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RESUMEN

La hematologia ha mostrado ser una buena herramienta para apoyar al diagnéstico de
diversas condiciones en animales. En peces destinados a produccion, es necesario estudiar y
estandarizar las metodologias para obtener parametros sanguineos y asi contar con
indicadores que aporten al control sanitario. El recuento de leucocitos totales otorga
informacion en relacion al estatus inmunoldgico, pero los métodos validados representan
cierta dificultad al momento de su uso en terreno ya que requieren implementos de
laboratorio y personal calificado para su ejecucion. Por ello, el objetivo principal fue
establecer un método de recuento indirecto de leucocitos totales en frotis sanguineo en
individuos de trucha arcoiris clinicamente sanos, como alternativa al método estandar
utilizado comunmente en laboratorio.

En dos muestreos separados por 2 semanas se obtuvo muestras de sangre en tubos con
heparina litio de 54 ejemplares de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) procedentes de la
piscicultura Rio Blanco, Quinta region. A cada muestra se le realizaron recuentos totales de
leucocitos mediante el método directo del hemocitometro en cdmara de Neubauer (RTL-CN)
y recuentos totales de leucocitos por método indirecto en frotis sanguineo (RTL-FS). El
promedio de recuento en RTL-CN fue 19.499 leucocitos/uL con coeficiente de variacion
(CV) de 47,88%. El promedio de recuento en RTL-FS fue 43.552 leucocitos/uL con
coeficiente de variacion de 32,18%. Estos resultados muestran un menor coeficiente
variacion en el recuento indirecto (RTL-FS) lo que podria deberse a la rigurosidad con que
se trabajé la preanalitica y analitica del método, condiciones que son puntos criticos en la
ejecucion de los recuentos celulares. La correlacion entre ambos métodos fue de 0,65
(p<0,0001) positiva y estadisticamente significativa, pero no suficiente para validar el
recuento indirecto segun lo sugerido por la literatura (>0,80) atin cuando es mas alta que la
obtenida por Veliz (2013) bajo la misma metodologia, lo que sugiere la posibilidad de ser

utilizada en estimaciones de leucocitos.

Basado en lo anterior, se postulé un modelo matematico predictor de valores promedio de
recuento de leucocitos en camara de Neubauer a partir de recuentos de leucocitos realizados
en frotis sanguineo. De acuerdo a lo referido hasta ahora en la literatura, este seria el primer

modelo matematico descrito con el objetivo principal de generar una herramienta de apoyo



al diagnostico que pueda ser utilizada en el monitoreo de leucocitos totales en peces a nivel
de terreno.

Palabras clave: camara de Neubauer, trucha arcoiris, recuento total de leucocitos, método
indirecto.



SUMMARY

Hematology has shown to be very useful as a diagnostic approach tool in several animal
conditions. Particularly, in fish culture species is necessary to study and standardize
methodologies in order to obtain reliable blood parameters to assess sanitary control. White
blood cell (WBC) counts bring relevant information of the immunologic status in fish, but
validated laboratory methods are time consuming and require qualified people to develop
them. The aim of this study was to establish an indirect WBC count in blood smears as an
alternative method to the hemocytometer in Neubauer chamber.

Fifty four rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) specimens from Rio Blanco fish farm,
located in the Fifth Region, were sampled twice separated by 2 weeks. In each fresh blood
sample WBC counts were performed by a direct hemocytometer method in Neubauer
chamber (RTL-CN) and by an indirect method in blood smears (RTL-FS). The average count
in RTL-CN was 19,499 leucocytes/uL with a variation coefficient (CV) of 47.88%. The
average count in RTL-FS was 43,552 leucocytes/pL with a variation coefficient of 32.18%.
This results show a less CV in the indirect method (RTL-FS) which may be explained by the
accuracy in preanalytic and analytic work, requirements that are essential and critical in
manual cell counts. The correlation between both methods was 0.65 (p<0,0001) positive and
statistically significant, higher than the one obtained in a similar study (Veliz, 2013), but not
enough to be validated, although it suggests the indirect method could be used in leucocyte
estimations in blood smears.

Based on the above and other statistical information obtained in this work, we propose a
mathematical predictive model of WBC counts obtained by means of smear leucocyte counts,

which in our understanding, is the first screening hematological tool for fish leucocytes.

Key words: Neubauer chamber, fish leucocytes, rainbow trout, WBC, indirect method



INTRODUCCION

La hematologia veterinaria ha mostrado ser una valiosa herramienta diagndstica para evaluar
la condicion de salud en animales ya que son indicadores confiables de cambios fisiol6gicos

y patoldgicos.

A diferencia de los mamiferos, la hematologia diagnostica en peces ha tenido su mayor
desarrollo durante las Ultimas 2 décadas debido a algunas circunstancias que la hacen mas
desafiante. La gran cantidad de especies y diversidad ecoldgica junto con algunas diferencias
en relacion con la morfologia y funcion de las células sanguineas, sumado a limitaciones

técnicas de recuento celular, crean un complejo escenario para su uso en el diagnostico.

En peces con fines productivos, cuando se debe tomar una muestra de sangre a una gran
cantidad de individuos, es altamente probable que ocurra distorsion y deterioro celular lo que
afecta en gran medida la precision analitica de los resultados al hemograma. Por ello, es
necesario perfeccionar los métodos de andlisis sanguineo, en particular aquellos relacionados
con los recuentos celulares, ya que se efectian de forma manual y no mediante el uso de
equipos automatizados, debido a la presencia de eritrocitos y trombocitos nucleados junto

con los leucocitos.

De acuerdo a lo anterior, el objetivo principal de este estudio fue investigar la posibilidad de
instaurar un método manual indirecto de recuento de células leucocitarias en trucha arcoiris
como una alternativa de campo en la obtencidn de parametros y caracteristicas hematolégicas
confiables y compararlo con el método estandar de recuento celular directo realizado

mediante hemocitometria.



REVISION BIBLIOGRAFICA
Aspectos de la produccion

De acuerdo a la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura
(FAO, 2016), la produccién acuicola mundial de peces representé el 44,1% de la produccion
total de la pesca de captura y la acuicultura en 2014, un cifra superior al 42,1% alcanzado en
2012 y al 31,1% registrado en 2004. Estas cifras evidencian el notable crecimiento de la
industria en los Gltimos afios, explicado principalmente por el aumento en el cultivo de peces

sobre otras especies acuicolas.

La proporcion del salmon y la trucha en el comercio mundial de pesca y acuicultura ha
registrado un fuerte incremento en los Gltimos 20 afios, hasta el punto que, considerados en
conjunto, en 2013 pasaron a ser el producto individual mas importante en términos de valor
comercial para la industria acuicola (FAO, 2016). La demanda de salmén cultivado ha
crecido de forma sostenida en los ultimos afios y Chile sigue siendo el segundo productor y

exportador mundial de salmon después de Noruega (FAO, 2016).

En los altimos 50 afios, el consumo mundial de pescado per capita se ha duplicado, pasando
de 10 Kg en la década de 1960 a 20 Kg en la tltima década (FAO, 2016).

La comunidad internacional ha adquirido compromisos sin precedentes con el fin de
enfrentar uno de los mayores desafios del siglo XXI: como alimentar a mas de 9.500 millones
de personas para el afio 2050 en un contexto de cambio climatico, incertidumbre econémica

y financiera, y aumento de la competencia por los recursos naturales (FAO, 2016).

Por la importancia de la industria acuicola, el crecimiento sostenido de la demanda comercial
de peces a través de los afios y el desafio de cubrir necesidades alimentarias en un futuro, es
necesario contar con sistemas acuicolas que sean sostenibles en el tiempo. Existe un acuerdo
general en la Organizacion de las Naciones Unidas (ONU) en gue la sostenibilidad consiste
en seguir manteniendo los beneficios para la sociedad que los sistemas naturales

proporcionan a largo plazo (FAO, 2016).

El buen estado sanitario en los sistemas de produccion, resulta fundamental para el bienestar

y rendimiento optimo de los peces, siendo el control de las enfermedades, parte esencial en
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un programa de gestion. La intensificacion de las producciones aumenta la incidencia de las
enfermedades propias de la especie, con lo cual también aumenta el uso de medicamentos
veterinarios. Por ello su uso debe estar orientado a proteger la salud y bienestar de los
animales, asegurando ademas, que los alimentos que se originan de los animales tratados
sean inocuos para la poblacion humana. Se debe considerar todas las medidas que sean
necesarias para que estos farmacos no causen dafio en el medio ambiente terrestre y acuético,
de tal forma de disminuir el impacto que a futuro se puedan provocar en el ambiente (San
Martin et al., 2014).

Las actividades que ayuden a la deteccion, prevencion, control y erradicacion de
enfermedades de animales acuaticos son claves para asegurar que el sistema productivo sea
sostenible en el tiempo. En este contexto, el desarrollo de la medicina poblacional ha
contribuido a salvaguardar el estado sanitario de los sistemas productivos, centrando su
actividad en la deteccion y prevencion de enfermedades. Dentro de la medicina poblacional,
existen herramientas que ayudan a diagnosticar estados patoldgicos. Una de ellas es la
hematologia, Util en el analisis de situaciones que se pueden presentar en poblaciones

numerosas de animales (Buenafio, 2010).
Importancia del diagnéstico hematoldgico

Las técnicas hematoldgicas desarrolladas para mamiferos se pueden utilizar en los peces con
ciertas modificaciones debido a caracteristicas propias de este Gltimo grupo de vertebrados,
y que también comparten con aves, reptiles y anfibios (Hrubec y Smith, 2010).

Medir pardmetros sanguineos en especies productivas, orienta en la identificacion del estado
sanitario de los animales, y en la efectividad del control de enfermedades infecciosas.
También puede ayudar a detectar desbalances nutricionales y otros estresores que se pueden
presentar durante el proceso de cultivos de peces (Buenafio, 2010). Lo anterior es importante
ya que los sistemas productivos intensivos requieren mantener el control a niveles que

permita sostener el equilibrio entre productividad y salud.

En ictiopatologia el perfil hematoldgico se utiliza con fines de diagnéstico y control de

individuos sanos en especies de cultivo. El analisis de pardmetros hematoldgicos, como la

concentracion de hemoglobina, el hematocrito, recuento celular y la férmula diferencial de
6



leucocitos entregan informacion sobre el estado general del pez, su respuesta a estados
infecciosos bacterianos y virales, parasitosis y evolucion de variadas patologias (Wittwer,
2012).

Sangre

La sangre es un tejido constituido por una matriz liquida, el plasma, en la cual estan
suspendidos los elementos celulares. Su volumen en animales domésticos fluctta entre el 6%
a 11% del peso corporal, siendo mayor en los animales jovenes. Es asi que un pez de 1 Kg
de peso contiene entre 60 a 110 mL de sangre con un contenido celular de 35 a 60% (Wittwer,
2012).

Los componentes celulares de la sangre son: eritrocitos, leucocitos y trombocitos. Dentro de
los leucocitos podemos diferenciar los basofilos, eosinofilos, heteréfilos, linfocitos y
monocitos (Wittwer, 2012).

Los eritrocitos son las células mas abundantes de la sangre. Su principal funcién es el
transporte e intercambio de oxigeno y dioxido de carbono, pero también se les han atribuido
otras funciones relacionadas con procesos bioldgicos diferentes al transporte de gases. Los
eritrocitos de los peces a diferencia de los mamiferos conservan su nacleo. Existen estudios
que han demostrado que los eritrocitos de vertebrados no mamiferos contienen en el nlcleo
cromatina (material genético de la célula: ADN y proteinas) condensada y descondensada, y
en el citoplasma presentan la maquinaria necesaria para poder traducir el acido ribonucleico
mensajero (ARNmM) a proteina. Los eritrocitos de trucha arcoiris contienen ARNm que
codifica para proteinas que tienen funcion de receptores de reconocimiento de patdgenos,
citoquinas o proteinas de fase aguda, todas ellas relacionadas con la respuesta inmune. Esto
indicaria que los eritrocitos nucleados podrian jugar un papel activo en la respuesta

inmunitaria en los peces (Morera et al., 2011).

Los trombocitos son células sanguineas nucleadas, su rol principal es participar en la

hemostasia primaria similar a la desarrollada por las plaquetas en los mamiferos (Wittwer,

2012), activandose por los mismos mecanismos que las plaquetas de mamiferos (Hrubec y

Smith, 2010). Existe evidencia de que los trombocitos de peces también desempefian una

funcién similar a la fagocitosis, la cual podria tener un rol funcional en la respuesta inmune
7



innata de los peces, ademas almacenan moléculas asociadas con el sistema inmunitario en
sus granulos, que tras la activacion, expresan receptores adhesivos e inmunes en su
superficie, y liberan mediadores solubles tales como quimiocinas, citoquinas y péptidos

antimicrobianos (Esteban et al., 2015).

Los linfocitos se encuentran en mayor proporcion en los peces describiéndose valores entre
40% a 77% de los leucocitos totales (Wittwer, 2012). La mayoria de los linfocitos son
producidos en el pronefro y en el timo (Olabuenaga, 2000). Actlan en la respuesta inmune
innata y adaptativa (Hrubec y Smith, 2010), con al menos dos sub-poblaciones funcionales;
los linfocitos T son responsables de la inmunidad mediada por células, los linfocitos B son
responsables de la respuesta inmune humoral con la produccion de anticuerpos (Wittwer,
2012). La inmunidad mediada por células es el sistema de defensa innato de los peces, el que
poseen desde el nacimiento, los anticuerpos actuan a través de reconocimiento especifico del
antigeno, y la edad a la cual tiene una respuesta humoral completa varia entre los dos a diez

meses después de la eclosion (Olabuenaga, 2000).

Las células productoras de anticuerpos o inmunoglobulinas derivan de los linfocitos B, los
cuales por interaccion con el antigeno se transforman en células plasmaticas, las cuales se
pueden encontrar en el tejido conectivo, bazo, rifién y en la sangre. Se originan de las células
B activadas por el antigeno y son consideradas las principales productoras de

inmunoglobulinas (Olabuenaga, 2000).

Los linfocitos T son responsables de la inmunidad mediada por células, ésta respuesta recluta
otros tipos celulares como son los macrofagos. En una estimulacién antigénica primaria la
poblacién de linfocitos T se diferencia en distintos tipos celulares con funciones especificas.
Estos incluyen, las células citotoxicas o “killer”, las que ejercen una citotoxicidad
inespecifica de diferentes células blanco sin un previo reconocimiento, capaces de lisar
células extrafias por contacto fisico directo entre la célula T y la célula blanco; las células
supresoras que regulan la produccién de anticuerpos y de linfoquinas proporcionando un
cierre al proceso y las células colaboradoras o “helper”, que ayudan a las células productoras
de anticuerpos y también liberan ante la estimulacion antigénica factores solubles o

linfoquinas que aumentan la capacidad de defensa (Olabuenaga, 2000).



Los heterdfilos son similares a los neutrofilos en los mamiferos y representan entre 2% a
25% del total de leucocitos en peces (Wittwer, 2012). Participan en la respuesta inflamatoria,
en su citoplasma contienen granulos lisosomales, los cuales contienen enzimas, por lo que su
rol primario es la de provocar lisis extracelular (Olabuenaga, 2000) y también se describe

una funcién secundaria de fagocitosis (Hrubec y Smith, 2010).

Los monocitos representan entre un 0 a 3% del total de leucocitos en peces y al igual que en
los mamiferos, tienen corta vida media en sangre, migrando a los tejidos donde se establecen
como macrofagos (Wittwer, 2012). Los macréfagos son células muy activas en fagocitosis
que se encuentran en tejidos y en las cavidades peritoneal y pericardica; en peces son
especialmente abundantes en el bazo y en el tejido renal, también se pueden encontrar en

mucosas (Olabuenaga, 2000).

Los eosindfilos representan entre un 0% y 1% del total de leucocitos (Wittwer, 2012), estas
células participan en la destruccion de parésitos internos y en la modulacién de reacciones
alérgicas e inflamatorias (Hrubec y Smith, 2010). Los basofilos representan entre 0% a 1%
del total de leucocitos (Wittwer, 2012), son raramente descritos en peces, lo que se podria
deber a un nimero bajo o a que su morfologia no sea bien conservada con los fijadores y
tinciones comunmente utilizadas, tienen la capacidad de digerir microorganismos (Hrubec y
Smith, 2010).

Anélisis hematoldgico

Toda muestra de sangre que deba ser sometida a un estudio hematoldgico debe estar
mezclada con un anticoagulante. En mamiferos, el anticoagulante de eleccion es el EDTA
(Acido Etilendiamino Tetracético) que es el que mejor conserva las caracteristicas
morfologicas por 20 a 24 horas y permite la tincién adecuada de los leucocitos al no interferir
con las tinciones que se utilizan tradicionalmente (Wright-Giemsa, May-Griunwald) (Copete-
Sierra, 2013). Sin embargo, en peces el EDTA ha mostrado ser un anticoagulante poco
eficiente, especialmente debido a que hay un deterioro muy temprano de las células
sanguineas, lo que es una complicacion al momento de realizar muestreos de una gran
cantidad de animales. Por ejemplo, en un estudio hematoldgico en la especie de tiburén

Carcharhinidae plumbeus la muestra de sangre se depositd en tubos con el anticoagulante
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EDTA, describiéndose deterioros importantes de las células en un tiempo transcurrido de 5
horas, lo que afecto la precision analitica del método (Arnold et al., 2014). Debido a lo
anterior en peces, aves Y reptiles, la heparina litio ha sido el anticoagulante de eleccion debido
a que evita la hemolisis de eritrocitos, manteniendo la muestra estable por mas tiempo
(Galvez et al., 2009; Vap et al., 2012).

En peces el analisis hematoldgico es realizado bajo los mismos estandares sobre los cuales
se realiza en mamiferos, salvo algunas excepciones como la utilizacién de contadores
automatizados para realizar los recuentos de células sanguineas, debido a la caracteristica de
presentar nlcleo en todas las células sanguineas (Arnés y Bohmwald, 2012). EI recuento
automatico de leucocitos en pequefios mamiferos tiene un coeficiente de variacion (CV) de
3,0 24,0% (Dacie y Lewis, 1991), lo que indica que la dispersion de datos en relacion con el
valor medio es baja. Esto hace que los contadores automatizados sean utilizados
rutinariamente tanto en clinica de animales menores como en medicina de animales de la
produccidn. Sin embargo, en peces la realidad es otra, ya que no se puede utilizar estos tipos

de equipos para realizar los recuentos celulares.

El hemograma que se realiza en peces, contempla los analisis del eritrograma: hematocrito,
hemoglobina, recuento total de eritrocitos, indices hematimétricos de Wintrobe (VCM,
CHCM) y del leucograma: recuento total de leucocitos y formula diferencial, ademas de la
observacién de las caracteristicas morfologicas celulares al frotis (Arnés y Bohmwald, 2012).
Para realizar los recuentos celulares (Cray y Zaias, 2004) la muestra de sangre se diluye con
un diluyente especifico que para peces, aves y reptiles corresponde al diluyente Natt-Herrick
(Natt y Herrick, 1952). Dentro de las propiedades de este diluyente esta su capacidad de tefiir
las células, con lo que es posible diferenciar eritrocitos de leucocitos y trombocitos, pero no
diferenciar los subtipos celulares de la linea blanca ni tampoco los trombocitos como tal.
Posteriormente, el frotis sanguineo se utilizara para diferenciar morfolégicamente ambas
subpoblaciones mediante el uso de tinciones como Wright/Giemsa o May-Grinwald-Giemsa
(Arnés y Bohmwald, 2012).

Los métodos manuales y en particular los recuentos celulares comparten la caracteristica de
ser técnicas con una gran cantidad de fuentes de error, lo que conlleva a elevados coeficientes

de variacién. Dentro de éstas, las mas comunes son diluciones incorrectas, mezcla
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insuficiente de la sangre con el diluyente y llenado incorrecto de la cdmara (Hrubec y Smith,
2010; Arnés y Bohmwald, 2012) o el incorrecto preparado del diluyente utilizado, equipos
que no se encuentran calibrados como pipetas o camaras (Vap et al., 2012); por ello se deben
tomar todas las precauciones necesarias para minimizar estos errores. En particular, la
facilidad con la cual es posible confundir leucocitos de trombocitos o eritrocitos lisados
cuando no existe el entrenamiento adecuado, hacen que este método se encuentre actualmente
cuestionado de ser el estdndar mas apropiado para estas especies (Tavares-Dias et al., 2002;
Arnold et al., 2014).

La hematologia convencional considera métodos alternativos para el recuento de células en
sangre. Asi, a través del frotis sanguineo, o también llamado método indirecto, es posible
obtener estimaciones del nimero total de leucocitos sobre la extensién de sangre tefiida
(Martinez et al., 2011).

Los frotis sanguineos deben preparase bajos criterios de control que aseguren los
requerimientos necesarios para ser de utilidad en el examen microscopico. La experiencia de
la persona que realiza el procesamiento de las muestras influye directamente en la calidad de
los frotis sanguineos (Vap et al., 2012). Existe un protocolo cominmente utilizado para
realizar el frotis sanguineo siguiendo las indicaciones de Hrubec y Smith (2010) a modo de
disminuir los posibles errores que se pueden cometer durante su ejecuciéon, como un
incorrecto extendido, lisis celulares debido al incorrecto uso de anticoagulantes (Stoskopf,

1992) y agregados de trombocitos que dificultan la lectura del frotis (Hrubec y Smith, 2010).

Por lo tanto, la experiencia, eficiencia y conocimiento del hematdlogo junto a una buena
preparacion de la muestra y correcto desarrollo de la técnica, es uno de los puntos
fundamentales para obtener resultados con el menor error posible independiente de la técnica
empleada para el recuento de leucocitos totales en peces. Asegurar un control en la calidad a
lo largo del proceso preanalitico y analitico son esenciales para obtener el menor coeficiente

de variacién y asi generar resultados confiables y precisos (Vap et al., 2012).

En un estudio hematoldgico en aves, Latimer y Bienzele (2010) realizaron recuentos de
leucocitos totales mediante el método del hemocitdmetro con el cual obtuvieron un

coeficiente de variacion del 13% y mediante el método del frotis sanguineo con un
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coeficiente de variacion del 28%. Otro estudio realizado por Buenafio (2010), en trucha
arcoiris el recuento de leucocitos totales mediante el método del hemocitometro resulto con
un coeficiente de variacion de 18%. En un trabajo de revision de literatura realizado por
Tavares-Dias et al. (2002) se muestran coeficientes de variacion de diferentes especies de
peces para el recuento total de leucocitos, con rangos que varian entre 8% a 49,8%. En otro
estudio realizado en peces de la especie Scomberomorus maculatus y Opisthonema oglinum,
el coeficiente de variacion para el recuento de leucocitos totales fue de 80,1% y 89,7%
respectivamente (Pitombeira et al., 1968). En el estudio realizado por Tavares-Dias et al.
(2002) en Piaractus mesopotamicus se compararon los valores de cuenta de leucocitos totales
mediante el método del hemocitémetro y mediante un método indirecto de cuenta en frotis
sanguineo. Los resultados evidenciaron recuentos totales de leucocitos sin diferencias
estadisticas y que el coeficiente de variacion obtenido en el método del frotis sanguineo fue
menor al obtenido por el metodo del hemocitometro. Estos autores sefialan que el mayor
valor de coeficiente de variacion del método del hemocitometro se puede asociar a una
tincién ineficiente de leucocitos en la camara de Neubauer por el diluyente Natt y Herrick
(1952) utilizado en el método del hemocitdmetro, ademas de que éste diluyente, pese a tener
cualidades tincionales, no permite en algunas especies una clara diferenciacion entre
leucocitos y trombocitos durante el recuento en la cdmara de Neubauer (Tavares-Dias et al.,
2002). En un estudio realizado por Kekic e Ivanc (1982) también reportaron una deficiencia
en la tincion del diluyente en el conteo de leucocitos en peces. Sin embargo, otros autores lo
recomiendan para cuantificar los leucocitos totales en peces (Stoskopf, 1993; Hrubec y
Smith, 2010). Natt y Herrick (1952) cuestionan la precision de los métodos indirectos
basados en las extensiones de frotis sanguineos para el recuento de leucocitos totales, cuya
razon se fundamenta en que se asume una distribucion uniforme de células sanguineas en la
extension de sangre, cuando en rigor ésta no es existe ya que por ejemplo, los
polimorfonucleares se ubican hacia los bordes del extendido. Vap et al. (2002) consideran
que la posibilidad de realizar los recuentos de leucocitos totales en frotis sanguineos en peces,

pueden ser de utilidad en estudios de campo, donde el acceso al laboratorio es limitado.

Debido a que no es posible realizar recuentos de células sanguineas en contadores

automatizados en peces las recomendacién de Tavares-Dias et al. (2002) es realizar mas
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estudios para resolver el problema del recuento de leucocitos totales en peces, potenciando

herramientas que se puedan ocupar para obtener resultados confiables.

Un estudio realizado por Véliz (2013) en salmén del Atlantico (Salmo salar), especie de la
misma familia que la trucha arcoiris, propone utilizar un método indirecto de recuento de
leucocitos totales como método alternativo al cominmente utilizado en peces. EI método
propuesto, se basa en un modelo de estudio desarrollado por Walberg (2001), el cual valido
una férmula para la estimacién de leucocitos totales en frotis sanguineo de aves, que se
obtiene a partir del promedio de células contadas por campos consecutivos en aumento mayor
(40x), usando no menos de 10 campos, y multiplicado por un factor (2000). Los resultados
mostraron un coeficiente de variacion por el método directo con hemocitometria de 28,4% y
36,4% por el método indirecto. Esta formula también se ha utilizado en un estudio realizado
por Hidalgo et al. (2014) en pollos Broiler para determinar el nimero total de leucocitos en
sangre, sin detallar el CV obtenido, ain cuando sus resultados muestran que los recuentos se

encuentran dentro de los intervalos de referencia para la especie y edad de faenamiento.

Por lo anteriormente expuesto en relacion con la importancia de la produccion de salmones
y sanidad de los individuos que la conforman, sumado a la diversidad de informacion
hematoldgica es que la presente memoria de titulo tiene como objetivo principal aportar al
desarrollo de un método indirecto de recuento de leucocitos totales para ser utilizada en

terreno como una herramienta alternativa al método de laboratorio por hemocitometria.
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OBJETIVO GENERAL

Establecer un método de recuento indirecto de leucocitos totales en frotis sanguineo en

individuos de trucha arcoiris clinicamente sanos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar el niUmero total de leucocitos mediante el método directo del hemocitdémetro,

en individuos de trucha arcoiris clinicamente sanos.

2. Determinar el nimero total de leucocitos mediante un método indirecto en frotis

sanguineo, en individuos de trucha arcoiris clinicamente sanos.

3. Establecer la correlacion entre ambos métodos de recuentos de leucocitos totales.
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MATERIALES Y METODOS
Individuos:

En el estudio se utilizaron 54 individuos sanos de trucha arcoiris, escogidos al azar,
procedentes de la piscicultura Rio Blanco, ubicada a 35 kilometros de la ciudad de Los
Andes, Quinta region. Estos peces fueron trasladados a la Unidad de Patologia de
Organismos Acuaticos del Departamento de Patologia Animal de la Facultad de Ciencias
Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile donde permanecieron en aclimatacion
durante 2 semanas previo al muestreo (Anexo N°1). Se mantuvieron en un estanque (estanque
A) de 5.000 litros con un sistema de circulacion de agua abierto y alimentados con una racion
diaria en relacion al 1% de su peso vivo. El peso promedio al muestreo fue de 60 gramos.
La temperatura del agua se mantuvo constante a un valor promedio de 9,6 °C, con una
concentracion promedio de oxigeno disuelto de 8,7 mg/dL y una saturacion de oxigeno de

85% en promedio, constantes medidas con el Oximetro, modelo Hanna Oxy-check®©.

Durante las dos semanas en que los peces fueron mantenidos en los estanques, se observo su
aclimatacion y si presentaban conductas o lesiones sugerentes de algun tipo de estrés o
enfermedad. De acuerdo a lo sefialado por Sierra et al. (2011) condiciones que pueden indicar
algun tipo de patologia o anormalidad son: lesiones evidentes en las escamas como
ulceraciones o protuberancias, anormalidades en los globos oculares como la exoftalmia,
cambios anormales en la frecuencia de apertura opercular, conductas de nado erratico o de
letargia, cambios en la coloracion u otras anormalidades evidentes en opérculos, aletas o cola.

No se registraron ni lesiones ni mortalidades durante este periodo.

Toma de Muestra:

Una vez finalizado el periodo de aclimatacién se obtuvieron muestras de sangre. Todos los
peces se muestrearon de forma individual en dos ocasiones, separadas por un periodo de
descanso de 2 semanas, durante el cual fueron alimentados y mantenidos bajo las condiciones
sefialadas anteriormente. En cada tiempo de muestreo se analizaron 15 individuos por dia
para asegurar la calidad en el procesamiento de las muestras, excepto el dia 1 de muestreo

que solo se trabajé con 9 individuos (Tabla N°1).
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Tabla N°1: Esquema de muestreo de trucha arcoiris.

ETAPA MUESTREO 1 ETAPA MUESTREO 2
: N° INDIVIDUOS : N° INDIVIDUOS
DiA MUESTREO DiA MUESTREO
MUESTREADOS MUESTREADOS
< 1 9 o o 1 9
= = ') =
= 0|
= 2 15 =R 4 2 15
Z Z|R =
=< 3 15 = |2 2 3 15
[r 2! v 2]
E3 Ea o
4 15 4 15

Previo a la obtencién de sangre, los peces se mantuvieron con ayuno de 12 horas. En cada
evento de muestreo los peces que se mantenian en la Unidad de Patologia de Organismos
Acuaticos, fueron llevados al laboratorio de Hematologia y Bioquimica Clinica para iniciar
la toma de muestra. Ambas unidades pertenecen al Departamento de Patologia Animal de la

Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile

El procedimiento que se siguid consistio en tener 3 cubetas: una con agua del estanque
(cubeta 1), otra con solucién anestésica (cubeta 2) y otra con agua del estanque y difusor de
aire o de recuperacion (cubeta 3). Quince peces por muestreo fueron depositados en la cubeta
1 y trasladados desde la Unidad de Patologia de Organismos Acuéticos al laboratorio de
Hematologia y Bioquimica Clinica. Cada pez fue depositado en la cubeta 2 que contenia una
dosis de induccion rapida de 120 mg/L de metasulfonato de tricaina (Dolical 80%®,
Centrovet). Cuando evidenciaron estar bajo la influencia de la anestesia, caracterizada por la
disminucion de su frecuencia opercular y nado erréatico, se procedio a la extraccion de sangre.
Este procedimiento se realiz6 mediante puncion de la vena caudal, la via mas comun para la
obtencion de sangre en salmones (Rudolph y Villouta, 2003). Se utiliz6 una jeringa de 3 mL
y aguja de 21 G, estéril, en &ngulo de 45° con respecto a la superficie ventral, en la zona
ubicada por detras de la aleta anal (Black, 2000).

Se extrajo 1 mL de sangre y depositd en tubos con heparina litio (BD Vacutainer®, NJ USA.
68 USP), se homogeniz6 suavemente durante 30 segundos para mezclar con el
anticoagulante, y se mantuvo en refrigeracion a 4°C hasta su procesamiento. La eleccion del

anticoagulante fue debido a la capacidad para evitar la hemolisis de eritrocitos y la
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mantencion de la integridad de las células durante 6 a 10 horas (Galvez et al., 2009). Una vez
finalizada la extraccién de sangre, cada pez fue depositado en la cubeta 3 o de recuperacion
y trasladados nuevamente a la Unidad de Patologia de Organismos Acuéticos donde fueron
depositados en otro estanque (estanque B) para separar los muestreados de no muestreados,
pero con las mismas caracteristicas y condiciones de agua, temperatura y oxigenacion

descritos anteriormente.

Procesamiento de las Muestras: Se realizé en el Laboratorio de Hematologia y Bioquimica

Clinica, Departamento de Patologia Animal de la Facultad de Ciencias Veterinarias y
Pecuarias de la Universidad de Chile.

1.- Frotis sanquineo: ejecucion vy tincién (Hrubec vy Smith, 2010)

De cada muestra previamente identificada individualmente se obtuvieron 3 frotis sanguineos
desde el tubo con anticoagulante, utilizando el método del portaobjeto (Anexo 2). Cada frotis
se dejo secar al aire y luego se fijo con alcohol metilico absoluto (metanol 95%) durante 5
minutos a temperatura ambiente. Luego se procedid a tefiir con solucién Giemsa por 15
minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se lavé con agua corriente durante 3

minutos y se dejaron secar al aire.

2.- Recuento total directo de células leucocitarias por el método del Hemocitdmetro (método

directo):

Se procedi6 de acuerdo con el protocolo estandar descrito Hrubec y Smith (2010). Se obtuvo
de cada tubo con anticoagulante 10 pL de sangre y se depositd en un tubo eppendorf con 990
uL de diluyente Natt-Herrick (Natt y Herrick, 1952) para obtener una dilucién 1:100. Se
homogenizo por 30 segundos mediante movimientos lentos con la mano, sin agitar para evitar
la hemdlisis de las células. La dilucion se incub6 por 3 minutos a temperatura ambiente y se
procedio a llenar la cAmara de Neubauer en duplicado con micropipeta. Se utiliz6 una camara
de contraste Neubauer Improved (Marienfeld®, Germany) de 0,1 mm de profundidad y una
superficie de 0,0025 mm?2. Luego se coloco la cdmara en un microscopio 6ptico (Carl Zeiss®

Standard 20), y se dej6 reposar durante 1 minuto para estabilizar el liquido. Con objetivo
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menor (10x) se ubicé el campo de observacion en la camara, y posteriormente se procedio a
realizar el recuento con objetivo mayor (40x) (Anexo 2). Se contaron los cuatro cuadrantes
primarios (Anexo 3) y se obtuvo un namero total de células. Se procedio bajo los mismos
parametros con el duplicado. Ambos valores resultantes corresponden a recuentos celulares
totales obtenidos desde una muestra y dilucion unica. El valor final fue el promedio de ambos

y se registro en una planilla excel.

3.- Seleccidn de frotis sanquineo:

Cada frotis procesado en el punto 1 fue observado macroscépica y microscopicamente para
seleccionar s6lo 2 de ellos. Macroscopicamente, lo fundamental fue obtener un frotis de
grosor y extension de acuerdo a los criterios establecidos por Hrubec y Smith (2010) y Vap
et al. (2012). Luego se procedi6 a visualizar en el aumento menor (10x) de un microscopio
optico (Carl Zeiss®, modelo Standard 20) la calidad de tincion, la distribucion de las células

y establecer las zonas donde las células se dispusieron formando una monocapa (Anexo 3).

4.- Estudio celular diferencial en el frotis sanguineo:

Debido a que en peces el recuento total de células obtenido en camara de Neubauer
corresponde conjuntamente a leucocitos y trombocitos, es necesario realizar un recuento
diferencial en frotis sanguineo para obtener separadamente el nimero total de leucocitos y
trombocitos. Los frotis seleccionados en el punto 3 fueron utilizados en esta etapa. Con un
microscopio éptico (Carl Zeiss®, modelo Standard 20) en objetivo de inmersién (100x) se
contd un total de 100 leucocitos y separadamente se obtuvo el recuento de trombocitos. A
partir de los valores porcentuales, se obtuvo el valor absoluto (células/uL) respecto del
obtenido en la cAmara de Neubauer de acuerdo a metodologia descrita previamente por
Hrubec y Smith (2010).

5.- Recuento indirecto de leucocitos en el frotis sanquineo:

Los dos frotis sanguineos seleccionados para el estudio diferencial celular también fueron
utilizados para realizar el recuento indirecto con la metodologia de Walberg (2001). De cada
frotis y area de monocapa seleccionada, se realizé el recuento en 10 campos de observacion

al azar con aumento mayor (40x) en microscopio optico (Carl Zeiss®, modelo Standard 20).
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En cada campo se establecio un orden para no superponer areas y asi no duplicar células ya
contadas (Anexo 3). Cada recuento se multiplicé por una constante de 2.000 y se obtuvo el
valor absoluto de leucocitos totales (células/pL). Ambos valores resultantes corresponden a
recuentos celulares totales obtenidos desde una misma muestra. El valor final fue el promedio

de ambos.

6.- Andlisis estadistico:

Se realiz6 un andlisis descriptivo obteniéndose medidas de resumen mediante el programa
estadistico InfoStat® (Di Rienzo et al., 2015).

Se comprobd la normalidad de las variables, mediante la prueba de Shapiro-Wilks y se utilizo
la prueba no paramétrica de Spearman (Balzarini et al., 2008) para correlacionar las variables
cuantitativas obtenidas en el recuento indirecto en el frotis sanguineo y las variables del
recuento directo con la camara de Neubauer. Se determind el grado de asociacion entre las
medias de cada recuento y los coeficientes de variacion obtenidos en cada variable. Para
realizar todas las pruebas se utilizd el programa estadistico InfoStat® (Di Rienzo et al.,
2015).
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RESULTADOS

El estudio contempl6 a 54 individuos sanos de la especie Oncorhynchus mykiss provenientes
de la piscicultura de Rio Blanco, comuna de Los Andes, V regién. A cada individuo se le
efectud la toma de muestra sanguinea en dos ocasiones, con un intervalo de dos semanas
entre las extracciones. Cuatro mediciones fueron descartadas debido a que no fue posible
extraer 1 mL de sangre, cantidad necesaria para ser depositada en los tubos con el

anticoagulante.

Debido a lo anterior, se efectuaron 104 recuentos de leucocitos totales mediante el método

del hemocitometro y mediante el método del frotis sanguineo, respectivamente.

I. Numero total de leucocitos obtenidos mediante el método del hemocitdémetro en

individuos de trucha arcoiris clinicamente sanos.

A cada individuo se le realizé en duplicado el recuento de células leucocitarias en camara de
Neubauer (RTL-CN). Cada recuento se efectud en microscopio dptico Zeiss® y contempld
realizar una primera observacion en aumento 10x (figura 1) para ubicar las areas de recuento
y luego amplificar a 40x (figura 2) para realizar los recuentos de acuerdo a la metodologia
estandar descrita en Anexo N°3 (Hrubec y Smith, 2010).

En latabla N°2 se muestran los resultados obtenidos como valor final promedio por individuo

del recuento total leucocitario en cAmara de Neubauer.
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Tabla N°2.- Recuentos totales de leucocitos en cAmara de Neubauer expresado en N° de Leucocitos
totales/pL.

Muestra | RTL-CN [Muestra] RTL-CN | Muestra | RTL-CN | Muestra | RTL-CN
1 10798 27 23323 53 13822 79 27633
2 10912 28 12065 54 19662 80 17377
3 10938 29 18291 55 21870 81 21071
4 18840 30 18666 56 13129 82 23250
5 14122 31 24025 57 13770 83 7428
6 20993 32 35654 58 13726 84 28695
7 12125 33 27703 59 12575 85 58604
8 18140 34 34009 60 22936 86 17267
9 12191 35 21048 61 9539 87 8623

10 25829 36 13642 62 19827 88 11073
11 15752 37 28435 63 23652 89 21251
12 22385 38 27318 64 13851 90 11889
13 22472 39 11796 65 16482 91 11941
14 19702 40 20311 66 27079 92 11259
15 38172 41 17029 67 22870 93 11519
16 14366 42 17039 68 22468 94 17329
17 22883 43 8204 69 21568 95 17759
18 31488 44 11042 70 22955 96 12788
19 47175 45 7997 71 34353 97 19024
20 31951 46 8697 72 17233 98 10047
21 40371 47 19307 73 26761 99 12284
22 27672 48 11413 74 9529 100 19439
23 27733 49 23919 75 15362 101 11280
24 51641 50 11959 76 25005 102 20409
25 28663 51 7668 77 20616 103 5765

26 15722 52 9062 78 15237 104 14352

RTL-CN: Recuento total leucocitario mediante método camara de Neubauer.

Para el RTL-CN el tamafio de la muestra fue de 104 individuos, el promedio fue 19.499
leucocitos/pL, con un valor minimo de 5.765 y un valor maximo de 58.604, una desviacion
estandar de 9.336 y un coeficiente de variacion de 47,88 (Anexo 4). En el anexo 5 se puede

observar el grafico de dispersion de los valores obtenidos.
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Figura 1: Imagen de area de
recuento de leucocitos en camara
de Neubauer. Se muestra un

cuadrante primario en color rojo.

Observacion en microscopio
oOptico Zeiss © 10x. Diluyente
Natt-Herrick.

Figura 2: Imagen de area de
recuento de leucocitos en
camara de Neubauer. Se
muestra un cuadrante
secundario en color azul. El
circulo azul muestra la célula a
contar. Ademas se observan
eritrocitos maduros (circulo
rojo) y eritrocitos hemolisados
(circulo amarillo). Microscopio
Optico Zeiss © 40x. Diluyente
Natt-Herrick.




I1. Numero total de leucocitos obtenidos mediante el método del frotis sanguineo en

individuos de trucha arcoiris clinicamente sanos.

A cada individuo se le realizé el recuento de células leucocitarias mediante el método del
frotis sanguineo (RLT-FS) en cuadriplicado, obteniendo un valor promedio para el recuento
de leucocitos totales. En la tabla N°3 se muestran los resultados obtenidos del recuento total

leucocitario en frotis sanguineo o método indirecto.

Tabla N°3.- Recuentos totales de leucocitos en frotis sanguineo expresado en N° de Leucocitos totales/pL.

Muestra [RTL-FS| Muestra | RTL-FS | Muestra | RTL-FS | Muestra | RTL-FS
1 30100 27 57850 53 27050 79 55800
2 18350 28 29750 54 30700 80 57500
3 11750 29 63950 55 38300 81 66100
4 32600 30 52700 56 42550 82 55500
5 31600 31 55550 57 38300 83 26500
6 42500 32 58250 58 41200 84 40250
7 28650 33 51900 59 34550 85 87150
8 34800 34 46950 60 56000 86 49250
9 25950 35 36400 61 39650 87 20600

10 43550 36 43150 62 59750 88 34250
11 22950 37 42500 63 70100 89 55000
12 33550 38 57850 64 41550 90 37850
13 28950 39 30850 65 46300 91 34500
14 51000 40 47100 66 47750 92 35550
15 45850 41 45150 67 62700 93 43450
16 32100 42 45550 68 47700 94 49050
17 23550 43 30000 69 43450 95 54800
18 37950 44 24400 70 59850 96 33700
19 38250 45 21500 71 76700 97 42450
20 55500 46 20800 72 63950 98 30800
21 59250 47 41800 73 77600 99 44200
22 50800 48 35100 74 36400 100 54200
23 54050 49 31600 75 43400 101 39450
24 80300 50 37350 76 53200 102 43750
25 49700 51 33900 77 48550 103 29850
26 61100 52 37100 78 38350 104 38650

RTL-FS: Recuento total leucocitario mediante método frotis sanguineo.

Para el RTL-FS el tamafio de la muestra fue de 104 individuos, el promedio fue de 43.552
leucocitos/pL, con un valor minimo de 11.750 y un valor maximo de 87.150, una desviacion
estandar de 14.016 y un coeficiente de variacion de 32,18. (Anexo 4). En el anexo 5 se puede

observar el grafico de dispersion de los valores obtenidos.
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Figura 3: Imagen de frotis
sanguineo  para  recuento
indirecto de leucocitos. Se
observa una monocapa de
células con espacios adecuados
que permiten identificar cada
tipo celular presente. Se
observan eritrocitos en
distintos estados de
maduracién (circulo rojo) y
leucocitos  (circulo  azul).

Tincion Giemsa 10x.

Figura 4: Imagen de frotis
sanguineo para recuento
indirecto de leucocitos. Se
observa un  trombocito
(circulo amarillo) y un
leucocito  (circulo  azul)

Tincion Giemsa 40x.
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Figura 5: Imagen de frotis
sanguineo para recuento
indirecto de leucocitos. Se
observan dos trombocitos
(circulo amarillo) Tincion

Giemsa 40x.

Figura 6: Imagen de frotis
sanguineo para recuento
indirecto de leucocitos. Se
observa un leucocito (circulo

azul) Tincién Giemsa 40x.




I11. Correlacion entre ambos métodos de recuento de leucocitos totales.

Para correlacionar los resultados de recuento de leucocitos totales obtenidos mediante el
método directo e indirecto, se utiliz6 el programa estadistico InfoStat® (Di Rienzo et al.,
2015). La prueba de Shapiro-Wilks (tabla N°4) se utiliz6 para establecer la normalidad de
distribucion de los datos utilizados en RTL-CN y RTL-FS.

Tabla N°4.- Prueba de Shapiro-Wilks para las variables RTL-CN y RTL-FS.

Variable n a p
RTL-CN 104 0,05 <0,0001
RTL-FS 104 0,05 0,3110

RTL-CN: Recuento total leucocitario mediante método directo en camara de Neubauer.
RTL-FS: Recuento total leucocitario mediante método indirecto en frotis sanguineo.

n: Tamarfio de la muestra.

o: Nivel de confianza.

p: valor de p<0,05

Los resultados que muestra la tabla anterior indican que para RTL-CN la distribucién no es
normal (p<0,0001) y para RTL-FS la distribucion si es normal (p=0,3110). De esta manera
se puede saber qué tipo de prueba usar para correlacionar ambos métodos. Debido a que los
datos son recuentos y su distribucion no es normal, se debe utilizar una prueba no

paramétrica.

Se utilizé el coeficiente de correlacién no paramétrico de Spearman, ya que éste puede medir
la asociacion entre dos variables cuantitativas que no distribuyen normal (Balzarini et al.,

2008). La tabla N°5 muestra el resultado de esta correlacion.
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Tabla N°5.- Resultados de la correlacion de Spearman entre RTL-CN y RTL-FS.

Correlacion de Spearman
Variable (1) Variable(2) n  Spearman p-valor
RTL-CN RTL-FS 104 0,65 <0,0001

RTL-CN: Recuento total leucocitario mediante método directo en cAmara de Neubauer.
RTL-FS: Recuento total leucocitario mediante método indirecto en frotis sanguineo.

n: Tamafio de muestra.

Spearman: Coeficiente de correlacion.

p: valor de p<0,05

Se puede observar que la correlacién mediante la prueba de Spearman corresponde a 0,65
(p<0,0001), lo que indica una correlacion positiva entre ambas variables y estadisticamente
significativa (Balzarini et al., 2008), en el siguiente grafico (grafico N° 1) se puede observar

la pendiente obtenida entre ambas variables de recuento de leucocitos totales.

Recuento camara
30000 40000 50000 60000
I | | I

20000
l

10000
|

T T T |
20000 40000 60000 80000

Recuento frotis

Grafico N° 1.- Pendiente para variables recuento de leucocitos totales en cAmara de Neubauer (recuento
cadmara) y recuento de leucocitos totales en frotis sanguineo (recuento frotis) obtenida mediante el

programa estadistico InfoStat® (Di Rienzo et al., 2015).
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DISCUSION

La hematologia ha mostrado ser una buena herramienta de apoyo al diagndstico en la
medicina veterinaria de mamiferos domésticos de compafiia y de produccion (Gélvez et al.,
2009; Pérez et al., 2011). En especies acuicolas los parametros sanguineos se deben
estandarizar, pero es dificil debido a la gran variabilidad de peces de importancia comercial
y de las condiciones en las cuales se encuentran las diferentes especies de acuerdo a su

ubicacién geogréfica (Correa et al., 2009).

Distintos factores pueden ser utilizados como herramienta para evaluar el estado sanitario de
los peces de produccion (Copete-Sierra, 2013). Dentro de ellos factores ambientales
(ubicacion geogréfica, clima, manejo, alimentacion) y genéticos (especie, raza) han sido
ampliamente estudiados en como influyen en estas especies y sus caracteristicas celulares y
metabolicas sanguineas (Tavares-Dias et al., 2002; De Pedro et al., 2004; Centeno et al.,
2007; Correa et al., 2009; Wittwer, 2012). Variaciones en las condiciones ambientales como
temperatura, pH y oxigeno causan modificaciones fisioldgicas en los niveles de pardmetros
sanguineos (Centeno et al., 2007). Las variaciones intraespecificas de leucocitos son
influenciadas por caracteristicas propias de cada individuo relacionadas con el caracter
migratorio de los leucocitos entre la circulacion y los érganos leucopoyéticos (bazo y rifién)
en respuesta a los estimulos ambientales a que cada individuo esta expuesto (Correa et al.,
2009). También factores fisioldgicos como ciclo reproductivo, edad, género y nutricion han
sido descritos como generadores de cambios en los parametros sanguineos de los peces (De
Pedro et al., 2004). Correa et al. (2009) encontraron diferencias en el recuento total de
trombocitos entre hembras y machos de la especie S. cuspicaudus. Las hembras registraron
el doble de trombocitos que los machos, y en el nimero de linfocitos, neutréfilos y eosinéfilos
también encontraron diferencias significativas. Ademas, ambos géneros se encontraban en el
mismo ambiente, sometidos a las mismas situaciones, pero los machos revelaron la condicion
tipica de un animal estresado, manifestando al anélisis sanguineo linfopenia, neutrofilia y
eosinofilia, lo que en fue atribuido a una mayor sensibilidad al manejo en cautiverio en los

machos a diferencia de las hembras.

Cambios en los recuentos celulares son de hecho indicadores de situaciones anomalas en los

individuos, como lo mencionan Conroy (1972), Satchell (1991) y Stoskopf (1993) quienes
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sefialan que los aumentos o disminuciones en el nimero de células hematicas pueden deberse
a procesos patoldgicos, la linfopenia puede ser causada por el estrés de la hipoxia,
septicemias bacteriales e infecciones por hongos. La neutrofilia es habitual en diversas
patologias, como inflamaciones, estrés, infecciones bacterianas y protozoarias.
Adicionalmente, la linfopenia puede ser el resultado de inmunosupresion causada por estrés
durante la época reproductiva (Stoskopf, 1993; Olabuenaga, 2000; Ruiz et al., 2003; Wittwer,
2012).

Para la medicina poblacional, los desafios particularmente en la acuicultura, pasan por
utilizar herramientas que ayuden a extraer informacion relevante para la evaluacion y
mantencion del estado sanitario. Un instrumento utilizado comunmente en medicina de
animales de la produccion es la hematologia, ya que provee informacion de apoyo al
diagnostico (Buenafio, 2010). Dentro de la variabilidad propia de las especies acuicolas, el
estandarizar criterios con los cuales los médicos veterinarios tengan herramientas objetivas
en terreno para la toma de decisiones, facilitaria el control sanitario en especies acuicolas de
importancia comercial, asegurando que los sistemas de cultivos sean sostenibles en el tiempo.
Es debido a esto, que este estudio se enfoca en aportar al desarrollo de una herramienta que
pueda ser utilizada en el monitoreo en terreno de los cultivos de salmonidos, a través de un

método de recuento de leucocitos totales realizado en frotis sanguineo.

El estudio contempl6 a 54 individuos sanos de la especie Oncorhynchus mykiss provenientes
de la piscicultura de Rio Blanco, comuna de Los Andes, V region. Estos individuos se
mantuvieron en un ambiente controlado y bajo las mismas condiciones para disminuir las
variaciones que se pudieran atribuir al ambiente. A cada individuo se le efectud la extraccion
de sangre en dos ocasiones, con un intervalo de dos semanas entre extracciones. Cada
muestra se utilizd para realizar recuentos totales de leucocitos por el método del

hemocitémetro (estandar) y por el método en frotis sanguineo.

Previo al muestreo se estipulé un periodo de entrenamiento, que contempl6 desarrollar
habilidades en la toma de muestra para disminuir la hemdlisis que se puede producir al
momento de extraer la sangre, desarrollar habilidades en la correcta extension de frotis
sanguineos y posterior tincion, entrenamiento en el recuento de ambas técnicas, tanto en la

hemocitometria como en el frotis sanguineo, estudio de la morfologia sanguinea en la especie
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Oncorhynchus mykiss, y conocimiento de los errores que se pueden cometer en los métodos
de recuentos manuales de células sanguineas. Todas estas etapas previas al anlisis de sangre
propiamente tal ayudan a disminuir los errores que se pueden cometer en la fase preanalitica
y analitica. Asegurar la calidad y control a lo largo de todas las fases de los analisis
hematologicos son esenciales para proporcionar resultados confiables, en especial en
especies no mamiferas donde se describen grados mayores de error debido a que los
recuentos de células sanguineas se deben realizar de forma manual y no automatizadas como
en especies mamiferas (Stoskopf, 1992; Cray y Zaias, 2004; Hrubec y Smith, 2010; Vap et
al., 2012; Wittwer, 2012).

La etapa de muestreo se dividié en 8 dias, durante los cuales en cada sesién de muestreo se
considerd obtener la sangre de 15 individuos, a modo de obtener la sangre en la mafiana para
procesar las muestras con la sangre fresca durante las horas posteriores. Las muestras fueron
mantenidas en refrigeracion a una temperatura de 4°C hasta su procesamiento en el
laboratorio, en tubos con el anticoagulante heparina litio, ya que se describe que con este
anticoagulante existe una buena capacidad para evitar la hemolisis de las células sanguineas
de los peces, manteniendo la integridad de éstas por 6 a 10 horas (Galvez et al., 2009). La
Unica consideracion que se debe tener con este anticoagulante es que produce agregacion
plaquetaria que se acentda con el correr de las horas (Martinez et al., 2011). Por ello, trabajar
con la sangre lo més fresca posible y con un bajo nimero de muestras por dia es una forma
de disminuir el efecto de agregacion plaquetaria y contar con una buena calidad de muestra.
Asi mismo, el trabajar con una baja cantidad de muestras por dia, da la posibilidad de realizar
una toma de muestra mas controlada y de esta forma disminuir las fuentes de error que se

pueden producir al momento de proceder.

En mamiferos, la forma comdn para obtener valores sanguineos incluyendo el nimero total
de leucocitos, es a traves de equipos hematoldgicos automatizados. En los Gltimos afios se
han realizado intentos de desarrollo tecnoldgico en la generacion de equipamientos que
cumplan esta funcién en especies con todas sus células sanguineas nucleadas, pero los
reportes que existen no validan estas tecnologias para este tipo de especies (Galvez et al.,
2009; Latimer y Bienzele, 2010; Martinez et al., 2011; Arnés y Bohmwald, 2012). Asi, en
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estas especies, lo que actualmente estd validado es el uso de recuentos manuales para la

obtencion de nimeros totales de células sanguineas.

Un punto critico en el método manual de recuento celular es la experiencia por parte de quien
realiza los recuentos y la confiabilidad en los recuentos manuales es una de las mayores
dificultades para el diagnostico hematoldgico en peces (Cray y Zaias, 2004; Hrubec y Smith,
2010; Wittwer, 2012). El método manual de recuento celular tiene maltiples fuentes de error
como son la dilucién y homogenizacion de la muestra, llenado de la camara de Neubauer,
identificacion y recuento de células y por lo mismo, sus coeficientes de variacion son
amplios. Debido a esto, son limitados los reportes que describen resultados obtenidos en las

técnicas de muestreo (Marino et al., 2001).

En este estudio el recuento de leucocitos totales por hemocitometria se realiz6 siguiendo el
protocolo descrito por Hrubec y Smith (2010), considerando una etapa previa de
entrenamiento para evitar las fuentes de error anteriormente nombradas y considerando el
trabajar con muestras de sangre fresca. El resultado mostr6 un coeficiente de variacion para
el recuento de leucocitos totales por hemocitometria de 47,88%. Este resultado se encuentra
sobre el rango estipulado por Vap et al. (2012) quien sefiala que los recuentos de leucocitos
totales mediante el método estandar en individuos no mamiferos son amplios e imprecisos
con rangos de coeficiente de variacion entre 20 a 40% (Lumsden, 2000; Harr et al., 2005).
Sin embargo, cabe sefialar, que estos autores incorporan en esa estimacion, diversas especies
de individuos no mamiferos, sin especificar cuales o qué protocolo de recuento directo se
utilizé. Esto es relevante debido a las diferencias propias de las especies no mamiferas asi
como también de los protocolos utilizados para esta técnica. Una visidn mas concreta es la
descrita por Tavares-Dias et al. (2002) basado en una revision de la literatura en distintas
especies de peces, donde el recuento total de leucocitos mediante el método del
hemocitdmetro muestra coeficientes de variacion en rango de 8 a 49,8%. Este resultado es
mas consistente con lo obtenido ya que esta descrito en peces, pero bajo diferentes protocolos
de trabajo de la metodologia directa en camara de Neubauer, lo que plantea una duda
razonable en términos de si finalmente los amplios rangos de células sanguineas se dan solo
debido a que son peces o también a la metodologia. Aun asi, existe un estudio realizado por

Pitombeira et al. (1968) en ejemplares de Scomberomorus maculatus, donde el coeficiente
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de variacion por el método del hemocitometro para el recuento de leucocitos totales fue de
80,1% y para el mismo recuento por el mismo método para le especie Opisthonema oglinum
el coeficiente de variacion fue de 89,7%, por lo que un rango amplio de coeficientes de
variacion es esperable de encontrar al realizar estudios de hemocitometria en peces. En aves
también se ha realizado recuentos celulares mediante hemocitometria y en el caso de los
recuentos de leucocitos totales se han reportado coeficientes de variacion de 12% (Russo et
al., 1986) y de 13% (Latimer y Bienzele, 2010). Buenafio (2010) realiz6 un estudio
hematoldgico en trucha arcoiris en 284 individuos en diferentes estados de madurez. El
recuento de leucocitos totales mediante el método del hemocitometro presentd un coeficiente
de variacion de 18%, sin embargo los resultados presentados provienen de una formulacion
de recuento de leucocitos totales no validado hasta ahora en peces, por lo que el coeficiente
de variacion resultante no seria confiable. En un estudio realizado por Véliz (2013) en 120
individuos de Salmo salar obtuvo un coeficiente de variacion en el recuento de leucocitos
totales mediante el método del hemocitometro de 28,4%. Sin embargo, también realiz6 una
modificacion en la metodologia ya que utilizé un sistema de captura de imagenes desde los
campos de observacion y recuento de leucocitos en la camara de Neubauer. Al igual que el
caso anterior, se incorpor6 una modificacion al método directo. Los dos Ultimos estudios que
se mencionan se efectuaron en individuos de la misma familia (trucha arcoiris y salmon del
atlantico), por lo que son mas comparables con nuestro estudio debido a la especie estudiada,
pero no cumplieron integramente el protocolo descrito por Hrubec y Smith (2010) en la
realizacion de hemocitometria, lo que podria explicar la diferencia entre los coeficientes de

variacioén descritos.

En el caso de la realizacién de extendidos o frotis sanguineos de buena calidad, los autores
que describen esta etapa como un punto critico, coinciden en la experiencia, técnica y
habilidad por parte de la persona que realiza los extendidos (Troncoso, 1997; Flatland et al.,
2010; Vap et al., 2012), asi como también, contar con muestras de sangre fresca al momento

de su procesamiento (Roberts, 1989).

Para el correcto estudio de los frotis sanguineos, lo recomendado es obtener extendidos que
contengan una buena distribucion celular, lo que se caracteriza por visualizar bajo

microscopio optico areas de recuento caracterizadas por una monocapa de células sanguineas
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(Allison y Mainkoth, 2007), evitando que las células se superpongan entre si y que se
produzcan espacios considerables entre las mismas, con lo cual es posible distinguirlas mejor.
En este estudio, por cada individuo se realizaron 3 frotis sanguineos, escogiendo 2 por su
calidad macro y microscopica. Se estudiaron en el area de lectura recomendada o zona
denominada cola de la extension, primero en aumento menor (10x) visualizando que el
extendido tuviera una distribucion celular uniforme, y luego con aumento mayor (40x)
observando que no se sobrepusieran las células, evitando zonas de lectura donde se

encontraran agregaciones plaquetarias o zonas que tuvieran problemas con la tincion.

Nuestros resultados muestran que el recuento de leucocitos totales por el método del frotis
sanguineo presentd un coeficiente de variacion de 32,18%, menor al 47,88% obtenido
mediante hemocitometria. Este resultado es similar a lo descrito por Véliz (2013) en Salmo
salar, quien obtuvo un coeficiente de variacion de 36,4% con la misma metodologia y misma
formula de estimacién de leucocitos totales de Walberg (2001). Existen pocos reportes en la
literatura en relacion con estimaciones en frotis de sangre para recuentos leucocitarios en
individuos no mamiferos. Russo et al. (1986) realizaron recuentos de leucocitos totales con
el método del frotis sanguineo en dos especies de loro obteniendo un coeficiente de variacion
de 28%. Tavares-Dias et al. (2002), realizaron recuentos de leucocitos totales utilizando dos
técnicas combinadas de hemocitometria y frotis sanguineo obteniendo coeficientes de
variacion de 7,1y 7,5 % respectivamente, valores mas bajos que los obtenidos por la técnica
directa (11,9%). Estos resultados son excepcionalmente bajos para técnicas indirectas, pero
no son comparables debido a la metodologia utilizada en cada una. Sin embargo, resulta
interesante que en todos ellos, incluyendo nuestros resultados de estimacion indirecta de
leucocitos, el coeficiente de variacion fue inferior al observado por la técnica directa con

hemocitometria.

Los recuentos celulares efectuados en este estudio fueron debidamente ejecutados de acuerdo
a los protocolos estandar descritos por Hrubec y Smith (2010) en la realizacion de
hemocitometria, y lo descrito por Walberg (2001) en la realizacion del metodo del frotis
sanguineo. Nuestros resultados muestran que el coeficiente de variacién obtenido por el
método del frotis sanguineo fue menor al obtenido por el método de hemocitometria en

camara de Neubauer. Esto podria explicarse por la sistematizacion de la metodologia
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utilizada y la preparacion y entrenamiento de quien realizo los recuentos. Es bien sabida la
gran variabilidad de resultados que se observan en estudios sanguineos en peces,
particularmente aquellos que dicen relacién con células, por lo que considerar los puntos
criticos de toma de muestra, diluciones, extendidos de sangre, observacion de monocapa, etc.
marcarian una diferencia. Adicionalmente, es interesante mencionar que pese a que latécnica
directa es el estdndar atn aceptado, hay algunos autores que cuestionan el método debido al
diluyente utilizado. Kekic e lvanc (1982), Tavares-Dias et al. (2002) y Arnold et al. (2014)
mencionan que de acuerdo a sus investigaciones, el diluyente Natt y Herrick (1952),
resultaria poco eficiente para realizar apropiados recuentos leucocitarios en peces en camara
de Neubauer debido principalmente a baja especificidad al momento de diferenciar aquellas
células que deben ser incorporadas dentro del recuento. Indican ademas, que las capacidades
de tincion del diluyente Natt y Herrick (1952) no son iguales para todas las especies no
mamiferas, por lo que siempre se deben realizar ajustes en las concentraciones de los

componentes y tiempos de exposicion con la sangre.

En la clinica de animales menores, para obtener valores sanguineos, lo cominmente utilizado
son los recuentos ejecutados en equipos automatizados, pero también se utiliza el método de
hemocitometria cuando los volumenes de sangre son muy pequefios para ser procesados en
contadores automatizados o cuando se quiere comprobar la validez de algun resultado
(Martinez et al., 2011). Asi mismo, en el andlisis del frotis sanguineo se pueden aplicar
formulas que matematicamente se encuentran validadas y que son utilizadas como
herramientas para obtener estimaciones de valores sanguineos, entre ellos los recuentos de
leucocitos totales (Tvedten, 1994). Asi, a través del frotis sanguineo, o también llamado
método indirecto, es posible obtener estimaciones del nimero total de leucocitos sobre la
extension de sangre tefiida (Martinez et al., 2011). Hasta el momento, en peces no existe una
herramienta indirecta que se encuentre validada para estimar el valor de leucocitos totales.
Por la semejanza en las caracteristicas propias de las células sanguineas y en busca de una
metodologia para ser aplicada en los peces, es que hasta la fecha el Unico estudio publicado
y validado es el realizado por Walberg (2001), por lo que en este estudio fue utilizado como
modelo para ser aplicado en peces en la busqueda de aportar con el desarrollo de una
herramienta que pueda ser utilizada en esta especie. Esta intencidn esta en directa relacion

con lo expuesto por Vap et al. (2002), quienes consideran que el realizar los recuentos de
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leucocitos totales en frotis sanguineos en peces, pueden ser de utilidad en estudios de campo,
especialmente cuando el acceso al laboratorio es limitado.

La literatura muestra que el registro de indicadores hematoldgicos en peces es de un amplio
rango y variabilidad fluctuando entre 4.000 a 70.000 leucocitos totales/uL (Roberts, 1989;
Anderson y Barney, 1991; Troncoso, 1997; Hrubecy Smith, 2010; Wittwer, 2012). Diversos
son los factores que han contribuido a estos resultados, pero el numero de individuos
utilizados ha sido en general insuficiente y muy localizado para obtener valores méas
representativos (Tavares-Dias et al., 2002; De Pedro et al., 2004; Centeno et al., 2007; Correa
et al., 2009; Wittwer, 2012). En este estudio se utilizaron 54 truchas arcoiris, muestreadas en
duplicado con un intervalo de dos semanas. Esto permitié obtener un nimero de muestra
mayor al que comunmente se utilizan en estudios hematol6gicos en peces, lo que generd una
cantidad de informacion adecuada para proceder con los andlisis estadisticos declarados en

el material y métodos.

Como ya se ha mencionado, las variables que se midieron en este estudio corresponden a
recuentos celulares, especificamente recuentos totales de leucocitos por microlitro de sangre.
Las variables de recuento son un tipo de informacion que cuenta con una amplia presencia
en diversos ambitos de investigacion aplicada y se definen como el nimero de sucesos 0
eventos que ocurren en una misma unidad de observacion durante un intervalo temporal o
espacial definido (Lindsey, 1995). El conocimiento acerca de la naturaleza de una variable,
asi como la identificacidn de sus caracteristicas distribucionales, constituyen la base a partir
de la cual se justifica la aplicacion de un modelo estadistico determinado (Vives, 2002). En
este estudio se realiz6 un andlisis estadistico para comprobar la naturaleza de las variables
estudiadas mediante el programa estadistico InfoStat® (Di Rienzo et al., 2015). La prueba
utilizada fue Shapiro-Wilks y los resultados (Tabla N°4) mostraron que los datos no
distribuyen normal, lo que coincide con la literatura que indica que las variables de recuento

tienen una distribucion no normal (Long, 1997; Vives, 2002; Salinas et al., 2009).

En relacion con lo anterior y para medir el grado de asociacion entre las variables estudiadas
de cada método de recuento de leucocitos totales (variables cuantitativas), se utilizo el
coeficiente de correlacion no paramétrico de Spearman, cuyo resultado fue 0,65 (tabla N°5)

lo que indica una correlacion positiva entre ambas variables (Balzarini et al., 2008). En un
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estudio similar realizado por Veliz (2013) en individuos de Salmo salar, se obtuvo un
coeficiente de correlacion de 0,23 lo que también indica una correlacion positiva, pero muy
inferior a lo registrado en este estudio. Una de las causas que pudo haber conducido a ese
resultado pudo ser la modificacion en metodologia utilizada. En consideracion a que nuestro
trabajo se realizo bajo los protocolos validados en la literatura para recuentos celulares, tanto
directos como indirectos, resultd un coeficiente de correlacion méas cercano a > 0,80 que es
la correlacion aceptada para validar una técnica (Tvedten, 1994; Lumsden, 2000; Flatland et
al., 2010; Vap et al., 2012). Lo anterior sefiala que seria posible estimar recuentos celulares
basados en metodologias indirectas si se efectan bajo los estandares técnicos descritos

anteriormente.

Basados en los resultados obtenidos se abri6 la posibilidad de proyectar un modelo predictor
de promedios de recuento directo a partir de un recuento indirecto en frotis sanguineo. Para
ello, se indagd mas profundamente en otras pruebas estadisticas no consideradas dentro de la

metodologia de este estudio.

El modelo lineal generalizado es considerado dentro de los modelos estadisticos, la mejor
opcidn para estudiar las variables de recuento, y dentro de éste el mas utilizado es el modelo
de regresion de Poisson, ya que la principal bondad de éste es que es capaz de capturar la
naturaleza discreta y no negativa de los datos de recuento (Vives, 2002; Salinas et al., 2009).

El programa estadistico InfoStat® (Di Rienzo et al., 2015) indica que en éste estudio existe
sobredispersion en los datos (Anexo 6), lo que segln Vives (2002) puede estar directamente
relacionado con el tamafio de la muestra, a mayor tamafio de la muestra, mayor sera la
dispersion de los datos. Ante la situacion de sobredispersion lo correcto es realizar un ajuste
al modelo de Poisson, por lo que en este estudio se utilizo el ajuste de Quasi-Poisson, modelo
adecuado para trabajar con variables de respuesta de recuento (Long, 1997; Vives, 2002
Berdugo, 2010; Seoane, 2014).

Basado en el modelo de Quasi-Poisson se puede realizar un modelo predictivo de recuento
de leucocitos totales en camara de Neubauer (método directo de laboratorio) utilizando la
técnica del frotis sanguineo (método indirecto de terreno). Al ser variables de recuento y bajo

la premisa de que no distribuyen normal, es que la ecuacion que resulta no se puede expresar
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de forma lineal y por lo tanto hay que utilizar una funcion de enlace para expresarla (Lopez
y Ruiz, 2011). El modelo de Quasi-Poisson utiliza el logaritmo como funcion de enlace entre

ambas variables de recuento celular resultando la siguiente ecuacion:
9(y) = B0+ p1X
Log (y) = B0 + B1X

, donde "g" corresponde a la funcion de enlace que se debe ocupar en un modelo lineal
generalizado, y que es reemplazada por una funcién logaritmica representada como “Log”
(Lopez y Ruiz, 2011). La variable “y” corresponde a las variables de la cAmara de Neubauer

y la covariable “X” corresponde a las variables del frotis sanguineo.

Los datos se modelaron por el programa estadistico InfoStat® (Di Rienzo et al., 2015) en la
libreria Stats de la funcién R del programa. Dada la formula descrita, este programa permitié

estimar Bo y B1, obteniendo la siguiente formula:

g(r) = B0+ p1X
Log (y) = B0 + B1X

8,9497 + 0,00002034X
e

Log (y) =

Y =e (8,9497 + 0,00002034 * X)

Y = recuento promedio estimado de leucocitos totales
e = exponencial de la funcién

X = recuentos promedio de leucocitos por individuo en frotis sanguineo

El resultado final es un modelo predictivo de recuento de leucocitos totales cuya formula

permite predecir los valores promedios de los recuentos en la cdmara de Neubauer (RTL-
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CN) a partir de los recuentos realizados en los frotis sanguineos (RTL-FS) mediante la
férmula propuesta por Walberg (2001). Basados en la informacion disponible actualmente
en la literatura en referencia a recuentos celulares indirectos en sangre de peces, este seria el
primer modelo matematico descrito con el objetivo principal de generar una herramienta

diagndstica que pueda ser utilizada en el monitoreo en terreno de los cultivos de salmonidos.

Sin embargo, en virtud de lo expuesto, se considera pertinente realizar nuevos estudios y

probar este modelo predictor bajo la metodologia utilizada en la presente memoria de titulo.
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CONCLUSIONES

1. La correlacion entre las variables de RTL-CN y RTL-FS resulté ser positiva (0,65)
pero no suficientemente alta como para validar el conteo de leucocitos por frotis

sanguineo como una alternativa del método clésico en camara de Neubauer.

2. Se propone el primer modelo matematico predictor de recuento de leucocitos totales

a partir de recuentos indirectos en frotis sanguineo en trucha arcoiris.

3. Se plantea la necesidad de probar el modelo propuesto a fin de generar instrumentos
que permitan un mejor apoyo al diagndstico y control de enfermedades en trucha

arcoiris.
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Anexo N° 1: Protocolo que se realizd al momento del traslado de los peces hacia la
Unidad de Patologia de Organismos Acuéticos del Departamento de Patologia Animal
de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile.

Consideraciones Previas:
= Medir condiciones donde van a llegar y de donde provienen los peces.
= Ver lugar fisico donde van a llegar los peces, que esté en su correcto funcionamiento.
Regular niveles de agua, que agua fluya por sistema (cafierias permeables).
= Disponibilidad de alimento para peces.

Realizar mediciones fisico-quimicas del agua:
= Oximetro: Medir pardmetros como Temperatura (°C), Saturacion Oxigeno (%),
Concentracion de Oxigeno (mg/dL) (lo éptimo es de 6 a 9 mg/dL). Lo ideal es que estos
parametros sean lo mas similares posible a modo de disminuir el estrés.

Transporte:

Elementos Necesarios:
= Bolsas de Basura.
= Abrazaderas Pléasticas.
= Recipiente PIéstico.
= Quechas.
= Oxigeno (Mangueray difusor).
= Medio de transporte (carretilla 0 auto).
= Solucion desinfectante (medida de bioseguridad).

Procedimiento: La bolsa de basura limpiarla de posibles residuos que pueda contener (lavar), llenar
de agua del mismo sistema de donde provienen los peces, se carga la cantidad de peces y se procede
a través del difusor a saturar de oxigeno el agua y el ambiente donde se trasladaran los peces. Luego
se sella con una amarra plastica para evitar que salga el oxigeno y posteriormente se coloca en el
recipiente plastico que se utilizard en el transporte. El tiempo estimado de transporte serd de 20
minutos aproximadamente.

Recepcion en la Unidad de Animales Acuaticos Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias
de la Universidad de Chile:

Elementos Necesarios:

= Balanza digital que mida en gramos.

= Recipiente plastico.

= Solucién Anestésica (Dolical© 80).
A la llegada al laboratorio se desinfectara el recipiente de transporte, mediante la solucién
desinfectante que se considere pertinente como medida de bioseguridad.
Luego los peces seran pesados y distribuidos (en el estanque o en los estanques), sin depositar agua
de la bolsa de donde provienen. Descartar el agua en la cual se transport6 a los peces.

Valores Oximetro (Modelo Hanna Oxy-check®©):
-Saturacion Oxigeno: 85%.

-Concentracion de Oxigeno: 8.7 mg/dL.
-Temperatura: 9,6 °C.
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Anexo N°2: Frotis Sanguineo Método del Portaobjeto

Lo

Tomar un portaobjeto limpio entre los dedos pulgar y medio.

Limpiar con el pincel.

3. Colocar en uno de los extremos una gota pequefia de sangre previamente mezclada con el
anticoagulante o directa desde la toma de muestra.

4. Realizar la extension con otro portaobjeto de canto perfectamente liso, de manera de correrlo
por delante de la gota hasta tomar contacto con ella, ésta se extiende por el borde del
portaobjeto extensor y éste se desliza hacia adelante suavemente. EI &ngulo del
portaobjeto determina el grosor de la pelicula. Resulta satisfactorio un angulo de 30°.

5. Secar al calor del mechero o al aire.

o
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Anexo N°3: Recuento Directo Camara de Neubauer (Hrubec y Smith, 2010)

Material

diluyente de Natt-Herrick
micropipeta 1000, 10 y 20 uL
puntas desechables para micropipeta
tubos eppendorf 1,5 mL

Pipeta Pasteur

Microscopio optico Carl Zeiss©

oo~ wNE

Procedimiento

1. Colocar 990 pL de diluyente dentro de un tubo eppendorf.

2. Adicionar 10 pL de sangre previa limpieza de la punta para evitar exceso de sangre en la dilucion.

3. Mezclar la sangre durante unos 2 minutos con el diluyente y dejar por 4 minutos.

4. Mezclar nuevamente y sacar con pipeta Pasteur una cantidad para llenar la cAmara de Neubauer en
ambos lados. Cubrir con cubrecamara o cubreobjeto.

5. Dejar la camara de Neubauer en el microscopio por aproximadamente 1 a 2 minutos para que las
celulas se asienten.

6. Contar las células.

7. Lavar la cAmara con agua destilada, pasar por alcohol éter, secar y guardar.

Pauta general de recuento de células

1. Ubicar en la camara la superficie correspondiente para el recuento de eritrocitos o leucocitos.

2. Comenzar el recuento en el cuadrado superior izquierdo incluyendo todas las células ubicadas
en los bordes superior e izquierdo.

3. Seguir el recuento en los demas cuadrados, L para recuento leucocitario y trombocitario, y

recuadros Rojos para el recuento de eritrocitos, como se observa en la siguiente figura:

48



— S I—

Recuento de Leucocitos

Los leucocitos y trombocitos se tifien de color parpura en sus diferentes tonos. Con este método,
ambos tipos celulares se cuentan al mismo tiempo, pero es mas exacto diferenciarlos en la cuenta
diferencial de células en el frotis sanguineo y no en la camara de Neubauer. Las células se cuentan de
acuerdo a la pauta general de cuenta de células en uno o los cuatro cuadrados primarios de las esquinas
de la cdmara indicadas con la letra L. Cada cuadrado primario contiene 16 cuadrados secundarios. El
numero de cuadrados primarios que se cuentan dependera del nimero de leucocitos presentes en la
muestra lo que esta también relacionado con la especie.

Si se cuenta un cuadrado primario se debe multiplicar el resultado por 1.000 para obtener el nimero
de leucocitos y trombocitos totales por pL. Si se cuentan 2 cuadrados primarios se debe multiplicar
el resultado por 500 para obtener el nimero de leucocitos y trombocitos totales por pL. Si se cuentan
3 cuadrados primarios se debe multiplicar el resultado por 333 para obtener el nimero de leucocitos
y trombocitos totales por pL. Si se cuentan 4 cuadrados primarios se debe multiplicar el resultado por

250 para obtener el nimero de leucocitos y trombocitos totales por pL.

Recuento diferencial de células en frotis sanguineo

Una vez que el frotis sanguineo se ha tefiido y secado, se debe proceder a montar en un portaobjeto,
0 bien, a cubrir con cubreobjeto. El procedimiento dependera del método escogido para el frotis y se
realiza con medio de montaje histologico.

La morfologia de las células que se observan al frotis, dependera de varias situaciones como calidad

de la muestra, uso de anticoagulante, tincion y especie, entre otras. Por ello se recomienda revisar
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previamente la morfologia normal de la especie que se analizard para luego revisar la muestra. Es
muy importante examinar todo el extendido antes de comenzar con la identificacion en la cuenta
diferencial.

A continuacién se debe identificar la zona de monocapa celular ubicada en el Gltimo tercio del frotis
y cercana al borde (Figura 1a). Adicionalmente se debe seguir un orden de recuento con la finalidad
de no superponer areas (Figura 1b).

Figura l1a: Frotis sanguineo en portaobjeto que muestra zona de monocapa donde deben realizarse
los recuentos celulares tanto para el estudio diferencial como para las estimaciones en recuentos
indirectos.
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Figura 1b: Frotis sanguineo en portaobjeto que muestra el orden de recuento dentro de la zona de
monocapa.
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Durante el procedimiento de deben contar un minimo de 100 leucocitos totales y separadamente los
trombocitos. Luego, se calculan los valores porcentuales de cada uno y se resta el porcentaje de
trombocitos al total obtenido en la cAmara de leucocitos y trombocitos para obtener separadamente la
cuenta total de leucocitos y trombocitos.
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Anexo N°4: Medidas de resumen segiin método de recuento celular

Medidas resumen RTL-CN RTL-FS

N 104,00 104,00
Media 19498,95 43552,40
D.E. 9335,77 14016,51
Var (n-1) 87156536,05 196462542,71
Var (n) 86318492,43 194573479,80
E.E. 915,45 1374,43

CcVv 47,88 32,18

Min 5765,00 11750,00
Méx 58604,00 87150,00
Mediana 18215,50 42500,00

Q1 12125,00 33700,00

Q3 23250,00 53200,00
Suma 2027891,00 4529450,00
Suma Cuad. 48518872327,00 217504077500,00
SCC 8977123212,76 20235641899,04
Asimetria 1,51 0,54
Kurtosis 3,23 0,37

P (05) 8623,00 22950,00

P (10) 10047,00 27050,00

P (25) 12125,00 33700,00

P (50) 18140,00 42500,00

P (75) 23250,00 53200,00

P (90) 28695,00 59850,00

P (95) 35654,00 66100,00
MAD 5672,00 9650,00
Datos faltantes 0,00 0,00

RTL-CN: Recuento total leucocitario mediante método directo en camara de Neubauer.
RTL-FS: Recuento total leucocitario mediante método indirecto en frotis sanguineo.

N: tamafio de la muestra.

Min: Valor minimo.

Max: Valor maximo.

CV: Coeficiente de Variacion.
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Anexo N°5: Gréficos de dispersion independientes para las variables CN y FS:

Gréfico de dispersion obtenido del RTL-CN.
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Gréfico de dispersion obtenido del RTL-FS.
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