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RESUMEN

Los estudios hematologicos aportan informacion sobre el estado de salud de los animales y
son importantes para la practica veterinaria, la investigacion cientifica y la acuicultura. Los
analizadores hematoldgicos automaticos son una alternativa a los métodos manuales,
permitiendo obtener resultados de forma rapida y fiable, no obstante, estos andlisis atin no
estan sistematizados para la sangre de pez. Por ello, el objetivo del presente estudio es validar
el analizador hematolégico automatico Sysmex XN-1000V para muestras de sangre de
Oncorhynchus mykiss — trucha arcoiris (Walbaum, 1792), para mejorar la interpretacion de los
pardmetros hematologicos publicados y poder ser utilizado para estudios futuros. Se
analizaron 95 muestras de sangre heparinizada para las pruebas de validacion (linealidad,
arrastre, precision) y estabilidad de las muestras. Se realizaron estudios comparativos entre el
Sysmex XN-1000V y los métodos manuales (recuento celular en hemocitometro y estimacion
en frotis). Los resultados obtenidos mostraron una buena correlacion entre ellos. También se
estudio la influencia del tipo de anticoagulante y el tipo de anestésico en los parametros
hematologicos: recuento de eritrocitos (RBC), concentracion de hemoglobina (HGB), valor de
hematocrito (HCT), volumen corpuscular medio (MCV), recuento de leucocitos (WBC) y
recuento de trombocitos (PLT). Por ultimo, se comprob¢ la eficacia del Sysmex XN-1000V
para la deteccion de patologias y enfermedades inflamatorias a partir del hemograma, en un
grupo de peces con lesiones cutaneas respecto a peces sin lesiones.

Palabras clave: analizador hematologico, parametros hematoldgicos, Oncorhynchus mykiss,
anticoagulante, anestésico.

ABSTRACT

Hematological studies provide information on the health condition of animals, which are
important for veterinary medicine, scientific research and aquaculture. Automatic
hematological analyzers are an alternative to manual methods, providing quicker and more
reliable results. However, these analyzers have not yet been validated for fish blood. The
objective of the present study is to validate the automatic hematology analyzer Sysmex XN-
1000V for Oncorhynchus mykiss — rainbow trout (Walbaum, 1792) blood samples, to improve
the interpretation of published hematological parameters and to be used in future studies. A
total of 95 heparinized blood samples were analyzed for validation (linearity, carryover,
precision) and sample stability test. Comparative studies between the Sysmex XN-1000V and
manual methods (hemocytometer cell count and blood film estimation) were done. The
obtained results show a good correlation between both methods. The influence of the type of
anticoagulant and the type of anesthetic on the hematological parameters was also studied.
These parameters are: red blood cell count (RBC), hemoglobin concentration (HGB),
hematocrit value (HCT), mean corpuscular volume (MCV), white blood cell count (WBC)
and platelet count (PLT). Finally, the Sysmex XN-1000V efficacy for the detection
inflammatory diseases and pathologies was verified in a group of fish with skin lesions
compared to fish without lesions.

Keywords: hematology analyzer, hematology parameters, Oncorhynchus mykiss,
anticoagulant, anesthetic.



1. INTRODUCCION

La hematologia comprende el estudio de las células sanguineas y sus precursores (médula
6sea, ganglios linfaticos y bazo), permitiendo el diagndstico, tratamiento y prevencion de las
patologias determinadas a partir del andlisis de una muestra de sangre, un hemograma o un
analisis hematoldgico (Fazio, 2019). El andlisis de la sangre, fluido que circula por todos los
organos del cuerpo de un animal, puede aportar mucha informacién acerca del estado de salud
de un organismo en respuesta a los cambios relacionados con la nutricion, el ambiente que lo

rodea y posibles patologias (Fazio et al., 2013).

El anélisis hematoldgico puede ser una herramienta muy util para evaluar el estado fisiologico
y de salud de los animales que se encuentran bajo cuidados humanos, para el monitoreo de
poblaciones salvajes que se encuentran en ecosistemas alterados o en zonas contaminadas,
para estudios ecotoxicoldgicos e incluso para el estudio de especies que se encuentran en
peligro de extincion. Ademas, la utilizacion de técnicas no letales resulta de vital importancia
para los estudios que involucran a organismos vivos, como por ejemplo los peces, siendo
importantes en el monitoreo ambiental de especies que se encuentran en peligro de extincion.
El desarrollo de métodos no letales respalda el bienestar animal y sigue la actual legislacion
europea (Directiva 2010/63/UE) que tiene como objetivo reducir el nimero de animales
utilizados para fines cientificos, mejorar su salud y bienestar, asi como afianzar firmemente el
principio de las tres R en la experimentaciéon con animales (reemplazo, reduccion,

refinamiento).

Las células sanguineas de los peces (Figura 1) presentan diferencias significativas respecto a
otros grupos de animales, ya que los glébulos rojos (eritrocitos) y las plaquetas
(trombocitos) son nucleados a diferencia de las células de los mamiferos que no presentan
nucleo. Los eritrocitos son las células sanguineas mas abundantes en los peces (98 — 99 %)
(Fange, 1994) y contienen la proteina hemoglobina, que transporta el oxigeno por todo el
organismo. Los trombocitos participan en el proceso de la coagulacion y son indicadores del
estado de salud del animal por la formacion de barreras defensivas (Magnadottir, 2006). Los
glébulos blancos (leucocitos) también son nucleados y forman parte del sistema inmunitario,
ayudando a combatir infecciones y otras enfermedades. En condiciones normales predominan
los linfocitos (95 — 99 %), seguido de los heterofilos (1 — 5 %) y los monocitos (1 %) (Fazio,
2019); los basofilos y eosindfilos raramente se observan en los peces teledsteos (Witeska et

al., 2022). Los linfocitos y los monocitos pertenecen al grupo de leucocitos mononucleares,

1



mientras que los heterofilos, basofilos y eosindfilos son polinucleares. Los heteréfilos también

son conocidos como neutréfilos en los mamiferos.

GLOBULO ROJO
(ERITROCITO)

PLAQUETAS (TROMBOCITOS)

Heterdfilo -
(salménidos) Heterdfilo —
(elasmobranquios) Eosindfilo

Baséfilo Linfocito

Monocito

GLOBULOS BLANCOS (LEUCOCITOS)

Figura 1. Esquema de los diferentes tipos de células sanguineas en

peces. Imagen extraida de Claver y Quaglia (2009).
Hasta la fecha, la mayoria de estudios de evaluacion hematologica en peces se basan en
técnicas hematologicas manuales, utilizando un hemocitémetro (cdmara de Neubauer) y un
microscopio Optico para el recuento celular de globulos rojos, globulos blancos y trombocitos
(Shah y Altinda, 2005 y Shah, 2010), ademas de la estimacion y el estudio diferencial de

leucocitos en frotis sanguineo.

La evaluacion hematologica incluye la determinacion del recuento total de eritrocitos (RBC,
del inglés “red blood cell count”), la concentracion de hemoglobina (HGB, del inglés
“hemoglobin concentration”), el valor de hematocrito (HCT, del inglés “hematocrit value”), el
volumen corpuscular medio (MCV, del inglés “mean corpuscular volume”), la hemoglobina
corpuscular media (MCH, del inglés “mean corpuscular hemoglobin™), la concentracion de
hemoglobina corpuscular media (MCHC, del inglés “mean corpuscular hemoglobin
concentration”), el recuento de leucocitos (WBC, del inglés “white blood cell count”) y el
recuento diferencial de leucocitos (DLC, del inglés “differential leukocyte count”): linfocitos
(Lym, del inglés “lymphocyte”), heterdfilos (Het, del inglés “heterophil”’), monocitos (Mono,

del inglés “monocyte”), eosinodfilos (Eos, del inglés “eosinophil”) y basoéfilos (Bas, del inglés



“basophil”) (Witeska et al., 2022). También se estudia el recuento de trombocitos (PLT, del

inglés “platelet count™) y las proteinas plasmaticas totales (PT, del inglés “total proteins”).

El analisis hematologico manual requiere tener unos conocimientos, habilidades y experiencia
para obtener resultados fiables y reproducibles (Witeska et al., 2022), ademas de tener
multiples fuentes de error durante el proceso, como la dilucion inadecuada de la sangre, las
tinciones y la carga incorrecta de la cdmara del hemocitometro, que pueden llevan a una mala

interpretacion de los resultados (Fazio, 2019).

Los analizadores hematoldgicos automatizados son una alternativa a los métodos manuales
que se usan de forma rutinaria tanto en medicina humana como en veterinaria. Estos
analizadores permiten el ahorro de mano de obra, mayor velocidad, y resultados mas
reproducibles durante un largo periodo de tiempo, optimizando el diagnostico, tratamiento y
mejorando la eficacia de la terapia aplicada (Fazio, 2019). No obstante, el uso de analizadores
automaticos aun no esta sistematizado para el analisis de sangre de pez, lo que representa una
necesidad de su estudio por la falta de informacién en esta area y la estandarizacion de los

métodos analiticos para hacerlo posible.

A pesar de que los primeros estudios hematologicos en peces datan de los afios 50 (Field et
al., 1943), todavia no se han establecido valores de referencia de pardmetros hematologicos
para la mayoria de las especies de peces, probablemente por la variabilidad entre especies y
por la dificultad para estandarizar los métodos (Hrubec et al., 2001 y Parrino et al., 2018), lo
cual dificulta la interpretacion de los estudios. Por ello es de vital importancia automatizar el

andlisis de muestras de sangre de pez, optimizando el uso de analizadores hematoldgicos.

Los primeros estudios automatizados en peces utilizan citometria de flujo y microscopia de
luz (Parrino et al., 2018). Otros estudios recientes han utilizado un analizador automatizado
HeCo Vet C (SEAC, Florencia, Italia) con un sistema de analisis de impedancia para el
analisis de muestras de sangre en salmonetes (Mullus surmuletus) y carpas doradas (Carassius
auratus). Este método fue validado previamente en el campo veterinario, posteriormente se
modificaron los resultados con un programa de software (SEAC, Florencia, Italia), el cual
permite determinar el recuento de leucocitos con una solucién de lisis, que rompe los
eritrocitos y libera los nticleos permitiendo su recuento; una vez contados se restan al total de

leucocitos (Faggio et al., 2013 y Fazio et al., 2013).

El andlisis de los parametros hematoldgicos puede ser un método rapido, practico y
econdmico para identificar enfermedades infecciosas en peces (Tavares-Dias y Oliveira, 2009
3



y Fazio, 2019), las cuales son una limitaciéon importante en la industria de la acuicultura
(Smith et a/., 2003), un sector que permite satisfacer las necesidades de seguridad alimentaria

y nutricional de una poblacion humana que se encuentra en rapida expansion (Fazio, 2019).

La acuicultura es una actividad dirigida a la produccion y al engorde de organismos acuaticos
en su medio natural o en zonas de cultivo, bajo condiciones controladas, de especies
importantes para el ser humano (FAO, 2016). Actualmente, suministra el 50 % de todo el
pescado que se consume en el mundo, y se prevé que para el 2030 la produccion acuicola sea
la principal fuente de pescado, por la demanda de consumidores y el agotamiento de la pesca

de captura salvaje (FAO, 2016).

La especie utilizada en el presente estudio es Oncorhynchus mykiss — trucha arcoiris
(Walbaum, 1792), un pez de agua dulce que pertenece a la familia de los salmoénidos, con
especies importantes a nivel ecologico y acuicola. Se distribuyen de forma nativa en los rios y
lagos de agua fria de la costa del Pacifico Norte (Stankovi¢ et al., 2015; Singh, 2020 y
Farahnak Roudsari et al., 2021) y posteriormente fue introducida con fines de acuicultura y
pesca deportiva, estando presente en todos los continentes excepto en la Antéartida (Cosewic,
2014). Esta especie es una de las més utilizadas en estudios cientificos, siendo especie modelo
en estudios ecotoxicoldgicos y es relativamente facil de mantener bajo cuidados humanos. Su
importancia comercial en el sector de la acuicultura se debe a la alta calidad de su carne, el
cultivo simple, la resistencia a enfermedades y el éxito reproductivo en condiciones de
cautividad. Segun las ultimas estadisticas publicadas, 80 paises como Japdn, Iran, Estados
Unidos, Chile, Noruega, Dinamarca, Turquia, Italia y Alemania cultivan alrededor de 814 mil
toneladas de trucha arcoiris, con un valor de produccion global de mas de 3,6 millones de

dolares estadounidenses (FAO Yearbook, 2017).

Existen varios factores que pueden interferir con el andlisis hematologico, por ello es
importante estandarizar la metodologia utilizada, desde la toma de muestras de sangre hasta el
andlisis de los parametros. Algunos de los factores que interfieren con los resultados
hematologicos son, por ejemplo, el manejo del animal durante la extraccion de sangre, dando
lugar a una respuesta fisiologica de estrés (Weber et al., 2007). Se recomienda la sedacion
previa a la extraccion de sangre, para disminuir los cambios hematoldgicos producidos por el
estrés (Hrubec y Smith, 2010 y Weiss et al., 2010), que pueden alterar la muestra por el
aumento de la coagulacidon, siendo mayor en los peces mds estresados (Tavares-Dias y

Oliveira, 2009).



Algunos parametros a tener en cuenta a la hora de elegir un anestésico son el tiempo de
induccion de la anestesia (menor a 3 minutos), el tiempo de recuperacion del pez (menor a 5
minutos), que no presente toxicidad para los peces ni para las personas que lo manipulan, no
deben generar efectos fisiologicos prolongados ni residualidad en los tejidos, no deben causar
mortalidad en el periodo posterior al anestésico, deben tener una alta solubilidad tanto en agua
dulce como en agua salada y deben ser econdmicamente asequible y facil de obtener (King et

al., 2005 y Topic Popovic et al., 2012).

El anestésico tricaina metanosulfonato (MS-222) es el més utilizado en la acuicultura desde su
introduccion en 1967 (Topic Popovic et al., 2012) y estd regulado por la Unién Europea (UE)
y por los Estados Unidos (EEUU) (Del Santo O’Neill et al., 2016). Ademas, es el tnico
anestésico aprobado por la FDA (“Food and Drug Administration”) y por la EPA
(“Environmental Protection Agency”) para ser utilizado en peces aptos para el consumo
humano (Topic Popovic et al., 2012). Tiene una alta solubilidad tanto en agua dulce como en
agua salada (Ross y Ross, 2008 y Del Santo O’Neill et al., 2016). Otros anestésicos utilizados
en peces son el 2-fenoxietanol, quinaldina, eugenol (aceite de clavo), etomidato o el hielo para
aturdirlos. Algunos pueden ser toxicos y por ello se deben realizar pruebas piloto antes de
elegir el anestésico, la dosis y el tiempo apropiado para una especie y tamafio de pez en

particular (Witeska et al., 2022).

También es importante afiadir un anticoagulante inmediatamente después de la extraccion de
sangre para evitar la formacion de codgulos. La heparina es el anticoagulante més utilizado
para la evaluacion hematologica en sangre de pez (Walencik y Witeska, 2007; Hrubec y
Smith, 2010 y Weiss et al., 2010) y es el que presenta menor riesgo de causar artefactos en las
muestras de sangre. El 4cido etilendiaminotetraacético (EDTA) es otro de los anticoagulantes
utilizados en la bibliografia, pero puede producir cambios en la morfologia de los globulos
rojos e interfiere con el anestésico MS-222, comtinmente utilizado en peces (Walencik y
Witeska, 2007 y Weiss et al., 2010). La concentracién utilizada de anticoagulante puede
afectar a los resultados de los andlisis hematologicos, por ello debe dosificarse con precision y

ajustarse al volumen de la muestra de sangre a estudiar (Witeska et a/., 2022).



2. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:

Realizar una validacion completa del analizador hematologico Sysmex XN-1000V para el
analisis hematologico de muestras de sangre de O. mykiss, con la intencion de poder disponer de
un sistema automatizado valido, fiable y rapido para futuros estudios hematologicos en

salmonidos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Conocer las técnicas de analisis hematoldgico manuales que se utilizan en el laboratorio para
la realizacion de los recuentos celulares en la cdmara de Neubauer y la estimacion en frotis

sanguineo.

Evaluar el Sysmex XN-1000V para su uso en salmonidos utilizando el canal denominado
“birds” implementado recientemente por la casa comercial (Sysmex Corporation, Kobe,

Japon) y crear un canal especifico para peces.

Valorar el efecto de los anticoagulantes heparina y EDTA en los parametros hematologicos de

muestras de sangre de O. mykiss mediante el Sysmex XN-1000V.

Evaluar el efecto de los anestésicos utilizados previamente a la extraccion sanguinea sobre los
parametros hematologicos de las muestras de sangre de O. mykiss analizadas con el Sysmex

XN-1000V.

Determinar la utilidad del hemograma obtenido mediante el Sysmex XN-1000V en peces con
presencia de lesiones cutaneas, en comparacion con peces sin lesiones, y ver si el analizador

es capaz de detectar alteraciones hematoldgicas en situaciones patologicas.

Obtener valores de referencia fiables para las muestras de sangre de O. mykiss a partir del

analizador hematologico y compararlos con la bibliografia publicada hasta la fecha.



3. MATERIAL Y METODOS

3.1. PECES DEL ESTUDIO

Los ejemplares de O. mykiss utilizados en este estudio eran truchas arcoiris adultas, con un
peso aproximado de 150 g, obtenidos de una piscifactoria local (Piscifactoria Andrés, St.
Privat d'en Bas, Espaia) y trasladados al estabulario de peces de la Universidad Auténoma de

Barcelona.

Las truchas se aclimataron a las condiciones del laboratorio durante 1 mes y se mantuvieron
en un sistema cerrado de recirculacion de agua dulce, a 15 °C y con un fotoperiodo de 12 h de
luz y 12 h de oscuridad. Se les subministré una dieta de mantenimiento en base al 3 % de su

peso corporal, una vez al dia, de la casa comercial “Trouw nutrition" S.A.U., Espana.

En el estabulario los peces se mantienen en un tanque de aproximadamente 1000L y una
densidad de 8,4 kg/m*® de peces por tanque. Se monitorizaron periddicamente el oxigeno
disuelto (< 9 mg/L), el pH (6,0 — 8,5), el nitrito (< 0,05 mg/L), el nitrato (< 1,0 mg/L) y el
amoniaco (< 0,07 mg/L) a lo largo del estudio. Las tareas de mantenimiento incluian la
renovacion del agua para asegurar unas condiciones Optimas de calidad del agua y promover

el buen estado de salud de los peces del estudio.

Para los estudios hematoldgicos del presente estudio se utilizé la sangre de 95 peces con el
anticoagulante heparina (Sigma, USA). De estos 95 peces, 83 fueron anestesiados con la
solucion de tricaina metanosulfanato (MS-222) (Sigma, USA) y 18 con 2-fenoxietanol
(Sigma, USA). Para el estudio del tipo de anticoagulante, se seleccionaron 19 truchas y tras
extraerles sangre esta se dividio en dos microtubos de 1,5 mL, a uno se le anadio el

anticoagulante heparina y al otro el acido etilendiaminotetraacético (EDTA) (Sigma, USA).

El mantenimiento de los peces y los procedimientos experimentales se realizaron de acuerdo
al Comité Etico de la Universidad Autonoma de Barcelona y de acuerdo a los Principios
Rectores Internacionales para la Investigacion Biomédica con Animales (Directiva

2010/63/UE).



3.2. OBTENCION DE MUESTRAS

Los peces de O. mykiss del presente estudio se eligieron al azar y se trasladaron a un
recipiente con agua, con una concentracion de solucion anestésica de MS-222 conocida. Para
la realizacion de los analisis hematoldgicos en los que necesitdbamos obtener un volumen de
sangre de 150 — 200 pL por pez, utilizamos una solucién anestésica subletal de MS-222 de 5
mg/L, suficiente para reducir el estrés y prevenir dafos durante la manipulacion. Por otro
lado, los peces a los que se les pretendia extraer un volumen de 500 — 1000 uL de sangre para
poder realizar los diferentes analisis de validacion del Sysmex XN-1000V fueron sacrificados
previamente con una concentracion anestésica letal de MS-222 de 1g/L, para evitar el
sufrimiento de los animales. La extraccion de sangre se realiz6 mediante una puncioén venosa
caudal con una aguja de 0,8 mm y una jeringa heparinizada de 2 mL. Para preservar las
muestras y evitar la aparicion de coagulos se utilizo la heparina liquida como anticoagulante,
afiadiendo 25 pL de heparina por 1 mL de sangre (25:1000). Después de la extraccion, los
peces se trasladaron a un segundo recipiente de agua fresca sin anestésico para favorecer su
recuperacion (en el caso de los animales a los que se les extrajo menor cantidad de sangre),

antes de ser trasladados al tanque de cuarentena.

3.3. METODO MANUAL

Las técnicas de andlisis hematologico permiten diagnosticar cambios en la salud de los
animales como presencia de enfermedades inflamatorias a partir del andlisis de muestras
biologicas. Las técnicas manuales que realizamos fueron la determinacion del valor de
hematocrito, la determinacion de las proteinas plasmaticas totales, el recuento de leucocitos y
eritrocitos en un hemocitometro, la estimacién y el diferencial de leucocitos en una

preparacion de frotis sanguineo y la estimacion de trombocitos en frotis sanguineo.

3.3.1. VALOR DE HEMATOCRITO

El valor de hematocrito (HCT) se obtuvo colocando las muestras de sangre en los tubos
capilares de microhematocrito. La sangre sube por capilaridad y una vez que se llena el 70 —
90 % de su capacidad, se tapa el extremo superior con el dedo indice y se sella el extremo

inferior con plastilina especifica para el efecto (Hirschmann, Alemania). Este proceso se
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realiz6 para cada una de las muestras por duplicado. Luego se colocaron los capilares en una
centrifuga especifica para microhematocritos, modelo Centromix II BL (Selecta, Espafia)
(Figura 2A), a 12.000 rpm durante 5 minutos, para favorecer el empaquetamiento de los

eritrocitos y separarlos del plasma.

El HCT se determind de forma manual con los tubos capilares de microhematocrito con las
capas celulares empaquetadas (Figura 2B) y una plantilla de medicion. Para ello, se situd la
interfase eritrocito-arcilla del capilar en la linea del 0 y la parte superior de la capa del plasma
en la linea del 100. Después, se hizo coincidir la linea movil de la regla de lectura con la linea
que divide la capa eritrocitaria de la capa del plasma, que a su vez determina el porcentaje del

HCT con la escala lateral.

Figura 2A. Tubos capilares de microhematocrito en la centrifuga especifica para
microhematocritos Centromix II BL. Figura 2B. Tubos capilares de microhematocrito con
el empaquetamiento de eritrocitos, leucocits y plasma después de ser centrifugados.

3.3.2. PROTEINAS PLASMATICAS

La estimacion de la concentracion de las proteinas plasmaticas totales (PT) se obtuvo usando
un refractometro (Euromex, Holanda), de manera que el soluto refracta la luz que pasa a
través del refractdmetro, que es proporcional a la concentracion del soluto del plasma. El
resultado se puede leer en una escala a través del ocular del refractometro y se expresa en g/L.
Para conocer las proteinas totales se utilizo la capa plasmatica (como soluto) del tubo capilar

de microhematocrito obtenida a partir de la centrifugacion.



3.3.3. RECUENTO DE LEUCOCITOS Y ERITROCITOS

Para el recuento celular se utilizé un hemocitometro o camara de Neubauer y un microscopio
optico. Las muestras de sangre heparinizadas se diluyeron al anadir 5 uL de sangre a un
microtubo de 1,5 mL con 995 pL de una solucién preparada de Natt-Herrick comercial
(Bioanalytic GmbH, Alemania), con la ayuda de una micropipeta automatica. Después de 5
minutos, se cargaron 10 puL de la dilucién en la cdmara de Neubauer (Figura 3A), con la
micropipeta automatica y se esperd 5 minutos a que las células se asentaran, luego se observo

en el microscopio Optico con el objetivo de 40X.

La camara de Neubauer es un portaobjetos con una cuadricula central de 9 campos,
subdivididos en cuadriculas mas pequenas (0,25 x 1,0 mm) (Figura 3B). El recuento celular
de leucocitos es la suma del ntimero de leucocitos dentro de los 9 campos y el recuento de
eritrocitos so6lo tiene en cuenta el numero de eritrocitos que se encuentran en 5 de las

cuadriculas del campo central, porque estos son mas abundantes que los leucocitos.
Los recuentos celulares se calculan:

WBC = n° leucocitos x 200

RBC = (n° eritrocitos + 10% n° eritrocitos) x 10.000

1.0 mm
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Figura 3A. Hemocitometro o cdmara de Neubauer. Figura 3B. Cuadricula de la camara de Neubauer.
Imagen obtenida de: https://blogceta.zaragoza.unam.mx/manualbct2/anexo-2-camara-de-neubauer/.

3.3.4. ESTIMACION Y DIFERENCIAL DE LEUCOCITOS

Para el céalculo de la estimacion y el diferencial de leucocitos se realizé una preparacion de
frotis sanguineo afiadiendo entre 1 y 3 pL de sangre de cada una de las muestras, por

duplicado, y se tifieron con la tincion de Romanowsky modificado de pandptico (Quimica
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Clinica Aplicada S.A., Tarragona), que es una mezcla de azul de metileno y eosina que tifie de
purpura los nucleos y granulos neutrofilicos, de azul el citoplasma y de rosa los eritrocitos.
Esta tincién permite apreciar la forma, tamafio y contorno de las células sanguineas en el

microscopio optico.

La estimacion leucocitaria se obtuvo contando los leucocitos de 10 campos de vision en el

microscopio optico, utilizando el objetivo 40 X y aplicando la féormula:
X=(2710) x 1600

El diferencial leucocitario se calculd contando 100 leucocitos en varios campos del frotis
sanguineo, con el objetivo de 100 X, diferenciando entre los distintos tipos de leucocitos:
linfocitos, heter6filos y monocitos (los basofilos y eosinédfilos raramente se observan) (Figura

4). El resultado se expreso en porcentaje.

Linfocitos Heterofilo Heterofilo Monocitos
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Eritrocitos

Figura 4. Diferenciacion entre eritrocitos (flecha azul) y los leucocitos (flecha negra) en una muestra de frotis
sanguineo observada en el microscopio optico con el objetivo de 100 X. Los diferentes tipos de leucocitos que se
observan son: linfocitos (izquierda), heterdfilos (centrales) y monocitos (derecha).

3.3.5. ESTIMACION DE TROMBOCITOS

La estimacion de trombocitos se obtuvo a partir del frotis sanguineo utilizado para la
estimacion de leucocitos, contando los trombocitos que aparecen en 10 campos de vision, con

el aumento de 100 X (Figura 5). Después, se aplico la formula:

X= ((2710) / 1000) x 3.500
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Figura 5. Observacion de trombocitos (flecha negra) en una muestra de frotis sanguineo, observada en el
microscopio optico con el aumento de 100 X. En la preparacion también se observan eritrocitos (flecha azul) y
linfocitos (flecha roja).

Para los analisis hematoldgicos se utilizaron muestras de sangre de distintas truchas con
heparina como anticoagulante, pero para el estudio comparativo entre anticoagulantes, se
obtuvo sangre de un mismo pez y se dividié en dos microtubos de 1,5 mL, en uno se afadid
heparina y en el otro EDTA, siguiendo las mismas recomendaciones descritas con

anterioridad para la heparina.

Todos los peces del estudio fueron anestesiados con el anestésico MS-222 antes de la
extraccion de sangre, excepto un grupo de peces, seleccionados al azar, a los que se les
anestesio con el anestésico 2-fenoxietanol, para evaluar si los dos tipos de anestésico

afectaban a los parametros hematolégicos y de qué forma.

Todos los recuentos celulares que se realizaron de forma manual para la comparacion de
métodos fueron realizados por duplicado y por parte de dos observadores, después se calculd

la media de los resultados para obtener valores mas precisos.

El estudio de la precision del recuento celular en el método manual se realiz6 analizando una
muestra de sangre por triplicado y por dos observadores distintos. Los estudios de precision se
realizaron de forma individual, des de la dilucion de la muestra a la carga de la cdmara de
Neubauer y el recuento celular; empezando de cero en cada réplica. El observador 1 era un
observador con experiencia en el recuento celular de las células de peces, mientras que el

observador 2 contaba con menor experiencia.
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3.4. METODO AUTOMATICO — SYSMEX XN-1000V

El Sysmex XN-1000V es un analizador hematolégico de citometria de flujo e impedancia,
con un software multiespecie version betta 3.05 (Sysmex Corporation, Kobe, Japon). Durante
todo el periodo de anélisis se analizé diariamente material de control de calidad L2 XN Check
(Sysmex Co., Kobe, Japon), de acuerdo con las recomendaciones del fabricante. En la Tabla 1
se describe el método y el canal utilizado por el analizador para cada uno de los parametros

analizados en cada una de las muestras de sangre del estudio.

La sangre de O. mykiss se analizd con el perfil de aves del analizador hematologico. Este
perfil utiliza el canal PLT-F que emplea el Fluorocromo Fluorocell PLT (Sysmex Co., Kobe,
Japon), que permite identificar la poblacion de células de eritrocitos nucleados, leucocitos y
trombocitos (Figura 6A). El canal PLT-F clasifica las células analizadas con la luz dispersada
hacia delante (FSC), la luz dispersada lateral (SCC) y la luz fluorescente lateral (SFL). Todas
las poblaciones identificadas por el analizador hematoldgico fueron corregidas de forma
manual para ajustarse mejor al citograma poblacional (Figura 6A). También se utilizo el canal
de andlisis “extended”, que es una pantalla extra del software, que nos permite identificar y
delimitar de forma manual dos poblaciones de leucocitos del hemograma denominadas células

mononucleares y heteréfilos, en porcentaje y recuento (Figura 6B).

Tabla 1. Métodos y canales utilizados para los parametros hematologicos analizados.

PARAMETROS ANALIZADOS | CANAL UTILIZADO

RBC Canal PLT-F

HGB Meétodo SLS-hemoglobina

HCT Calculado a partir del tamafio de RBC

MCV Distribucion del tamafio de RBC

MCH Distribucion del tamaiio y fluorescencia de RBC
MCHC Distribucion del tamaiio y fluorescencia de RBC
WBC Canal PLT-F

PLT Canal PLT-F

RDW-SD Distribucion del tamafio de RBC

RDW-CV Distribucion del tamafio de RBC

RBC = Recuento de eritrocitos; HGB = Concentracion de hemoglobina; HCT = Valor de hematocrito; MCV = Volumen
corpuscular medio; MCH = Hemoglobina corpuscular media; MCHC = Concentracion de hemoglobina corpuscular
media; WBC = Recuento de leucocitos; PLT = Trombocitos; RDW-SD = Desviacion estandar del ancho de distribucion
de eritrocitos (del inglés “red cell distribution width standard deviation”) RDW-CV = Coeficiente de variacion del ancho
de distribucion de eritrocitos (del inglés “red cell distribution width coefficient of variation”).
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Figura 6A. Citograma modelo del canal de aves del Sysmex XN-1000V de las diferentes
poblaciones celulares: eritrocitos (azul), leucocitos (rosa) y trombocitos (verde). Figura 6B.
Citograma modelo de las subpoblaciones de leucocitos en la ventana “extended” para la
identificacion de mononucleares (rojo) y heterofilos (marrén).

El volumen corpuscular medio (MCV) de los eritrocitos se muestra graficamente como un

histograma (Figura 7) que permite visualizar la distribucion del tamafio celular.

RBC

SS0fL

Figura 7. Histograma del volumen corpuscular medio
de los eritrocitos.

3.4.1. LINEALIDAD

La linealidad permite evaluar la capacidad del analizador para obtener resultados
proporcionales a la concentracion en un rango establecido. Se estudid para el recuento de los
parametros: RBC, HGB, HCT, WBC, heterofilos, mononucleares y PLT. Para evaluar la
linealidad del Sysmex XN-1000V, se analizaron por duplicado las muestras de sangre de un
mismo pez, en una dilucion en serie del 100 %, 75 %, 50 %, 25 %, 12,5 % y 6,25 %. La
muestra de sangre fresca (100 %) se diluy6 con el diluyente Cellpack DCL del Sysmex XN-

1000V (Sysmex Co., Kobe, Japdon), con la ayuda de una micropipeta automatica de precision.
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3.4.2. ARRASTRE (“CARRY-OVER”)

El arrastre permite conocer la influencia que tiene una muestra sobre la siguiente si no se
realiza ningiin procedimiento de lavado entre ellas. Se determiné el arrastre para el recuento
de RBC, WBC y PLT. Para ello se analiz6 por triplicado una muestra con valores altos (HI,
H2, H3), seguida de una muestra con valores bajos, en este caso se utilizd el diluyente
Cellpack DCL (Sysmex Co., Kobe, Japon) (L1, L2, L3) por triplicado. La muestra con valores
altos se obtuvo centrifugando la muestra de sangre fresca en una centrifuga especifica para
microtubos de 1,5 mL, modelo Rotofix 32 A (Hettich, Alemania) a 2.520 rpm durante 5

minutos y eliminando cerca del 80 % del plasma obtenido.

El arrastre se calculd con la siguiente formula y su resultado se expresdé como un porcentaje.

Arrastre = [(L1 - L3)/(H3 - L3)] x 100

3.4.3. PRECISION

La precision es la capacidad que tiene el analizador en repetir siempre un mismo resultado.
Para ello se analiz6 en el Sysmex XN-1000V una muestra de sangre por triplicado con valores
normales y otra muestra de sangre con valores altos, también por triplicado. La precision se

calcul6 con la formula del coeficiente de variacion (CV):
CV = (Media/Desviacion estandar) x 100

La precision también se estudido con el método manual para el recuento de eritrocitos y
leucocitos a partir del andlisis de 3 muestras por parte de dos observadores, uno dotado de
mas experiencia que el otro en recuentos celulares. El procedimiento se realizé por triplicado
y de forma individual des de la dilucién de la muestra en la solucion de Natt-Herrick hasta el

recuento celular en la cdmara de Neubauer.

3.4.4. ESTABILIDAD

La estabilidad es el tiempo que transcurre des del momento de la extraccion de sangre al
andlisis de la muestra y se estudia porque con el paso del tiempo la muestra puede deteriorarse
y alterar los resultados. La estabilidad se determin6 utilizando 2 mL de sangre de cuatro
truchas, dividido en dos microtubos de 1,5 mL con 1 mL de sangre heparinizada cada uno.

Una de las muestras de cada trucha fue almacenada a temperatura ambiente y la otra fue
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refrigerada a 4 °C. Las muestras se analizaron en los siguientes tiempos posteriores a la
extraccion: 0 h, 4 h, 6 h, 24 h, 48 h y 72 h, tanto para las muestras a temperatura ambiente
como para las refrigeradas a 4 °C. Todas las muestras se homogeneizaron durante 5 minutos

antes de ser analizadas por el Sysmex XN-1000V.

3.4.5. COMPARACION DE METODOS

El estudio comparativo entre el método manual (recuentos en el hemocitdmetro y en el frotis
sanguineo) y el analizador hematolégico Sysmex XN-1000V se realizé mediante el anélisis de
95 — 100 muestras de sangre heparinizadas de distintos peces, dentro de las 6 horas
posteriores a la extraccion de sangre. Se compard el valor del hematocrito del analizador
hematologico con el valor del hematocrito manual obtenido mediante la centrifugacion de los

tubos capilares de microhematocrito.

También se compararon los recuentos celulares de eritrocitos, leucocitos y trombocitos
obtenidos por el analizador hematologico con los recuentos celulares del método manual. Se
realizd un frotis sanguineo de cada muestra por duplicado y los frotis fueron tefiidos con la
tincion de Romanowsky modificado de pandptico (Quimica Clinica Aplicada S.A.,
Tarragona) y se estim6 el WBC y PLT (ver apartado 3.3. Método manual). También se estim6
el porcentaje de las poblaciones leucocitarias (linfocitos, monocitos, heterofilos, eosinéfilos y

basofilos) sobre un recuento de 100 células.

3.5. ESTUDIO DEL TIPO DE ANTICOAGULANTE

El estudio comparativo entre los dos tipos de anticoagulante utilizados (heparina y EDTA) en
las muestras de sangre de O. mykiss, se realizd6 mediante el andlisis de sangre de 19 peces
seleccionados al azar, a los cuales se les extrajo sangre y esta se dividié en dos microtubos de
1,5 mL, en uno se afadi6 el anticoagulante heparina y en el otro el EDTA. Los peces de este
estudio fueron anestesiados previamente a la extraccion de sangre con el anestésico MS-222.
Las muestras de sangre fueron analizadas en las 3 horas siguientes a la extraccién con el

analizador hematologico Sysmex XN-1000V.
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3.6. ESTUDIO DEL TIPO DE ANESTESIA

Para estudiar como influye el tipo de anestésico utilizado en los pardmetros hematoldgicos de
las muestras de sangre de O. mykiss estudiadas, se seleccionaron 18 truchas al azar y se les
anestesio con el anestésico 2-fenoxietanol antes de la extraccion de sangre, siguiendo el
mismo procedimiento descrito anteriormente para los peces anestesiados con el anestésico
MS-222. Los resultados se compararon estadisticamente con las 83 muestras de sangre de los
peces a los que se les anestesio con el anestésico MS-222. A todas las muestras de sangre de

este estudio se les anadi6 heparina como anticoagulante para evitar codgulos en las muestras.

3.7. ESTUDIO DEL EFECTO DE LESIONES CUTANEAS SOBRE
EL HEMOGRAMA

Tras observar una poblacién de peces con presencia de lesiones cutdneas, debido a la
inadecuada calidad del agua, se realiz6 un estudio para ver si el analizador hematologico
Sysmex XN-1000V era capaz de detectar patologias a partir de la deteccion de alteraciones
hematologicas. Para ello se realizé un estudio comparativo entre las muestras de sangre de 17
peces con presencia de lesiones cutaneas, respecto a las muestras de sangre de un grupo
control de 50 peces que no presentaban lesiones cutaneas aparentes. Todos los peces de este
estudio fueron anestesiados con el anestésico MS-222 y la sangre fue conservada con heparina

como anticoagulante.

3.8. VALORES DE REFERENCIA

Siguiendo las recomendaciones de la Sociedad Estadounidense de Patologia Clinica
Veterinaria (ASVCP) (Arnold et al., 2019) se analizaron 71 muestras de sangre de O. mykiss
de ejemplares que no presentaban lesiones cutineas, anestesiados con el anestésico MS-222
previamente a la extraccion de sangre y utilizando heparina como anticoagulante, con el

objetivo de obtener valores de referencia para esta especie.
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3.9. ANALISIS ESTADISTICOS

La linealidad se estudid6 mediante la regresion lineal y el coeficiente de correlacion de
Pearson. La precisién se evalué mediante el coeficiente de variacion (CV). Se estudio la
distribucion normal de las diferentes variables mediante la prueba de Shapiro-Wilk y se
utilizaron pruebas paramétricas para aquellos parametros que seguian una distribucion normal

y pruebas no paramétricas para los que no presentaban una distribucion normal.

El andlisis estadistico de la estabilidad, en relacion a los efectos del tiempo y la temperatura
de almacenamiento, se realizdo mediante una prueba de Friedman con comparacién multiple de

Dunn.

En el estudio de comparacion de métodos, se utiliz6 una correlacion lineal de Spearman, una

regresion no paramétrica de Passing-Bablok y un anélisis de Bland-Altman.

La evaluacion de las diferencias significativas entre las muestras de sangre tratadas con los
dos tipos de anticoagulantes heparina y EDTA, se realizO mediante una prueba no
paramétrica de Wilcoxon pareada. En el andlisis estadistico utilizado para comparar los
efectos del tipo de anestésico utilizado, se us6 la prueba de Mann Whitney para comparar los
dos grupos. En el estudio en el cual se compararon los peces con lesiones cutineas respecto a
los peces sin lesiones cutaneas, se realizo la prueba T-student para los datos independientes y
pardmetros con distribucion normal o el test de Mann Whitney para pardmetros con
distribucién no normal. Para el andlisis estadistico de los valores de referencia se siguieron
las recomendaciones de la Sociedad Estadounidense de Patologia Clinica Veterinaria
(ASVCP) debido a que la mayoria de los parametros no seguian una distribucién normal, por
lo que la poblacién se definié con la media, mediana, minimo, maximo, percentil 5 % y
percentil 95 % se utilizan para definir la poblacion del estudio (Arnold et al., 2019). El

percentil 5 % y 95 % define el rango de referencia para la especie.

Para los estudios de analisis estadistico se utilizd el programa estadistico Graphpad Prism
8.0.1. (San Diego, Ca, EE.UU.). El andlisis de regresion de Passing-Bablok se realizd
mediante el programa informatico estadistico R, en version 3.6.2, con el paquete mcr (Www.r-

project.org). El nivel de significacion se fijo en P < 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. METODO AUTOMATICO — SYSMEX XN-1000V
4.1.1. LINEALIDAD

En la Figura 8 se muestra la linealidad de los parametros RBC, HGB, HCT, WBC, recuento
de mononucleares, recuento de heter6filos y PLT. La linealidad fue aceptable para todos los
pardmetros y el coeficiente de correlacion de Pearson fue superior a 0,9 en todos los casos.
Sin embargo, se observo una desviacion estadisticamente significativa de cero (p < 0,005)

para todos los parametros.
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Figura 8. Linealidad y coeficiente de correlacion de Pearson de los parametros: Recuento de eritrocitos (RBC),
Concentracion de hemoglobina (HGB), Valor de hematocrito (HCT), Recuento de leucocitos (WBC),
mononucleares, heterofilos y Trombocitos (PLT).
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4.1.2. ARRASTRE (“CARRY-OVER”)
El arrastre para todos los parametros fue 0, excepto para WBC que se situ6 en un 0,57 %.

En los citogramas de la Figura 9 se muestra el arrastre después de realizar el analisis de una
muestra concentrada (H1), obtenida tras ser centrifugada y eliminar el plasma, seguida de una
muestra poco concentrada (L1). En el citograma de la muestra poco concentrada, se observa

una nube de puntos en la zona que corresponde a las poblaciones de leucocitos.

PLT-F PLT-F

FSC
FSC

SFL SFL

Figura 9. Citogramas del estudio del arrastre de una muestra concentrada (izquierda), seguida de
una muestra poco concentrada (derecha).

4.1.3. PRECISION

La precision del Sysmex XN-1000V para las muestras de sangre de O. mykiss se realizo de
acuerdo con las directrices del "International Council for Standardization in Haematology"
(ICSH) (Briggs et al., 2014) para la evaluacion de los analizadores hematolégicos de células
sanguineas, con recuentos celulares normales y altos. Los resultados de la Tabla 2, mostraron
valores de coeficiente de variacion aceptables (CV < 5 %) para todos los parametros
hematologicos estudiados en el Sysmex XN-1000V, excepto para el recuento de heterdfilos en

muestras con valores normales (CV > 15 %).
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Tabla 2. Estudio de la precision del Sysmex XN-1000V para muestras de
sangre de Oncorhynchus mykiss con recuentos celulares normales y altos.

PARAMETROS NOMAL ALTO
HEMATOLOGICOS | Media | CV (%) | Media | CV (%)
RBC (10/uL) 0,64 2,71 1,21 0,83
HGB (g/dL) 4,03 1,43 5,87 3,94
HCT (%) 26,87 1,07 58,57 1,78
MCYV (fL) 361,50 | 1,39 ND ND
WBC (10%/uL) 27,35 4,82 47,06 4,66
Mononucleares (%) 87,07 2,24 ND ND
Heterofilos (%) 12,93 15,08 ND ND
PLT (10%/uL) 2,00 0,35 5,00 0,12

RBC = Recuento de eritrocitos; HGB = Concentraciéon de hemoglobina; HCT = Valor de
hematocrito; MCV = Volumen corpuscular medio; WBC = Recuento de leucocitos; PLT =
Trombocitos. CV = Coeficiente de variacion; ND = No determinado.

El estudio de la precision del método manual para el recuento celular de RBC y WBC fue
realizado por dos observadores, resumido en la Tabla 3. El observador 2, con menor
experiencia, obtuvo un coeficiente de variacion mdas alto que el observador 1, mads
experimentado. La variabilidad para los dos observadores de forma conjunta fue alta, de

alrededor del 20 %.

Tabla 3. Estudio de la precision en el método manual para el recuento celular de muestras de
sangre de O. mykiss por parte de dos observadores.

CELULAS OBSERVADOR 1 OBSERVADOR 2 2 OBSERVADORES

SANGUINEAS | Media CV (%) | Media CV (%) | CV (%)

RBC (10uL) | 1,28 5,63 1,77 15,68 21,27
WBC (10°uL) | 19,20 12,01 17,10 23,94 17,57

RBC = Recuento de eritrocitos; WBC = Recuento de leucocitos. CV = Coeficiente de variacion

4.1.4. ESTABILIDAD

El recuento celular de WBC no se puede determinar después de 24 horas a temperatura
ambiente y después de 48 horas en refrigeracion a 4 °C, sin embargo, el recuento de RBC es
estable durante 48 horas a temperatura ambiente y estable durante 72 horas para muestras

refrigeradas a 4 °C (Figura 10). En el recuento celular de PLT no se observan diferencias
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significativas en las primeras 24 horas, pero no se pueden determinar después de 48 horas a

temperatura ambiente y después de 72 horas a 4 °C.

En cuanto al MCV, los eritrocitos experimentan su maxima expansion celular a las 24 horas a
ambas temperaturas, aunque en menor grado a 4 °C. Después de las 24 horas el MCV
disminuye considerablemente en las muestras de temperatura ambiente y las refrigeradas a

4 °C, debido a la lisis celular.

No se observaron diferencias significativas en las primeras 48 horas para los recuentos
celulares de mononucleares y heterofilos para las muestras almacenadas a temperatura
ambiente y las refrigeradas a 4 °C, pasado este periodo difieren, la concentracion de
mononucleares disminuye después de 72 horas en las muestras refrigeradas a 4 °C, mientras

que los heter6filos aumentan después de 72 horas, siendo superior el aumento en las de 4 °C.

El aumento considerable de PLT se relaciona con la disminucion de RBC y WBC; igual que
ocurre con el aumento de heterofilos, mientras se produce una disminucion considerable de

los mononucleares.
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Figura 10. Estudio de la estabilidad de las muestras de O. mykiss a diferentes tiempos y temperaturas, para:
Recuento de eritrocitos (RBC), Concentracion de hemoglobina (HGB), Valor de hematocrito (HCT), Volumen
corpuscular medio (MCV), Recuento de leucocitos (WBC), mononucleares, heter6filos y Trombocitos (PLT).
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Los citogramas obtenidos por el Sysmex XN-1000V (Figura 11) de las muestras de sangre a
diferentes tiempos y temperaturas muestran un aumento del MCV después de las 4 horas a
temperatura ambiente y refrigeradas a 4 °C. A medida que aumenta el tiempo del analisis,
aumenta la hemolisis y el detritus celular (rojo), especialmente en las muestras que se

encuentran a temperatura ambiente, respecto a las que se conservan a 4 °C.

Las poblaciones de leucocitos (rosa) se van agrupando a medida que aumenta el tiempo del
andlisis, tanto las que se encuentran a temperatura ambiente como las refrigeradas a 4 °C. A
partir de las 48 horas, las poblaciones de leucocitos que se encuentran a temperatura ambiente
desaparecen debido a la lisis celular y se observa un aumento considerable de la hemolisis y el

detritus celular.

En cuanto a los histogramas, el MCV se mantiene estable durante las primeras 24 horas para
las muestras almacenadas a temperatura ambiente y las refrigeradas a 4 °C, pero después de
este periodo se observa una deformacion de los histogramas, mas pronunciada en las muestras

a temperatura ambiente, llegando a salir fuera de los valores del eje de las X (> de 500 fL).

TIEMPO TEMPERATURA AMBIENTE REFRIGERADAS 4 °C
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Figura 11. Citogramas e histogramas obtenidos por el Sysmex XN-1000V en las muestras de sangre de O.

mykiss del estudio de la estabilidad, a diferentes tiempos y temperaturas.
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4.1.5. COMPARACION DE METODOS

En la Tabla 4 se puede ver la comparaciéon de métodos para el recuento celular entre el
método automatico (Sysmex XN-1000V) y el método manual (hemocitometro y frotis
sanguineo) en muestras de sangre heparinizadas con un intervalo de confianza del 95 % del
coeficiente de correlacion de Spearman. La desviacion es estadisticamente significativa e
igual a cero (p < 0,005) para todos los parametros, excepto para la estimacion de las PLT que

no es significativa.

La desviacion en los valores obtenidos entre el método automatico y el método manual, para
el sesgo medio y el limite de concordancia, es alta para la mayoria de los parametros,
especialmente para el WBC, por lo que los valores obtenidos mediante un método no son

matematicamente iguales a los obtenidos con el otro método (Tabla 4, Figura 12).

Con las comparaciones entre los métodos hemos podido ver que existe una buena correlacién
entre los resultados obtenidos con el Sysmex XN-1000V, el recuento celular con el método
manual a partir de un hemocitometro y la estimacion celular en el frotis sanguineo. No
obstante, la correlacion entre los dos métodos (Tabla 4) es adecuada e incluso con la
estimacion manual sobre el frotis sanguineo. Por lo que la tendencia de aumento o

disminucion de los parametros hematologicos estudiados es similar en todos los métodos.

Tabla 4. Comparacion de métodos para el recuento celular entre el Sysmex XN-1000V y el método manual.

PARAMETROS N PEARSONR | RANGO DE CORRELACION | LIMITE DE CORRELACION
HEMATOLOGICOS DE SPEARMAN 95 % (SESGO)
p-valor R R 95 % CI Sesgo Bajo Alto
medio
RBC 97 0,780 <0,0001 | 0,736 | 0,626-0,818 | -0,273 -0,723 0,176

(Sysmex — Hemocitometro)

HCT 91 0,869 <0,0001 0,842 0,767 - 0,894 8,635 -2,675 19,950

(Sysmex — Microhematocrito)

WBC 97 0,508 <0,0001 0,696 0,573 - 0,789 - 19107 - 42050 3835

(Sysmex — Hemocitometro)

WBC 99 0,639 <0,0001 0,818 0,737-0,875 - 18066 - 36646 513,700

(Sysmex — Frotis sanguineo)

PLT 99 - 0,098 <0,0001 0,028 -0,176 - 0,230 | 1,531 -4,724 7,787

(Sysmex — Frotis sanguineo)

Mononucleares (%) 101 0,681 <0,0001 0,600 0,454 - 0,715 7,834 - 17,770 33,440

(Sysmex — Frotis sanguineo)

Heterofilos (%) 99 0,756 <0,0001 0,502 0,333 - 0,640 139,700 - 143,600 | 423,000

(Sysmex — Frotis sanguineo)

‘WBC manual vs estimado 95 0,687 <0,0001 0,783 0,687 - 0,852 1116 - 16983 19216
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(Hemocitometro — Frotis

sanguineo)

RBC = Recuento de eritrocitos; HCT = Valor de hematocrito, WBC = Recuento de leucocitos; PLT = Trombocitos.

El diagrama de Bland-Altman (Figura 12) muestra las diferencias de la determinacion de los

diferentes pardmetros hematologicos entre el Sysmex XN-1000V y los métodos manuales

(hemocitometro y frotis sanguieno), respecto la media de su determinacion utilizando los dos

métodos. Este diagrama permite evidenciar el tipo de error que existe en la determinacion de

un parametro entre los dos métdos, permitiendo ver si el error es proporcional o aleatorio.

El diagrama de Bland-Altman mostr6 un error proporcional para los parametros RBC, HCT,

PLT y el WBC estimado por el frotis sanguineo; mientras que el error es aleatorio para los

pardmetros WBC, mononucleares y heterdfilos estimados por el método del recuento manual.
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Figura 12. Diagramas de Bland-Altman para la comparacion del Sysmex XN-1000V y el método
manual (hemocitometro y frotis sanguineo) para: Recuento de eritrocitos (RBC), Valor de hematocrito
(HCT), Recuento de leucocitos (WBC), mononucleares, heterofilos y Trombocitos (PLT). Los
graficos muestran la diferencia media (sesgo, linea punteada) entre ambos métodos y los limites de
concordancia superior e inferior del 95 % (linea discontinua).
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En los graficos de Passing Bablok (Figura 13) se compar6 el método automatizado con los
métodos manuales para los pardmetros hematoldgicos de RBC, HCT, WBC, mononucleares,
heterofilos y PLT. En estos graficos vemos representados graficamente los valores obtenidos
en la comparacion de métodos y presentados en la Tabla 4. Con este estudio se puede
observar que la mayoria de los parametros siguen una misma tendencia y que ambos métodos
se correlacionan bien, de forma que cuando aumentan los valores de un pardmetro en un
método, también lo hace en el otro método. Esto es asi para todos los parametros excepto para
las PLT, en el que la relacion entre el Sysmex XN-1000V y el método manual de estimacioén

en frotis sanguineo no es buena.
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Figura 13. Gréficos de Passing Bablok de Regression Fit para la comparacion del Sysmex XN-1000V y el
método manual (hemocitometro y frotis sanguineo para: Recuento de eritrocitos (RBC), Valor de
hematocrito (HCT), Recuento de leucocitos (WBC), mononucleares, heterofilos y Trombocitos (PLT). Los
graficos muestran la dispersion de puntos alrededor de la recta de regresion y el sombreado representa el
intervalo de confianza del 95 % de la recta de regresion.
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4.2. ESTUDIO DEL TIPO DE ANTICOAGULANTE

Los graficos de la Figura 14 muestran diferentes pardmetros hematologicos conservados con
dos tipos de anticoagulantes: heparina y EDTA. Las muestras de sangre con el anticoagulante
EDTA presentan estadisticamente mayor RBC, HGB, HCT, MCV, WBC y PLT que las

muestras con heparina.

En la clasificacion de las dos poblaciones de WBC, las muestras con heparina presentan un
mayor porcentaje de heteréfilos, respecto a las muestras con EDTA, mientras que los

mononucleares se mantienen en valores similares para ambos anticoagulantes.
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Figura 14. Estudio entre los anticoagulantes heparina y EDTA en los pardmetros hematologicos:
Recuento de eritrocitos (RBC), Concentracion de hemoglobina (HGB), Valor de hematocrito
(HCT), Volumen corpuscular medio (MCV), Recuento de leucocitos (WBC), mononucleares,
heterofilos y Trombocitos (PLT).
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Los citogramas obtenidos por el Sysmex XN-1000V tras pasar una muestra de sangre con

heparina (Figura 15A) y una muestra con EDTA (Figura 16A) de un mismo ejemplar del

estudio, presentan caracteristicas diferentes que pueden afectar a la diferenciacion de los

grupos celulares. En general, las muestras conservadas con heparina muestran un citograma

con un RBC (azul) mas compacto y una mejor separacion entre RBC y WBC (rosa), en

comparacion con las muestras con EDTA. En la zona de detritus celulares (rojo) se observa

una mayor presencia de artefactos, que dificulta el correcto recuento de PLT (verde) en las

muestras con EDTA, respecto a las muestras con heparina.

El histograma de la muestra de sangre con EDTA (Figura 16B) tiene mayor MCV que el

histograma con heparina (Figura 15B), porque provoca mayor hinchazoén de los eritrocitos.

A | PLT-F

FSC

B

RBC

SS0fL

Figura 15A. Citograma de una muestra de sangre con heparina. Figura 15B. Histograma de una muestra

con heparina.

PLT-F

>
FSC

SFL

RBC

S50fL

Figura 16A. Citograma de una muestra de sangre con EDTA. Figura 16B. Histograma de una muestra

con EDTA.
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4.3. ESTUDIO DEL TIPO DE ANESTESIA

Los peces del estudio que fueron anestesiados con el anestésico 2-fenoxietanol antes de la
extraccion de sangre, mostraron un valor de HCT y MCV menor respecto a las muestras de
sangre de animales anestesiados con MS-222. Los otros pardmetros hematologicos estudiados

no mostraron diferencias significativas.
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* Valor de significacion: p < 0,05

Figura 17. Estudio entre el anestésico MS-222 y el 2-fenoxietanol para los parametros
hematologicos: Recuento de eritrocitos (RBC), Concentracion de hemoglobina (HGB), Valor de
hematocrito (HCT), Volumen corpuscular medio (MCV), Recuento de leucocitos (WBC),
mononucleares, heteréfilos y Trombocitos (PLT).
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4.4. ESTUDIO DEL EFECTO DE LESIONES CUTANEAS SOBRE
EL HEMOGRAMA

Los peces con lesiones cutaneas que se incluyeron en el estudio presentaban heridas muy
visibles en la zona préoxima a la aleta caudal, en la insercion de las aletas ventrales, el
opérculo y escamacion en el tejido (Figura 18), respecto a los peces del grupo control que no

presentaban lesiones en el tejido, ni en las aletas ni en el opérculo (Figura 19).

PECES CON LESIONES CUTANEAS

Figura 18. Fotografias de O. mykiss con presencia de lesiones cutaneas en la aleta caudal, el opérculo y la
insercion de las aletas ventrales.

PECES SIN LESIONES CUTANEAS

R

Figura 19. Fotografias de O. mykiss sin presencia de lesiones cutaneas.
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Los graficos de la Figura 20 muestran que los peces con lesiones cutdneas tienen menor

recuento de RBC, HGB, HCT, WBC y PLT que los peces control sin lesiones cutaneas; y

mayor porcentaje de heterofilos, respecto a los que no presentan lesiones cutaneas, lo cual es

un indicativo de la presencia de un inicio de anemia y de una respuesta inflamatoria.
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Figura 20. Estudio del efecto de las lesiones cutaneas sobre el hemograma en peces con lesiones
cutaneas en relacion a lo peces sin lesiones, para los parametros hematoldgicos: Recuento de eritrocitos
(RBC), Concentracion de hemoglobina (HGB), Valor de hematocrito (HCT), Volumen corpuscular
medio (MCV), Recuento de leucocitos (WBC), mononucleares, heterdfilos y Trombocitos (PLT).
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4.5. VALORES DE REFERENCIA

Los valores de referencia de este estudio (Tabla 5) se establecieron a partir de 71 muestras de
sangre de los peces de O. mykiss anestesiados con el anestésico MS-222, utilizando la

heparina como anticoagulante y sin evidencias de lesiones cutaneas.

Siguiendo las recomendaciones de la ASVCP, debido a que la mayoria de los parametros
hematologicos analizados no siguen una distribucion normal, la media, mediana, minimo,
maximo y percentil 5 % y percentil 95 % se utiliza para definir la poblacion (Arnold et al.,

2019). El percentil 5 % y 95 % define el rango de referencia para la especie.

Tabla 5. Valores de referencia de los parametros hematoldgicos del estudio de O. mykiss.

PARAMETROS N Media | Mediana | DS Minimo | Maximo | Percentil | Percentil
HEMATOLOGICOS 5% 95 %
METODO MANUAL Recuento celular en hemocitémetro y tubos capilares de microhematocrito

RBC (10%/uL) 71 1,35 1,32 0,33 0,57 2,22 0,63 1,93
WBC (10%/uL) 71 22,50 19,40 14,12 2,80 70,40 3,19 50,45
HCT (%) 71 36,71 36,50 7,35 21,00 50,50 21,63 48,35
PT (g/dL) 71 3,96 4,00 0,86 1,70 5,30 1,78 5,00
METODO MANUAL Estimacion en frotis sanguineo

WBC (10%/uL) 71 21,10 18,88 11,21 2,88 72,16 3,27 36,91
Mononucleares (%) 71 93,16 97,00 10,46 48,00 100,00 51,11 100,00
Linfocitos (%) 71 92,83 97,00 10,54 48,00 100,00 51,11 100,00
Monocitos (%) 71 0,33 0,00 0,94 0,00 6,00 0,00 2,00
Heterofilos (%) 71 6,84 3,00 10,46 0,00 52,00 0,00 31,55
Eosindfilos (%) 71 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Basofilos (%) 71 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
PLT (10%/uL) 71 1,12 0,70 1,36 0,00 6,65 0,00 3,50
METODO ANALIZADOR AUTOMATICO Sysmex XN-1000V

RBC (10%/uL) 71 1,03 1,04 0,18 0,65 1,55 0,66 1,32
HGB (g/dL) 71 6,06 6,00 0,99 3,90 8,80 3,97 7,66
HCT (%) 71 41,10 41,02 8,69 20,96 60,91 22,79 53,12
MCV (fL) 71 412,79 411,55 48,35 308,00 540,00 313,73 487,39
MCH (pg) 71 54,29 54,05 5,88 38,90 73,80 40,11 65,70
MCHC (g/dL) 71 13,29 13,10 1,86 8,80 18,20 8,94 16,51
RDW-SD (fL) 71 39,66 38,40 12,60 18,40 73,20 18,66 60,20
RDW-CV (%) 71 13,28 13,05 3,37 7,10 20,90 7,20 18,98
WBC (10%/uL) 71 22,39 21,44 10,91 2,88 51,64 3,59 43,37
Mononucleares (%) 71 84,39 88,70 14,62 30,80 100,00 33,97 100,00
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Heterodfilos (%) 71 14,43 10,40 14,64 0,00 69,20 0,00 48,92
WBC (10°/uL) 71 23,49 22,50 11,22 2,00 53,00 3,04 44,55
Mononucleares (103/uL) | 71 20,31 18,00 11,10 2,00 49,00 2,00 41,10
Heterofilos (103/uL) 71 3,03 2,00 2,72 0,00 12,00 0,00 9,00
PLT (10%/uL) 71 3,34 3,00 2,78 0,00 13,00 0,00 8,55

RBC = Recuento de eritrocitos; HGB = Concentracion de hemoglobina; HCT = Valor de hematocrito; PT = Proteinas plasmaticas totales;
MCYV = Volumen corpuscular medio; MCH = Hemoglobina corpuscular media; MCHC = Concentracion de hemoglobina corpuscular media;
WBC = Recuento de leucocitos; PLT = Trombocitos; RDW-SD = Desviacion estandar del ancho de distribucion de eritrocitos; RDW-CV =

Coeficiente de variacion del ancho de distribucion de eritrocitos. (DS = Desviacion estandar

Para poder estimar los valores de referencia obtenidos en nuestro estudio de las muestras de

sangre de O. mykiss, se recopilaron los valores hematologicos de esta especie publicados en

otros articulos hasta la fecha (Tabla 6).

Tabla 6. Rangos de los valores descritos para los parametros hematologicos de O. mykiss publicados en otros estudios.

ARTICULO

METODO
ANESTESICO
ANTICOAGULANTE

N

RBC
(10pL)

WBC
(10°/pL)

HGB (g/dL)

HCT (%)

MCYV (fL)

MCH (pg)

MCHC
(g/dL)

Nabi et al., 2022

Manual
MS-222

Heparina

148

1,16 + 0,08

63,70 + 14,72

9,30 £ 0,50

31,36 £ 1,45

270,06 + 9,70

80,03 + 1,74

29,65 + 0,60

Farahnak Roudsari et

al., 2021

Manual
Eugenol

Heparina

1,57 + 0,05

4,20+ 0,22

835-12,24

41,00 + 1,63

261,67+ 1,70

50,03 £ 0,68

19,13 £ 0,39

Bilen y Elbeshti, 2019

BC 3000 plus
Manual-WBC
Sin anestesia

Heparina

36

0,89 + 0,08

39,03 + 1,80

7,95+0,15

21,80 + 1,90

245,45+ 0,30

89,85+ 6,35

Heydari et al., 2020

Manual
Sin anestesia

Heparina

0,95 +0,25

16,70 + 0,27

10,00 + 0,03

33,00+ 0,76

347,25+ 8,91

105,23 +
10,18

30,38 £2,26

Hoseini et al., 2020

Manual
Eugenol

Heparina

0,89 + 0,04

5,88 +0,26

3330+ 1,15

370,00 + 57,30

65,70 + 8,65

17,70 £2,25

Mise Yonar, 2019

Manual
Benzocaina

Heparina

1,56 + 0,07

6,98 £ 0,39

32,58 £2,29

209,61 + 12,46

43,72 +2,53

22,24 + 1,86

Yonar et al., 2019

Manual
Benzocaina

EDTA

1,60 + 0,03

24,16 £ 2,17

7,04 £ 0,55

34,27 +2,10

216,47 + 15,27

42,13 +3,22

20,03 2,39

Fazio et al., 2017

HeCoVet C
MS-222
EDTA

60

1,53+0,13

20,10 + 0,94

10,12+ 1,99

29,00 + 3,24

189,30 + 12,25

65,62 +9,18

34,68 + 4,44

Huyben et al., 2017

Manual
MS-222

Heparina

0,78 £ 0,06

5,80+ 0,20

19,80 + 0,90

267,20 + 19,10

78,60 + 5,40

29,70 + 1,00

Magbool et al., 2014

Manual
Sin anestesia

Heparina

20

1,21 + 0,05

12,45+2,71

9,26 £ 0,55

35,38 £2,09

292,39 + 8,69

76,53 £2,07

26,20 + 1,42

Hrubec y Smith, 2010

Manual

122

0,77 - 1,67

1,50 -7,70

21,00 — 44,00

192,00 — 420,00

14,40 — 70,00

5,60 — 24,40

Amend y Smith, 1975

Manual
Benzocaina

Heparina

20

1,33+0,13

9,40 £ 0,20

47,00 + 1,00

359,00 + 11,00

72,00 + 2,00

20,10 + 0,40

RBC = Recuento de eritrocitos; WBC = Recuento de leucocitos; HGB = Concentracion de hemoglobina; HCT = Valor de hematocrito; MCV = Volumen
corpuscular medio; MCH = Hemoglobina corpuscular media; MCHC = Concentracion de hemoglobina corpuscular media.
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5. DISCUSION

Hasta donde sabemos, este es el primer estudio de validacion del analizador hematologico
Sysmex XN-1000V para muestras hematologicas de peces. La bibliografia existente hasta la
fecha sobre estudios hematoldgicos en peces se basa en los resultados obtenidos mediante
métodos manuales y no existen estudios especificos con valores de referencia suficientemente
solidos para todas las especies, lo que dificulta la interpretacion de los resultados. La
validacion del Sysmex XN-1000V permitira obtener un hemograma completo de forma rapida
y precisa, estandarizar las técnicas analiticas, homogeneizar los resultados y obtener valores
de referencia fiables, asi como establecer un procedimiento reproducible para distintas

especies de teledsteos.

Como se describe en los resultados, todos los parametros hematoldgicos estudiados presentan
linealidad y cumplen las recomendaciones de precision del recuento celular que se establecen
para los estudios hematologicos en humanos en analizadores automaticos (CV < 5 %), de
acuerdo con las directrices del "International Council for Standardization in Haematology"
(ICSH) (Briggs et al., 2014). Solo se observa la excepcion del valor de precision en el
recuento de heterdfilos en muestras con valores normales, con un CV > 15 %, posiblemente
por el bajo recuento de estas células en la especie estudiada. Ademas, el recuento de las
poblaciones de leucocitos se determina mediante la ventana “extended”, que tiene un ajuste

manual y posiblemente por eso observamos mas variacion en este parametro.

El estudio de la precision del método manual revela la existencia de alta variabilidad entre los
observadores, con un coeficiente de variacion alrededor del 20% cuando se analiza de forma
conjunta y siendo mayor en el observador menos experimentado respecto al observador con
mayor experiencia. Segun las directrices del ICSH, en medicina humana se aceptan recuentos
celulares con un CV < 20 % cuando se trata de recuentos realizados de forma manual. Esto
reafirma la necesidad de validar analizadores automaticos como el Sysmex XN-1000V, ya
que los resultados obtenidos en los recuentos manuales estan sujetos a multiples fuentes de
error durante el proceso y a la correcta interpretacion de los recuentos celulares, dependiendo
en alto grado de la experiencia del observador, mientras que el analizador hematolégico es

mas preciso.
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El arrastre entre muestras es aceptable y el Sysmex XN-1000V tiene un sistema de lavado
entre muestras que permite obtener resultados fiables. Nuestros resultados son inferiores al

1 %, que es lo aceptado en medicina humana por la ICSH (Briggs et al., 2014).

S5.1. ESTABILIDAD DE LAS MUESTRAS

En los estudios de hematologia no siempre se pueden realizar los andlisis en el momento de la
recoleccion de las muestras de sangre, por eso es importante estudiar la estabilidad de las
muestras teniendo en cuenta el tiempo transcurrido desde la extraccion y la temperatura de

conservacion, para conocer como esto puede afectar a los parametros hematologicos.

En el presente estudio, observamos que los WBC no se conservan tan bien como los RBC, ya
que los WBC no se pudieron determinar a partir de las 24 horas en las muestras a temperatura
ambiente ni a 48 horas en las muestras refrigeradas a 4 °C porque se produce lisis celular;
mientras que los RBC se mantuvieron estables durante 48 horas para las muestras conservadas

a temperatura ambiente y 72 horas en las refrigeradas a 4 °C.

Las muestras que se mantuvieron a temperatura ambiente fueron menos estables que las que
se encontraban refrigeradas a 4 °C, lo que sugiere que el frio ayuda a mantener las estructuras
celulares y a retrasar la degradacion celular. Esto concuerda con Buttarello (2004), que afirma
que el almacenamiento a 4 °C puede estabilizar las muestras durante 24 — 72 horas. Por otro
lado, los estudios realizados por Fazio et al. (2012) y Faggio et al. (2013) confirman que el
almacenamiento a largo plazo influye en el andlisis de los parametros hematologicos,
recomendando que las muestras se analicen dentro de las 6 horas después de su obtencion y

preferiblemente refrigeradas a 4 °C.

Como se puede observar en los resultados de este estudio (Figura 10), los eritrocitos
experimentaron un aumento en el MCV a las 24 horas debido a que los poros de la membrana
se agrandaron, permitiendo la entrada de agua a las células e hinchandolas a medida que
aumentaba el tiempo del andlisis, siendo similar a lo descrito en el estudio de Fazio et al.
(2017) con muestras de sangre de O. mykiss. Después, el MCV disminuy6 considerablemente
porque se desencadenaron los procesos de lisis y degradacion celular, como en el estudio de
Korcock et al. (1988) en muestras de O. mykiss. En conclusion, si bien las muestras presentan

estabilidad variable para los diferentes parametros hematoldgicos, parece recomendable,
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siempre que sea posible, analizar las muestras en las primeras 24 horas post extraccion y

mantenerlas a temperatura de refrigeracion mientras no sean analizadas.

5.2. COMPARACION DE METODOS

En los estudios comparativos realizados entre el método automéatico (Sysmex XN-1000V) y
los métodos manuales (recuento celular en hemocitometro y estimacion en frotis sanguineo)
se ha podido observar que la mayoria de los pardmetros siguen una misma tendencia y que
ambos métodos tienen una buena correlacion, pero no son equiparables, por lo que cuando
aumenta o disminuye un parametro hematolégico en un método también lo hace en el otro,
pero estos no son intercambiables. Lo cual significa que en los estudios experimentales no
debemos sustituir un método por otro, sino que debemos utilizar el mismo método para todas
las muestras del estudio. En hematologia de peces, la bibliografia existente sobre la
comparacion de métodos es muy limitada, no hay estudios que evaltien el método manual y el
uso de analizadores, quizas debido a la poca disponibilidad de analizadores hematologicos

capaces de realizar recuentos celulares en especies con eritrocitos nucleados.

5.3. ESTUDIO DEL TIPO DE ANTICOAGULANTE

Las muestras de sangre del presente estudio tratadas con heparina presentaron mejor calidad
que las muestras tratadas con EDTA, ya que tras ser analizadas en el Sysmex XN-1000V se
observo una expansion celular de RBC, WBC y PLT en las muestras con el anticoagulante
EDTA (Figura 16 A), ademds de un aumento en la hemolisis y el detritus celular, respecto a
las muestras con heparina (Figura 15 A). Magbool et al. (2014) y Korcock et al. (1988)
demostraron que el EDTA provocaba un incremento en el MCV de los eritrocitos, facilitando
su lisis y fragmentacion celular, por lo que el uso del EDTA no seria tan recomendable. Esto
concuerda con el estudio realizado por Walencik y Witeska (2007) en el que afirman que la
heparina es el anticoagulante con menor riesgo de causar artefactos en las muestras de sangre
de pez, mientras que el EDTA cambia la morfologia de los gldbulos rojos e interfiere con el
anestésico MS-222, que es el anestésico que se utilizd para anestesiar a la mayoria de los
peces de este estudio. No obstante, la variacidon mas importante observada es en el WBC,

siendo los recuentos mas altos en las muestras conservadas en EDTA que en heparina. Esto
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fue debido a una peor separacion entre las poblaciones de eritrocitos y leucocitos por la
expansion de los eritrocitos, lo que provoco que se desplazan hacia la zona de los leucocitos y
dificultara su determinacion. Por tanto, los resultados obtenidos en este estudio no estan en
conformidad con los hallazgos de Faggio et al. (2014) en M. cephalus, que sugieren que el
EDTA puede utilizarse con un analizador de impedancia eléctrica. La diferencia metodologica
utilizada en los dos estudios, citometria de flujo versus impedancia puede ser la causa de esta

discrepancia.

Para confirmar estas afirmaciones seria necesario realizar un estudio de estabilidad de las
muestras con los dos anticoagulantes, para ver los efectos entre ambos y confirmar el dafio
celular del EDTA sobre los eritrocitos; o realizar pruebas de fragilidad osmotica. Estos
estudios no se realizaron en el presente trabajo, el estudio de estabilidad de las muestras a

diferente tiempo y temperatura se realizdé con muestras con heparina.

5.4. ESTUDIO DEL TIPO DE ANESTESIA

En el presente estudio se utilizo el anestésico MS-222 para anestesiar a la mayoria de los
peces, ya que es el anestésico mas utilizado en peces seglin la bibliografia consultada, el mas
aceptado y el inico aprobado por la FDA y por la EPA en la actualidad (Hrubec y Smith, 2010
y Weiss et al., 2010). E1 MS-222 es acidificante y debe tamponarse con bicarbonato de sodio,
ademads es una solucidén que puede provocar la rotura de los eritrocitos si su concentracion no

es adecuada (Hrubec y Smith, 2010; Weiss et al., 2010 y Carter et al., 2011).

En el presente estudio, los peces anestesiados con MS-222 mostraron mayor MCV y HCT que
los anestesiados con 2-fenoxietanol por el aumento del tamafo de los eritrocitos, pudiendo
interferir en el recuento celular. Segun Topic Popovic et al. (2012) y Deebani et al. (2019), en
concentraciones elevadas, el MS-222 puede producir situaciones de hipoxia y aumentar la
acidez del agua, provocando alteraciones en el equilibrio i6nico y osmético de los peces,
haciendo que las muestras estén mas hemoconcentradas. En nuestro caso, con las dosis
utilizadas durante el estudio, no hemos observado hemoconcentracion, pero si un aumento del
MCV. La posible interferencia del agente anestésico en peces es un tema poco estudiado pero
Phuong et al. (2017) menciona en su trabajo que el anestésico interfiere con las células

sanguineas y puede aumentar el HCT, coincidiendo con lo observado en el presente estudio.
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No se han observado cambios significativos en el recuento celular entre los dos anestésicos
utilizados, sin embargo, los resultados obtenidos por Witeska et al. (2015) y Witeska et al.
(2017) en Cyprinus carpio muestran que el anestésico 2-fenoxietanol provoca cambios
hematologicos significativos en las muestras de sangre después de su obtencion,

desaconsejando su uso para la realizacion de estudios hematoldgicos.

5.5. UTILIDAD DEL HEMOGRAMA PARA DETECTAR
PATOLOGIAS Y ENFERMEDADES INFLAMATORIAS

En el estudio comparativo entre peces con lesiones cutaneas y peces sin lesiones, se observo
un menor recuento celular de RBC, WBC y PLT en los peces con lesiones cutdneas, ademas
de una mayor concentracion de heteréfilos. El menor recuento de eritrocitos puede deberse a
las pequenias pérdidas de sangre ocasionadas por las heridas, o bien por una anemia crénica
debido a la presencia de procesos inflamatorios. Los leucocitos migran a los lugares de
inflamacion (Katakura et al., 2019) y en este caso, esta migracion puede justificar la
disminucién observada en los peces con lesiones, a su vez, la tendencia al incremento de los

heterofilos ayudaria a confirmar la presencia de un proceso inflamatorio.

En conclusion, con lo observado en esta parte del estudio del Sysmex XN-1000V podemos
considerar que el analizador es capaz de detectar los cambios que se producen en los
pardmetros hematoldgicos de los peces con presencia de lesiones cutaneas, pudiendo ser de
gran utilidad para conocer el estado de salud de los animales en otros estudios o incluso

estudiar la respuesta hematologica a diferentes estimulos (toxicos, infecciosos, etc.)

La interpretacion del hemograma resulta de gran utilidad para el diagnostico de algunas
patologias como la anemia, la cual puede detectarse a partir de un bajo HCT y un alto MCV.
Segtin el estudio de Tort (2011), a partir del hemograma también se pueden detectar niveles
de estrés a corto plazo como resultado del aumento de leucocitos, aunque el estrés cronico
generalmente causa leucopenia. El estrés también puede afectar al recuento del diferencial
leucocitario, provocando un cambio de linfocitos a heter6filos y monocitos (Aguirre-Guzman

etal., 2016).
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5.6. VALORES DE REFERENCIA

Los valores de referencia de los parametros hematoldgicos obtenidos a partir de las muestras
de sangre de O. mykiss, se compararon con los intervalos publicados hasta el momento en
varios estudios. Una de las limitaciones mas importantes en peces es la ausencia de valores de
referencia con métodos automatizados o manuales, ya que la mayoria de estudios muestran
los valores de los parametros hematoldgicos del grupo control, con un tamafio de individuos
de estudio muy limitado; pero son escasos los trabajos especificos orientados al estudio de los
valores de referencia en situaciones concretas, esto lleva a que exista una gran variabilidad en
los resultados. Ademas, no existe hasta el momento una estandarizaciéon metodologica ni de
factores establecidos como el tipo de anestésico o anticoagulante utilizado, lo cual se ha
podido comprobar en la Tabla 6, donde se recopilan los parametros hematologicos de algunos

estudios publicados para O. mykiss.

Los valores de referencia obtenidos en este estudio (Tabla 5) siguen siendo unos valores con
unos intervalos amplios, pero similares a los valores publicados por Nabi et al. (2022), Fazio
et al. (2017) y Hrubec y Smith (2010) de la Tabla 6, los Gnicos con una N suficientemente
grande y, por tanto, robusta a la hora de realizar comparaciones; pero estos valores s6lo son
orientativos, ya que la metodologia, el tipo de anestésico o anticoagulante utilizados difieren,
y en el presente estudio se ha podido comprobar que existen diferencias significativas entre el
tipo de anestésico y anticoagulante utilizados para los pardmetros hematoldgicos estudiados.
Por eso, es recomendable que cada laboratorio obtenga sus propios valores de referencia o que

se establezca una metodologia estandarizada para los estudios futuros.
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6. CONCLUSIONES

En el presente Trabajo de Final de Master se ha podido validar de forma satisfactoria el
analizador automatico Sysmex XN-1000V para el analisis hematologico de muestras de

sangre de O. mykiss.

La validacion del Sysmex XN-1000V permitird estandarizar las técnicas analiticas
existentes hasta el momento, homogeneizar los resultados y obtener valores de referencia
para las distintas especies de peces, siendo muy importante para la practica veterinaria, la

investigacion cientifica y la acuicultura.

Los métodos manuales requieren tener experiencia en el recuento celular para obtener
resultados fiables, aun asi, estan sujetos a multiples fuentes de error humano durante el
proceso, por lo que los anélisis hematologicos automatizados son mas precisos y marcan

un antes y un después en los estudios hematologicos.

Los estudios comparativos realizados entre el analizador hematoldgico y los métodos
manuales presentan una buena correlacionan, pero no son intercambiables. En los
estudios experimentales se debe utilizar el mismo método para todas las muestras del

estudio.

Las muestras de sangre deben ser analizadas en el menor tiempo posible para evitar
cambios morfologicos con el paso del tiempo. Mantener las muestras refrigeradas a 4 °C

ayuda a mantener las estructuras celulares y a retrasar la degradacion celular.

La heparina es un buen anticoagulante para las muestras de sangre de pez porque no
interfiere en la morfologia de las células sanguineas de la forma en que lo hace el EDTA.
Ademas, las muestras con heparina presentan menos hemolisis y detritus celular que las

tratadas con EDTA, cuando se estudian con el analizador Sysmex XN-1000V.

El anestésico MS-222 y el 2-fenoxietanol pueden interferir en la morfologia de los
eritrocitos, pero es importante utilizarlos para reducir el estrés de los peces en el

momento de su manipulacion y desencadenar otros procesos fisiologicos.

El Sysmex XN-1000V es capaz de detectar los cambios que se producen en los

parametros hematologicos de los peces con presencia de lesiones cutdneas, por lo que
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podemos decir que el uso de los valores hematologicos ayuda en la evaluacion del estado

de salud de los animales estudiados.

Conocer los valores de referencia de una especie es importante para la correcta
interpretacion de los resultados. Poner a punto el Sysmex XN-1000V permitird obtener
estos valores de referencia con la estandarizacion de la metodologia utilizada, por lo que

seran unos datos fiables y precisos.

7. CONCLUSIONS

In the present Master Thesis, the automatic hematological analyzer Sysmex XN-1000V
has been successfully validated for the hematological analysis of O. mykiss blood

samples.

The validation of the Sysmex XN-1000V will enable the standardization of the existing
hematological analytical techniques in fish. Homogenizing the results and allowing us to
obtain reference values for the different fish species, which are very important for

veterinary medicine, scientific research and aquaculture.

Manual hematological methods require experience in cell count to obtain reliable results,
and these results are still subject to multiple errors during the process. Automatic
hematological analyzers are more precise and mark a before and after in hematological

studies.

The comparative studies carried out between the automatic analyzer and the manual
methods show a good correlation between methods, but that they are not interchangeable.
Therefore, on experimental studies, the same method should be used for all the analyzed

samples.

Blood samples must be analyzed in the shortest time possible to avoid morphological
changes over time. Keeping samples refrigerated at 4 °C helps maintain cell structures

and delays cell degradation.
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Heparin is a good anticoagulant for fish blood samples because it does not interfere with
blood cell morphology as EDTA does. In addition, heparin samples have less hemolysis
and cell debris than EDTA samples, when these are studied with the Sysmex XN-1000V

analyzer.

The anesthetics MS-222 and 2-phenoxyethanol can interfere with erythrocyte
morphology, but it is important to use them to reduce the stress of the fish at the time of

handling, which could lead to other detrimental physiological processes.

The Sysmex XN-1000V can detect the changes that occur in the hematological
parameters of fish with skin lesions, so we can say that the use of hematological values

helps in evaluation of fish health status.

Knowing the reference values of a species is important for the correct interpretation of
hematological results. The Sysmex XN-1000V will help in establishing these reference
values for different fish species, as the standardization of the methodology will provide

reliable and accurate data.
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