obtenidos?
marina ha diezmado muchas poblaciones. Debido al  El Grupo Especialista en Tortugas Marinas de la UICN
complejo ciclo de vida de las tortugas marinas -en esteonsidera que un manejo apropiado no puede realizarse
proceso los individuos migran entre varios habitats quesin el soporte de una investigacion de alta calidad enfocada,
pueden incluir la travesia de toda una cuenca oceanicaen la medida de lo posible, hacia tematicas criticas para la
para su conservacion, se requiere de una planeacién debnservacion. Nuestra intencion es que este manual sea
manejo con un enfoque de cooperacion internacional, quele provecho a los interesados en la proteccion y manejo de
reconozca la interconexién entre habitats, de poblacionefas tortugas marinas de todo el mundo. Reconociendo que
de tortugas marinas y de poblaciones humanas, en tantos programas con mayores logros, combinan las técnicas
gue se apligue el mejor conocimiento cientifico disponible.de censo tradicionales con el manejo de bases de datos
A lafecha, nuestro éxito parar llevar a cabo cualquieraelectronicas y el analisis genético con telemetria satelital,
de ambas tareas ha sido minimo. Las especies de tortugéscnologias que apenas podrian ser vislumbradas por los
marinas estan catalogadas como “En peligro critico”, “Enconservacionistas de la generacién anterior, dedicamos este
peligro” o “Vulnerable” por la Unién Mundial para la manual a los conductores del manejo y conservacién de
Naturaleza (UICN). La mayoria de las poblaciones hanlos recursos naturales del siglo XXI, quienes enfrentaran
disminuido inexorablemente como secuela de las practicatos cada vez mas complejos retos de una administracion
de extraccion no sustentables para el aprovechamiento depropiada. Esperamos que encuentren en este manual un
su carne, concha, aceite, pieles y huevos. Decenas de milentrenamiento y asesoria Utiles.

Karen L. Eckert

Karen A. Bjorndal
F. Alberto Abreu Grobois
Marydele Donnelly
Editores
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Toma de Muestras de Tejidos y Técnicas para la Necropsia

Elliott R. Jacobson

Department of Small Animal Clinical Sciences, College of Veterinary Medicine, University of
Florida, P. O. Box 100126, Gainesville, Florida 32610 USA; Tel: +1 (352) 392-4700 (x4773);
Fax: +1 (352) 392-6125; email: JacobsonE@mail.vetmed.ufl.edu

Para una comprension completa de los factorescardiocentesis, al retirar la aguja, debe usarse un
gue ocasionan lesiones, enfermedades y mortandadgsegamento quirtrgico como el Vetb8n@M Ani-
en tortugas marinas es necesario analizar muestrasial Care Products, St. Paul, Minnesota 55144
de tejidos antes y después de la muerte del animalEE.UU.) o Nexabarfd(Veterinary Products Labora-
En el examerantemortenel muestreo individual o tory, Phoenix, Arizona 85013 EE.UU.), para cubrir
multiple de los tejidos es llamado "biopsia“, y se el orificio dejado en el plastrén. De lo contrario,
utiliza para estudios patoldgicos o biolégicos. Mien- podrian introducirse organismos patégenos a través
tras que el examegyostmortenen humanos se conoce del orificio y hacia el corazén y provocar una
como "autopsia“, en un animal se le conoce comoinfeccién (pericarditis). Ver Owens (este volumen)
"necropsia”. En este capitulo se revisaran las técnicapara instrucciones detalladas en cuanto al muestreo
utilizadas para biopsias (muestreo de tejidos) yde sangre.
necropsias. También, se discutira por qué son impor-  La piel es el tejido s6lido mas comdn para las

tantes y cuando deben efectuarse. biopsias. En la mayoria de las situaciones, puede
L. ) ) usarse un anestésico local, como el hidrocloruro de
Tecnicas para Biopsias lidocaina al 2% (HCI de lidocaina, Phoenix Pharma-

Una biopsia se realiza para tener mayor ceuticals, St. Joseph, Missouri 64506 EE.UU.) que
informacion sobre la naturaleza de una lesion y parase aplica alrededor del sitio de muestreo. Antes de
determinar la terapia mas adecuada. También, lasealizar la biopsia, el sitio elegido y el tejido que lo
biopsias pueden provenir de diferentes tejidos yrodea deben limpiarse quirtirgicamente; esto significa
proveer datos relativos al ciclo de vida de la poblacionque debe limpiarse con tres aplicaciones alternas de
bajo estudio. Las biopsias de los tejidos de la piel seetanol al 70% y un jabén quirtrgico de yodo (p. €j.,
colectan para estudios genéticos, y las biopsias d@Betadine Surgical Scrub: The Purdue Frederick Co.,
hueso para la determinacion de la edad. InformacionNorwalk, Connecticut 06856 EE.UU.). El uso de
especifica sobre la obtencion de biopsias para estudioguantes quirtrgicos estériles es necesario. La muestra
sobre el origen genético podra encontrarse ense obtiene usando una hoja de bisturi (#10 o #15), un
FitzSimmonset al. (este volumen). punzon o sacabocados para biopsias (p. €j., Dispos-

La sangre, un tejido liquido, es la biopsia able Biopsy Punch: Premier Medical, Norristown,
comunmente realizada por los bidlogos en el campoPennsylvania 19404 EE.UU.). Después de la
Generalmente, la sangre se obtiene del seno cervicadxtraccion de la muestra, la herida puede suturarse o
de tortugas marinas juveniles y adultas (Owens ydejar que cicatrice por granulacion.

Ruiz, 1980); en neonatos, la sangre se colecta del Dependiendo del tipo de lesién, se colectan
corazon (cardiocentesis), pasando la aguja a travéguestras Gnicas o multiples. La preservacion sub-
del plastron en posicion invertida (dorsalmente) secuente de la muestra dependera de las diferentes
(Samouret al, 1984), o del seno cervical (Bennett, pruebas de diagnosis a las que seran sometidas. Para
1986). Antes de la colecta de la muestra, se debaina evaluacién histolégica, debe fijarse una porcién
limpiar el tejido epitelial alrededor del sitio elegido de cada muestra en formol neutralizado al 10% (FN),
con etanol al 70%. Cuando se lleva a cabo laen una proporcién muestra-volumen de formol de

246 Técnicas de Investigacion y Manejo para la Conservacion de las Tortugas Marinas



1:10. El FN, solamente puede penetrar 6 mm en 24muestras de contenido estomacal; y (6) parasitos.
horas, asi que el tejido debe ser lo suficientemente De preferencia, las necropsias deben realizarse
delgado para permitir una fijacion adecuada. Si loslo mas pronto posible después de que ocurre el deceso.
tejidos se mantienen por mas de 48 horas en un fijadorSi la necropsia se retrasa, el cuerpo de la tortuga
deben transferirse del FN a etanol al 70%. Si lasmuerta debe ponerse en un cuarto refrigerado o en
muestras van a someterse a ensayos de aislamientdelo molido. Evite la congelacién del cadaver, ya
microbiano, primero deben limpiarse con una que esto causara cambios artificiales en los tejidos.
solucién salina estéril para eliminar el excedente dePara que las necropsias sean mas informativas, deben
alcohol y después con Betadine, antes de colocarsee realizarse dentro de un periodo de 24 horas después
en un contenedor estéril para su envio al laboratoriade la muerte.
de diagnostico. Los tejidos utilizado para el andlisis  Para obtener informacion més detallada, deben
histolégico nunca deben congelarse porque esteonsultarse los procedimientos de necropsias para
proceso induce la cristalizacién. De antemano, lostortugas marinas descritos por Campbell (1996) y la
responsables de la colecta deben contactar aguia de necropsias de tortugas marinas de Wolke y
laboratorio de diagnéstico para recibir informacion George (1981). El equipo necesario para una necrop-
especifica en cuanto al transporte de muestras. Lasia se enlista en la Tabla 1. Es importante ponerse
biopsias también pueden ser obtenidas de estructura®pa adecuada que pueda lavarse y usarse en la
viscerales. Estas potencialmente pueden obtenerse esiguiente necropsia. Esto incluye botas de hule o
el campo, pero en la mayoria de las situaciones somrotectores de zapatos y guantes de hule. Para reducir
llevadas a cabo en un hospital veterinario bajoel riesgo de inhalar materiales extrafios y patégenos
anestesia general. Un gas anestésico cominmentgotenciales, debe usarse en todo momento una
usado es isoflurano (p. ej., Aerr&néort Dodge  mascarilla. Las hojas de reporte para necropsias
Animal Health, P. O. Box 25945, Overland Park, varian entre las instituciones (se puede hallar un
Kansas 66225-5945 EE.UU.). Las biopsias puedenejemplo en Wolke y George, 1981) y no se han
obtenerse de la regién gastrointestinal usando urestandarizado. Debe registrarse la informacion
endoscopio de fibra 6ptica flexible y un dispositivo pertinente, incluyendo la especie, su peso, longitud y
para biopsias. Las biopsias de otras estructuras visceancho de carapacho y plastron, sexo (verificado por
rales, como el rifidn o el higado, pueden obtenersda examen interno), condiciones climatolégicas, y las
por laparotomia o usando una técnica de ultrasoniddioras de inicio y terminacién de la necropsia.
como guia y varios aparatos automatizados deldealmente, una persona lleva a cabo el examen post-
biopsias. De nuevo, hay que consultar con un hospiimortem y otra registra la informacién. Alter-
tal veterinario para analizar las opciones disponibles.nativamente, puede usarse una grabadora y transcribir
L. . la informacion posteriormente. Para animales en
Técnicas de Necropsia cautiverio, debe registrarse un resumen del historial
Para determinar la(s) causa(s) de muerte de unalinico de la tortuga. Para tortugas silvestres muertas,
tortuga, debe realizarse una evaluacion postmortentiebe anexarse la hoja de campo con registros del
minuciosa. La calidad de la necropsia dependera devaramiento al informe de la necropsia. Deben tomarse
conocimiento y entrenamiento de la persona quefotografias de todo el cuerpo de la tortuga, tanto dor-
realice el examen. Idealmente, la persona deberigal como ventralmente, y de cualquier lesion.
contar con amplia experiencia y conocimiento de la  Las necropsias se empiezan por el exterior y
anatomia de tortugas marinas. Informacion acerca deontintian hacia la parte interna de la tortuga de una
la estructura anatomica visceral de las tortugas marimanera metodica. El exterior de la tortuga debe
nas puede encontrarse en diversas fuentes (p. ejexaminarse minuciosamente, para describir todas las
Rainey, 1981). Que la necropsia sea llevada a cab@anormalidades. Deben usarse dibujos dorsales y
en el campo o en una instalacion de diagnésticoventrales de tortugas para indicar la ubicacion de las
veterinario determinara la profundidad del examen.lesiones (es Util si la hoja de datos incluye una silueta
Se debe de estar preparado para colectar las siguient@atron). Se anotan las heridas en el carapacho y en
muestras: (1) tejidos para analisis histopatologicos;tejidos blandos. Se registra cualquier otro cambio,
(2) tejidos para microscopia electronica; (3) muestrascomo inflamaciones que fusionan los espacios de
para microbiologia; (4) tejidos para toxicologia; (5) huesos grandes y protuberancias cutaneas y
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subcutédnea. Deben colectarse muestras de todas lasuestras para andlisis microbiologico estén lo menos
lesiones significativas para el andlisis histopatoldgico.contaminadas posible. A medida que la necropsia
Las muestras se ponen en FN al 10% con ungrogresa, la contaminacion de los tejidos es inevi-
proporcion de tejido-volumen de fijador de 1:10. Si table. Las muestras de las lesiones pueden tomarse
se colectan tejidos duros como huesos grandes, debezon equipo de cultivo apropiado o se pueden colectar
fijarse en un contenedor separado de los tejidosporciones de manera aséptica (usando instrumentos
blandos para permitir una penetracion y fijacion ya sea flameados o estériles), puestas en un
adecuada. contenedor estéril y transportadas a un laboratorio
La apariencia general de la tortuga determinarade diagnéstico para su cultivo. La forma del transporte
si se continla 0 no con la necropsia completa. Si lade la muestra, dependera del tipo de cultivo que vaya
tortuga se encuentra en un avanzado estado de camb#@ experimentarse. En general, las muestras deben
postmortem: hinchada por los gases, la piel des-transportarse ya sea en hielo molido o hielo seco. Si
colorida, o los escudos desprendiéndose della muerte del animal es reciente (1 hora), puede
carapacho, el andlisis de esos tejidos no producirarcolectarse sangre del corazon para el cultivo de
buenos resultados para una evaluacion histo-organismos aerdbicos. De nuevo, hay que consultar
patoldgica. a un veterinario o al laboratorio de diagndstico para
La necropsia continGa con la tortuga yaciendo la seleccién de un medio de transporte adecuado.
en posiciéon dorsal (con el plastrén hacia arriba). El En la continuacién de la necropsia, todos los
plastron es removido completamente, separandolo debrganos principales son identificados (Rainey, 1981)
carapacho a lo largo del puente marginal, en ambogy se toman muestras que incluyen lo siguiente: lengua,
lados, y de la piel en las areas de union. El &rea gulamusculo esquelético, glotis, traquea, pulmones, timo,
de la mandibula inferior es cortada por el centro y atiroides, glandula suprarrenal, pancreas, corazon,
lo largo de los bordes de la mandibula. La incision eshigado, vesicula biliar, es6fago, estomago, intestino
extendida hacia la orofaringe y una vez terminada,delgado, intestino grueso, vejiga, 6rganos y conductos
pueden levantarse y quedar expuestas la lenguaeproductores y cerebro.
glotis, y region proximal de la trAquea. Esto permite Para microscopia electrénica, pequefas porciones
la visualizacion de la cavidad oral y la toma de (1 mm?3) de tejido de interés deben fijarse en solucién
muestras de los tejidos de interés. Las porciones dele Trumps (McDowell y Trump, 1976). Si en el exa-
lengua y glotis son colectadas para analisis histo-men microscoépico de tejido fijado en FN se observa
I6gico. Asi, puede ser muestreada el area de transicibnn cambio, como la presencia de inclusiones que
entre tejido saludable y anormal. Esta area essugiera una infeccién viral, puede procesarse una
importante para buscar patdgenos. La traquea y epequefia porcion de tejido para el analisis de
esOfago son separados de la base craneal y de lasicroscopia electrénica. Incluso, es posible usar
miembros anteriores como una unidad. Enseguida lasejido montado en parafina para identificar la
aletas anteriores y posteriores y sus uniones asociadggesencia de virus. La mayoria de los virus se
son removidas. Con la separacion de esas porcionegreservan relativamente bien en parafina.
del cuerpo, puede visualizarse toda la cavidad Para analisis de metales pesados pueden
celémica. colectarse muestras de rifién, higado, cerebro,
Antes de continuar con la recoleccion de madsmusculo esquelético, pancreas, piel, estbmago,
muestras, éste es un buen momento para examinar siontenido estomacal, heces fecales y orina;
en la cavidad celémica hay lesiones obvias. Debencolocandolos en bolsas individuales de T€efIBRP
describirse todas las lesiones detectadas, anotando gpropileno etileno fluorinizado) o se pueden usar
tamanio, color, forma y consistencia. Si se observarbolsas de plastico si es necesario, y se congelan con
fluidos en exceso o con falta de color en la cavidadhielo seco o en un ultracongelador hasta que sean
celémica, debe obtenerse una muestra para su cultivasometidas a andlisis. Se recomienda el uso de navajas
Una cantidad pequefia de fluido puede usarse parae titanio y hojas de Teflon. Si no estan disponibles,
hacer un frotis y realizar un examen citolégico. El una alternativa es separar los tejidos con los dedos,
examinar visualmente la cavidad celémica para verhabiéndose enjuagado previamente las manos en al-
si hay cambios y colectar muestras en esta etapa deohol y luego colocando las muestras en bolsas de
la necropsia es importante para asegurarse de que lageflon (Beckeet al, 1994). Los instrumentos deben
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puede cumplirse, los frascos pueden llenarse hasta %
de su capacidad y mantenerse congelados (por lo
menos a -20° F) hasta que sean analizados. Para evitar

Tabla 1. Lista de Equipo para Necropsias.

; ;ﬁfsddeemhﬁreaglzﬂk?ierr(igzgdheuclzzdaara zapatos qu_e los frascos se quiebren se ingljnan ligeramente
3. Guantes de hule al introducirlos al cong,elz?ldor. _Tamblen pueden usarse
4 Mascara frascosy bqlsas de plastlcc_); sin embargo, puede k}aper
5 Camara transfere_pua de Sl{bs.tanuas no deseadas del plastico
6. Cuerda, etiquetas, botellas, pluma a prueba de aguaa IQ? .te“dosl PIaStICOS,CIO”nadOS (cloruro de
7. Eérceps (varios tamafios) polivinilo) y plasticos con ésteres de ftalatos _pueden
8. Tabla para cortar tejido presgntar problemas (Beasley, com. pers.). Sise usan,
9. Navajas para necropsia y afilador asegurese o_le darle a su analista frascos o bolsas vacias
10. Navajas de bisturi (#20 y #10) y mango del mismo .tlpo. De esta manera puede hacer'pruebas
11. Tijeras postmortem para ver si hay o no substancias que interfieren el
12. Lampara de alcohol o mechero de gas butano analisis o lo Contamilnen. . o .
13. Cerillos o encendedor Al colectar helmintos para su identificacion, los
14. Alcohol al 70% trematodos deben de ser puestos en un plato que
15. Contenedores con FN contenga agua de la llave, el cual se pone en un
16. Fijador para microscopia electrénica, como solucionrefrigerador por una noche para permitir que los
de Trumps (debe mantenerse en hielo) parasitos se relajen. Después deben ser puestos en
17. Bolsas estériles de plastico que puedan ser selladasuna solucion AFA (alcohol-formol-acido acético)
18. Tubos criogénicos consistiendo de 8.5 partes de etanol, 1 parte de formol
19. Cotonetes para cultivo microbiano comercial y 0.5 partes de acido acético glacial. Los
20. Medio de transporte microbiano nematodos deben de ser puestos en acido acético gla-
21. Hielo seco y hielera cial concentrado o etanol al 70% caliente para ser
22. Balanza (hasta 250 g) fijados y transferidos a una mezcla de 9 partes de
23. Sierra Stryker etanol al 70% y una parte de glicerina. Todos los
24. Vernier materiales presentados al parasit6logo deben de tener
25. Portay cubreobjetos datos completos incluyendo la especie parasitada, el
26. Hoja de necropsia y cuaderno 6rgano o tejido parasitado, la localidad de la colecta,

fecha de colecta, y colector.

Al final de la necropsia, el cuerpo de la tortuga
debe de ser desechado de acuerdo con los reglamentos
limpiarse entre colectas de diferentes tejidos/muestrasocales.
para evitar la contaminacion entre las muestras. Las examinaciones postmortem son la mejor

Para el analisis de compuestos organicos, debemanera de tratar de establecer las causas de mortandad
colectarse muestras de grasa, higado, rifion y musculen tortugas marinas. Sin embargo, no es siempre
del esqueleto. Los especimenes pueden colectarsgosible determinar la(s) causas(s) especifica(s) de
individualmente en frascos de vidrio enjuagados conmuerte . Alin la mejor necropsia puede resultar en un
acetona, cubiertos con papel de aluminio enjuagadaliagndstico no conclusivo. Muchos pesticidas y
en acetona (hay que enjuagar el lado brilloso y ponerlacontaminantes pueden causar cambios no detectables
hacia el interior del frasco) antes de ponerle la tapgpor microsccopia 6tpica en los tejidos y tratar de
(Beasley, com. pers.). Esto evitara el contacto entreestablecer una relacion causal es dificil, y mas adn
el especimen y el sello de goma. Los frascos debemue dosis letales para estos compuestos aln no han
de llenarse lo mas que se pueda y mantenerse esido determinadas. AlUn asi, las necropsias
refrigeracion hasta antes de la extraccion paraproporcionan informacion indispensable sobre las
prevenir los contaminantes organicos. Esto disminuiracausas de morbidez y mortandad las cuales no podrian
la pérdida de compuestos volatiles en el aire contenidser derivadas de otros métodos. Desafortunadamente,
en la porcion superior del frasco. Después de laexisten relativamente pocos reportes sobre causas de
colecta, las muestras deben enviarse a un laboratorimortandad en tortugas marinas en el medio silvestre
apropiado lo mas pronto que sea posible. Si esto ngGlazebrook y Campbell, 1990).
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