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RESUMEN

La hematologia es una técnica de diagndstico muy util para detectar patologias en los animales,
especialmente en las aves, que enmascaran los signos clinicos hasta que el proceso estd muy
desarrollado. Resulta fundamental tener valores de referencia con los que comparar los resultados
obtenidos. La cerceta pardilla (Marmaronetta angustirostris) es la especie de anatida mas amenazada
de Europa. Al no disponer de base de datos previos, el objetivo de esta investigacidon fue establecer
los valores hematoldgicos de referencia en ejemplares juveniles aparentemente sanos de cercetas
pardillas pertenecientes al programa de cria “LIFE Cerceta Pardilla”. Se estudiaron un total de 35
ejemplares juveniles a partir de la extraccién de 1 mL de sangre de la vena yugular derecha. Las
técnicas utilizadas para el hemograma fueron: hematocrito, hemoglobina, recuento de glébulos rojos,
indices eritrocitarios, trombocitos, recuento de gldbulos blancos y diferencial de gldbulos blancos en
tincién Diff-Quick y en tincion Wright. Se realizaron mediciones celulares y se determinaron las
proteinas totales. De todos esos valores se obtuvo: la media y mediana correspondiente, la desviacion
estandar y el intervalo de confianza del 95%. No hubieron diferencias significativas entre ambas
tinciones utilizadas para el recuento diferencial de gldbulos blancos, el EDTA no fue vélido para esta
especie y los linfocitos fueron los leucocitos mas abundantes. Se establecieron los valores
hematoldgicos de referencia convirtiéndose en una herramienta indispensable para la conservacion
de la especie y de su entorno extrapolandose a futuros estudios sobre esta misma especie u otras de

la familia de las anatidas.

Palabras clave: andtida, hematologia, Marmaronetta anqustirostris, programa de cria, conservacion.
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ABSTRACT

Hematology is a very useful technique helping diagnose pathologies in animals, especially in birds,
which mask clinical signs util the process is well developed. It is essential to have reference values to
compare the results obtained. The marbled teal (Marmaronetta angustirostris) is the most
endangered duck species in Europe. As there was no previous database available, the objective of this
research was to establish the hematological reference values in apparently healthy juvenile specimens
of marbled teal, belonging to the "LIFE Marbled Teal" breeding program. Thanks to blood collection 1
mL of blood from the right jugular vein were studied from 35 juvenile specimens. The techniques
applied for the complete blood count were: hematocrit, hemoglobin, total erythrocyte concentration,
erythrocyte indices, thrombocytes, total leukocyte count, and differential leukocyte count in Diff-
Quick staining and Wright staining. Furthermore, cell sizes and total proteins were settled. From all
these values, the corresponding mean and median, standard deviation and 95% confidence interval
were obtained. There were no significant differences between both stains used for the differential
leukocyte count, EDTA was not valid for this species and lymphocytes were the most abundant
leukocytes in blood. The hematological reference values were established, becoming an essential tool
for the marbled teal conservation and its environment, being deducted in future studies on this same

species or others belonging to the Anatidae family.

Key words: Anatidae, hematology, Marmaronetta anqgustirostris, breeding program, conservation.
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1. INTRODUCCION

La hematologia es el estudio de la sangre, siendo una herramienta diagndstica fundamental
para la deteccidon temprana de enfermedades aviares, ya que la gran mayoria de aves no suelen
mostrar signos clinicos hasta que la enfermedad ha avanzado significativamente (Clark et al., 2009).
Asimismo, permite evaluar la respuesta a la terapia del individuo, el prondstico de la enfermedad y

monitorizar el progreso del animal (Samour, 2005).

Cabe destacar que la hematologia aviar presenta una serie de caracteristicas que la distinguen
de la hematologia en mamiferos. Sobre todo se deben de tener en cuenta las siguientes
particularidades: las aves presentan eritrocitos maduros nucleados, trombocitos nucleados en lugar
de plaquetas y heterdfilos en lugar de neutrdfilos (Campbell & Joshua, 1984). Debido a la presencia
de eritrocitos y trombocitos nucleados se deben realizar las técnicas manualmente en el laboratorio,
ya que si se utilizan sistemas automaticos no homologados conllevan errores en los resultados

(Sdnchez-Torres et al., 2021).

La evaluacién del hemograma aviar incluye datos cuantitativos y cualitativos mediante la
identificacion de células sanguineas por citologia, cdlculo de indices eritrocitarios, mediciones
celulares, cantidad total de hemoglobina en sangre, porcentaje de eritrocitos presentes y el recuento
de gldbulos rojos y gldbulos blancos por microlitro de sangre (Campbell, 1994). ¢Qué es la sangre y
para qué se utiliza un hemograma? La sangre es un tejido que contiene una parte liquida llena de
componentes celulares. El hemograma es una técnica que permite evaluar estos componentes
celulares de la sangre pertenecientes tanto a la serie roja (eritrocitos) como a la serie blanca
(leucocitos) y a los trombocitos. Ademads, permite valorar su correcto funcionamiento y las posibles
alteraciones morfoldgicas que pueden aparecer en su composiciéon (Sanchez-Torres et al., 2021). Pero,
écomo se identifican dichas células y como se diferencian unas de otras? En primer lugar, los
eritrocitos presentan generalmente una forma ovalada y un nucleo situado en el centro de la célula
con la misma forma. En segundo lugar, los leucocitos aviares incluyen granulocitos (heterdfilos,
eosindfilos y basoéfilos) y células mononucleares (linfocitos y monocitos) (Jones, 2015). Se distinguen
como granulocitos aquellas células que contienen diversos granulos citoplasmaticos. Los heterdfilos
son los granulocitos encontrados de forma mas frecuente en la sangre periférica y presentan una
forma irregular con un ndcleo que no esta lobulado. También son células irregulares los eosindfilos,
pero normalmente presentan un nicleo bilobulado. Y el tercer tipo de granulocitos que se pueden

encontrar son los baséfilos. Estos siguen siendo células irregulares con un tnico Iébulo en el nicleo y
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contienen unos granulos citoplasmaticos muy oscuros que le aportan el color baséfilo caracteristico a
la célula. Dentro de los leucocitos aviares, también encontramos las células mononucleares. Estas
células pueden ser de dos tipos: linfocitos y monocitos. Los linfocitos se encuentran de forma mas
frecuente en el organismo y varian segln su tamafio (de pequefio a grande). Tienen una forma de
redonda a triangular con un nicleo grande en el centro, dejando entrever parte del citoplasma a su
alrededor (Clark et al., 2009). Sin embargo, los monocitos son células de gran tamano, redondos y con
un nucleo en forma de rifidn. En tercer y dltimo lugar, tenemos los trombocitos que suelen estar
agrupados, contienen un nucleo ovalado en su interior y suelen ser pequefios y ovalados (Samour,
2005); no se suelen contar por su tendencia a aglomerarse, haciendo que su recuento sea muy dificil

e impreciso de lograr (Campbell & Grant, 2022).

A pesar de estas generalidades, la clase Aves presenta grandes diferencias en cuanto a la
morfologia y caracteristicas de tincion de las células sanguineas. Por ejemplo, Cotter (2021) sefiala
gue el principal inconveniente de la hematologia en anatidas es la dificultad de diferenciar eosinéfilos
de heterdfilos correctamente, ya que ambos son células polimorfonucleares. A propésito de facilitar
esta diferenciacion, se ha establecido que los heterdfilos presentan bastones en forma de huso, de
forma alargada y elipsoidal, mientras que los eosinéfilos contienen bastones redondos a ovalados
(Campbell, 1994) representados en la Figura 1. También se han descrito fisiolégicamente heterdéfilos
de distintos tamafios con tincidon incompleta de granulos nucleares o citoplasmaticos en anatidas
aparentemente sanas (Clark et al., 2009). En la mayoria de aves, los linfocitos son los leucocitos

secundarios mas abundantes en la sangre después de los heterdfilos (Pranoto & Nugrahalia, 2020).

Figura 1: Diferenciacién de un eosindfilo y heteréfilo en anseriformes:
a) eosindfilo y b) heterdfilo (Brooks et al., 2022)

Las técnicas hematoldgicas basicas que deben realizarse manualmente son las siguientes:
determinacion del hematocrito, proteinas totales, concentracion de hemoglobina, recuento total de
glébulos rojos y glébulos blancos, frotis sanguineo y recuento diferencial de glébulos blancos con

tincién Diff-Quick y tincién Wright, medicidn de células sanguineas y célculo de indices eritrocitarios.
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La determinacidn del hematocrito sirve para estimar el niUmero de eritrocitos presentes en la muestra
y con las proteinas totales estimar los niveles totales de proteinas presentes en sangre. Con la
concentracién de hemoglobina podemos medir el promedio de hemoglobina en los glébulos rojos del
animal, ya que la hemoglobina es una proteina presente en el interior de los gldbulos rojos que
transporta oxigeno (Campbell & Joshua, 1984). El recuento total de gldbulos rojos y gldbulos blancos
mediante la cdmara de Neubauer sirve para obtener con precision el recuento directo de eritrocitos y
leucocitos en aves y detectar anomalias en estadios tempranos. Sin embargo, para el recuento de
glébulos blancos también existe una técnica que consiste en estimaciones de leucocitos por campos,
pero que no es recomendable, porque resulta mas imprecisa y con mayor margen de error, ya que se
pueden superponer areas y duplicar células contadas (Campbell & Grant, 2022). En el frotis sanguineo
se evalua la morfologia de los globulos blancos y rojos (Jones, 2015); se cuentan y se clasifican 100
glébulos blancos de acuerdo a la tincidn y a las caracteristicas morfoldgicas para obtener el recuento
diferencial de la muestra. Ademas, se identifican artefactos para no confundirlos con posibles células
y se evalua la presencia o ausencia de hemoparasitos (Clark et al., 2009). La tincion Diff-Quick es una
de las tinciones mas utilizadas en veterinaria para tefiir citologias y células sanguineas en frotis. Gracias
a esta tincion, se ha podido observar con mayor exactitud los nucleos de las células sanguineas,
especialmente glébulos blancos. Por otro lado, la tincién de Wright se ha utilizado frecuentemente
para tefiir frotis de muestras sanguineas y poder diferenciar mejor las células presentes. Con esta
técnica se ha podido observar con mayor exactitud los granulos en los leucocitos granulociticos como
los heterodfilos, eosindfilos o basoéfilos. Por otro lado, la medicidon de células sanguineas permite
comparar los intervalos obtenidos con otras especies aviares, ya que el tamafio entre especies varia
bastante (Campbell & Grant, 2022). Finalmente, se emplean los indices eritrocitarios para establecer

diagnésticos diferenciales entre los distintos tipos de anemia (Samour, 2005).

Se recomienda la extraccion de sangre procedente de las venas del animal para lograr unos
resultados éptimos en las técnicas hematoldgicas, ya que si se obtiene de capilares podria ocasionar
artefactos y células distribuidas de forma anormal. Para favorecer la interpretacion sanguinea, la
sangre debe recolectarse en tubos de heparina o EDTA que actian como anticoagulantes; hay ciertos
anticoagulantes que interfieren en la interpretacion de las células causando hemdlisis,
aglomeraciones y fallos en la tincidén en algunas especies (Campbell, 1994). En la Figura 2 se pueden
observar los puntos mas comunes de extraccidon sanguinea en aves que son: vena yugular derecha,
vena basilar (localizada en la superficie ventral de la articulacién himero-radial-cubital) y vena

metatarsiana medial (Campbell & Grant, 2022). Sin embargo, el lugar elegido depende del tamafio y
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las peculiaridades de la especie, la preferencia del recolector, el volumen de sangre necesario para el

estudio y la condicidn fisica del ave (Campbell & Ellis, 2007).

1 " v,»;;"[
kLAY

Figura 2: Puntos mds comunes de extraccién sanguinea en aves: a) vena metatarsiana
medial, b)vena basilary c) vena yugular derecha (Clark et al., 2009)

1.1. CREACION DE PARAMETROS DE REFERENCIA

La creacidon de bases de datos de hematologia resulta indispensable para establecer valores
de referencia para distintas especies aviares (Samour, 2005). No obstante, estos valores pueden verse
afectados sobre todo en animales sanos pertenecientes a la fauna silvestre por la edad, el sexo, la
estacidn, situaciones patoldgicas, el entorno e influencias hormonales del animal (Jones, 2015; Proki¢
etal., 2019). Esta informacion puede ser Util para la conservacion de la propia especie, para su manejo
y para la evaluacion indirecta de la calidad del habitat en el que se encuentra (Meofio-Sanchez et al.,
2016). La finalidad de la creacién de valores de referencia es reflejar las especies que se ven
frecuentemente y no tan frecuentemente en la practica clinica, ya que segun la especie los valores de

referencia difieren (Cray, 2015; Gaspar et al., 2021).

Segun Friedrichs et al. (2012) para crear intervalos de referencia en distintas especies es
esencial seguir los procedimientos recomendados segun el tamano y la distribucién del estudio, como

se pueden observar a continuacion en la Tabla 1.
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Tabla 1: Procedimientos recomendados para la creacién de valores de referencia (Adaptado de Friedrichs et

al., 2020)
Tamafio Distribucion de la Confirmacién estadistica
muestral informacién
>120 No se puede realizar Intervalos de referencia no paramétricos generados
para al menos un 90% de confianza con limites
maximos y minimos.
40<x<120 Distribucién Gaussiana Intervalos de referencia paramétricos o robustos
Distribucién No Gaussiana generados para al menos un 90% de confianza con
limites maximos y minimos.
20<x<40 Distribucién Gaussiana Intervalos de referencia paramétricos o robustos

Distribucién No Gaussiana generados para al menos un 90% de confianza con
limites maximos y minimos.

10<x<20 No se puede realizar, tamafio No se puede calcular, no se pueden establecer valores
de muestra insuficiente de referencia con tamafios muestrales inferiores a 20

Distribucién Gaussiana: distribucién normal/paramétrica, Distribucion No Gaussiana: distribucién no
paramétrica/fuera de lo normal

1.2. CERCETA PARDILLA

La cerceta pardilla (Marmaronetta angustirostris) es una especie anseriforme que pertenece
a la familia Anatidae y a la subfamilia Anatinae (Ministerio de Medio Ambiente, 2006). Es de pequefio
tamafio, con un plumaje moteado caracteristico, posee una zona oscura alrededor de los ojos y una
cresta en la nuca como vemos representada en la Figura 3 (Ministerio para la Transicion Ecolégica y el

Reto Demografico [MITECO] 2022).

Figura 3: Dibujo esquematico de las caracteristicas de la cerceta pardilla (MITECO, 2022)
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Marmaronetta angustirostris esta incluida en la categoria “En Peligro de Extincién” en el
Catélogo Espaniol de Especies Amenazadas. Los dos nucleos principales encargados de su reproduccion
y conservacion en Espafia son: el nucleo andaluz (Marismas del Guadalquivir) y el nucleo valenciano
(Humedales del Baix Vinalopd) (Ministerio de Agricultura, Alimentacion y Medio Ambiente, 2014).
Gracias a los esfuerzos de conservacion puestos en marcha en los ultimos afos, la especie muestra

una tendencia positiva (Ministerio para la Transicidén Ecoldgica y el Reto Demografico [MITECO] 2021).

Visto que la mayor amenaza para la extincidén de la especie es el ecosistema en el que se
encuentra, se estima que un 50% del habitat ha sido destruido en el siglo XX (BirdLife International,
2021). Por este motivo, hasta 2025 se prevé mejorar el estado de conservacion de inmensas hectareas
de humedales para revertir el riesgo de extincion de la cerceta pardilla gracias al proyecto LIFE
“Acciones coordinadas para la recuperacién de la Cerceta Pardilla (Marmaronetta angustirostris)” y
lograr conservar uno de los patos mas emblematicos de Espafia y a su vez uno de los ecosistemas mas
importantes del planeta: los humedales (MITECO, 2021). Actualmente, ain mostrando una tendencia
positiva, esta categorizada como vulnerable en la Red List (BirdLife International, 2021); por tanto, es
de inmensa importancia establecer valores de referencia para la cerceta pardilla, facilitando su

conservacion, su desarrollo, identificacidon de patologias y su efectiva reproduccion.



Valores hematoldgicos de referencia en cercetas pardillas juveniles (Marmaronetta angustirostris) Lydia Cabo Zaragoza

2. OBJETIVO

A la vista de los antecedentes expuestos y al no disponer de base de datos previos para la
cerceta pardilla (Marmaronetta angustirostris) ni estudios relacionados con esta ave amenazada, el

objetivo del presente estudio es el siguiente:

e Establecer los valores hematoldgicos de referencia en cercetas pardillas juveniles
(Marmaronetta angustirostris) aparentemente sanas pertenecientes al programa de
cria “LIFE Cerceta Pardilla” en el Centro de Recuperacién de Fauna “La Granja” de El

Saler.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. POBLACION DE ESTUDIO Y UBICACION DE LA POBLACION DE ESTUDIO

Se estudiaron ejemplares juveniles de cerceta pardilla (Marmaronetta angustirostris)
aparentemente sanos en el momento de la extraccion sanguinea. No se pudo distinguir sexo ya que
estos animales no presentan dimorfismo sexual. Todos ellos procedentes del Centro de Recuperacion
de Fauna “La Granja” de El Saler en Valencia (Comunidad Valenciana) y pertenecientes al programa
de cria “LIFE Cerceta Pardilla” de Espaiia para conservar a uno de los patos mas emblematicos del pais.
El programa se encarga de reproducir ejemplares de cerceta pardilla en éptimo estado para luego
liberarlos en distintos humedales rehabilitados de toda la Comunidad Valenciana, que sufrian
previamente de contaminacién, sequia y amenazas humanas (MITECO, 2022). Dicho centro realiza
desde el afio 2000 experiencias de cria con la cerceta pardilla (Ministerio de Agricultura, Alimentacion

y Medio Ambiente, 2014).

3.2. TOMA DE MUESTRAS SANGUINEAS

Con el fin de evitar periodos de estrés innecesarios en los animales, se aprovechoé el momento
del anillamiento previo a la liberacién para realizar al mismo tiempo la extraccién sanguinea. Los
trabajadores responsables del manejo pertenecientes al programa de cria de las cercetas pardillas en
el Centro de Recuperacion de Fauna “La Granja” de El Saler capturaron previamente los ejemplares
mediante redes de mano, al encontrarse en un recinto enjaulado, y se trasladaron a la zona de

manipulacion en cajas de dos individuos como se puede ver en la Figura 4.

Figura 4: Cajas empleadas para el transporte de ejemplares (Elaboracidn propia)
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Desde la captura a la extraccion transcurrid un periodo de 30 minutos. Durante ese periodo
los ejemplares permanecieron en las correspondientes cajas con las luces del darea de manipulacion
apagadas y en silencio para favorecer el bienestar animal en la posterior toma de muestra. Tras el
anillamiento del animal, la extraccidn sanguinea se llevo a cabo en la vena yugular derecha y se realizé
sin anestesia. Se escogié la vena yugular derecha para la extraccion por ser de mayor calibre en aves
(Campbell & Ellis, 2007). Se requirieron dos personas para realizarla: una, encargada de la sujecién del
animal, sosteniéndolo en decubito lateral izquierdo con las alas y las patas inmovilizadas con la mano
derecha y la cabeza inmovilizada con la mano izquierda como se aprecia en la Figura 5, y la otra,
encargada de la venopuncion en la vena yugular derecha (Sakas & Bauck, 2002). Se localizé

previamente la zona a puncionar, indicada en la Figura 5, y se desinfectd con alcohol.

La venopuncién de la vena yugular derecha, ilustrada en la Figura 5, proporciond la
recoleccion de un mayor volumen en el menor tiempo posible, siempre evitando la formacion de
hematomas con un correcto manejo (manteniendo inmavil al animal para evitar lastimarlo durante el
procedimiento) y con una adecuada compresion con gasa estéril tras la extraccion sanguinea
(Campbell & Ellis, 2007). Para que el animal estuviera tranquilo en el momento de la extraccion, los
ojos del animal permanecieron tapados durante la manipulacidn y al encontrarse el animal mas
relajado con los ojos tapados y completamente quieto, se pudo favorecer su bienestar y la toma de

muestras observandose también en la Figura 5.

Figura 5: Toma de muestras en cerceta pardilla: a) manejo correcto para la inmovilizacién de la cerceta
pardilla, b) localizacién de la vena yugular derecha y c) venopuncién de la vena yugular derecha
(Elaboracion propia)
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De cada animal se obtuvo 1 mL de sangre venosa mediante el uso de una jeringa de insulina
(1 mL) con aguja hipodérmica de 25G x 1. Se introdujo 0,5 mL de la muestra en dos tubos con
anticoagulante (heparina y EDTA) y seguidamente se homogeneizd. Todas las muestras obtenidas se
mantuvieron a temperatura de refrigeracion (entre 4 y 8°C) hasta el analisis de las mismas dentro de
las 12 horas siguientes a su recoleccion. Para la interpretacion de las muestras en los laboratorios de
la sede Santa Ursula de la Universidad Catdlica de Valencia, éstas se sacaron 10 minutos antes para

depositarlas en un homogeneizador.

3.3. TECNICAS EMPLEADAS

Con la toma de muestras se obtuvieron valores para hematocrito (%), proteinas totales (g/dL),
hemoglobina (g/dL), recuento de glébulos rojos (x10° céls/uL), recuento de glébulos blancos (x103
céls/uL), diferencial de glébulos blancos (%) en tincidn Diff-Quick y en tincidn Wright, mediciones
celulares (um) y determinacion de los indices eritrocitarios. Todos los valores se generaron en el
laboratorio polivalente de la sede Santa Ursula de la Universidad Catdlica de Valencia el mismo dia de

la extraccion.

3.3.1. Determinacion del hematocrito

Se realizd la técnica del microhematocrito con la que se pudo estimar el porcentaje de la
sangre del animal que correspondia a células sanguineas. Gracias a ella se pudieron detectar procesos

de deshidrataciéon, anemias o policitemias en animales.

Para llevar a cabo esta técnica se usé la sangre total almacenada en tubos con heparina como
anticoagulante tras ser homogeneizada, esto fue muy importante porque el uso de tubos con sangre
no heparinizada podria causar una aglomeracién celular y una mala separacion durante la
centrifugacion (Sakas & Bauck, 2002). Se llené aproximadamente % de la capacidad de un capilar de
hematocrito por muestra. Y se sellé6 uno de los extremos del capilar con plastilina. Se colocaron los
capilares en la centrifuga (PrO-Analytical centrifuge CR 2000R Centurion Scientific Ltd) a trece mil
revoluciones por minuto durante 5 minutos con la parte que fue sellada hacia el exterior y opuestos
los capilares los unos de los otros para equilibrar las muestras y compensar la centrifugacién (Samour,
2005). Pasados los 5 minutos se leyeron las muestras en el lector de hematocrito representado en la
Figura 6. Para ello se colocé el capilar en el centro del lector y se dejo la parte de la plastilina fuera de

la medicién y se determind el valor correspondiente al observar donde cortaba la linea de los glébulos

12
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rojos. Ese valor fue el porcentaje de gldbulos rojos respecto al total de sangre que tuvo la muestra del

animal. Este proceso se repitid con todas las muestras obtenidas (Samour, 2005).
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Figura 6: Lector del valor hematocrito de la muestra (Samour, 2005)

3.3.2. Proteinas totales

Las proteinas totales se obtuvieron tras centrifugar los capilares de hematocrito, y asi se
consiguieron por una parte los glébulos rojos y por otra el plasma sanguineo, siendo ésta la parte
donde se encuentran las proteinas en el animal. Se utilizé un refractémetro (Clinical RS Hand
Refractometer 3 Scales) previamente calibrado. A continuacién, se pudo medir la cantidad de
proteinas totales que presentaba la sangre del animal. Para medirlas, se rompidé el capilar de
hematocrito por la mitad y con leves toques se dejo caer una gota de plasma en el refractémetro. Se
determind el valor correspondiente de proteinas totales en g/dL tras observar en la fila del 0-12 donde
cortaba la linea azul, como se puede ver en la Figura 7. Se realizé el mismo procedimiento para las

demas muestras (Sakas & Bauck, 2002).

Figura 7: Ejemplo de medicidn de proteinas totales mediante refractémetro manual
(Elaboracién propia)
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3.3.3. Determinacion de la concentraciéon de hemoglobina

La concentracion de hemoglobina de las muestras por lotes se analizd con el uso de un
hemoglobinémetro portatil representado en la Figura 8 (HemoCue Hb 201+ DM analyzer, HemoCue
Inc, California USA). La muestra de sangre se introdujo en una cubeta por accién capilar. Este sistema
obtuvo mediciones mas sdlidas de la hemoglobina y fue capaz de compensar los eritrocitos nucleados
con el método de medicion de doble longitud de espectrofotometria (570 nm a 880 nm) compensando

turbidez (Velguth et al., 2010).

Figura 8: Partes del Hemoglobinémetro portatil HemoCue Hb 201+ DM analyzer:
a) analizador, b) estacién de acoplamiento y c) cubeta (Elaboracién propia)

3.3.4. Recuento del total de glébulos rojos

Para llevar a cabo el recuento total de glébulos rojos se necesitd establecer una dilucién de
1:200 con la tincidon Natt y Herrick. Para realizarla se tomaron 10 pL de sangre de la muestra y 1990
pL de la tincion Natt y Herrick, que fueron homogeneizados en un tubo Eppendorf. Esta dilucién fue
esencial para distinguir mejor los eritrocitos y facilitar su contaje. De esa dilucion homogeneizada se
tomaron 10 plL y se introdujeron en la camara de Neubauer previamente humedecida para la
colocacién exacta de un cubreobjetos. La muestra se dejé reposar durante un periodo de 5 minutos

para que la tincién sedimentara y se observaran correctamente las células (Campbell & Grant, 2022).
El recuento total de glébulos rojos se llevé a cabo observando al microscopio déptico (Leica

ICC50W) con el objetivo 40X y contando el numero de eritrocitos contenidos en los 25 grupos de 16

cuadrados pequefios de la cdmara (cuatro cuadrados de las esquinas y el cuadrado central) en el 4rea
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central de la cdmara (areas indicadas en la Figura 9) (Samour, 2005). Las células que fueron localizadas
en los bordes de los cuadrados se contaron en el borde izquierdo y el borde superior siguiendo la regla
de la “L”, omitiendo las que se encontraban en el borde derecho y el borde inferior para evitar la
redundancia (Campbell & Grant, 2022). Los glébulos rojos que se encontraron en estos cuadrados se

sumaron y la férmula que se empled para obtener el nimero de eritrocitos por milimetros al cubo fue

la siguiente:
N° glébulos rojos __ N°Total Glébulos Rojos contados x Factor diluido __ N°Total GR contados x 200
mm3 - Volumen Total del Cuadrado 0,02

Figura 9: Recuento total de gldbulos rojos en la cdmara de Neubauer. Las zonas cuadradas rojas indican
doénde contar los glébulos rojos (Campbell & Grant, 2022)

3.3.5. Recuento del total de globulos blancos

Para llevar a cabo el recuento total de gldbulos blancos se necesité establecer una dilucién de
1:200 con la tincidon Natt y Herrick. Para realizarla se tomaron 10 pL de sangre de la muestra y 1990
pL de la tincion Natt y Herrick, que fueron homogeneizados en un tubo Eppendorf. Esta dilucién fue
esencial para distinguir mejor los glébulos blancos y se tifieron de azul oscuro para facilitar su contaje.
De esa dilucion homogeneizada se tomaron 10 uL y se introdujeron en la cdmara de Neubauer, que
aparece en la Figura 10, previamente humedecida para la colocacidn exacta de un cubreobjetos. La
muestra se dejo reposar durante un periodo de 5 minutos para que la tincién reposara y penetrara

correctamente en las células (Campbell & Grant, 2022).
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Figura 10: Colocacién de los 10 pL de la muestra homogeneizada en la
camara de Neubauer (Campbell & Grant, 2022)

El recuento total de glébulos blancos se llevé a cabo observando al microscopio dptico (Leica
ICC50W) con el objetivo 40X y contando el nimero de células blancas de 16 cuadrados grandes en los
cuatro cuadrados de las esquinas de la cdmara (areas indicadas en la Figura 11) (Samour, 2005). Las
células que fueron localizadas en los bordes de los cuadrados se contaron en el borde izquierdo y el
borde superior siguiendo la regla de la “L”, omitiendo las que se encontraban en el borde derecho y
el borde inferior para evitar la redundancia (Campbell & Grant, 2022). Los glébulos blancos que se
encontraron en estos cuadrados se sumaron y la formula que se empled para obtener el nimero de

células blancas por milimetros al cubo fue la siguiente:

Ne globulos blancos N Total Globulos Blancos contados x Factor diluido  N°Total GB contados x 200

mm3 Volumen Total del Cuadrado 0,4
. A ¢
5 Z
4 40 ¢ 2 e A
1',:' 5 : i : o e .:5.,
T TRl : , BRIy

Figura 11: Recuento total de glébulos blancos en la cdmara de Neubauer.
Las zonas cuadradas rojas indican dénde se realiza el recuento de los
glébulos blancos (Campbell & Grant, 2022)
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3.3.6. Frotis sanguineo y recuento diferencial de glébulos blancos

Los frotis sanguineos se prepararon con las muestras de sangre heparinizada en el transcurso
de las 4 horas posteriores a su extraccidn. Principalmente se utilizaron para realizar el recuento
diferencial de gldbulos blancos, observar artefactos, pardsitos hematicos y evaluacién morfoldgica

(Avni-Magen et al., 2016).

Para la realizacién de los frotis se empled la técnica “slide-to-slide o push-slide” reproducida
en la Figura 12. Se tomaron 5 microlitros de sangre de la muestra con micropipeta y se colocaron en
el tercio final del portaobjetos. Se puso otro portaobjetos en el centro del anterior y se posiciond con
un angulo de unos 45°. Se retrocedid con el portaobjetos sin alterar el angulo hasta entrar en contacto
con la gota de sangre y se deslizd suavemente hacia delante extendiendo la sangre, dejando secar la
muestra completamente antes de tefiirla (Samour, 2005). Con este método se consiguié una
distribucidn celular y campos de monocapa correctos favoreciendo su evaluacion (Campbell & Grant,

2022).

Figura 12: Frotis realizado mediante la técnica “slide-to-slide o push-slide” (Campbell
& Grant, 2022)

El recuento diferencial de glébulos blancos se llevd a cabo bajo aceite de inmersion en el
aumento de maxima potencia (100X) en el microscopio 6ptico (Leica ICC50W) y en la zona de
monocapa. En esta area se pudieron observar muy bien las células sanguineas, ya que se encuentran
en una monocapa facilitando su diferenciacién. Se contaron manualmente y se clasificaron un total
de 100 glébulos blancos de acuerdo con las caracteristicas morfoldgicas y de la tincion utilizada. El
recuento diferencial de glébulos blancos se expresé como un porcentaje del grupo celular (Samour,

2005).

3.3.6.1. Tincién Diff-Quick

La tincion Diff-Quick fue una de las tinciones utilizadas para tefiir las muestras, siendo de las

mas utilizadas en veterinaria para tefiir citologias y células sanguineas en frotis. Gracias a esta tincion,
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se observd con mayor exactitud los nucleos de las células sanguineas, especialmente gldbulos blancos

(Campbell & Grant, 2022).

Esta tincidn constd de tres pasos (Campbell & Grant, 2022):

1. Fijacidon con metanol durante 10 segundos
2. Fijacién con tincién eosinodfila durante 10 segundos

3. Fijacién con tincién basdfila durante 10 segundos

Pasado el tiempo establecido, se enjuagd la muestra delicadamente con agua destilada y se
dejé secar. Cuando la muestra estuvo completamente seca se observé al microscopio dptico (Leica

ICC50W).

3.3.6.2. Tincién Wright

Para la preparacion de la tincion de Wright se necesito tener la tincidn pura y el buffer. Para
obtener la tincién pura se disolvio 0,1 g de la tincién en 60 mL de metanol. Se dejo reposar en un
recipiente oscuro de 1 a 2 semanas antes de su empleo. Por otro lado, para obtener el buffer de Wright
se necesitd disolver 3,80 g de fosfato disddico (Na;HPO,) y 5,47 g de fosfato dipotasico (KH.PQ,) en
500 mL de agua destilada. Una vez disuelto, se consiguid con agua destilada que el volumen total fuera

de 1000 mL (Campbell & Grant, 2022).

Una vez preparadas la tincidn pura y el buffer de Wright tras el periodo de 1 a 2 semanas se
pudieron teiir los frotis. Procedimiento de tincidn de frotis con la tincion de Wright (Campbell & Grant,

2022):

1. Se colocd una fina capa de la tincién pura de Wright cubriendo todo el portaobjetos y

esperamos de 1 a 3 minutos.

2. Pasados esos minutos se afiadio el buffer de Wright de la misma manera dejando una
fina capa del buffer cubriendo el portaobjetos. Se tuvo que soplar a la vez para
homogeneizar el buffer con la tincidon pura de Wright hasta que apareciera una capa
verde metalizada en la superficie. Una vez aparecid la capa verde metalizada se dejé

reposar la muestra de 2 a 6 minutos.
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3. Pasado el tiempo establecido, se enjuagd la muestra delicadamente con agua
destilada y se dejé secar. Cuando la muestra estuvo completamente seca se observd

al microscopio dptico (Leica ICC50W).

3.3.7. Medicion de células sanguineas

Las células sanguineas se observaron al microscopio dptico (Leica ICC50W) y sus mediciones
se realizaron con el programa LAS EZ Leica Application Suite Version 3.3.0. Se midieron 50 células de

cada tipo (Campbell & Grant, 2022):

e Trombocitos
e Serie roja: Eritrocitos

e Serie blanca: Leucocitos aviares, incluyendo granulocitos (heterdfilos, eosinéfilos y

basofilos) y células mononucleares (linfocitos y monocitos)

3.3.8. Determinacion de indices eritrocitarios

Los indices eritrocitarios evaluados fueron el volumen corpuscular medio en femtolitros, la
hemoglobina corpuscular media en picogramos y la concentracidon de hemoglobina corpuscular media
en g/dL. Se determinaron de forma indirecta (férmulas expuestas en la Tabla 2), utilizando los
resultados de las muestras del hematocrito, el recuento total de gldbulos rojos y de la hemoglobina

(Campbell & Grant, 2022).

Tabla 2: Férmulas empleadas para la obtencién de los indices eritrocitarios (Adaptado de Campbell &

Grant, 2022)

indices Eritrocitarios Férmulas
VCM Valor hematocrito x 10
Recuento total de globulos rojos
HbCM Hemoglobina x 10
Recuento total de globulos rojos
CHCM Hemoglobina x 100

Valor hematocrito

VCM: Volumen corpuscular medio, HbCM: Hemoglobina corpuscular media y CHCM: Concentracién de

hemoglobina corpuscular media
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3.4. REGISTRO DE DATOS

Los datos obtenidos en el estudio se registraron en una hoja de calculo de Microsoft Excel

Workbook para su posterior analisis.

3.5. ANALISIS ESTADISTICO

Se llevd a cabo un andlisis estadistico descriptivo de los parametros hematoldgicos analizados
en el estudio y se calculd la media, mediana, desviacidn estandar e intervalos de confianza del 95%
para la media indicando limites inferiores y superiores para cada categoria hematoldgica. Se
detectaron y eliminaron valores atipicos utilizando diagramas de cajas y bigotes. La distribucion de los
datos se determind visualizando los histogramas de cada parametro y corroborandolo con el test de
normalidad de Kolmogorov-Smirnov y Shapiro-Wilk. Los resultados obtenidos en las poblaciones
celulares con las diferentes tinciones se compararon utilizando la prueba T de Student (p > 0,05) para
muestras pareadas en aquellos datos que siguieron una distribucién Gaussiana. Por otro lado, los que
no siguieron una distribucién Gaussiana fueron comparados mediante el test de Friedman (p > 0,05).
Ambos test compararon las medias de dos muestras emparejadas. Todos los datos analizados se

llevaron a cabo mediante el programa IBM® SPSS® Statistics version 27.

20



Valores hematoldgicos de referencia en cercetas pardillas juveniles (Marmaronetta angustirostris) Lydia Cabo Zaragoza

4. RESULTADOS

Se obtuvieron muestras sanguineas de la vena yugular derecha de 35 ejemplares de cerceta
pardilla aparentemente sanos en el momento de la extraccidn, anillados y liberados posteriormente.

Todos los animales analizados fueron individuos juveniles de sexo indeterminado.

Las muestras sanguineas que se obtuvieron, se distribuyeron en dos tubos con dos tipos de
anticoagulantes (heparina y EDTA) para determinar cual de ellos funcionaba mejor para la especie
aviar estudiada. Con EDTA las muestras se lisaron y se coagularon impidiendo la correcta realizacion
de las pruebas, mientras que con el uso de heparina las muestras se observaron correctamente y
permanecieron viables en el interior del tubo durante todo el periodo de andlisis. Al observar lo que
ocurria en las muestras, las extracciones pasaron a ser recolectadas Unicamente en tubos

heparinizados.

4.1. RESULTADOS DE LA SERIE ROJA

4.1.1. Parametros hematoldgicos

Tras la eliminacién de los valores atipicos, se generaron valores de referencia dentro de la
serie roja para: valor hematocrito, recuento total de glébulos rojos, hemoglobina e indices
eritrocitarios (VCM, HbCM, CHCM). Estos datos se muestran en la Tabla 3 junto con las unidades
indicadas por el sistema internacional, el tamafio muestral empleado para su determinacion, mediay
mediana correspondiente, desviacién estandar e intervalo de confianza del 95% para la media

indicando limite inferior y superior.

Tabla 3: Resultados serie roja

Parametro Unidades S| n Medias SD Medianas Intervalo de Confianza 95%

Limite Inferior  Limite superior

Hto % 35 52,0 +3,2 51,0 50,8 53,2
RBC x 10° céls/ul 35 31 +0,9 3,1 2,8 3,5
Hb g/dL 31 17,7 +1,3 18,2 17,2 18,2
VeM fL 33 169,8 +44,0 162,8 153,0 186,5
HbCM pg 34 58,6 +15,1 54,9 52,9 64,4
CHCM g/dL 34 34,6 +1,9 35,3 33,9 35,3

Hto: Valor hematocrito, RBC: Recuento total de glébulos rojos, Hb: Hemoglobina, VCM: Volumen corpuscular medio,
HbCM: Hemoglobina corpuscular media, CHCM: Concentracidn de hemoglobina corpuscular media, n: Tamafio
muestral empleado y SD: Desviacidn estandar (Elaboracién propia)
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Cabe destacar que para la determinacion de la hemoglobina mediante el hemoglobindmetro
portatil, el resultado tardd en aparecer de 15 segundos a 1 minuto dependiendo de la concentracion

de hemoglobina que tuviera la muestra.

4.1.2. Morfologia eritrocitaria en frotis sanguineo

En cuanto a la morfologia de los eritrocitos, se observaron en mayor medida eritrocitos
maduros no policromatdfilos, en menor medida se apreciaron eritrocitos inmaduros policromatofilos
y ocasionalmente se vieron reticulocitos en todas las aves estudiadas, como se puede apreciar en la
Figura 13. Ademas, se registraron los efectos que tuvieron las tinciones en los eritrocitos como vemos

en la Tabla 4.

'

%
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Figura 13: Morfologia eritrocitaria en frotis sanguineo. Las letras indicadas corresponden a:
a) eritrocito policromatdéfilo inmaduro mostrando la intensa coloracidon azulada en el
citoplasma en la tincién Diff-Quick, b) eritrocito maduro junto a un eritrocito inmaduro
policromatdfilo en tincion Diff-Quick, c) célula con material reticular punteado llamada
reticulocito, d) eritrocitos maduros no policromatdfilos en tincion Wright y e) eritrocito no
policromatdfilo en tincidn Diff-Quick (Elaboracidon propia)

Tabla 4: Coloracién de eritrocitos segun tincién (Elaboracidn propia)

Tincion Efecto de la tincidn en la célula

Eritrocito en tincién Wright Nucleo basdfilo tenue y citoplasma color eosindfilo intenso

Eritrocito en tincion Diff-Quick  Nucleo color baséfilo oscuro y citoplasma color grisaceo claro

También se observo cierto grado de anisocitosis y anisocariosis en las muestras de todas las
cercetas pardillas. Por el contrario, no se observaron parasitos hematicos ni signos de toxicidad celular

en ninguna muestra analizada.
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4.1.3. Medicion de eritrocitos

Se midieron 50 eritrocitos en micras (ancho y largo) para determinar su tamano medio. Las
mediciones se ven representadas en la Tabla 5 junto con la zona de medicion, el tamafio muestral
empleado para su determinacién, media y mediana correspondiente, desviacion estandar e intervalo

de confianza del 95% para la media indicando limite inferior y superior.

Tabla 5: Mediciones eritrocitarias

Parametro Zona de n Medias sD Medianas Intervalo de Confianza 95%

Medicién (um) (1m)

Limite Inferior Limite superior

(um) (um)
Eritrocitos Ancho 50 6,8 +0,5 6,8 6,7 7,0
Largo 50 12,2 +0,4 12,1 12,1 12,3

n: Tamafio muestral empleado y SD: Desviacidn estandar (Elaboracién propia)

4.2. RESULTADOS DE LA SERIE BLANCA

4.2.1. Recuento total de globulos blancos

Se generaron valores de referencia dentro de la serie blanca para el recuento total de glébulos
blancos. Los resultados se interpretan en la Tabla 6 junto a las unidades indicadas por el sistema
internacional, el tamafio muestral empleado para su determinaciéon, media y mediana
correspondiente, desviacion estandar e intervalo de confianza del 95% para la media indicando limite

inferior y superior.

Tabla 6: Recuento total de glébulos blancos

Parametro Unidades SI n Medias SD Medianas Intervalo de Confianza 95%

Limite Inferior  Limite superior

WBC x 10° céls/uL 35 49 +16 45 43 5,5

WABC: Recuento total de glébulos blancos, n: Tamafio muestral empleado y SD: Desviacion estandar (Elaboracion propia)

4.2.2. Morfologia leucocitaria en frotis sanguineo y diferencial de globulos blancos

La identificacion de células sanguineas se realizé al mismo tiempo que el recuento diferencial
de glébulos blancos y se pudieron ir tomando fotografias de las células. Esto se considerd

importantisimo para poder crear bases de datos con imagenes de cada una de las células blancas
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presentes en esta ave para futuros estudios. Se generaron bases de datos de imagenes en cada una
de las tinciones empleadas y dichas imagenes se pudieron utilizar posteriormente para realizar
mediciones anecddticas de las células. El recuento diferencial de glébulos blancos se llevé a cabo en
dos tinciones: tincion Wright y tincidn Diff-Quick. Los linfocitos fueron los leucocitos mas abundantes

en las muestras seguidos por los heterdfilos.

4.2.2.1. Tincion Wright

Se generaron valores de referencia dentro de la serie blanca para el recuento diferencial de
glébulos blancos en esta tincion. Los resultados se interpretan en la Tabla 7 junto a las unidades
indicadas por el sistema internacional, el tamafio muestral empleado para su determinacion, media y
mediana correspondiente, desviacién estandar e intervalo de confianza del 95% para la media

indicando limite inferior y superior.

Tabla 7: Recuento diferencial de glébulos blancos en tincion Wright

Parametro n Medias SD Medianas Intervalo de Confianza 95%
Tincién W Limite Inferior Limite superior
EOS (%) 33 3,3 +1,3 3,0 2,8 3,7
HET (%) 34 16,0 +2,9 15,0 15,0 17,1
BAS (%) 35 1,1 +1,2 1,0 0,7 1,5
LINF (%) 33 78,0 +2,7 78,0 77,1 79,0
MON (%) 35 1,2 +0,6 1,0 1,0 1,4

W: Tincién Wright, EOS: Eosindfilos, HET: Heterofilos, BAS: Basofilos, LINF: Linfocitos, MON: Monocitos, n: Tamafio
muestral empleado y SD: Desviacidn estandar (Elaboracién propia)

Esta tincidon tifd correctamente las células blancas. Sin embargo, los granulos de los
eosindfilos y heterdfilos se tifieron con mayor definicidn y sus ndcleos de forma mas tenue. La forma
en la que se tifié cada célula se registrd y se cred la Tabla 8 con la informacion recopilada. En la Figura

14 se aprecia la gran variedad de células blancas presentes en la sangre de la cerceta pardilla.

Tabla 8: Forma en la que se tifid cada célula con tincién Wright (Elaboracion propia)

Tipo de célula Efecto de la tincidn en la célula
Eosindfilo Granulos basdfilo-eosinofilos
Heterdfilo Granulos basdfilos tenues
Basofilo Granulos basdfilos oscuros
Linfocito Nucleo baséfilo tenue y citoplasma azul claro
Monocito Nucleo baséfilo tenue y citoplasma azul claro
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Figura 14: 1dentificacién de células blancas en tincidon Wright. Las células observadas
son: a) linfocito, b) eosindfilo, ¢) monocito, d) basdfilo, e) basdfilo, f) linfocito, g)
heterdfilo y h) monocito (Elaboracion propia)

4.2.2.2. Tincion Diff-Quick

Se generaron valores de referencia dentro de la serie blanca para el recuento diferencial de
glébulos blancos en esta tincion. Los resultados se interpretan en la Tabla 9 junto a las unidades
indicadas por el sistema internacional, el tamafio muestral empleado para su determinacion, media 'y
mediana correspondiente, desviacion estandar e intervalo de confianza del 95% para la media

indicando limite inferior y superior.

Tabla 9: Recuento diferencial de glébulos blancos con tincidn Diff-Quick

Pardmetro n Medias SD Medianas Intervalo de Confianza 95%
Tincién DQ Limite Inferior  Limite superior
EOS (%) 28 2,4 +0,8 2,0 21 2,7
HET (%) 34 16,5 +2,9 16,5 15,5 17,5
BAS (%) 35 11 +1,2 1,0 0,7 1,5
LINF (%) 33 77,9 +24 78,0 77,0 78,7
MON (%) 35 1,3 +0,7 1,0 1,0 1,5

DQ: Tincidn Diff-Quick, EOS: Eosindfilos, HET: Heterdfilos, BAS: Basofilos, LINF: Linfocitos, MON: Monocitos, n:
Tamarfio muestral empleado, SD: Desviacidn estandar (Elaboracién propia)
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Esta tincidon tind correctamente las células blancas. Sin embargo, los granulos de los
eosindfilos y heterdfilos se tifieron de forma mas tenue y sus nucleos y citoplasmas con mayor
definicion. La forma en la que se tind cada célula se registré y se cred la Tabla 10 indicada a
continuacién con la informacién recopilada y en la Figura 15 se aprecia la gran variedad de células

blancas presentes en la sangre de la cerceta pardilla.

Tabla 10: Forma en la que se tifié cada célula blanca con tincién Diff-Quick (Elaboracién propia)

Tipo de célula Efecto de la tincidn en la célula
Eosindfilo Nucleo baséfilo oscuro y granulos azul baséfilo
Heterdfilo Nucleo baséfilo y granulos baséfilos tenues
Basdfilo Granulos color baséfilo oscuro
Linfocito Nucleo baséfilo y citoplasma azul baséfilo tenue
Monocito Nucleo baséfilo y citoplasma azul baséfilo tenue

Figura 15: |dentificacidon de células blancas en tincién Diff-Quick. Las células observadas son:
a) eosindfilo, b) monocito, c) heterdfilo, d) basdfilo, e) linfocito y f) heterdfilo (Elaboracién propia)

Se demostrd que no habian diferencias significativas en el recuento diferencial de glébulos
blancos mediante tincidn Diff-Quick y tincién Wright. Los resultados obtenidos para cada leucocito

segun la prueba Friedman y T de Student fueron:

- Eosinodfilos: No hay diferencias entre tinciones (prueba Friedman para muestras

emparejadas, p > 0,05)
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Basofilos: No hay diferencias entre tinciones (prueba Friedman para muestras

emparejadas, p > 0,05)

Monocitos: No hay diferencias entre tinciones (prueba Friedman para muestras

emparejadas, p > 0,05)

Heterdfilos: No hay diferencias entre tinciones (prueba T de Student para muestras

pareadas, p > 0,05)

Linfocitos: No hay diferencias entre tinciones (prueba T de Student para muestras

pareadas, p > 0,05)

Mediante los histogramas se observad si la distribucién era normal o no y en los diagramas de

cajas y bigotes se observaron los pardmetros y se evaluaron las diferencias. En el Anexo | se pueden

apreciar los diagramas de cajas y bigotes de los leucocitos en ambas tinciones.

o oz

4.2.3. Medicion de leucocitos

Se midieron 50 células blancas de cada tipo en micras (ancho y largo) para determinar su

tamafio medio. Las mediciones se ven representadas en la Tabla 11 junto con la zona de medicién, el

tamafio muestral empleado para su determinacion, media y mediana correspondiente, desviacion

estandar e intervalo de confianza del 95% para la media indicando limite inferior y superior.

Tabla 11: Medicién de leucocitos

Parametro Zona de n Medias SD Medianas Intervalo de Confianza 95%
Medicién (um) (um)
Limite Inferior  Limite superior
(um) (um)
Eosindfilos Ancho 50 11,1 +14 11,1 10,7 11,5
Largo 50 11,3 +14 11,4 10,9 11,7
Heterdfilos Ancho 50 11,0 +1,.2 11,2 10,6 113
Largo 50 10,8 1,2 11,1 10,5 11,2
Basodfilos Ancho 50 59 +0,8 58 57 6,1
Largo 50 6,1 +0,6 6,1 6,0 6,3
Linfocitos Ancho 50 6,8 +09 6,6 6,5 71
Largo 50 6,6 +0,9 6,4 6,3 6,8
Monocitos Ancho 50 9,3 +1,2 9,5 8,9 9,6
Largo 50 9,9 1,2 9,7 9,5 10,2

n: Tamafio muestral empleado y SD: Desviacidn estandar (Elaboracion propia)
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Se capturaron imagenes de algunas mediciones realizadas en micras para mostrar la precision

de las mismas en distintas células como podemos percibir en la Figura 16.

Figura 16: Ejemplo de mediciones realizadas en células blancas. Se representan en la figura
como: a) eosindfilo en tincién Diff-Quick, b) monocito en tincién Diff-Quick, c) eosindfilo
sefialado con la flecha negra y heterdfilo sefialado con punta de flecha negra en tincién
Wright, d) linfocitos sefialados con flechas negras en tincién Diff-Quick, €) monocito en tincién
Diff-Quick y f) heterdfilo en tincién Wright (Elaboracién propia)

4.3. RESULTADOS DE TROMBOCITOS

Se observaron aglomeraciones de trombocitos en frotis sanguineos lo que imposibilitd el
propio recuento. En la Figura 17 se muestra cdmo se observaron los trombocitos en tincidn Diff-Quick
y en tincién Wright y en la Tabla 12 se muestra la forma en la que los trombocitos se tifieron segin la

tinciéon empleada.

Figura 17: Trombocitos en frotis sanguineo. Se representan en la figura como:
a) trombocitos en tincién Wright y b) trombocitos en tincién Diff-Quick
(Elaboracion propia)
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Tabla 12: Forma en la que se tifieron los trombocitos segun la tincidn (Elaboracion propia)

Tipo de célula Efecto de la tincidn en la célula
Trombocito en tincion Wright Nucleo basdfilo tenue y citoplasma incoloro o eosinéfilo tenue
Trombocito en tincion Diff-Quick Nucleo baséfilo oscuro y citoplasma incoloro o azul tenue

Se midieron 50 trombocitos en micras (ancho y largo) para determinar su tamafio medio. Las
mediciones se reflejan en la Tabla 13 junto con la zona de medicidn, el tamafio muestral empleado
para su determinacion, media y mediana correspondiente, desviacién estandar e intervalo de

confianza del 95% para la media indicando limite inferior y superior.

Tabla 13: Mediciones de trombocitos

Pardmetro Zona de n Medias SD Medianas Intervalo de Confianza 95%

Medicién (um) (nm)

Limite Inferior Limite superior

(um) (um)
Trombocitos Ancho 50 43 +0,5 4,3 4,1 44
Largo 50 3,9 +04 3,9 3,8 4,0

n: Tamafio muestral empleado y SD: Desviacidn estandar (Elaboracién propia)

4.4. RESULTADOS DE PROTEINAS TOTALES MEDIANTE REFRACTOMETRIA

Se generaron valores de referencia para proteinas totales mediante refractometro manual a
partir del plasma de la muestra. Los valores de referencia de proteinas totales obtenidos para la
cerceta pardilla aparecen en la Tabla 14 junto con las unidades indicadas por el sistema internacional,
el tamafio muestral empleado para su determinacién, media y mediana correspondiente, desviacién

estandar e intervalo de confianza del 95% para la media indicando limite inferior y superior.

Tabla 14: Valores obtenidos para proteinas totales

Pardmetro Unidades S| n Medias SD Medianas Intervalo de Confianza 95%

Limite Inferior  Limite superior

PT g/dL 30 6,1 +0,2 6,2 6,1 6,2

PT: Proteinas totales, SI: Sistema Internacional, SD: Desviacidn estandar (Elaboracién propia)
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5. DISCUSION

Segun Sanchez-Torres et al. (2021) las variables hematoldgicas son elementos bdsicos para
evaluar la salud general de las aves, conocer los parametros por especie y diagnosticar desequilibrios
en sus poblaciones celulares. Por ello cada vez hay mas estudios implantados en distintas especies
aviares, pero aun asi siguen siendo escasos, sobre todo para especies pertenecientes a la fauna

silvestre.

Meofio-Sanchez et al. (2016) destacan que no hay diferencias entre los valores de distintos
sexos concordando asi con lo reportado para otras especies de anatidas como el ganso nival (Chen
caerulescens) y el ganso canadiense (Branta canadensis). Asi mismo, Books et al. (2022) apoyan que
no hay diferencias significativas en los valores hematoldgicos entre sexos en anseriformes, indicando

la posibilidad de llevar a cabo estudios validos sin diferenciacion entre sexos.

Campbell & Grant (2022) corroboran que el EDTA es el anticoagulante mas usado, pero para
determinados grupos aviares, como por ejemplo patos, puede desencadenar hemdlisis parcial tras la
extraccidén cuando se recolecta en tubos de EDTA, lo que hace que la muestra de sangre no sea apta

para estudios hematoldgicos.

Segun Friedrichs et al. (2012) se pueden establecer valores de referencia para cualquier
especie con muestras > 20 y < 40 siempre y cuando se calculen con métodos paramétricos para
establecer la normalidad de las muestras o con métodos robustos (independientes de la distribucién)
y ademas se realicen intervalos de confianza para la media de al menos un 90%, histogramas, medias,

medianas y valores maximos y minimos, como los realizados en este estudio.

5.1. PARAMETROS SERIE ROJA

5.1.1. Valor hematocrito (Hto)

Tras realizar la técnica del microhematocrito, el porcentaje de la sangre del animal que
corresponde a células sanguineas tiene un promedio de 52 + 3,2% y el intervalo de referencia con un
95% de confianza se encuentra entre 50,8 y 53,2%. Los valores obtenidos se encuentran dentro del
rango de referencia estipulado para el porréon pardo (Aythya nyroca) (Avni-Magen et al., 2016), la

barnacla canadiense (Branta canadensis) (Campbell & Grant, 2022) y el anade real (Anas
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platyrhynchos) (Campbell & Grant, 2022). Sin embargo, presenta a su vez valores mucho mas elevados
que el pato joyuyo (Aix sponsa) siendo de 46 + 3% (Carpenter, 2018), el pijije comun (Dendrocygna
autumnalis) con un intervalo de 33-42% (Meofio-Sanchez et al., 2016) y el ganso comun (Anser anser)

con un promedio de 44,7 £ 3,1% (Jahantigh & Zamani-Ahmadmahmudi, 2016).

5.1.2. Recuento total de globulos rojos (RBC)

Tras realizar el recuento en la cdmara de Neubauer, el promedio obtenido para el recuento
total de gldbulos rojos es de 3,1 + 0,9 (x10° céls/uL) y el intervalo de referencia obtenido es de 2,8 a
3,5 (x10° céls/uL) que concuerda con los establecidos en otros estudios realizados dentro de la familia
de las anatidas, como por ejemplo los realizados en las siguientes especies: el ganso comun (Jahantigh
& Zamani-Ahmadmahmudi, 2016), la barnacla canadiense, el anade real (Campbell & Grant, 2022) y

el pato joyuyo (Carpenter, 2018).

5.1.3. Hemoglobina (Hb)

Segun Velguth et al. (2010) el uso de hemoglobindmetros portatiles deberia estar mas en
auge, ya que compensan los eritrocitos nucleados mediante espectrofotometria de doble longitud de
onda. De esta forma, se convierte en una herramienta fundamental para categorizar anemias y

obtener resultados rdpidos a partir de pequefios volimenes en aves.

Ademas, Gustavsson (2015) comenta que la obtencidn de los valores de hemoglobina aviares
procedentes de muestras con un volumen muy pequefio es posible gracias a este método,
conservando mas muestra para las demds técnicas empleadas y obteniendo informacién util en poco

tiempo facilitando la caracterizacidon de anemias en estos animales.

El valor de hemoglobina obtenido para esta especie tiene un promedio de 17,7 + 1,3 g/dL con
unintervalo de referencia de 17,2 a 18,2 g/dL. Comparandose con estudios previos dentro de la familia
de las anatidas, resaltar que se encuentra dentro del rango establecido para la barnacla canadiense y
para el anade real (Campbell & Grant, 2022). Aun asi, presenta valores mas elevados que los del ganso
comun siendo de 14,55 1,10 g/dL (Jahantigh & Zamani-Ahmadmahmudi, 2016) y los del pato joyuyo
con un promedio de 15 + 1 g/dL (Carpenter, 2018).

31



Valores hematoldgicos de referencia en cercetas pardillas juveniles (Marmaronetta angustirostris) Lydia Cabo Zaragoza

5.1.4. indices eritrocitarios

En general, los indices eritrocitarios generados para la cerceta pardilla demuestran que los
eritrocitos son relativamente grandes como en otras anatidas y que difieren con otras especies de la

misma familia al situarse con valores inferiores de hemoglobina.

5.1.4.1. Volumen corpuscular medio (VCM)

El promedio obtenido para el volumen corpuscular medio en cercetas pardillas juveniles es de
169,8 + 44 fL con un intervalo de 153-186,5 fL. Estos resultados ratifican los obtenidos para otras
especies dentro de la misma familia, como por ejemplo: la barnacla canadiense (Carpenter, 2018), el
anade real (Campbell & Grant, 2022), el pato joyuyo (Carpenter, 2018) y finalmente, el pijije comun
(Meofo-Sanchez et al., 2016).

5.1.4.2. Hemoglobina corpuscular media (HbCM)

La hemoglobina corpuscular media obtenida para la cerceta pardilla tiene un valor promedio
de 58,6 + 15,1 pg dentro de un intervalo de 52,9-64,4 pg. Este valor se encuentra dentro del rango

establecido por Carpenter (2018) para la barnacla canadiense.

5.1.4.3. Concentracion de hemoglobina corpuscular media (CHCM)

La concentracién de hemoglobina corpuscular media establecida para la cerceta pardilla tiene
un promedio de 34,6 + 1,9 g/dL dentro del intervalo de 33,9y 35,3 g/dL. Presenta valores ligeramente
mas elevados que otras tres especies estudiadas previamente: la barnacla canadiense (Carpenter,
2018), el anade real (Campbell & Grant, 2022) y el pijije comun (Meofio-Sanchez et al., 2016). Por el
contrario, comparte un promedio similar para CHCM con el pato joyuyo (Carpenter, 2018) siendo de

33 +4 g/dL.

5.2. PARAMETROS SERIE BLANCA

5.2.1. Recuento total de glébulos blancos (WBC)

Segun Campbell (1994) el recuento de glébulos blancos en aves ha de realizarse de forma

manual al tener la particular caracteristica de poseer eritrocitos y trombocitos nucleados. Si se usaran
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contadores celulares electrénicos no se distinguirian los glébulos blancos de los trombocitos ni de los

glébulos rojos aportando datos erréoneos.

Mediante el uso de la cdmara de Neubauer se ha obtenido un promedio de 4,9 + 1,6 (x10°
céls/plL) y un intervalo de 4,3-5,5 (x103 céls/uL) para el recuento total de glébulos blancos. Por un lado,
este promedio entra dentro del establecido para el porrén pardo (Avni-Magen et al., 2016) y para el
pijije comun (Meofio-Sanchez et al., 2016), pero por otro lado, es cinco veces inferior al establecido
en especies anatidas como el pato joyuyo (Carpenter, 2018), la barnacla canadiense y el dnade real

(Campbell & Grant, 2022).

5.2.2. Diferencial de globulos blancos

Sanchez-Torres et al. (2021) comentan que la dieta, las condiciones higiénicas, el desarrollo
del plumaje y el color pueden influir levemente en los parametros hematoldgicos obtenidos. A través
del diferencial de glébulos blancos se consiguen distinguir de forma mas precisa los tipos de leucocitos

en la sangre.

Se emplean dos tinciones en este estudio: la tincion Wright y la tincién Diff-Quick para
determinar con qué tincion se pueden valorar mejor las células para la cerceta pardilla. Gracias a la
estadistica empleada en el estudio se puede determinar que no hay diferencias significativas de una
tincién a otra, siendo muy interesante para futuras verificaciones y estudios. Los promedios obtenidos
para cada tipo de célula blanca y los intervalos establecidos en la cerceta pardilla se han contrastado
con 5 especies dentro de la familia de las anatidas: el porrén pardo, el ganso comun, el pijije comun,

la barnacla canadiense y el anade real.

5.2.2.1. Eosinodfilos

El promedio de eosindfilos en ambas tinciones es de 2,4 + 0,8% en tincidn Diff-Quick y de 3,3
+1,3% en tincidn Wright, encontrandose dentro de los valores promedios establecidos para: el porrén
pardo (Avni-Magen et al., 2016), el pijije comun (Meofio-Sanchez et al., 2016) y la barnacla canadiense
(Carpenter, 2018). En cambio, especies como el ganso comun (Jahantigh & Zamani-Ahmadmahmudi,

2016) y el anade real (Campbell & Grant, 2022) presentan valores muy inferiores, entorno al 1%.
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5.2.2.2. Basofilos

El intervalo y promedio determinado para la cerceta pardilla se asemeja a los realizados en
otras especies de la misma familia, siendo éste exactamente igual en ambas tinciones. El promedio es
de1,1+1,2%y el intervalo de 0,7-1,5%. Las especies que poseen datos semejantes a este estudio son:
el porrén pardo (Avni-Magen et al., 2016), el ganso comun (Jahantigh & Zamani-Ahmadmahmudi,
2016), el pijije comun (Meofio-Sanchez et al., 2016) y el anade real (Campbell & Grant, 2022). Por el
contrario, la especie que difiere de estos valores es la barnacla canadiense (Carpenter, 2018)

situdndose en valores de hasta 7%.

5.2.2.3. Heterdfilos y linfocitos

Por un lado, el promedio de heterdéfilos para ambas tinciones varia 0,5%. En la tincién Diff-
Quick el promedio es de 16,5 + 2,9%, mientras que en la tincion Wright es de 16,0 + 2,9%. Por otro
lado, el promedio de linfocitos para ambas tinciones es practicamente igual, siendo en la tincién Diff-
Quick de 77,9 + 2,4% vy en la tincién Wright de 78,0 + 2,7%. Los linfocitos son los leucocitos mas
abundantes en la cerceta pardilla seguidos de los heterdfilos. Especies como el ganso comun
(Jahantigh & Zamani-Ahmadmahmudi, 2016) y el anade real (Campbell & Grant, 2022) presentan
también promedios de mas de un 50% de linfocitos evidenciando que son mds prevalentes que los
heterdfilos. Sin embargo, especies como el pijije comin (Meofio-Sanchez et al., 2016), la barnacla
canadiense (Carpenter, 2018) y el porréon pardo (Avni-Magen et al., 2016) muestran una tendencia

contraria, siendo los heterdéfilos mas predominantes que los linfocitos en la sangre.

5.2.2.4. Monocitos

Por ultimo, el promedio de los monocitos es de 1,3 + 0,7% en tincidn Diff-Quicky 1,2 + 0,6%
en tincién Wright. Se asemeja a los establecidos para especies como el porrdn pardo (Avni-Magen et
al., 2016), el ganso comun (Jahantigh & Zamani-Ahmadmahmudi, 2016), el pijije comun (Meofio-
Sanchez et al., 2016) y el anade real (Campbell & Grant, 2022). Y difiriere de nuevo con la barnacla

canadiense que tiene un valor mas elevado de hasta un 6% (Carpenter, 2018).
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5.3. IDENTIFICACION CELULAR

Clark et al. (2009) atestiguan que las tinciones celulares permiten la observacion de las células
sanguineas con mayor detalle evitando fallos en el recuento diferencial. Asi mismo, destacan la
importancia de tefiir correctamente los frotis sanguineos segutn el protocolo establecido. Si no se sigue
el protocolo la identificacion celular sera errénea, ya que las muestras no se tefiiran correctamente o
por el contrario se sobre tefiirdn. También afianzan el uso de la tincion de Wright y la tincidn Diff-
Quick como tinciones igualmente correctas para llevar a cabo el recuento diferencial en anatidas.
Ademas, Campbell & Grant (2022) corroboran que la tincion de Wright tifie mejor los granulos y la
tincién Diff-Quick tifie mejor los nucleos, pero permiten llevar a cabo el recuento diferencial igual de

preciso.

Por otro lado, Campbell & Grant (2022) confirman que existen variaciones en la morfologia
eritrocitaria en frotis de aves sanas al igual que en aves con problemas de salud. Brooks et al. (2022)

recalcan que las anseriformes presentan habitualmente niveles leves de anisocitosis y anisocariosis.

5.4. MEDICIONES DE CELULAS SANGUINEAS

La unidad de medicién empleada en este estudio para eritrocitos, trombocitos, eosindfilos,
heterdfilos, basdfilos, linfocitos y monocitos es la micra. Segin Brooks et al. (2022) los eosindfilos y
los heterdfilos suelen tener un tamafio similar en las anatidas, lo que concuerda con las mediciones
obtenidas, siendo los eosindfilos 11,1 +1,4x 11,3 + 1,4 um vy los heteréfilos 11,0+ 1,2 x 10,8 £ 1,2 um.
También coinciden en el didmetro medio de estas células que es de 10 um y en el ancho de los
monocitos que es de 9,5 um. Recalcan que los eritrocitos presentan tamafos entre 12-14 um de largo
y 6-8 um de ancho coincidiendo plenamente con los obtenidos en este estudio y también establecen
que el ancho de trombocitos en anatidas es de 4,5-6 um vy el de los basodfilos de 6,4 um, todos ellos

dentro del rango determinado en el estudio para cercetas pardillas.

5.5. DETERMINACION DE PROTEINAS TOTALES MEDIANTE REFRACTOMETRIA

Segun Cray et al. (2008) en aves no esta claro el uso de la refractometria para obtener valores

de proteinas totales, ya que segun la especie puede ser valida o no. Pero también comentan que en

patos se ha visto que la concentracion media de proteinas totales tanto en plasma como en suero
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medida mediante refractometria difiere Unicamente un 1% del método de Biuret, por lo que los

valores obtenidos en este estudio para la cerceta pardilla serian clinicamente validos.

Andreasen et al. (1989) corroboran que los valores obtenidos mediante refractometria a partir
de suero o plasma en patos son comparables a los obtenidos mediante el método de Biuret. Ademas,
recalcan que el uso de refractdmetros es muy Util en la practica clinica y gracias a ellos se determinan

las proteinas totales a partir del plasma de capilares de hematocrito previamente centrifugados.

En este estudio el intervalo de referencia obtenido para proteinas totales es de 6,1 — 6,2 g/dL
con un valor promedio de 6,1 +0,2 g/dL. Estos resultados son ligeramente mas elevados al compararse
con el estudio establecido por Jahantigh & Zamani-Ahmadmahmudi (2016) para el ganso comun con
un promedio de 4,36 + 0,7 g/dL o con el establecido por Carpenter (2018) para la barnacla canadiense

con promedios de 4,8 + 0,7 g/dL.

Los ejemplares juveniles de cerceta pardilla de este estudio se encontraban todos
aparentemente sanos en el momento de la extraccién, ademas de ser sometidos a controles puntuales
al pertenecer al programa “LIFE Cerceta pardilla” persiguiendo la conservacién de esta especie
amenazada y la reintroduccién en su habitat natural. Debido al control proporcionado para estos
ejemplares dentro del programa de cria, los parametros hematolégicos estudiados que difieran a los
establecidos en ciertas especies dentro de la familia de las anatidas con las que se ha comparado,

sugieren que pueden ser normales para la cerceta pardilla.

Se han definido correctamente los parametros de referencia propuestos aun siendo
conscientes de las limitaciones de este estudio que radican en el numero de ejemplares (deseando
conseguir mayor numero de muestras en un futuro y poder verificar los datos obtenidos) y en la falta
de presupuesto para llevar a cabo mas pruebas hematoldgicas, como la bioquimica completa que

conseguiria dar mayor utilidad al estudio.
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6. CONCLUSIONES

1. Se han establecido valores de referencia del hemograma y las proteinas totales plasmaticas
para las cercetas pardillas juveniles, siendo el primer analisis hematoldgico de tipo descriptivo

para esta especie.

2. El anticoagulante EDTA no ha sido valido para realizar andlisis hematoldgicos en cercetas

pardillas juveniles, causando lisis celular parcial y aglutinaciones.

3. No se han encontrado diferencias significativas entre la tincion Diff-Quick y la tincién Wright

para el recuento diferencial de glébulos blancos.
4. Los indices eritrocitarios han demostrado que los eritrocitos de las cercetas pardillas son
relativamente grandes coincidiendo con otras anatidas documentadas y difieren en la

cantidad de hemoglobina presente.

5. Los linfocitos son los leucocitos mas abundantes en la cerceta pardilla seguidos por los

heterofilos.
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ANEXOS

ANEXO I: DIAGRAMAS DE CAJAS Y BIGOTES DE LEUCOCITOS EN TINCION DIFF-QUICK Y EN TINCION

WRIGHT

Se observan graficamente los diagramas de cajas y bigotes comparados por tincién (siendo W: tincién
Wright y DQ: tincién Diff-Quick) y tipo de célula blanca, habiéndose eliminado previamente los puntos

atipicos:

a) Diagramas de cajas y bigotes para eosindfilos

DQ_Eosindfilos (%) 'W_Eosindfilos (%)
b) Diagramas de cajas y bigotes para heteroéfilos

22,00%
2000%
18,00%

16,00%

14,00%

12,00%

10,00% H

DQ_Heterdfilos (%) W_Heterdfilos (%)
c) Diagramas de cajas y bigotes para baséfilos

400% 30

100%

00%

DQ_Baséfilos (%) W_Basdfilos (%)2
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d) Diagramas de cajas y bigotes para linfocitos

8250%

80,00%

77.50%
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DQ_Linfocitos (%)

e) Diagramas de cajas y bigotes para monocitos

W_Linfocitos (%)

DQ_Monocitos (%)
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