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RESUMEN

El presente estudio tuvo como objetivo reconocer, diferenciar y conocer
factores que alteren la serie leucocitaria de truchas arco iris (Oncorhynchus mykiss)
por medio de extensiones sanguineas, dado que éstas son una herramienta util y
primordial en este tipo de produccion para tener una referencia sobre el estado de
salud y tener un control sanitario adecuado. Se realiz6 la evaluacion hematologica
a un total de 90 individuos de truchas arco iris localizado en el sector César Vallejo,
perteneciente al distrito de Agallpampa, provincia de Otuzco, del departamento de
La Libertad. Para esta evaluacion se extrajo sangre en tubos con heparina litio a
cada espécimen en dos ocasiones, la primera extraccion fue para los primeros 45
especimenes y la segunda extraccion se realizd tres dias después a los 45
especimenes restantes; finalizado la extraccion de sangre, cada pez fue sacrificado.
Se realiz6 el recuento leucocitario total en cada extension sanguinea por medio del
método indirecto en frotis sanguineo, obteniendo como resultados en el primer
muestreo un promedio de 38 738.99 células/uL, una desviacion estandar de 12
396.02 y un coeficiente de variacion de 32 %; mientras que en el segundo muestreo
el nimero de leucocitos promedio fue 46 721.11 células/uL, una desviacion estandar
de 16 382.33 y un coeficiente de variacion de 35.06 %, siendo el promedio del
segundo muestreo mayor que del primero; y utilizando las mismas extensiones
sanguineas se realizé el reconocimiento y caracterizacion de las células presentes
en las truchas arco iris. Se concluyd que las extensiones sanguineas permiten
reconocer y diferenciar la serie leucocitaria en truchas arco iris y se observé que el

factor estrés altera la distribucion de células blancas en sangre.



ABSTRACT

The aim of this study was to recognize, differentiate and know factors that
alter the leukocyte series of rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) through blood
extensions, since these are a useful and essential tool in this type of production to
have a reference on health and have adequate sanitary control. A hematological
evaluation was carried out a total of 90 individuals of rainbow trout that were located
in the César Vallejo sector, belonging to the district of Agallpampa, province of
Otuzco, of the department of La Libertad. For this evaluation blood was drawn in
heparinized tubes lithium to each specimen twice, the first extraction was for the first
45 specimens and the second extraction was performed three days after the
remaining 45 specimens; after the blood collection, each fish was sacrificed. The
total leukocyte count in each blood extension was performed by means of the indirect
blood smear method, obtaining as a result in the first sampling an average of 38
738.99 cells / uL, a standard deviation of 12 396.02 and a coefficient of variation of
32 %; while in the second sampling the average number of leukocytes was 46 721.11
cells / uL, a standard deviation of 16 382.33 and a coefficient of variation of 35.06
%, the average of the second sampling being greater than the first; and using the
same blood extensions, recognition and characterization of the cells present in
rainbow trout was carried out. It was concluded that blood extensions allow us to
recognize and differentiate the leukocyte series in rainbow trout and it was observed

that the stress factor alters the distribution of white blood cells



I. INTRODUCCION

La trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) vive en aguas frias y es capaz de
ocupar diversos hébitats, es una especie nativa de América del Norte, puede soportar
un amplio rango de temperaturas (de 0 a 27 °C), pero el desove y el crecimiento se
producen en un rango mas estrecho (de 9 a 14 °C). La temperatura y la disponibilidad
de alimentos influyen en el crecimiento y la maduracién, por lo que la edad de
maduracion puede variar. En el rio, las truchas silvestres se alimentan de insectos
terrestres y acuaticos, moluscos, huevos de peces y peces pequefios, asi como
camarones y crustaceos de agua dulce, que le aportan los carotenoides responsables

del color rosado-anaranjado en la carne (Arregui, 2013).

La utilizacion de la hematologia veterinaria en peces constituye una
herramienta Util para evaluar los cambios fisioldgicos y/o patolégicos que acontecen
en las células sanguineas constituyentes del sistema inmunoldgico del pez. A
diferencia de otras especies animales, los andlisis hematolégicos en peces no son
solicitados como una prueba rutinaria; sin embargo, éstos son pieza clave para
detectar importantes aspectos ligados a la salud y dar a conocer enfermedades que

alteren los componentes celulares de la sangre (Rozas y otros, 2015).

Teniendo en cuenta que existen muchas especies acuicolas y una gran
diversidad ecoldgica, la relacion de la morfologia celular sanguinea y su funcion crean
un panorama complejo para su aplicacion en el diagnéstico (Wittwer, 2012). Otro factor
gue se considera es la presencia de eritrocitos y trombocitos nucleados junto con los
leucocitos de los peces, los cuales no permiten el uso de equipos automatizados
limitantes, por lo cual se realiza el recuento celular de forma manual. De manera
general, en peces se describen seis tipos de leucocitos los cuales varian su porcentaje
dependiendo de la especie y de las condiciones fisioldgicas del pez (Stachuray Traver,
2011).



El presente estudio tuvo como objetivo reconocer, diferenciar y conocer
factores que alteren la serie leucocitaria de truchas arco iris (Oncorhynchus mykiss)
por medio de extensiones sanguineas, las cuales pueden ser utilizadas como una

alternativa en campo como indicativo del estado de salud de truchas arco iris.



II. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Latruchaarco iris (Oncorhynchus mykiss)

La acuicultura se desarrolla en el mundo como un sistema productivo que
sustituye en gran medida a la explotacion pesquera y se proyecta como la respuesta
para satisfacer las necesidades alimentarias de la humanidad (FAO, 2018). La
trucha arco iris es una especie introducida que se ha adaptado bien a las
condiciones climaticas de aguas frias de la sierra peruana, es una de las especies
mas importantes en la acuicultura del pais, su produccién esta destinada al
consumo local y su contribucion con el desarrollo de las zonas donde se asienta es
limitada (Maximixe, 2010).

La trucha arco iris es nativa de las cuencas que drenan al Pacifico en Norte
América, desde 1874 ha sido introducida en las aguas de todos los continentes
excepto la Antartica, con propdsitos recreacionales para pesca deportiva y para
acuicultura. La produccion mundial crecio a partir de los afios 50 con el desarrollo
de los alimentos peletizados, su cultivo en las cuencas altiplanicas de muchos
paises tropicales y sub-tropicales de Asia, este de Africa y Sudamérica han
permitido el desarrollo de varios linajes o cepas locales domesticadas, y otras han
surgido por seleccion masiva y entrecruzamiento. Las truchas no desovan
naturalmente en sistemas de cultivo, de modo que los juveniles deben ser obtenidos
ya sea por desove artificial en un criadero o por recoleccion de huevos de
poblaciones silvestres. Las hembras son capaces de producir hasta 2000 huevos/kg
de peso corporal con un diametro de 3 a 7 mm. La mayoria de los peces desova
s6lo una vez (particularmente en primavera), aunque la crianza selectiva y el ajuste
del fotoperiodo han producido cepas de criadero que pueden madurar mas
temprano y desovar todo el afio; las larvas estan bien desarrolladas al momento de

la eclosion, la especie puede soportar variaciones de temperatura de 0-27 °C, pero



el desove y crecimiento ocurren en temperaturas de 9-14 °C, la temperatura 6ptima

del agua para el cultivo de trucha arco iris esta por debajo de 21 °C (FAO, 2009).

En forma natural las truchas adultas se alimentan de insectos acuaticos y
terrestres, moluscos, crustaceos, huevos de peces y otros peces pequefios, pero el
alimento mas importante son los camarones de agua dulce que contienen los
pigmentos carotenoides responsables del color rosado-anaranjado en la carne. En
acuicultura, la inclusion en los alimentos de los pigmentos sintéticos astaxantina y
cantaxantina causa que se produzca esta coloracion rosada es un pez resistente y
facil de desovar, de crecimiento rapido, tolerante a una amplia gama de ambientes
y manipulaciones; los alevines usualmente comen zooplancton pueden ser iniciados
facilmente en la alimentacion con una dieta artificial, desova en rios y corrientes con
fondos de grava, flujos rapidos y bien oxigenados hasta habitar de manera
permanente en lagos. Como resultado, la temperatura y disponibilidad de alimento
influencian el crecimiento y la maduracién, haciendo que la edad de madurez varie;

aunque por lo general es de 3 a 4 afios (FAO, 2009).

Estudios de la Red Nacional de Informacién Acuicola (RNIA, 2017) indican
gue la regién Puno lidera en la crianza de truchas con una produccion de 44 845
toneladas métricas (t) en el afio 2017, seguida del departamento de Huancavelica
con una produccion de 3 454 t; produccién debido al mejoramiento en las

instalaciones (Cuadro 1).



Cuadro 1. Cosecha de truchas arco iris segun departamento, 2012-2017 (t)

Departamento/afio 2012 2013 2014 2015 2016 2017
Amazonas 60.59 41.11 35.55 81.30 291.41 269.27
Ancash 135.77 659.00 82.10 78.56 85.70 78.82
Apurimac 38.31 50.14 59.55 75.04 97.68 125.03
Arequipa 62.33 42.82 90.67 28.79 18.81 11.95
Ayacucho 240.36 264.86 304.40 482.65 543.98 781.03
Cajamarca 328.86 328.43 175.13 75.49 139.31 162.01
Cusco 438.00 641.00 170.15 637.00 797.50 800.00
Huancavelica 1143.91 122200 144395 3386.83 3704.05 3454.09
Huanuco 148.00 197.70 269.10 258.99 247.00 286.00
Junin 341253 2126.97 1614.74 117755 226296 2687.62
La Libertad 9.36 9.56 49.23 122.08 120.31 124.77
Lima 128.32 197.39 219.61 253.15 371.78 423.67
Moquegua 6.23 10.66 8.44 8.44 0.00 0.00
Pasco 90.28 88.25 89.27 127.76 234.11 332.09
Puno 18471.02 29090.66 28236.12 34114.00 43290.02 44 845.36
San Martin 0.00 0.00 7.77 9.19 0.00 0.00
Tacna 47.50 20.75 67.62 29.67 32.70 34.60

Fuente: RNIA (2017)

La sierra del Peru presenta 6ptimas condiciones para la crianza de truchas,
es necesario el abastecimiento de agua de buena calidad, las dificultades que
enfrenta su cultivo y desarrollo son la contaminacion del agua, los altos costos de
alimento balanceado, escasa infraestructura para el procesamiento post-cosechay
las dificiles condiciones de transporte (Fondo nacional de desarrollo pesquero,
2014). Una alternativa para la crianza en pequefa escala es mejorar los sistemas
de alimentacion con productos naturales de alto valor nutritivo, de bajo costo y de
facil disponibilidad para el criador, entre ellos la lombriz de tierra la cual puede ser
cultivada aprovechando las excretas de los animales y deshechos de cultivos (FAO,
2018).



2.2. La hematologia

El fluido sanguineo se compone de una parte liquida (plasma) y otra sélida
(células sanguineas), ambas conforman el volumen sanguineo que varia entre 2-4
% del peso corporal del pez, a diferencia de otros vertebrados que presentan un
volumen que oscila entre 5-8 % (Brown, 1993), se encuentran similitudes entre el
plasma de los peces y el de los mamiferos respecto a la respuesta inmunoldgica a
excepcion de su fraccién proteica la cual es menor (Ellis, 1981). Las células
sanguineas corresponden a los globulos rojos encargados del transporte de
oxigeno, las plaquetas para la coagulacion y los glébulos blancos para la respuesta
inmune (Yasutake y Wales, 1983), los leucocitos son los que poseen mas diversidad
en morfologia y funciones (Stoskopf, 1993). Las células sanguineas varian en su
morfologia y presencia segun la especie animal, es asi que los peces presentan
eritrocitos nucleados y la formacion de estos se origina en 6rganos diferentes
asegurando la hematopoyesis a lo largo de su vida (Ellis, 1981).

Los examenes hematoldgicos realizados en piscicultura son similares a los
gue se aplican en los mamiferos; es posible obtener el recuentro total de glébulos
rojos y el recuento total de glébulos blancos, con la dificultad de requerir un diluyente
especie-especifico Natt-Herrick que permite diferenciar glébulos rojos, glébulos
blancos, plaquetas, los subtipos de células se pueden identificar con tinciones

comunes como Wright/Giemsa (Cray y Zaias, 2004).

El realizar métodos manuales para el recuento de células sanguineas
conllevan a que se presenten errores en los resultados obtenidos, siendo los mas
comunes: la incorrecta dilucion, el llenado de la camara, la ineficiencia al mezclar el
diluyente con la sangre, la mala preparacion del diluyente a utilizar, mala calibracion
de los equipos para realizar el recuento; por lo que es necesario tomar precauciones

para disminuir o evitar los errores antes mencionados (Medway y otros, 1990).

Para obtener muestras sanguineas es primordial utilizar un anticoagulante

para la conservacion de las células, el méas utilizado es el acido etilendiamino



tetracético (EDTA) que preserva la morfologia y caracteristicas hasta 24 horas
después de extraida la sangre y no altera la tincion (Copete-Sierra, 2013), sin
embargo, en peces no es recomendable ya que ocasiona dafios en las células
sanguineas (Arnold y otros, 2014), éstos inconvenientes han permitido recurrir a la
heparina como anticoagulante de opcion ya que evita la hemolisis de glébulos rojos
y mantiene las muestras sanguineas de manera correcta por el tiempo requerido
(Salgado, 2017).

Existen métodos opcionales para el recuento celular como el frotis
sanguineo (método indirecto) para obtener el nimero total de la célula sanguinea
que se desee conocer realizando una extension de sangre tefiida (Martinez y otros,
2011), otros métodos directos como el propuesto por Walberg (2001) quién
desarroll6 una férmula basada en un modelo de estudio que consistia en saber el
recuento leucocitario total en un frotis sanguineo en aves a partir del promedio de
células que son contadas en 10 campos consecutivos en aumento mayor (40x) y se
multiplica por un factor 2000, obteniendo un coeficiente de variacion de 36.4 % por
medio del método indirecto; esta misma férmula aplico Hidalgo (2014) en pollos
broiler obteniendo resultados dentro de los valores referenciales del recuento
leucocitario para la especie. Su utilizacion es importante y los bajos costos de las
pruebas son de gran utilidad para la prevencion y diagnostico de enfermedades
(Alvis, 2006).

La hematologia es una buena herramienta para estudiar y estandarizar las
metodologias en la obtencion de parametros sanguineos en peces. El recuento de
leucocitos totales otorga informacién sobre el estatus inmunoldgico, pero los
meétodos validados representan cierta dificultad al momento de su uso en campo ya
que requieren implementos de laboratorio y personal calificado para su ejecucion,
por ello, es menester establecer métodos de recuento indirecto de leucocitos totales
en frotis sanguineo en individuos de trucha arcoiris clinicamente sanos, como

alternativa al método estandar utilizado en laboratorio (Salgado, 2017).



2.3. Caracteristicas celulares sanguineas

Los eritrocitos son las células mas abundantes en la sangre, intervienen en
el transporte e intercambio gaseoso; en el caso de los peces conservan su nucleo,
su citoplasma presenta el material necesario para traducir el &cido ribonucleico
mensajero (ARNm) a proteinas que actian de receptores de patdgenos, citoquinas
o proteinas relacionadas con la respuesta inmunitaria de los peces (Morera y otros,
2011). Los trombocitos son nucleados y se activan por los mismos mecanismos
(Hrubec y Smith, 2010), segregan tromboplastina para mantener la hemostasia, se
atribuye que los trombocitos en peces desempefian funcién macréfaga y almacenan
moléculas asociadas con el sistema inmunitario en sus granulos y liberan
mediadores solubles como quimioquinas, citoquinas y péptidos antimicrobianos
(Esteban, 2015).

Por medio de un estudio realizado por Salazar y otros (2012) en el pez
Colossoma macropomum para describir la morfologia de los leucocitos por
microscopia de luz en frotis sanguineo se observo la presencia de seis tipos de
leucocitos: plaquetas, granulocitos tipos | y Il, basdfilos, linfocitos y monocitos y
plasmocitos o células inmaduras. De la serie blanca, las plaquetas fueron las mas
abundantes (48 %), seguidas de los linfocitos (19 %) y de los granulocitos tipo | (18
%). Los granulocitos tipo | son células esféricas (8-10 ym), con nucleo excéntrico y
citoplasma con finas granulaciones distribuidas homogéneamente, los granulocitos
tipo Il, son células grandes (10-12 um) con ndcleo compacto, excéntrico. Los
monocitos y basofilos representaron del 0-2 % del total de células y se observaron
células inmaduras o plasmocitos en una proporcion de 2 %. Estos resultados fueron
descritos para otros teledsteos y los granulocitos tipo | son leucocitos primarios en

inmunidad.

Los linfocitos constituyen en los peces el 40 % a 77 % de los leucocitos
totales (Wittwer, 2012), la mayoria son producidos en el pronefro y en el timo

(Olabuenaga, 2000), actuan en la respuesta inmune (Hrubec y Smith, 2010); los



linfocitos T proporcionan la inmunidad mediada por células y los linfocitos B la
respuesta inmune humoral con produccién de anticuerpos (Wittwer, 2012). En
peces la mediada por células es innata desde el nacimiento son especificas al
reconocer anticuerpos varia entre los dos a diez meses después de la eclosion
(Olabuenaga, 2000). Los heteroéfilos son similares a los neutréfilos de los mamiferos
y representan entre 2 a 25 % del total de leucocitos en peces (Wittwer, 2012),
participan en la respuesta inflamatoria, contienen granulos lisosomales y son
capaces de provocar lisis extracelular (Olabuenaga, 2000), se les atribuye actividad
fagocitaria (Hrubec y Smith, 2010). Los monocitos constituyen el entre el 0 a 3 %
del total de leucocitos en peces, de corta vida media en sangre, migran a los tejidos
y se establecen como macrofagos (Wittwer, 2012). Los macrofagos de actividad
fagocitaria en peces son abundantes en bazo y tejido renal, se pueden encontrar en

mucosas (Olabuenaga, 2000).

Los eosindfilos participan en la destruccion de parasitos internos y
modulacion de reacciones alérgicas e inflamatorias (Hrubec y Smith, 2010). Los
basdfilos representan entre 0 a 1 % del total de leucocitos (Wittwer, 2012), son raros
en peces atribuible a fallas en la conservacién de su morfologia por los fijadores y

tinciones, capacitados para digerir microorganismos (Hrubec y Smith, 2010).

En dos muestreos separados por dos semanas se obtuvo muestras de
sangre en tubos con heparina litio de 54 ejemplares de trucha arcoiris
(Oncorhynchus mykiss), los recuentos leucocitarios se realizaron mediante el
método directo del hemocitémetro en camara de Neubauer (RTL-CN) y recuentos
totales de leucocitos por método indirecto en frotis sanguineo (RTL-FS). El promedio
de recuento en camara fue 19 499 leucocitos/uL con coeficiente de variacion (CV)
de 47.88 % y en frotis 43 552 leucocitos/uL con coeficiente de variacion de 32.18
%. 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) lo que sugiere la posibilidad de ser

utilizada en estimaciones de leucocitos. Basado en los resultados se postulé un
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modelo matematico predictor de valores promedio de recuento de leucocitos en
camara de Neubauer a partir de recuentos de leucocitos realizados en frotis
sanguineo, constituyéndose en el primer modelo matematico 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 campo (Salgado,
2017).



lll. MATERIALES Y METODOS

3.1. Lugar de investigacion

La recoleccion de datos se realizé en el sector César Vallejo, en el distrito
de Agallpampa, en la provincia de Otuzco, en el departamento de La Libertad, a una
altitud de 3 300 msnm y la fase de analisis de muestras se llevé a cabo en el
Laboratorio de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Privada Antenor

Orrego del departamento de La Libertad.

3.2. Animales de estudio

Se utilizaron un total de 90 truchas arco iris de ambos sexos de la misma

edad, aparentemente sanas escogidas al azar.

3.3. Manejo

Los alevinos de truchas arco iris procedente del criadero de Motil se
adaptaron en tanques de polipropileno de 1000 L cada uno (25 peces/tanque) en
donde fueron distribuidos, presentando como peso promedio inicial de 5 g. El
suministro de agua fue a través de tubos PVC, captada de una fuente natural por
un sistema de circulacion abierta, con entrada y salida de agua, los peces fueron
alimentados con una racion diaria en relacion al 1 % de su peso vivo, con una
concentracion promedio de oxigeno disuelto de 8.7 mg/dL y una saturaciéon de
oxigeno de 85 % en promedio, constantes medidas con el Oximetro, modelo Hanna
Oxy-check®.
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3.4. Toma de muestra

A los seis meses de vida, se seleccionaron seis especimenes de cada
tanque que cumplieran con el peso promedio de 60 g, completando un total de 90
truchas arco iris, de las cuales se extrajo sangre individualmente en dos ocasiones,
separadas por un periodo de tres dias. En cada ocasion de muestreo se analizaron

45 individuos; finalizado la extraccion de sangre, cada pez fue sacrificado.

3.5. Variable a evaluar

Caracterizacion leucocitaria: identificacion celular y conteo leucocitario.

3.6. Metodologia
3.6.1. Método de extraccion de sangre

De cada individuo se extrajo 1 mL de sangre por medio de la técnica
de obtencion directa via vena caudal y se depositd en tubos de 4 mL con
anticoagulante heparina litio, homogenizandose por 30 segundos, y se mantuvo en
refrigeracion hasta su procesamiento en el Laboratorio de Medicina Veterinaria y
Zootecnia de la Universidad Privada Antenor Orrego. La eleccion del anticoagulante
fue debido a la capacidad para mantener la integridad de las células durante 6 a 10

horas (Galvez y otros, 2009).

3.6.2. Frotis sanguineo

Se necesité una gota de sangre de cada muestra para realizar los
frotis sanguineos, donde luego se empled la tincion Giemsa para poder diferenciar

las células sanguineas.
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3.6.3. Recuento diferencial de células en frotis sanguineo

Realizada la tincion y secado de cada frotis sanguineo, se cubrieron
individualmente con una laminilla cubreobjetos con un microscopio 6ptico en
objetivos de 40x e inmersién (100x), para tal propésito se identificd la zona de
monocapa celular ubicada en el ultimo tercio del frotis cercana al borde siguiendo
un orden de con la finalidad de no superponer areas. Cada recuento se multiplicé
por una constante de 2 000 y se obtuvo el valor absoluto de leucocitos totales
(células/uL). Ambos valores resultantes corresponden a recuentos celulares totales
obtenidos desde una misma muestra. El valor final fue el promedio de ambos
(Walberg, 2001).

3.7. Analisis estadistico

Los datos obtenidos del recuento leucocitario fueron procesados utilizando
el programa Microsoft Excel 2010 para obtener la estadistica descriptiva que
permitid recopilar, organizar y analizar los valores necesarios para deducir las

caracteristicas de la poblacion.



IV. RESULTADOS

En el cuadro 2 se presentan los valores de la estadistica descriptiva, donde
se observa que al primer muestreo el nimero de leucocitos promedio fue 38
738.99 células/uL, una desviacion estandar de 12 396.02 y un coeficiente de
variacion de 32 %; mientras que en el segundo muestreo el nimero de leucocitos
promedio fue 46 721.11 células/uL, una desviacion estandar de 16 382.33 y un

coeficiente de variacion de 35.06 %.

Cuadro 2. Valores promedios de leucocitos totales de trucha arco iris, evaluado a
32 semanas de edad

Promedio

., 0,

Evaluacién n (Leucocitos/uL) DS C.V. (%)
1ra 45 38738.89 12396.02 32.00
2da 45 46721.11 16382.33 35.06

En las siguientes figuras se muestran las células sanguineas que se
reconocieron y se diferenciaron en los frotis sanguineos; para ello se utilizé un
microscopio optico en objetivo de 100x para identificar los leucocitos segun su
morfologia correspondientes a la serie blanca (Figuras del 1 al 7).

En la figura 1 encontramos una monocapa de eritrocitos con presencia de

un monocito y un monoblasto.
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Frotis Sanguineo
Oncorhynchus mykiss

Figura 1. Micrografia de frotis sanguineo para recuento indirecto de leucocitos.
Tincién Giemsa 1000x. Letra “a” indica un monocito maduro. Letra “b” indica
un monoblasto.

En la figura 2 encontramos un linfocito activado presente en la extension

sanguinea.
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Figura 2. Micrografl’a“de frotis sanguineo para recuento indirecto de leucocitos.
Tincion Giemsa 1000x. Letra “a” indica un linfocito activado.
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En la figura 3 encontramos linfocitos grandes activados, monocitos y un
neutrofilo.

Frotis Sanguineo
Oncorhynchus mykiss

Figura 3. Micrografia de frotis sanguineo para recuento indirecto de leucocitos.
Tincién Giemsa 1000x. Se observan linfocitos grandes activados (flechas
rojas), monocitos maduros (flechas azules) y un neutréfilo (circulo azul).

En la figura 4 encontramos eritrocitos maduros, eritrocitos inmaduros y

linfocitos.

Trucha Arco Iris
Oncorhynchus mykiss

Figura 4. Micrografia de frotis sanguineo. Recuento indirecto. Tincion Giemsa 1000x.
La flecha negra sefiala eritrocitos inmaduros o policromatocitos. La flecha
morada sefiala eritrocitos maduros. Las flechas rojas sefialan linfocitos.
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En la figura 5 encontramos un grupo de plaquetas en actividad, la presencia

de linfocitos maduros vy eritrocitos.

- -

Trucha Arco Iris
Oncorhynchus mykiss

Figura 5. Micrografia de frotis sangumeo para recuento indirecto de leucocitos.
Tincion Giemsa 1000x. Las flechas rojas sefialan eritrocitos. Las flechas
azules sefialan linfocitos maduros. La punta de flecha sefiala un grupo de
plaquetas.

En la figura 6 encontramos la morfologia de los granulocitos tipo I.
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Figura 6. Micrografia de frotis sanguineo. Recuento indirecto. Tincion Giemsa 1000x.

Las flechas rojas sefialan los mielocitos. Las flechas azules sefalan los
granulocitos maduros.

5



V. DISCUSION

En la presente investigacion se ha buscado caracterizar por medio de
extensiones sanguineas la serie leucocitaria de la trucha arco iris (Oncorhynchus
mykiss), mostrando que esta practica si sirve para el reconocimiento celular en esta
especie, logrando identificar los leucocitos por medio de frotis sanguineos segun su
morfologia correspondiente a la serie blanca. Como sefial6 Martinez y otros (2011),
si es posible a través del método indirecto obtener estimaciones del niumero total de

leucocitos al igual que su reconocimiento.

Por cada individuo se realizaron tres frotis sanguineos, donde se eligieron
dos de ellos por la calidad de la tinciéon; siguiendo el protocolo que Walberg (2001)
describié para realizar el método indirecto, fueron identificadas células de la serie

leucocitaria.

Realizar el recuento leucocitario de ambos muestreos fue dificultoso dado
gue al momento de efectuar la toma de muestra sanguinea de cada individuo se
presentaron factores contaminantes que pueden haber perjudicado la calidad de la
sangre obtenida; como lo indican Hrubec y Smith (2010), la presencia de errores en
los factores como la toma de muestra, la refrigeracion para mantener la integridad
de las células sanguineas, la elaboracién de los frotis sanguineos pueden influenciar

en los resultados, impidiendo confiar en ellos para dar un diagndstico en piscicultura.

Para reducir el error que se pueda cometer en la extraccion de sangre a los
individuos y aumentar la confiablidad de los resultados obtenidos, Vap y otros (2012)
detallan que es necesario seguir un protocolo determinado para la toma de muestra

como para la realizacién de las extensiones sanguineas, al igual que la debida
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preparacién y practica que tenga la persona encargada; como también, es
importante elegir el tipo de anticoagulante que debe usarse en esta especie, en este
caso se utilizé heparina litio ya que mantiene la integridad de la muestra por el lapso

de tiempo necesario de 6 a 10 horas (Galvez y otros, 2009).

Con los datos obtenidos de la estadistica descriptiva, el valor de la media
del primer muestreo es de 38 738.89 leucocitos/uL y el valor de la media del
segundo muestreo es de 46 721.11 leucocitos/uL; se pudo determinar que la media
del segundo muestreo es mayor que la del primer muestreo. La comparacion de los
resultados del primer muestreo contra los del segundo muestreo denotan una
diferencia significativa, considerando que hubo un intervalo de tres dias entre las
tomas de muestras, no brindando el tiempo necesario para que los individuos se
recuperaran tanto de la manipulacion como de la extraccion de sangre, logrando
ocasionar estrés en la poblacién. Como lo detallado por Maule y Scherck (1990), los
cuales explicaron que al momento de la toma de muestra, éste produce un efecto
natural de estrés de la cual su magnitud dependera de distintos factores como la
manipulacion del espécimen hasta el método para la obtencion de la sangre,
produciendo que los niveles de cortisol se eleven y surjan efecto sobre la

distribucion de las células en la circulacion.

Burka y otros (1997) recomendaron utilizar anestésicos como un manejo
previo a la manipulacién dado que en piscicultura es uno de los factores que influye
a gue el animal se estrese mas ya sea dentro o fuera del agua. Segun Séez y otros
(2018), las variaciones que se observen en los valores hematoldgicos en piscicultura
pueden dar a conocer su estado de salud, siendo una herramienta vital para la
determinacion de alteraciones en el habitat donde se desarrollan o cuadros de

estrés en la poblacion, el cual produciria un aumento en los valores leucocitarios.
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La hematologia en piscicultura es un tema que comunmente no es
practicado debido a que los valores hematoldgicos varian segun la clasificacion que
tengan los peces y la zona donde se produzcan y reproduzcan; sin embargo, esto
no significa que no sea necesario realizarlo, es una opcion viable para esta especie
el recuento leucocitario y la identificacion de células sanguineas (Hrubec y Smith,
2010). Para el acuicultor no es importante hacer un estudio hematoldgico ya que se
considera tedioso el manejo para realizar esta practica, donde compromete el
bienestar de su poblacion y deriva costos extras el contratar terceras personas que

efectlen esa labor.



VI. CONCLUSIONES

Las extensiones sanguineas nos permiten la identificacion celular y realizar

el recuento de leucocitos total en truchas arco iris (Oncorhynchus mykiss).

La implementacion de extensiones sanguineas en el campo si puede servir

CoOmo un apoyo veterinario para determinar si algun factor altera el estado de salud.

Se observé que el factor estrés altera la distribucion de células blancas en

sangre.



VIl. RECOMENDACIONES

Incrementar el nimero de muestras para tener mayor certeza y la

posibilidad de que sea mas representativa la poblacion.

Mejorar las medidas sanitarias al momento de realizar la extraccion

sanguinea y el manejo de las muestras hematoldgicas.

Realizar estudios para estandarizar los valores hematoldgicos normales de
la trucha arco iris dependiendo de la via de extraccion sanguinea, con la finalidad
de tener valores de referenciales que den conocimiento sobre la condicién que

presente.
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IX. ANEXOS

Anexo 1. Resultado del recuento total de leucocitos del primer muestreo.

Recuentos totales de leucocitos/pL del primer muestreo

Muestra Leucocitos Muestra Leucocitos

totales/pL. totales/pL.
1 21500 24 31800
2 31800 25 33000
3 36800 26 37900
4 30800 27 55600
5 30100 28 71550
6 39950 29 42000
7 25500 30 28650
8 18350 31 55850
9 29850 32 60500
10 45800 33 38300
11 31950 34 37900
12 31700 35 40750
13 15950 36 39950
14 61900 37 42500
15 39500 38 43450
16 29550 39 39850
17 58500 40 26900
18 27900 a1 19650
19 34900 42 40950
20 38500 43 40200
21 55600 44 42650
22 49650 45 58650
23 28650
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Anexo 2. Resultado del recuento total de leucocitos del segundo muestreo.

Recuentos totales de leucocitos/puL del segundo muestreo

Muestra Leucocitos Muestra Leucocitos
totales/uL. totales/pL.
46 29600 69 8050
47 15350 70 33700
48 61750 71 54800
49 42000 72 21500
50 71550 73 49350
51 63950 74 54600
52 36100 75 39250
53 43800 76 44200
o4 36950 77 24900
> 41650 78 30600
56 59850 79 42450
57 83050 80 38900
58 56800 81 39650
59 31850 82 33650
60 39800 83 45100
61 25800 84 33650
62 39850 85 75600
63 34800 86 29850
64 31250 87 79550
65 40150 88 55300
66 39650 89 67650
67 65950 90 49050

68 39600
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Anexo 3. Resultados de la estadistica descriptiva de los datos del primer muestreo.

Estadistica descriptiva del recuento total de leucocitos/pL del primer

muestreo.

Leucocitos totales/|L.

Media 38738.89
Desviacion estandar 12396.02
Coeficiente de variacion (%) 32.00

Anexo 4. Resultados de la estadistica descriptiva de los datos del segundo

muestreo.

Estadistica descriptiva del recuento total de leucocitos/pL del segundo

muestreo.

Leucocitos totales/JL.
Media 46721.11

Desviacion estandar 16382.33

Coeficiente de variacion (%) 35.06
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Anexo 5. Extraccion de sangre via puncion en vena caudal.

Extraccion de sangre via puncion en vena caudal

1. Materiales:

Jeringa de 3mL.

Agujade 23 G x 1 1/2”.

Tubos de 4 mL con Heparina Litio.

2. Procedimiento:

Para la sujecién en peces, se utilizaron pafios o toallas hiumedas que
contrarrestaran movimientos involuntarios que perjudicaran al momento de
la extraccion (Figura 9).

Se posiciono al espécimen decubito dorsal y se reconocio el area donde se
realizd la puncién, entre la aleta anal y la aleta caudal en la linea media
ventral cerca de la base del pedinculo caudal.

Se insert6 la aguja de 23G con el bisel hacia arriba, tomando el angulo de
4 a 50 grados en relacion a la linea medial.

Luego de encontrar los cuerpos vertebrales, se retiré lentamente la aguja
mientras que la presion negativa se aplica a la jeringa. Cuando los vasos
se introdujeron, la sangre ingresé en la jeringa llenandose 1 mL a mas
(Figura 10).

Terminada la recoleccion, la sangre fue depositada en el tubo con Heparina
Litio, fue homogenizado con movimientos leves e identificando cada uno

con el niumero de espécimen correspondiente (Figura 11).
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Anexo 5.1. Sujecién del espécimen con pafio humedo.

N
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Anexo 6. Realizacion del frotis sanguineo.

Frotis sanguineo

1. Tomar un portaobjeto y limpiarlo (sujetarlo evitando ensuciar la parte superior).

2. Colocar en un extremo una gota de sangre directamente de la muestra
recolectada con un tubo de hematocrito.

3. Realizar la extensién con otro portaobjeto, posicionandolo en un angulo de 30°,
corriéndolo hasta el otro extremo formando una pelicula del mismo grosor en
toda la lamina.

4. Secar al aire.

Anexo 6.1. Realizacion de frotis sanguineo.
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Anexo 7. Elaboracioén de la tinciéon Giemsa utilizada en las muestras.
Tincion Giemsa

Dilucién del colorante Giemsa madre en agua destilada (Proporcién 1:9).
Tefiir la lamina con el colorante diluido (verter sobre la muestra).

Dejar reposar por 20 minutos.

Lavara con agua destilada.

Secar al aire.

Cubrir con Cover Glass (aplicar una gota de balsamo de Canadd).

N o o bk~ bR

Observar el resultado.
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Anexo 8. Recorrido de la lamina para la lectura microscopica.
Lectura microscopica

1. Se deben observar puntos como la calidad con la que fue realizada el frotis
sanguineo, el anticoagulante que fue utilizado y la tincion usada, debido a que
de eso va a depender la morfologia de las células que se observen.

2. Reconocer las partes del frotis sanguineo: Cuerpo, monocapa y borde; para ello,
se debe recorrer toda la lamina e identificar cada zona.

3. Lazona ideal para el reconocimiento de células sanguineas es la monocapa, es
en esa parte donde encontramos las células bien extendidas sin presentar
deformaciones.

4. La lamina es colocada en el microscopio, se aplica una gota de aceite de
inmersion, se enfoca a un aumento de 1000x y se empieza el recorrido, el
desplazamiento es de forma zigzag desde la parte superior de la monocapa
hasta la parte inferior, revisando la calidad de la coloracién y reconociendo las
células presentes.

Anexo 8.1. Recorrido de la lectura microscopica.




