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GLOSARIO

Manosa. La manosa es un azucar simple o monosacérido que se encuentra
formando parte de algunos polisacaridos de las plantas (como el manano, el

glucomanano, etc.), y en algunas glucoproteinas animales.

Hb (Hemoglobina). Pigmento rojo contenido en los hematies de la sangre de los
vertebrados, cuya funcion consiste en captar el oxigeno de los alveolos pulmonares
y comunicarlo a los tejidos, y en tomar el dioxido de carbono de estos y

transportarlo de nuevo a los pulmones para expulsarlo.

Hto (hematocrito). Volumen de glébulos con relacion al total de la sangre; se

expresa de manera porcentual.

RBC (Red blood cell). Es un examen de sangre que mide la cantidad de glébulos

rojos.

VCM (Volumen corpuscular medio). Analisis que conforman el hemograma, es
decir el més elemental de los diagnosticos que se realizan en la sangre, y que para
este caso en concreto, tiene la funcion esencial de determinar cuél es el tamafio

medio de los gl6bulos rojos.

HCM (Hemoglobina corpuscular media). Es uno de los estudios que se realiza
en la sangre, y el cual tiene el objetivo de determinar el tamafio promedio que tiene

la hemoglobina dentro del glébulo rojo.

CHCM (Concentracion de hemoglobina del promedio de eritrocitos). Es una
medida de la concentracion de hemoglobina en un volumen determinado de

gldbulos rojos. Se informa como parte del hemograma completo.



Anemia. Se define ya sea como una cantidad disminuida de globulos rojos, o bien
una concentracion disminuida de hemoglobina en la sangre, o bien un valor de

hematocrito mas bajo que lo normal

Estrés. Conjunto de alteraciones que se producen en el organismo como respuesta
fisica ante determinados estimulos repetidos, como por ejemplo el frio, el miedo, la

alegria, captura, cambio de ambiente, etc.

Microcitosis. Es una condicion donde los globulos rojos en la sangre son mas

pequefios que lo normal, midiéndolos por su volumen corpuscular medio.



RESUMEN

La contaminacion humana es un tema de suma importancia para la recuperacion y
deformacion de ecosistemas. El rio Chalhuanca es un efluente de alto valor
bioldgico y econdmico donde se ha realizado actividades acuicolas como la siembra
de alevines y cosecha de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss). Sin embargo,
también se ha estado realizando la eliminacion de aguas servidas por las ciudades
de Cotaruse, Caraibamba y Chalhuanca. En el recorrido del agua de rio se observo
peces muertos en los ultimos 10 afios. Por tal se evalud la relacion entre el estado
de salud y actividad bactericida, y aglutinante de la trucha arco iris (O. mykiss) con
la contaminacion humana en el rio Chalhuanca. El tamafio de muestra obtenido fue
de 36 peces, de manera estratificada en tres puntos, segun la formula de poblaciones
desconocidas, a un alto nivel de confianza (0,95) y un error estandar de £ 0,10 y
una proporcién esperada de 0,90 de peces comprendidos entre 0,8 a 1,39 de
conformacion corporal. El estado de salud se evalud a través de los parametros
como el factor de condicion, hemoglobina, hematocrito, conteo de glébulos rojos,
volumen corpuscular medio, hemoglobina corpuscular medio, concentracion de
hemoglobina por el promedio de eritrocitos, glucosa y cortisol. La respuesta
inmunoldgica a través de las pruebas de capacidad bactericida y aglutinacion
bacteriana frente a la cepa E. coli (ATCC 25922). Por ultimo la calidad de agua a
través de sus parametros microbioldgicos, fisico y quimico, segun el DS. N° 002-
2008-MINAM. Se encontrd, que el 77,8% de las truchas presenta anemia
microcitica hipocromica y el 72,2% de peces sugieren sufrir estrés cronico, estos
datos presumen alteraciones en la fisiologia normal del pez y concuerda con una
reducida capacidad bactericida (30,1%) como también la aglutinacién bacteriana

(log? de titulo de aglutinacion fue 2,01). El analisis de agua refleja alta carga de



coliformes totales y termotolerantes y la concentracion de oxigeno disuelto se
encuentra al limite del necesario (5mg/dL). En conclusion, la evaluacion de las
variables hematologicas de la trucha arcoiris (Oncorynchus mykiss) en el rio
Chalhuanca refleja un estado anémico y presuntamente estrés crénico, para una
confirmacion categorica seria necesario estudios mas profundos.

Palabras clave: Oncorynchus mykiss, inmunologia, sanidad, rio, Aymaraes.



ABSTRACT

Human pollution is a very important issue for the recovery and deformation of
ecosystems. The Chalhuanca River is an effluent of high biological and economic
value where aquaculture activities have been carried out, such as the planting of
fingerlings and harvesting of rainbow trout (Oncorhynchus mykiss). However, the
disposal of sewage has also been carried out in the cities of Cotaruse, Caraibamba
and Chalhuanca. In the course of river water dead fish was observed in the last 10
years. For this reason, the relationship between the state of health and bactericidal
activity, and binder of rainbow trout (O. mykiss) with human contamination in the
Chalhuanca River was evaluated. The sample size obtained was 36 fish, stratified
in three points, according to the formula of unknown populations, at a high
confidence level (0.95) and a standard error of £ 0.10 and an expected proportion
of 0,90; of fish comprised between 0.8 to 1.39 of body conformation. The state of
health was evaluated through parameters such as condition factor, hemoglobin,
hematocrit, red blood cell, mean corpuscular volume, mean corpuscular
hemoglobin, hemoglobin concentration by the average of erythrocytes, glucose and
cortisol. The immunological response through tests of bactericidal capacity and
bacterial agglutination against the E. coli strain (ATCC 25922). Finally, the water
quality through its microbiological, physical and chemical parameters, according to
the DS. N ° 002-2008-MINAM. It was found that 77.8% of trout have hypochromic
microcytic anemia and 72.2% of fish suggest chronic stress; these data presume
alterations in the normal physiology of the fish and agree with a reduced
bactericidal capacity (30.1 %) as well as bacterial agglutination (log? of

agglutination titer was 2.01). The water analysis reflects high load of total and



thermotolerant coliforms and the concentration of dissolved oxygen is at the limit
of the necessary (5mg / dL). In conclusion, the evaluation of the hematological
variables of the rainbow trout (Oncorynchus mykiss) in the Chalhuanca river
reflects an anemic state and presumably chronic stress, for a categorical
confirmation deeper studies would be necessary.

Keywords: Oncorhynchus mykiss, immunology, health, river, Aymaraes.



I. INTRODUCCION

Actualmente, la contaminacion humana es ampliamente reconocida como una de
las amenazas mas serias al ecosistema (VoOrosmarty et al, 2010), estos
contaminantes son vertidos a los sistemas acuéaticos, donde se consideran sitios
adecuados para la eliminacion y de reciclaje, sin embargo, la creciente carga de
contaminantes y la sobreexplotacion de los recursos hidricos reduce
significativamente su capacidad de asimilacién (Madhusoodhanan et al, 2016). Por
lo tanto, es esencial comprender y controlar los efectos de los contaminantes,
debido a la evidencia cientifica, que indica una multitud de contaminantes
ambientales pueden perjudicar la salud y el estado fisico de individuos de diferentes

especies (Holmstrup et al, 2010). Los peces, que habitan cerca a zonas urbanas y/o



industrializadas generalmente estan expuestos a altos niveles de contaminantes
humanos desde las primeras etapas de desarrollo hasta adultos (Sindermann, 1980).
Esta exposicion a los contaminantes (de forma cronica) produce una baja resistencia
a enfermedades (Bols et al.,, 2001) y/o la muerte, conduciendo, ain mas, la
contaminacion en los cuerpos de agua (Rhind, 2012). La inmunosupresion pueda
estar generada por enfermedades subyacentes y/o por medicamentos o agentes
quimicos (Zelikoff, 1993). Se ha demostrado, que la exposicion a los
contaminantes, altera significativamente la actividad de la lisozima y produce
disminucion de leucocitos en varios tipos de peces (Hoeger et al., 2005). Sin
embargo, la mayoria de estos hallazgos vienen de ensayos, que se realizd en
condiciones de laboratorio, utilizando especies de peces comerciales, y al otro lado
del hemisferio (Dunier, 1996). Como tal, los conocimientos sobre inmunotoxicidad
y los efectos relacionados con la salud ocasionada por la exposicion de
contaminantes a los peces, que viven en libertad y en condiciones naturales, siguen
siendo escasos, especialmente en la sierra del Perd. Este conocimiento es
particularmente valioso, debido a la importancia del efluente en la zona, donde se
realiza actividades acuicolas como la siembra y también la pesca de O. mykiss. Estas
truchas son sustento para el aporte de proteina de muchas familias con recursos
limitados, en los ultimos nueve afios se ha observado disminucion de la poblacion
de peces, encontrandoseles en la orilla del rio, lo que generd dudas a la poblacion

referente al estado sanitario de la trucha.



II. ANTECEDENTES

La contaminacion humana siempre ha estado presente a lo largo de la historia: la
naturaleza y distribucion de los contaminantes en el medio ambiente ha cambiado
durante los tiempos, desde la revolucion industrial, que forzé a las personas a
concentrarse en ciudades y dio lugar a una mayor contaminacion del aire y rios, con
sustancias contaminantes (Moss, 2008), que pueden ser quimicas, organicas e
inorganicas (metales) (Wendelaar, 1997). El distrito de Chalhuanca esta
considerado como un importante centro de lavado de oro, que se inici6 en la época
incaica y continuo en la Colonia (Regal, 1946). Hoy, sigue siendo un importante
territorio para la “actividad” por la Corporacion Internacional “Hochschild Mining

plc” (MINEM, 2011). La respuesta fisioldgica al estrés por metales pesados, es



parecida a los vertebrados y estan guiadas por neurotransmisores como el cortisol
(Wendelaar, 1997). Al inicio de un estado de estrés el pez manifiesta cambios
conductuales en la adquisicion de alimento, el bloqueo de depredadores, la captura
de presas, la migracion y la preferencia de héabitat, sin embargo, existe cambios no
observables, que son estimuladas por la liberacion de hormonas, las hormonas del
estrés (catecolaminas y cortisol), que son estimuladas por la hormona
adrenocorticotropa (lwama, 1998). EI cortisol, un corticosteroide, causa
disminucion de la ingesta, crecimiento, reproduccion y disminuye la respuesta
inmune, en tanto las catecolaminas aumentan el gasto cardiaco, flujo sanguineo,
atraccion de la hemoglobina al oxigeno y glucosa plasmatica (Romero et al, 2011),
por tal, estas hormonas activan una serie de vias metabdlicas, que dan como
resultado alteraciones en la quimica sanguinea. Una de las formas de poder medir
el estrés en una respuesta primaria, es por la cantidad de glucosa, que existe en el
plasma (>5 mmol/l en salmdnidos; Iwama, 1998). Existe referencias sobre
alteraciones hematoldgicas en el pez Labeo rohita expuesto bajo estrés de
contaminacion, en los lagos de Bangalore en la India y se encontrd, que las
sustancias toxicas de los lagos perturban la regulacion osmética e iodnica,
aumentando el gasto fisico y por ende la concentracion de glucosa, como también,
reduce el transporte de oxigeno, debido a la escasez de hemoglobina y glébulos

rojos (Zutshi et al, 2010).

En Argentina, se evalud la exposicidn de contaminantes humana sobre los afectos
a los parametros inmunoldgicos como capacidad bactericida, aglutinacién
bacteriana y parametros generales relacionados al estrés (hematocrito y factor de

condicion), en el pez espada (Sebastes oculatus), en las estaciones de verano e



invierno, concluyendo, que los peces expuesto a los contaminantes presentan
menor competencia bactericida, hematocrito y factor de condicion
independientemente de la temporada, y un titulo alto de linfocitos (Sueiro y
Palacios, 2016). En la estacion de invierno, los peces mostraron una menor
competencia bactericida, hematocrito y factor de condicién a comparacion de los
muestreados en verano (Sueiro y Palacios, 2016). Se pudo encontrar un patron
opuesto para la aglutinacion bacteriana, lo que explicaria, que la alteracion en los
parametros inmunoldgicos y de estado de salud de los peces marinos, expuestos a
la contaminacion humana, independientemente de la estacion, resulta en una mayor
susceptibilidad a la enfermedad, y a su vez a la disminucion de la poblacion (Sueiro

y Palacios, 2016).

El recuento sanguineo completo es una herramienta de diagndstico importante con
protocolos de laboratorio y rangos de referencia bien establecidos, que
proporcionan una valiosa herramienta para la evaluacién sanitaria (Jill, 2010). Sin
embargo, la morfologia de los componentes celulares como el 6rgano encargado de
la hematopoyesis, denominada cabeza de rifion (parte anterior del rifion), son
diferentes a la de los mamiferos (Jill, 2010). La hemoglobina (Hb), en la trucha arco
iris es de 6.99 g/dL, el hematocrito (Hto) es de 40.7 %, el VCM es de 294,2 fl, la
HCM es 50,05 pg. y la CHCM es de 17.23% (Rodriguez, 1995). EI aumento de la
concentracion de glucosa sanguinea es un indicador de estrés secundario en peces,
gue son expuestos, debido a su alta concentracion como medida de alerta frente a
algun peligro o por el mayor esfuerzo, que necesita para realizar sus actividades
habituales (Martinez et al, 2009) en promedio los niveles de glucosa son de 77 a

118 mg/100 ml (Alvarez, 1997). El factor de condicion corporal o valor de K, esta



influenciado, ademés de los contaminantes, por la edad de los peces, el sexo, la
estacion, la etapa de maduracion, la plenitud del intestino, el tipo de alimento
consumido, la cantidad de reserva de grasa y el grado de desarrollo (Barnham y

Baxter, 1998).

La contaminacion humana puede inducir a la proliferacion de infecciones, en la cual
el sistema de defensa innato de los peces actua produciendo la muerte de bacterias,
a través de componentes inmunes citologicos y serologicos (Keusch et al., 1975;
Merchant et al., 2003), como la fagocitosis, que es particularmente importante para
la defensa contra la infecciones bacterianas (Harmon, 1998) y una serie de proteinas
solubles, como las citoquinas, con un papel importante en la restriccion de la
infeccion (Ochsenbein et al., 1999), como también los anticuerpos naturales, que
sirven como moléculas de reconocimiento inespecifico y tienen la capacidad de
limitar la infeccion microbiana temprana (Ochsenbein et al., 1999). Otra forma es
a través de la cascada enzimatica del complemento el cual puede lisar las células
diana a través de la formacién del complejo de ataque a la membrana (Esser, 1994)
0 a través de subproductos proteinicos (Nordahl et al., 2004), por ejemplo la
lisozima, un componente plasmatico, exhibe capacidad bactericida a través de una
digestion enzimatica de los carbohidratos estructurales de la pared celular (Selsted
y Martinez, 1978). Ademas, aunque generalmente se considera una respuesta
inducida, algunas proteinas de fase aguda, tales como una proteina de unién a
manosa, pueden ser constitutivamente producidas en concentraciones
adecuadamente altas como para fortalecer (a través de la fijacion del complemento
u opsonizacion) la capacidad del tejido sanguineo para lisar bacterias (Selsted y

Martinez 1978).



La contaminacidn de las aguas de los rios es una perturbacion hidromineral, que se
refleja en el cambio de pH del agua, oxigeno disuelto, la composicién mineral y los
niveles de calcio idnico y es inherente al estrés en los peces, porque pueden tener

un impacto significativo en su intensidad (Wendelaar, 1997).



I11. MATERIALES Y METODOS

Lugar de realizacion del estudio.

Los animales estudiados fueron las truchas arco iris (Oncorhynchus mykiss) de vida
silvestre con un tamafio comprendido entre 137 y 206 mm de longitud total y 30 a
110 g de peso, indistintamente del sexo y de conformacién corporal entre aceptable
y pobre (ya que marca un punto medio en el estado nutricional). El estudio se realizé
en el distrito de Chalhuanca a lo largo del rio, que lleva el mismo nombre
(Chalhuanca) en la provincia de Aymaraes, del departamento de Apurimac, este rio
fluye en transicién de montafa y llanura, y es afectado por varias aguas residuales

de las ciudades de Cotaruse, Caraibamba y Chalhuanca. Las coordenadas de los



sitios de muestreo son Sitio 1 (S1) 14° 25* 54°°, Sitio 2 (S2) 14° 21’ 38’, Sitio 3
(S3) 14° 21° 36*’. S1 (Cotaruse) fue elegido porque se encuentra antes de las tres
ciudades, que depositan sus residuos al rio. “S2” esta pasando las dos ciudades de
Cotaruse y Caraibamba y “S3” esta al finalizar la ciudad de Chalhuanca y donde la

poblacion crecié mas a diferencia de las otras (figura 1).
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Figura 1. Mapa del area de estudio y sitios de muestreo (Google Inc. S.f)

Obtencion de muestras.

Segun la férmula de poblaciones desconocidas, a un alto nivel de confianza (0,95)
y un error estandar de + 0,10 y una proporcion esperada de 0,90 (peces de 0,8 a 1,39
de conformacion corporal), el tamafio de muestra fue de 36 peces, que se dividieron
en tres puntos de manera estratificada. La investigacion se realizé en el periodo
comprendido en los meses de marzo y abril (después de las lluvias). Los peces
fueron capturados con ayuda de una red de pesca, de 4 kg (por cada lance de la red
se capturd un pez). Se evit6 pasar por el proceso de anestesia, debido a los cambios
en el hematocrito, que ocurre con estas sustancias (Iwama, 1998; Oriim y Erdemil,

2002). Sin embargo, el proceso de captura y la toma de muestra, se realizd con un



limite maximo de 3 minutos, debido a la ausencia de alteraciones en las constantes
hematoldgicas (Abreu et al., 2009).

La recoleccion de sangre fue por puncion de la vena caudal con aguja 22 G (con
ayuda de un asistente); y almacenada en un tubo vacutainer con EDTA. Las
muestras se mantuvieron a 4 °C durante un lapso menor a 4 h (Damon et al., 2010).
En el laboratorio, el plasma se separd por centrifugacion (1500 g durante 5 min) y
se almacen0 congeladas (primero a -12 y luego a -80 °C).

Plan de muestreo.

El esquema de la metodologia experimental (Figura 2). Explica el plan
de muestreo. Este plan se inici6 con la eleccidn de las zonas de muestreo.
Paralelamente se capturd a la trucha arcoiris y se tomd muestras de agua,
desde las ocho hasta las diez horas del dia, desde las areas rio abajo
hasta las areas rio arriba con la finalidad de evitar duplicidad de
muestras. Luego, se tomo la muestra sanguinea por puncion de la vena
caudal en tubos vacutainer y se traslad6 al laboratorio del Hospital de
Chalhuanca. En el laboratorio, se realizd las pruebas hematoldgicas
necesarias y se precedio a obtener el plasma por centrifugaciéon. El
plasma fue necesario para realizar las pruebas de glucosa y cortisol, que
fueron necesarios para evaluar el estado de salud de las truchas. También
fue necesario el plasma, para realizar las pruebas de actividad
bactericida y aglutinacién bacteriana (pruebas inmunoldgicas), y una
cepa de E. coli (ATCC 25922). Sobre la calidad del agua, se tomaron
muestras en envases de vidrio y luego fueron entregados al laboratorio

de la Direccion de saneamiento ambiental de la DIRESA- Apurimac,
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para su andlisis microbiologico. El andlisis fisicoquimico se realiz6 in
situ, con ayuda de un equipo multiparametro de la marca Hanna (Hi

9829).
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Relacion entre el estado de salud, actividad
bactericida y aglutinacién bacteriana de la
trucha arcoiris (Oneorychus mykiss) con la
contaminacién humana en el rio Chalhuanca

Figura 2. Esquema de la metodologia experimental.
Evaluacidon del estado de salud.

La evaluacion del estado de salud o sanitario de la trucha arcoiris se realizo a traves
de los pardmetros como hematocrito (%), hemoglobina (g/dL), volumen
corpuscular medio (VCM), hemoglobina corpuscular medio (HCM), concentracion
corpuscular medio de hemoglobina (CHCM), indice de masa corporal, glucosa
(mmol/L) y niveles plasméticos de cortisol (ng/ml), demostrando estos datos como
reflejo de la salud del pez (Sueiro y Palacios, 2016; Zorriehzahra et al, 2010;
Valenzuela et al., 2002; Rodriguez, 1995; Page y Rowley, 1983).

Determinacion de la condicion corporal (Factor K).

11



La condicion corporal o factor K, es un indicador del estado nutricional
y un determinante del desempefio reproductivo, se obtiene tras
multiplicar el peso con una constante y luego dividirla por el tamafio
corporal elevada al cubo, como se indica en la figura 3. Los resultados
se pueden mostrar en los rangos desde peces extremadamente pobre (0,8
a 0,99), pobre (1,0 a 1,19), seguido de aceptable (1,2 a 1,39), bueno (1,4
a 1,59) hasta, por ultimo, el pez excelente (1,6 a 2) (Barnham y Baxter,

1998).

10MwW
K= IE

Figura 3. Factor de condicion K para salménidos.

Determinacioén de los niveles plasmaticos de glucosa, hematocrito y
hemoglobina.

La glucosa plasmética se estim6 mediante el método colorimétrico enzimatico de
un solo reactivo de glucosa (preparado), en su forma liquida de la marca QCA
(Trinder, 1969; Akinrotimi et al, 2013). Los valores de hematocrito (Hto) se
determin6 por el método de microhematocrito usando, tubos capilares
heparinizados (3/4 partes) y una centrifuga (centrifugacion por 5 minutos a 3000 Q)
(Goldenfarb et al., 1971). La cantidad de hemoglobina se determind usando el
equipo HemoCue® 201. En las cubetas HemoCue estd presente el reactivo
desoxicolato de sodio, que lisa los eritrocitos, luego el nitrito de sodio convierte la
hemoglobina en metahemoglobina, que forma el complejo azida metahemoglobina,
debido a la presencia de azida sddica. EI HemoCue mide la absorbancia a dos
longitudes de onda (570 y 880 nm), lo que compensa la turbidez de la sangre

(Andrewartha, 2016). Sin embargo, la absorbancia se muestra reducida por la
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presencia del nacleo en los eritrocitos de los peces, ya que el equipo fue disefiado
para el uso en humanos. Por tal, el resultado se corrigié con una formula que se
probd en varios salmonidos ([Hb]=0,815*[HemoCue{Hb}]-2,198) (Clark et al,
2008; Andrewartha, 2016).

Determinacion de los parametros eritrocitarios o hematimetricos.

Los datos hematimétricos como el volumen corpuscular medio (VCM),
hemoglobina globular o corpuscular medio (HCM) y la concentracion de
hemoglobina corpuscular media (CHCM), se obtuvo aplicando sus respetivas
formulas (Conroy y Conroy, 1987).

Determinacion de cortisol plasmatico.

La determinacion de cortisol en plasma se realizo a traves del kit de ELISA (Neogen
corporation). La extraccion de cortisol se realizo pipeteando 100 pL de plasma en
un tubo de vidrio, al cual se le agreg6é 1 ml de Eter etilico, se agitd con un vortex
por un minuto y pasé a congelarse a -80 °C durante una hora para obtener la fase
liquida mas no la organica en tubo eppendorf. El Eter etilico se evapord dentro de
los tubos eppendorf. Luego, se agregd 100 uL del buffer de extraccion (diluido x5),
después de esta dilucién se realiza una mas (x100) agregando 10 uL en 990 uL de
buffer de extraccion diluido. Al finalizar, se agitdé con ayuda de un vortex. En la
placa de Elisa se colocd 50 pL de la dilucién para la lectura, que se realizé a 620
nm. Aparte se prepard siete muestras estdndar para confirmar la calidad del kit
(protocolo de Elisa en anexo 2) (Mota et al., 2017). Las concentraciones de cortisol
se cuantificaron con la ecuacion de la curva estandar (x =el2583-¥)/15.13)l)

Evaluacion de la actividad bactericida y aglutinacién bacteriana.
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Los valores de capacidad o actividad bactericida y aglutinacién bacteriana
representan parte del estado inmunologico del pez (Sueiro y Palacios, 2016). Una
explicacion mas corta de la metodologia esta en la figura 2.

Analisis de la capacidad o actividad bactericida.

La capacidad bactericida del plasma se determind de acuerdo con Matson et al
(2006), con algunas modificaciones para su uso como lo describe Sueiro y Palacios
(2016). Se suspendié aproximadamente 200 unidades formadoras de colonias
(UFC) de Escherichia coli (ATCC 25922) en solucién salina tamponada con fosfato
estéril (PBS), para producir una “solucion de trabajo” por 10 uL. Todas las muestras
de plasma se diluyeron 1:10 con PBS estéril. Las reacciones se prepararon
afladiendo 10 pL de la solucion bacteriana (solucion de trabajo) a 90 pL de las
muestras de plasma diluidas. Todas las reacciones de la muestra se incubaron
durante 4 horas a 18 °C para proporcionar tiempo suficiente para que se produjera
la muerte bacteriana. Se preparo tres reacciones de “control” afiadiendo 10 pL de la
solucion de trabajo bacteriana a 90 ulL de PBS, y se sembro antes, a mitad y después
de plaquear las reacciones de la muestra. Todas las reacciones y controles de
muestra se sembraron en placas por duplicado usando alicuotas de 50 puL en agar
soja triptico al 4% y se incubd durante la noche a 25°C. Al final se cont6 el nUmero
de colonias bacterianas en cada placa y se calcul6 el porcentaje de colonias en cada

placa por el nimero medio de colonias en placas control.

14



Analisis de aglutinacidon bacteriana.

La aglutinacion bacteriana se determiné utilizando una placa de aglutinacion. Las
bacterias (E. coli ATCC 25922) se hicieron crecer en caldo de soja triptico estéril
(TSA). Luego, se fijo en formalina al 1%, durante la noche a 4 °C. Las bacterias
fijas se lavaron tres veces con PBS y se ajusto a una concentracion de aproximada
de 1x10° bacterias/ml. Se afiadié muestras de plasma (40 pL) a la primera columna
de una placa de 96 pocillos y se diluyé en serie, dos veces a lo largo de las filas con
PBS. Se incluy6 un control negativo (PBS en lugar de plasma) en cada placa. A
continuacion se afiadié 20 uL de bacterias fijas a todos los pocillos. Las placas se
agitaron en un vortex y se incub6 a temperatura ambiente durante la noche. Los
titulos de aglutinacion se determinaron como log? de la dilucién mas alta mostrando
aglutinacion bacteriana (Sueiro y Palacios, 2016; Sahoo et al., 2008; Plumb y
Areechon, 1990).

Evaluacidén de la calidad de agua del rio.

La calidad agua se evalud a través de los parametros fisico-quimicos (temperatura,
oxigeno disuelto, conductividad, turbidez, pH, alcalinidad total, dureza total, calcio
y magnesio) in situ gracias a un equipo, multiparametro Hanna (Hi 9829). Para los
parametros microbioldgicos (coliformes totales y termo tolerantes), se colect6 agua
en envases de 250 ml, que fueron transportados en un cooler (en cadena de frio) en
un lapso no mayor a las 24 horas al laboratorio de la Direccién de Saneamiento
Ambiental Apurimac (DESA) (Palamuleni y Akoth, 2015). La metodologia para el
calculo de los coliformes totales y temotolerantes ,fue el método del nimero més probable
(NMP) utilizando la técnica de tubos multiples siguiendo las recomendaciones de la

American Public Health Association (APHA, 2012). Brevemente, se utiliz6 Caldo Lauril

Triptosa en volimenes de 10 ml de concentracién simple, para indculos de 1y 0.1 ml y de
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doble concentracion para indculos de 10 ml, por triplicado en tubos provisto con campana
Durham. Posteriormente, se incubd a 35°C por 24-48 horas, al cabo de este periodo se
evalud los tubos, considerandose como positivos aquellos con presencia de gas y turbidez.
De los tubos positivos, se transfirio una asada a tubos con Caldo EC y se incub6 a 44.5 °C
por 24-48 horas. La formacién de gas se considero positivo a Coliformes Termo tolerantes.
Seguidamente, se estimd el Numero mas probable en las tablas correspondientes de

coliformes Totales por 100 ml y NMP de coliformes Fecales por 100 ml. Posterior, se
realiz6 la comparacion con los pardmetros establecidos de Calidad de Agua

(categoria I11) del DS. N° 002-2008-MINAM.
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IV. RESULTADOS

Evaluacion del estado de salud o sanitario.

La evaluacidn del estado de salud o estado sanitario de los peces, se realiz0 a través
de los parametros hematoldgicos y niveles de cortisol y glucosa los cuales son base
para el diagnostico de anemia y estrés. Estos datos fueron comparados con sus
valores de referencia (constantes normales de la trucha arcoiris) para observar si
existen alteraciones de las constantes normales. Estos valores de referencia se

obtuvieron de investigaciones, que se realizaron en ambientes similares.
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Tras la prueba de tukey, cada parametro presentd diferencias entre las ciudades
estudiadas (ver tabla 1). Debido al disefio de la investigacion, las truchas arcoiris
(Oncorhynchus mykiss) presentan pesos Yy tamafios similares. Sobre la
conformacién corporal, se observd, que las truchas de la zona de Chalhuanca son
menos conformadas, que las zonas de Caraibamba y Cotaruse. El hematocrito en
las dos ultimas zonas muestreados (Caraibamba y Chalhuanca) resultan no estar
dentro de los valores de referencia (<35%). El conteo de globulos rojos mostro
valores aceptables (RBC) con 1,35 (S1); 1,35 (S2) y 1,37 (S3) eritrocitos por 108,
El diagnodstico de anemia a través de las concentraciones de hemoglobina resultd
ser inferior a los de referencia (<5,6 g/dL) en todos los sitios muestreados, S1 (4,4
mg/dL); S2 (4,3 mg/dL); S3 (4,1 mg/dL). Para dar una direccion y especificar el
tipo de anemia se utilizé los valores hematimétricos como volumen corpuscular
medio (VCM), hemoglobina corpuscular media (HCM) y la concentracion de
hemoglobina corpuscular media (CHCM). En tales parametros el VCM en los tres
lugares fueron menores a los normales (<275fl), lo que indica microcitosis. El bajo

conteo de HCM caracteriza a un estado hipocrémico (<69 pg.).
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Tabla 1. Promedio de las variables estudiadas para el analisis del estado sanitario

de la trucha arcoiris (Oncorynchus mykiss) en el rio Chalhuanca.

ParAmetros Valores de Cotaruse Caraibamba  Chalhuanca
referencia (S1) (S2) (S3)

Peso (Q) - 67,8+154* 525+11,8* 57,3+24,1* 0,117
Tamafio (mm) - 174,1 £13,7% 163,8 £10,1* 166,9 +20,8* 0,232
Factor K 1,2-2,0° 1,27 +0,1*  1,19+0,1%® 1,17 +0,1° 0,048
Hemoglobina (g/dL) 5,6- 9,49%X 4,4+0,92 4,3 +0,9? 4,1+0,6* 0,671
Hematocrito (%) 35- 449V 36,0+£3,8% 33,8 £2,92 29,9 +4.3° 0,001
RBC (10°) 1,30- 1,58%* 1,35 +0,1? 1,35 +0,1? 1,37 +0,1* 0,528
VCM (fl) 275- 369%%  266,3 33,8 249,5+28,7% 216,9 +29,7° 0,002
HCM (pg.) 69- 1029 32,5 6,92 31,3 46,32 29,8 +4,3* 0,546
CHCM (g/dL) 12- 229 12,3 +2,32 12,7 +2,92 13,9+2,02 0,278
Glucosa (mmol/L)  3,89- 4,14%Y 4,5 +2 22 3,9 +1,8? 36+15* 0,532
Cortisol (ng/ml) 6- 14,557 6,3 +2,8? 6,1 2,28 3,4+21° 0,007

Nota: El valor de P refleja la diferencia de los parametros entre las ciudades. Los valores colocados para cada ciudad

estdn mostrados como la media y desviacion estdndar (x+S). Las medias, que no comparten una letra son

significativamente diferentes entre una ciudad y la otra (*?). Los superindices de los valores de referencia indican a los

autores de donde se extrajeron: Barnham y Baxter, 1998P; Rodriguez, 1995%; Kubilay, 2002"; Val et al., 2006%; Rojas,
2005t Velisek et al., 2006Y; Quintana y Pereira, 2008Y; Clark, 2008"; Jalali et al., 2009%; Martinez et al., 2009Y; Gesto,

20147

Después de analizar los valores del estado anémico y estrés, el 50% de las truchas

arcoiris de Cotaruse presentan estrés cronico y aumenta en direccion del cauce del

rio, Caraibamba (75%) y Chalhuanca (91,7%). La presencia de anemia en las

truchas arcoiris puede estar relacionada con el estrés crénico, ya que se encontrd

valores altos de anemia tipo microcitico e hipocromico del 58,3% al 100% como se

describe en la tabla 2.
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Tabla 2. Estado de anemia y estrés como indicador de la salud de la trucha arcoiris

(Oncorynchus mykiss) en el rio Chalhuanca.

Cotaruse Caraibamba Chalhuanca Promedio

Variable (S1) (52) (S3) )
2 Sin estrés 50,0% 25,0% 8,3% 27,8%
S
E Estrés cronico 50,0% 75,0% 91,7% 72,2%
Total 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%
Sin anemia 8,4% 8,3% 0,0% 5,6%
9 Anemia
= normocitica 33,3% 16,7% 0,0% 16,7%
'S hipocrémica
< .
o Anemia
E microcitica 58,3% 75% 100% 77,8%
i hipocromica
Total 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%

Las concentraciones de glucosa plasmatica presentan una relacién positiva

moderada a las concentraciones de cortisol plasmético, como se muestra en la figura
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Figura 4. Correlacion positiva de los niveles de glucosa y cortisol (rho Spearman

=0,4) entre las ciudades de Cotaruse, Caraibamba y Chalhuanca (P<0,05).
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Las concentraciones de hematocrito y cortisol plasmatico parecen tener una
relacién positiva moderada a las concentraciones de oxigeno disuelto del agua,

como se muestra en la figura 5.
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Figura 5. Comportamiento de los pardmetros de hematocrito (rho Spearman =0,55)
y cortisol (rho Spearman =0,41) a las concentraciones del oxigeno disuelto del agua

del rio Chalhuanca en cada ciudad (P<0,05).

Evaluacion de la respuesta inmunolégica de la trucha arcoiris (Oncorynchus
mykiss).

Una de las técnicas para evaluar la respuesta inmunolégica es la capacidad
bactericida del plasma sanguineo, la cual se midid por porcentaje de bacterias E.
coli (ATCC 25922), que han sufrido lisis y son incapaces de crecer. Estos
resultados, en los tres grupos muestran una gran variacion referente a sus
respuestas. Sin embargo, no existe diferencia, asi los peces presentan capacidad

bactericida frente a E. coli en 29,2% en Cotaruse, 30,2% en Caraibamba y 31% en
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Chalhuanca. La aglutinacion bacteriana se expresa como log?, estos datos nos

muestran también ser similares como se describe de mejor forma en la Tabla 3.

Tabla 3. Respuesta inmunoldgica de la trucha arcoiris (Oncorynchus mykiss) en el

rio Chalhuanca.

Cotaruse Caraibamba Chalhuanca

Parametro Control (S1) (s2) (3) )

Cantidad de E-coli
201 142451 140+ 139437
(UFClplaca) 5 0£30 39+3 0,9
Actividad .
+ + +

bactericida (%) 60 29,2425 30,214 31,018 0,9
Aglumacmn 6° 2,1+1,6 2,1+2.1 1,9¢1,5 09
bacteriana

Nota: Los datos se muestran como la media y desviacion estandar (x+S). El valor control para la actividad
bactericida y aglutinacion bacteriana se extrajo de Suiro y Palacios (2016)2. El valor de P refleja si hay diferencia
entre las ciudades estudiadas.

Las concentraciones de cortisol y hematocrito presentaron una relacion negativa
moderada frente a las concentraciones de coliformes fecales del agua, mientras
tanto, la actividad bactericida present6 una correlacion muy baja. Este parametro
no muestra diferencias en las tres ciudades (P>0,05), como se muestra en la figura

6.
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Figura 6. Relacion de afinidad del cortisol (rho Spearman =-0,4), hematocrito (rho
Spearman =-0,55) (P<0,05) y actividad bactericida (rho Spearman =0,16) (P>0,05)

a la cantidad de coliformes fecales en el agua del rio Chalhuanca para cada ciudad.

Calidad del agua del rio Chalhuanca a traves de los parametros establecidos
en el Estandar de Calidad de Agua (categoria I1l) en el DS. N° 002-2008-
MINAM

La calidad de agua en los ambientes acuaticos son muy importantes para la
supervivencia de especies acuaticas Yy terrestres. Sin embargo, cuando empiezan a
existir desordenes en sus parametros, empiezan los problemas. En el caso del rio
Chalhuanca se compard los valores fisico-quimicos y bacterioldgicos con lo
establecido en el DS. N° 002-2008-MINAM, en sus parametros, el oxigeno disuelto
mostro estar al limite del valor minimo (5mg/L), otro pardmetro es la conductividad
cuyos valores se encuentran dentro del rango (<2000), la turbiedad es otro factor
importante en el bienestar de la trucha arcoiris, por su preferencia a aguas cristalinas
pudiendo estar en el rango permisible (<25 NTU), el pH es otro parametro, pero
estos se mantuvieron dentro del limite maximo (8,5). De forma similar ocurre con

los niveles de cloruros, que se encuentran por debajo del limite maximo (200 mg/L),
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igual que la dureza total (<52 mg/L) y los niveles de calcio y magnesio (<52 y <150
mg/L). Concerniente a los valores bacteriologicos, se realizd el conteo de los
niveles de coliformes totales y termotolerantes para cada ciudad, las cuales hallaron
valores superiores al maximo permisible, 5 mil para coliformes totales y mil para

coliformes termotolerantes (ver tabla 4).

Las concentraciones de oxigeno disuelto y factor de condicion se encuentran
negativamente relacionadas de forma perfecta y moderada respectivamente a las
concentraciones de coliformes fecales del agua de rio (figura 7), en cambio, las

concentraciones de hemoglobina presentaron una correlacién negativa muy baja.
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Figura 7. Relacion de afinidad de las concentraciones de hemoglobina (rho
spearman =-0,12) (P>0,05), oxigeno disuelto (rho spearman =-1) y factor de
condicion (rho spearman =-0,4) (P<0,05) a la cantidad de coliformes fecales en el

agua del rio Chalhuanca en las diferentes ciudades.
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Tabla 04. Parametros fisico quimicos y microbiologicos del rio Chalhuanca

Parametros Valoresde Cotaruse Caraibamba Chalhuanca
referencia S1 S2 S3
Temperatura (°C) 10a16 11 13 14
o  Oxigeno disuelto (mg/L) >5,0 54 4,6 4,1
g Conductividad (uS/cm) <2000 241 243 235
\g Turbiedad (NTU) <25,0 5,07 5,8 4,91
S pH 6,5a8,5 8,32 8,34 8,31
';g Alcalinidad total (mg/L CaCO3) 20a 200 113,4 109,2 105
3 Cloruros <200 mg/L 30 78 88
Tg Dureza total (mg/L CaCO3) 5a 200 121,8 128,1 113,4
< Calcio (mg/L) <52 31,08 42,84 41,16
Magnesio (mg/L) <150 10,73 511 2,56
g = Totales (35°C) <5000 14000 16530 17000
g8
é < Termo tolerantes (44,5°C) <1000 6000 7500 9900

25



V. DISCUSION.

Para evaluar el estado de salud de la trucha arcoiris se tomaron varios parametros
(tabla 1). Uno de esos parametros es el Factor K, que refleja la condicién corporal
y es un indice, que facilita la informacién de forma indirecta de la reproduccion,
nutricién, crecimiento y por tal la salud de las poblacién icticola, como también en
comprender su ciclo de vida (Kumolu y Ndimele, 2010; Arismendi et al., 2011).
Ademas, es un indice util para controlar las condiciones ambientales y evaluar el
estado del ecosistema (Mushtaq et al., 2016). La condicién corporal, en los
salmdnidos, se puede calificar en los indices de muy pobre, pobre, aceptable, bueno
y excelente (Barnham y Baxter, 1998). Los resultados obtenidos, denotan, que los

peces de la ciudad de Cotaruse (rio arriba) tienen una mejor conformacion
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(aceptable), que las ciudades de Caraibamba y Chalhuanca (pobres). El analisis
estadistico, infiere que los peces de la ciudad de Chalhuanca son menos
conformados, que los peces de la ciudad de Cotaruse. Esta baja condicion corporal,
también se hallé en diferentes peces, de ambientes que estan siendo contaminados
como el lago Llanquihue (Chile) (Arismendi et al., 2011),,el lago Temenggor
(Malasia) (Hamid et al., 2015), el lago Wular (India) (Mushtaqg et al., 2016) y el rio
Gomti (India) (Gupta et al., 2011), donde se observé que estas diferencias fueron
por la poca disponibilidad de alimento, debido al aumento de residuos en el
ambiente (Mushtaq et al., 2016; Gupta et al., 2011). Sucede de forma similar en
Lagocephalus laevigatus, del area de Koluamay rio Niger (Nigeria), cuyo factor de
condicion fue bajo a causa de la liberacion de contaminantes (Ogamba y Abowei,

2012).

La concentracion de hemoglobina en los peces, es importante para los estudios de
adaptabilidad, porque infieren en el equilibrio entre el metabolismo del organismo
y el ambiente (Riggs, 1979; Landini et al., 2002). Estas concentraciones de
hemoglobina entre las ciudades de Cotaruse, Caraibamba y Chalhuanca son
similares, sin embargo, son menores a los valores de referencia (<5,6 g/dL), Esta
baja concentracion, explica que la calidad de agua del rio esta siendo afectada por
sustancias toxicas, especialmente las residuales (Zutshi et al., 2010). Probablemente
el objetivo de muchos contaminantes, particularmente el nitrito (NO2) en la
acuicultura, es la oxidacion de hemoglobina a metahemoglobina (Ha y Choi, 2008).
Esta oxidacién causa la disminucion del oxigeno arterial y promueve la presencia
de cianosis, también afecta perjudicialmente sobre el crecimiento, resistencia a

enfermedades, capacidad de nado e incluso promueve la muerte (Lacey y Rodnick,
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2002). Un claro ejemplo serian los peces Labeo rohita de los lagos de Bangalore
(India), donde los niveles de hemoglobina disminuyeron en los lugares
contaminados con aguas residuales y desechos industriales (Zutshi et al., 2010).
Otro ejemplo, seria el realizado en Canada, donde se observd, que los niveles de
hemoglobina de la trucha arcoiris mantenida en condiciones hipoxicas y anemia,
producidas quimicamente (Phenylhydrazine), mantienen concentraciones relativas
de 5 g/dL de hemoglobina (Simonot y Farrell, 2007). La temperatura también afecta
las concentraciones de hemoglobina, es decir, que las concentraciones de
hemoglobina esta correlacionada positivamente a los niveles de temperatura, como
se observd en el pez cabeza de serpiente (Channa punctatus), sin embargo, las
concentraciones de este parametro en las temperaturas mas frias del estudio (15°C)
fueron parecidas (8,6 g/dL) a los valores referenciales de la trucha arcoiris
(Ravichandra, 2012). Comparando estos trabajos con los obtenidos en el rio
Chalhuanca, se podria explicar, que el bajo conteo de hemoglobina no es producido
por al estrés de la variacion de temperatura, sino, por la presencia de aguas

residuales y/o industriales.

El nivel de hematocrito en los peces refleja la capacidad de transporte de oxigeno
y el funcionamiento hematopoyético (Ciftci et al., 2008). Segun nuestros
resultados, las concentraciones de hematocrito de las truchas arcoiris en la ciudad
de Chalhuanca (29,9%) son menores, que las truchas de Cotaruse y Caraibamba (36
y 33,8% respectivamente), también del valor de referencia (35 a 44%). Esta
diferencia (al valor de referencia y entre las ciudades), puede ser debida a los
cambios ambientales, que ocurren por el suministro de aguas residuales y demas

contaminantes producidos por la actividad humana, que influencian no solo los
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parametros fisico-quimicos y microbioldgicos, sino también, promueve la
desaparicion de las principales areas donde O. mykiss suele desovar y por tal
necesitaria ser mas activo para compensar su tasa metabdlica (Simonot y Farrell,
2007). Normalmente la tasa metabolica se regula dentro de tres semanas, sin
embargo, si se mantiene, explicaria, que la contaminacién esta afectando a la
presencia de alimento de los peces (Simonot y Farrell, 2007) y promueve la
incapacidad del pez, para utilizar las reservas de células sanguineas (Silkin y
Silkina, 2005). Se puede sospechar, que una posible causa para la variacion del
hematocrito, fuese por la influencia de la temperatura, sin embargo, se ha estudiad,
que los cambios de temperatura en O. mykiss y C. auratus, dentro del rango de 5 a
20 °C, no produce cambios significativos, lo cual explicaria, que el estrés por calor
no es un determinante (Gallaugher y Farrell. 1998). Se ha observado en el pez Labeo
rohita, que la exposicidn cronica a aguas residuales (Zutshi et al., 2010), a niveles
subletales de cobre en C. carpio (Dhanapakiam y Ramasamy, 2001), a cadmio en
Anguilla rostrata (Gill et al., 1993) y plomo en T. tinca disminuyen los niveles de

hematocrito (Shah, 2006).

Los datos de glébulos rojos (RBC) son potencialmente muy Gtiles en el control de
la contaminacion (Nikinmaa, 1992). Los valores del conteo de glébulos rojos de O.
mykiss en las ciudades estudiadas se mantuvieron en sus valores normales (1,3 a
1,58 x10°) y no existi6 diferencias entre estas, como tampoco fueron menores a los
valores de referencia. Varios autores presentaron diferentes puntos de vista
referentes a los valores de RBC en la sangre (de peces) en los lugares
contaminados, y en la mayoria de ellos se explica, que varios productos quimicos

estimulan una condicion hipoxica y por ende hay mayor produccién de células
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sanguineas en los peces, esta liberacion de glébulos rojos maduros a la circulacién
general es estimulado por la accion B-adrenérgica en tejidos hematopoyéticos, que
se contraen y liberan las células almacenadas, explicando el aumento en los
recuentos de glébulos rojos, debido a la estimulacion de la eritropoyetina en
respuesta a condiciones hipdxicas, debido al aumento de la actividad metabdlica o
la destruccion de las membranas branquiales (Pala y Dey, 2016). Nuestros datos se
puede comparar con un estudio en Gambusia affinis, sobre el efecto toxico de aguas
residuales a colorantes textiles y se observo, que el RBC aumenta cuando la
concentracion de contaminante es minima, pero disminuyen, cuando las
concentraciones de contaminantes son mucho mayores (Soni et al., 2006). Esto
también sucedio en el pez Channa punctatus, en la India, en efluentes donde
descargaban residuos de curtiduria, en donde se encontré disminucion de RBC en
los lugares donde hubo mayor concentracion del contaminantes (Ravichandran et

al., 2016).

Los indices eritrocitarios como la hemoglobina corpuscular media (HCM), indica
el funcionamiento del corazén y el equilibrio osmético, el volumen corpuscular
medio (VCM), indica el estado de la funcion respiratoria, y la concentracion
corpuscular media de la hemoglobina (CHCM), indica el porcentaje, que ocupa la
hemoglobina en un eritrocito promedio (Atencio et al., 2007). En referencia a los
resultados obtenidos. La concentracion de VCM, muestra, que las truchas arcoiris
de la ciudad de Chalhuanca (216,9 fl) son diferentes a las ciudades de Cotaruse
(266,3 fl) y Caraibamba (249,5 fl). En los parametros de HCM y CHCM resultaron
tener valores similares en todas las ciudades. Es importante aclarar, que, los

resultados de estos parametros en estas tres ciudades, se encuentran por debajo del
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limite del valor de referencia. Estos datos nos indica la presencia de microcitocis
(VCM<275 fl) acompafiado de hipocromia (HCM< 69 pg y CHCM<12 g/dL).
Segun los estudios en Hoplias malabaricus en el lago de Pirassununga, en Brasil,
indica que los parametros HCM y VCM nos pueden indicar alteraciones de la
calidad del agua, particularmente a factores fisico-quimicos (temperatura, solidos
disueltos totales, conductividad, oxigeno disuelto y presencia de agentes quimicos)
(Corréa et al., 2013). Existen productos de uso en la agricultura, que producen
diminucion de las concentraciones de Hb, HCM, CHCM y VCM como el Paraquat,
que fue probado en el pez Colossoma macropomum (Salazar et al., 2009), vy el
malathion en Clarias batrachus (Chowdhury y Hag, 2012). Datos similares se
encontrd en tres tipos de peces tropicales de la Isla de Mauricio, donde se encontro6
altos niveles de mercurio y se observo incremento de los niveles de VCM, la cual
pudo haber estado desarrollada por efecto directo de las catecolaminas, el cortisol
y la glucosa, sobre las actividades de adenilato ciclasa en los glébulos rojos como
respuesta a los esfuerzos hipéxicos agudos (Elahee y Bhagwant, 2007). Al sur de
Bulgaria, se extrajo al pez Carassius gibelio de dos rios donde hubo contaminantes
humanos (residuos domésticos y metales pesados) y se encontré valores bajos de
los indices eritrocitarios (HCM, CHCM y VCM) (Zhelev et al., 2016). Otros
contaminantes fueron evaluados, como los residuos de textileria en el pez Labeo
rohita (Zutshi et al., 2010), los residuos domésticos y los producidos por la industria
del petréleo en Gobius niger (Katalay y Parlak, 2004) y se encontrd, que los valores
de VCM, HCM y CHCM son menores en estos ambientes, también se observo datos

similares a los peces expuestos a zinc y plomo (Zutshi et al., 2010).
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A través de los resultados de los indices eritrocitarios, se obtuvo, que los peces en
las tres ciudades presentaron dos tipos de anemia: la microcitica hipocrémica y la
microcitica normocrémica (Conroy y Conroy, 1987). La microcitosis indica
reduccion del tamafio de un eritrocito, mientras que la hipocromia indica la
concentracion de hemoglobina por eritrocito (Conroy y Conroy, 1987). La causa
mas comun de este tipo de anemia es la disminucion de las reservas de hierro del
cuerpo, que puede deberse a multiples razones, entre las cuales esta la disminucion
de hierro en la dieta, la mala absorcion del hierro del intestino, el aumento de la
demanda de hierro, en ciertas situaciones como la recuperacion de un trauma
(Bakrim et al., 2018). Otra de las causas de la anemia microcitica hipocromica es
la hemorragia o hemdlisis, ya que la regeneracion de los eritrocitos inmaduros,
constituye la mayoria de las células en la circulacion periférica y es méas pequefia
en tamafio, que los eritrocitos maduros (Clauss et al., 2008). Estas células
inmaduras pueden estar presentes como respuesta a estresores ambientales (hipoxia,
toxicos o cambios de temperatura) (figura 5) (Clauss et al., 2008). Las
enfermedades no infecciosas también pueden manifestarse en la sangre de los
peces, que a menudo estan asociados a la acuicultura y al ambiente (Clauss et al.,
2008). Entre las enfermedades relacionadas con la cria, una anemia microcitica
normocromica puede ser el resultado de factores ambientales estresantes, como el
aumento de la densidad de poblacional (Witeska, 2015), intoxicacion por nitritos
(enfermedad de la sangre parda o sindrome del nuevo tanque) (Avilez et al., 2004),
intoxicacion por amoniaco y metales pesados, que pueden provocar diversas formas
de anemia no regenerativa (Groff y Zinkl. 1999) y las producidas por la exposicion

cronica a cipermetrina (insecticida piretroide sintético), que puede causar
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agrandamiento de los eritrocitos o una morfologia anormal a la cual llaman anemia
macrocitica (Clauss et al., 2008). Otra causa de este tipo de anemia son las
desarrolladas por parasitos como es el caso del pez Carassius carassius del rio
Asakawa en relacion a las infestaciones por un trematodo Diplozoon nipponicum,
que origino en el pez un estado anémico microcitico hipocrémico (Kawatsu, 1978).
El diagnostico diferencial de la anemia microcitica hipocromica puede ser
talasemia, anemia por enfermedades cronicas e intoxicacion por plomo (Rodrigues

etal., 2017).

También una de las causas probables de los desérdenes hematoldgicos pudo deberse
a factores nutricionales, como es el caso en los estudios donde se realizé la inclusion
del extracto de Sargassum angustifolium en O. mykiss (Zeraatpisheh et al., 2018) o
el de Spirulina al 5% en Parrot fish (Kim et al., 2013) o el extracto de Ulva clathrata
en tilapia del Nilo (Quezada y Fajer. 2017) y otros insumos, los cuales no se ha
investigado en el presente, y sin embargo, existe evidencia que modifican los

valores de RBC, Hb, Hto y CHCM (Adel et al., 2016).

Cuando el estrés se muestra, existe una preparacion del cuerpo para actuar, que se
Ilama respuesta de lucha o huida y se produce por la liberacién de muchas
hormonas, que estimulan el aumento de las concentracion de glucosa en el torrente
sanguineo (Jentoft et al., 2005). Las concentraciones de glucosa plasmatica de las
truchas arcoiris en las ciudades estudiadas mostraron no ser diferentes, pero los
peces de la ciudad de Chalhuanca tienen concentraciones (3,6 mmol/L) inferiores a
los valores de referencia (3,8 mmol/L). En el rio Setnica (en Serbia), que sufrié
grandes procesos de contaminacion en todo su recorrido, se observd, que los peces

C. carassius y G. obstrusirostris presentaron altos niveles de glucosa (5,5 y 6,6
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mmol/L respectivamente) en los sitios altamente contaminados (Valon et al., 2013).
En los cuerpos de agua de Bangladesh se hallé niveles altos de glucosa en el pez
Heteropneustes fossilis, lo cual se relaciond con las concentraciones altas de iones
cromo, que existe en el agua, este aumento del nivel de glucosa se debe a la alta
secrecion de hormonas como catecolaminas, glucocorticoides y que conducen a un
aumento de la glucolisis, que resulta en un alto nivel de glucosa en la sangre (>4,88
mmol/L) (Hoq et al., 2015). El anélisis estadistico muestra a los datos de las tres
ciudades como valores similares, aunque las truchas de la ciudad de Chalhuanca
sean ligeramente menores. Este hecho se puede explicar como un efecto fisioldgico
de aclimatacion al tdxico, el cual concuerda con un trabajo en O. mykiss en
Inglaterra, que fue expuesta de forma cronica a cobre en la dieta y se observo la no
perturbaciéon de la glucosa plasméatica como también del consumo de oxigeno, tasa
de ventilacion y en su quimica sérica (triglicéridos y proteinas) (Handy et al., 1999).
La trucha paso significativamente menos tiempo realizando actividades rutinarias
de natacién, sugiriendo un secuestro de recursos metabdlicos para la aclimatacion
al toxico (Handy et al., 1999). Ademas, el metabolismo estéa intimamente asociado
con el estado conductual de los peces, porque altera el metabolismo normal, lo cual
podrian tener profundas influencias en el comportamiento de los peces (Scott y
Sloman, 2004). En el lago Qarun en Egipto, indicaron que los peces generaron mas
glucosa para producir la energia utilizada en la lucha contra el estrés inducido en
los peces por la contaminacion ambiental, esta elevacion en el nivel de glucosa, que
se observd, pudo deberse al aumento o inhibicion de la glucogénesis y la

glucogendlisis (Sabae y Mohamed, 2015).

34



La respuesta al estrés, produce la activacion de muchas respuestas fisioldgicas,
entre las principales esta la liberacion de catecolaminas y cortisol (Jentoft et al.,
2005). Los valores de cortisol de O. mykiss en las localidades de Cotaruse y
Caraibamba se mantuvieron en los valores normales (6 a 14,5 ng/ml), sin embargo,
fueron menores y diferentes a la ciudad de Chalhuanca (3,4 ng/ml), Cualquier
cambio, que se produce en los factores fisico-quimicos (figura 5) y microbiol6gicos
del agua como los cambios de temperatura, oxigeno disuelto (Currie et al., 2004),
la salinidad (Barton y Zitzow, 1995), hora del dia (Davis et al., 1984), longitud de
onda de luz (Volpato y Barreto, 2001), incluso el color de fondo de los tanques
(Gilham y Baker, 1985), el estado nutricional del pez (Barton et al., 1988) y la
presencia de enfermedades (Barton et al., 1986), generan que los peces respondan,
exacerbando o atenuando la respuesta de cortisol (figura 6) (Barton, 2002). Se ha
demostrado, que la exposicion de estos factores durante un periodo de diez minutos,
en O. mykiss, estimula la liberacion de cortisol sérico (60 ng/ml) (Kubilay y Ulukdy,
2002) y en Salmo salar, a los cinco minutos (Flodmark et al., 2002), pero la
exposicién crénica, produce en los peces un estado de adaptacion al toxico (dentro
de seis dias), que reducen los niveles de cortisol hasta por debajo de lo normal (<6
ng/ml) (El-Khaldi, 2010). Si el factor estresante es severo o duradero, es posible
que el pez no sea capaz de sobrellevarlo y como resultado, ingrese en un estado de
inadaptacion o angustia, que conduce a una disminucion del rendimiento, una
afeccion patoldgica o posiblemente la muerte (Barton et al., 2002). Esta
inadaptacion, esta relacionada con los niveles elevados de cortisol en plasma, ya
que aumentan la susceptibilidad de los peces a las infecciones por hongos, bacterias

y parésitos (Kubilay y Ulukdy, 2002). Elevadas concentraciones de cortisol se
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reportaron en las localidades de Soria, Quintanar de la Sierra y Acera de la Vega
(Espafa) en Salmo trutta (160 ng/ml) (Val et al., 2006). Concentraciones bajas de
cortisol sérico tambiéen puede promover la susceptibilidad a infecciones (Heim et
al., 2000) como los reportados en O. mykiss del rio Arlanza (Espafia) (Val et al.,
2006). Varias investigaciones en mamiferos han proporcionado evidencia, de que
la glandula suprarrenal es hipoactiva en algunos estados relacionados con el estrés
agudo o cronico, esto se interpreta como la falta persistente de disponibilidad de
cortisol en la sangre, y que puede promover mayor vulnerabilidad para el desarrollo
de trastornos corporales relacionados con el estrés (Hannibal y Bishop, 2014; Heim

et al., 2000).

La identificacion de estrés a través de pruebas de ELISA, no es una Unica prueba
capaz de utilizarse, existe estudios en gue el status de estrés crénico también podria
evaluarse mediante analisis de los transcriptos de genes de Arginina vasotocina
(AVT) (estimulan la produccion de ACTH durante el estrés), estos AVT podria ser
capaz de diferenciar el estrés agudo y crénico, ademas la investigacion refuerza la
idea de que el sistema fisioldgico se acostumbra a los estresores cronicos (Gilchriest

et al., 2000).

Referente a la actividad inmunoldgica. La actividad antibacteriana o capacidad
bactericida del suero sanguineo se considera una respuesta inespecifica para inhibir
el crecimiento de microorganismos infecciosos (Yano, 1996). El perfil de la
respuesta sérica de O. mykiss se muestra en la Tabla 3 e indica, que este es un ensayo
confiable para estudios inmunes en peces. La presentacion de los valores en UFC
se utiliza ampliamente en diversos estudios como en el que se evalud la actividad

bactericida sérica de Oreochromis niloticus con el proposito de determinar el efecto
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de Bacillus subtilis y Lactobacillus acidophilus como posibles probiéticos (Aly et
al., 2008) o el efecto de Achyranthes aspera sobre la inmunidad de Labeo rohita
infectada con A. hydrophila a través de este parametro inmune (Rao et al., 2006),
aunque los valores de conteo de UFC de cada estudio pueden ser diferentes, debido
a sus respectivas modificaciones y concentracion de bacterias aplicadas en la prueba

de desafio (Takahashi et al., 2013).

La actividad bactericida sérica evalUa las respuestas inmunologicas de los peces en
porcentajes (Takahashi et al., 2013), esta unidad es presentada en varios estudios
como la investigacién donde se evalud la actividad bactericida para observar el
efecto del B-glucano en los alevines Labeo rohita (Misra et al., 2006), también el
estudio donde se evaluo el efecto de Euglena viridis en la respuesta inmune de L.
rohita (Das et al., 2009) y otro estudio es donde se comprob6 la actividad
bactericida de los peces tras la administracion a largo plazo de levamisol (Misra et
al., 2009). Este parametro es de importancia en los estudios de inmunologia, debido
a su capacidad para evaluar los sistemas de defensa innata, ya que las respuestas del
sistema inmune pueden verse influenciadas o manipuladas por varias sustancias o
procesos (Takahashi et al., 2013) como los niveles de estrés, ademas, de la edad, el
sexo o por la exposicion a patdgenos y/o contaminantes (Roszell y Anderson,

1997).

La diseminacién y desarrollo de bacterias en diferentes tejidos y parte de los peces
como el tracto gastrointestinal, las branquias, los musculos, los rifiones y la vejiga
natatoria, se han reportado en ambientes acuaticos contaminados (Guzman et al.,

2004). Sin embargo la E. coli no es una bacteria natural de la micro flora intestinal
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de los peces, pero a menudo se les ha hallado en el estomago e intestino (Barbosa

et al., 2014; Guzman et al., 2004).

En el estudio se evalud la actividad bactericida sérica de O. mykis de vida libre y se
comprobd, que los peces de las tres ciudades de muestreo fueron estadisticamente
similares (=30%), pero fueron menores al valor de referencia (60%) para inhibir la
capacidad de colonizacion de E. coli. Resultados parecidos también se observo en
un estudio, que tras la exposicion a niveles subletales de hipoxia y bajos de pH en
agua, suprimen la actividad bactericida entre un 23 y 72% en el pez Fundulus
heteroclitus (Boleza et al., 2001). Esta poca actividad bactericida, también se
evidencid en peces con infecciones secundarias como las especies parasitarias,
bacterianas (Yersinia ruckeri) o protozoarias (Myxobolus cerebralis) (Densmore et
al., 2004). Las infecciones parasitarias no esta muy claro, ya que pueden suprimir
y en otros puede mejorar la actividad bactericida (lwanowicz, 2011). Otros,
demuestran gque los contaminantes como los metales pesados (Wang et al., 2016),
medicamentos corticoesteroideos y no esteroideos (Ribas et al., 2016), drogas
usadas en la salud animal terrestre y en la acuicultura como el florfenicol, acido
oxolinico y oxitetraciclina (Cao et al., 2004), los hidrocarburos aromaticos,
pesticidas y micotoxinas en altas concentraciones o expuestas de forma crénica en
el ambiente acuatico disminuyen esta capacidad (en 50 a 80%) y aumentan la

susceptibilidad del huésped a los patdgenos infecciosos (Kum y Sekkin, 2011).

Un factor también importante para medir el estado inmunitario es la aglutinacion
bacteriana, que es una reaccion de union entre anticuerpos especificos y un antigeno
en particular, como la suspension de células bacterianas, y generalmente se aplica

en el estudio de respuestas inmunes adaptativas para evaluar la produccién de
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anticuerpos (Takahashi et al., 2014; Yildirim et al., 2003). Segun el analisis
estadistico de nuestros datos, se pudo hallar, que los titulos de aglutinacion en las
tres ciudades son similares entre si, y que hubo estimulacion inmunoldgica de O.
mykiss frente a E. coli (titulo =2), pero resultan inferiores al reportado por Suiro y
Palacios (2016) y Silva et al. (2009), quienes reportan un titulo minimo de seis
como indicativo 6ptimo. Este bajo resultado, también se encontré en Oreochromis
niloticus, tras la exposicion de cepas de E. coli obtuvieron, que los titulos de
aglutinacion disminuyeron de 8+1 (7 dias) a 4,6+3,3 (21 dias) (Silva et al., 2009).
Esta reduccion de los titulos de aglutinacion también se presentaron en el pez
Cyprinus carpio, de titulos de 6 (dia 5) a 4 (dia 20), tras suministrar hojas de
Euphorbia hirta (5 g/kg) en el alimento para inmunoestimular las reacciones de
aglutinacion frente a Aeromonas hydrophila (Pratheepa y Sukumaran, 2014). Esta
disminucion de los titulos de aglutinacion pueda estar desarrollado por la liberacion
de cortisol, ya que en estados de estrés moderado, severo o en una reinfeccion,

produce inmunosupresion (Einarsdéttir et al., 2000).

La evaluacion del tercer objetivo del estudio fue referente a la calidad del agua del
rio. Uno de los factores fundamentales, para que la vida pudiese prosperar es el
agua (Khanna et al., 2007). Existen diversos procesos naturales, que se realizan en
los cuerpos de agua y estan relacionados con el ambiente como los originados por
la escorrentia de aguas superficiales o los generados por la descarga de aguas
residuales o industriales, que alteran varios nutrientes de los ecosistemas acuéaticos
y producen la muerte de estos sistemas (Parveen et al., 2013). Las lluvias en la
sierra del Perl empiezan a inicios de diciembre, por lo tanto, el mejor momento

para el muestreo fue después de esta etapa, en mayo, de acuerdo a las condiciones
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locales (Padmalal et al., 2008). En las ciudades estudiadas, el uso primordial de la
tierra en las areas aguas arriba no es similar al de las areas aguas abajo, por lo que
no se puede esperar un impacto similar, es mas existe un flujo aguas abajo mas
grande y, por lo tanto, también un mayor movimiento de contaminantes (Aazami et
al., 2015). Los pardmetros microbiolégicos se muestran sobrepasando los limites
permitidos por el D.S. 002-2008-MINAM, aunque los fisico-quimicos se
encuentran de forma permisible, excepto los niveles de oxigeno disuelto (<5 mg/L).
Los niveles de pH se encuentran dentro de los valores de referencia, sin embargo,
se mantienen cercanos (8,34) al limite de alcalinidad (<8,5). La mineria en los
lugares de estudio se ubica a varios kilémetros de la ciudad de Caraibamba (aguas
arriba), por lo que su efecto dafiino, en los lugares donde se promueve la
acuicultura, podria ser menos intenso que los lagos y riachuelos que se encuentran
alrededor. Las necesidades del hombre han llevado a colocar efluentes residuales a
lo largo del rio Chalhuanca asfixiando el ecosistema,como varios casos similares
en otros rios, que son depositos residuales (Padmalal et al., 2008). La armonia en
un ecosistema se conserva cuando el pH se encuentra entre 6.5 y 8.5; los extremos
de este parametro dificultan la persistencia de los organismos vivos (Aazami et al.,

2015).

La temperatura es uno de las principales causas ecoldgicas, que interviene en el
comportamiento fisioldgico y la distribucion de los organismos (Aazami et al.,
2015). Segun nuestros resultados, las variaciones diurnas en la temperatura
atmosférica fueron menores en el agua en los tres sitios de muestreo (11 a 14 °C),
con un ligero aumento en la ciudad de Chalhuanca, pero aun se mantuvieron dentro

del rango. Este ligero aumento pudo ser desarrollado por el aumento de la
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temperatura atmosférica, en las ciudades rio abajo como también por la mayor
superficie de contacto de las escorrentias, facilitando el calentamiento (Vliet et al.,

2011)

Una serie de compuestos como los carbonatos, bicarbonatos, hidroxidos, fosfatos,
nitratos, silicatos, borato, etc., contribuyen a la alcalinidad del agua (Chandrashekar
et al., 2003). Sin embargo en la presente investigacion se encontro niveles dentro
de lo normal, como también cierta alteracion en el oxigeno disuelto (<5 mg/L). En
varios estudios se demostro, que niveles de oxigeno disuelto por debajo de 5 mg/L
dafian a la mayor parte de los organismos acudticos, es decir, dificultan el
crecimiento normal de las truchas arcoiris, y por debajo de 2 ppm los peces mueren

(Parveen et al., 2013; Nnaji et al., 2010).

La presencia de cloruros en las corrientes de aguas residuales se debe al sector
industrial, que utiliza compuestos de cloruro organico e inorganico. La presencia
de concentracién de cloruro en la fuente de agua se utiliza como un indicador de
contaminacion organica por aguas residuales domésticas (Venkataraman et al.,
2007). El nitrato es la forma oxidada del nitrégeno y en el agua su fuente méas
importante es la oxidacion bioldgica de la materia organica nitrogenada de origen
autoctono y aléctono, que incluyen aguas residuales domésticas, escurrimientos
agricolas y efluentes de industrias (Choudhary et al., 2011). La eliminacion de
ambos sélidos en suspension conduce a la sedimentacion (Gauthier et al., 2000).
Los soélidos sedimentables incluyen solidos inorganicos y no disueltos, que se
depositan en el fondo de los estanques causando la sedimentacion de la presa
(Shivashranappa y Yalakpalli, 2012). Estos hallazgos indican o hacen suponer, que

el agua del rio Chalhuanca esta sufriendo cierto tipo de contaminacion como refleja
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los altos niveles de coliformes fecales y también los bajos niveles de oxigeno

disuelto (figura 7).
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VI. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

La contaminacion humana en la cuenca del rio Chalhuanca esta directamente
relacionada con el estado de salud y de ciertas caracteristicas inmunes de las truchas

arcoiris (Oncorynchus mykiss).

. A la evaluacion de las variables hematologicas de las trucha arcoiris
(Oncorynchus mykiss) en el rio Chalhuanca se detectd estrés crénico y

anemia.

. Las trucha arcoiris (Oncorynchus mykiss) en el rio Chalhuanca presentan

una reducida capacidad bactericida y aglutinacion bacteriana frente a E. coli.

. El agua del rio Chalhuanca sobrepasa los parametros microbioldgicos

establecidos por el Ministerio del Ambiente (DS. N° 002-2008-MINAM)

RECOMENDACIONES
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Se recomienda realizar evaluaciones periddicas y en diferentes estaciones, debido
a la presencia de caracteristicas favorable para la acuicultura y complementar a la

investigacion con estudios parasitoldgicos e histoldgicos.
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ANEXO 1. PROTOCOLO DE LA PRUEBA DE ELISA

1.

2.

Preparacion de las soluciones estandar:

Solucién A. Solucion madre 1 pg/ml (en frascos con tapa verde).

Solucién B. Colocar 20 pl de solucion A, junto con 980 ul de tampén EIA
y mezclar = 20 ng/ml.

Soluciéon C. Tomar 200 pl de la solucion B, agregar a 1,8 ml de tampon EIA
y mezclar =2 ng/ ml.

Soluciéon D. Tome 200 pl de la solucion C, agregue a 1.8 ml de tampon EIA
y mezcle =0.2 ng/ ml.

Continuar con la preparacion estandar siguiendo el Esquema I.

Esquema 1. Preparacion de estandares

Estandar  ng/ml Buffer EIA  Soluciéon B Solucion C  Solucion D

(ul agregado) (uh) (u1) ()

So 0 1000 - - -

S1 0,04 800 - - 200

Sz 0,1 500 - - 500

S3 0,2 - - - 1000

S4 0,4 800 - 200 -

Ss 1 500 - 500 -

Se 2 - - 1000 -

S7 10 500 500 - -

3. Determine la cantidad de pozos, que se usaran.

4. Diluir el conjugado de la enzima de cortisol. Afiadir 1uL del conjugado
enzimatico en 50 pl de volumen total de tampon EIA para cada pocillo
ensayado. Para toda la placa, agregue 110 pl del conjugado enzimatico en
5,5 ml de volumen total de tampdn EIA. Mezcle la solucion completamente.

5. Agregue 50 pl de estandares (S) o desconocidos (U) (algunas muestras

pueden requerir dilucidn) a los pocillos apropiados por duplicado.



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Afiada 50 pl del conjugado enzimatico diluido a cada pocillo.

Mezcle sacudiendo la placa suavemente. Se puede usar un agitador de
microplacas.

Cubra la placa con una pelicula de plastico o cubierta de placa e incube a
temperatura ambiente durante una hora. NOTA: Mantenga la placa alejada
de corrientes de aire y fluctuaciones de temperatura.

Diluir el tampon de lavado concentrado con agua desionizada (es decir, 20
ml de tampdn de lavado mas 180 ml de agua desionizada). Mezcle bien.
Después de la incubacion, vierta el contenido de la placa. Toca el contenido
a fondo en una toalla limpia y sin pelusa.

Lave cada pocillo con 300 pul del wash buffer diluido. Repita para un total
de tres lavados.

Agregue 150 pl de sustrato a cada pocillo. Use una pipeta multicanal para
obtener mejores resultados. Mezcle sacudiendo la placa suavemente.
Incubar a temperatura ambiente durante 30 minutos.

Agite suavemente la placa antes de tomar una lectura para garantizar un
color uniforme en cada pocillo.

La placa se lee en un lector de microplacas a 620 nm.

Después de restar el fondo del sustrato de todos los valores de absorbancia,
promedie todos los valores duplicados de absorbancia del pozo.

El promedio de sus dos valores So ahora es su valor Bo. (S1 ahora se
convierte en By, etc.).

Luego, encuentre el porcentaje de la union maxima (valor de % B/Bo). Para

hacer esto, divida los promedios de cada valor de absorbancia estandar



19.

20.

21.

(ahora conocido como B1 a B7) por el valor de absorbancia Bo y multiplique
por 100 para lograr porcentajes.

Grafica tu curva estandar trazando el %B/Bo para cada concentracion
estandar en el eje de ordenadas (y) contra la concentracion en el eje de
abscisas (x). Dibuje una curva usando una rutina de ajuste de curva (es decir,
4 pardmetros o regresion lineal).

Divida los promedios de cada valor de absorbancia de la muestra por el valor
Bo y multiplique por 100 para lograr porcentajes.

Usando la curva estandar, la concentracion de cada muestra se puede
determinar comparando el %B/Bo de cada muestra con la concentracion

correspondiente del estandar de Cortisol.



ANEXO 2. FIGURAS DEL TRABAJO DE INVESTIGACION.

Figura 10. Sangre en tubo vacuteiner Figura 11. Determinacion de

con EDTA hemoglobina en equipo Hemocue



Figura 12. Equipo Hemocue Figura 13. Prueba Aglutinacion bacteriana

N\

Figura 15. Hematocrito

q

oy “i..i\i’r h{

Figura 16. Kit para cortisol Figura 17. Placa de Elisa (cortisol)



Figura 18. E. coli. Inactivada Figura 19. Muestra en vortex



ANEXO 3. TABLAS.

Tabla 5. Datos generales del estudio

# p(? 'T:::‘)o FactorK| FactorK her;;ill'i;m ;?regiia Interp. | hematocrito | Interp. lo'f;?rfnﬂ Interp. V;)M Interp. ng Interp. i;gl-’;‘ Interp. Resulltado \:\nlr?g Interp. ?#:Joii Interp. Cortisol Interp. Resuzltado
1 77 180 1,32faceptable 84 4,6[Anemia 32|bajo 1,41{normal 226,95|Microcitico 32,96{normal 14,53|normal |Anemia microcitica normocromica  (58,3% Anemia microcitica 2087|normal 49 |Hiperglicemia 948  [Normal normal 50% Estrés cronico
2 74 184 1,9|pobre 6,8 33| Anemia 36{normal 1,27|bajo 283,46{normal 26,33|Hipocrémica. 9,29(Hipocrdmica  |Anemia normocitica hipocromica  [33,3% Anemia normocitica 1974|bajo 35  |Hipoglucemia 206  |Cortisolemia  |Estrés crénico |50% normal
3 105 206 1,20/aceptable 79 4,2| Anemia 36/normal 1,37|normal 262,77|Microcitico 30,95|Hipocromica. 11,78|Hipocromica  {Anemia microcitica hipocromica 8,3% Normal 2299|normal 78 Hiperglicemia 901  [Normal normal
4 50 155  1,34laceptable 8.1 4,4 Anemia 39{normal 1,33|normal 293,23 |normal 33,11{normal 11,29|Hipocrdmica {Anemia normocitica hipocromica 2472{normal 64 |Hiperglicemia 921 [Normal normal
5 4 152 1,0|pobre 9,2 5,3|Anemia 36{normal 1,42|normal 253 52|Microcitico 37,32{normal 14,72|normal |Anemia microcitica normocromica 2152{normal 13 Hipoglucemia 702 [Normal Estrés cronico
6 70 173 1,35[aceptable 6,6 3,2|Anemia 31{bajo 1,3{normal 238,46|Microcitico 24,47|Hipocromica 10,26{Hipocromica  {Anemia microcitica hipocromica 2195normal 45 Hiperglicemia 7,78 [Normal normal
7 58 168 1,22faceptable 8,20) 45Anemia 38{normal 1,34{normal 283,58 normal 33,47|normal 11,80[Hipocromica  Anemia normocitica hipocromica 2230{normal 21 |Hipoglucemia 628  [Normal Estrés cronico
8 66 177 1,19|pobre 6,30} 2,9|Anemia 39{normal 1,4{normal 278,57 |normal 20,98|Hipocrémica. 7,53(Hipocrémica  |Anemia normocitica hipocromica 2122{normal 39 Hipoglucemia 712 |Normal Estrés cronico
9 66 171 1,32faceptable 8,2 4,5|Anemia 31{bajo 1,41|normal 219,86|Microcitico 31,81{Hipocromica 14,47|normal |Anemia microcitica hipocromica 2008|normal 6,6 Hiperglicemia 6,33 [Normal normal
10 71 174 1,35/aceptable 84 4,6[Anemia 34(bajo 1,39|normal 244,60|Microcitico 33,44{normal 13,67|normal |Anemia microcitica normocromica 2140{normal 36  |Hipoglucemia 163  |Cortisolemia ~ |Estrés cronico
1 60 113 1 10,3] 6,2[normal 44|normal 1,28|bajo 343,75|normal 48 41|normal 14,08|normal Normal 1976 hajo 19 Hipoglucemia 208  [Cortisolemia  |Estrés cronico
12 65 176  1,19|pobre 8,7| 4,9|Anemia 36|normal 1,35|normal 266,67|Microcitico 36,24|normal 13,59|normal | Anemia microcitica normocromica 2208normal 6,9 Hiperglicemia 739 [Normal normal
13 4 160 1,07|pobre 84l 4,6{Anemia 33|bajo 1,32{normal 250,00|Microcitico 35,21 normal 14,08]normal |Anermia microcitica normocromica  (75% Anemia microcitica 1716|bajo 71 |Hiperglicemia 862 |Normal normel 75% Estrés cronico
1 52 160  1,27(aceptable 83 4,6[Anemia 33(bajo 1,42|normal 232,39|Microcitico 32,16{normal 13,84|normal | Anemia microcitica normocromica  |16,7% Anemia normocitica 1581{bajo 23 |Hipoglucemia 643  [Normal Estrés cronico  [25% normal
15 51 160 1,25[aceptable 7] 3,5|Anemia 34|bajo 1,4{normal 242,86|Microcitico 25,05(Hipocromica 10,31|Hipocromica Anemia microcitica hipocromica 8,3% Normal 2042{normal 23 |Hipoglucemia 6,03  [Normal Estrés cronico
16 78 180 134{aceptable 75| 39|Anemia 30|bajo 1,35|normal 222,22|Microcitico 29,00[Hipocromica 13,0|normal |Anemia microcitica hipocromica 1798|bajo 63 |Hiperglicemia 801  |Normal normal
17 4 160 1,07|pobre 8,2 4,5|Anemia 30(bajo 1,37|normal 218,98|Microcitico 32, 74|normal 14,95/ normal | Anemia microcitica normocromica 2290|normal 29 Hipoglucemia 6,99  [Normal Estrés cronico
18 69 171  1,38laceptable 8.5 4,7|Anemia 30|bajo 1,43|normal 209,79|Microcitico 33,07|normal 15,77|normal | Anemia microcitica normocromica 1937|bajo 60  |Hiperglicemia 789 [Normal normal
19 49 161 1,7|pobre 5,6) 2,4 Anemia 36{normal 1,31|normal 274,81 {Microcitico 18,06{Hipocromica 6,57[Hipocromica Anemia microcitica hipocromica 2131normal 23 |Hipoglucemia 439 |Cortisolemia  |Estrés cronico
20 49 154 1,34faceptable 85| 4,7|Anemia 36|normal 1,35[normal 266,67|Microcitico 35,03|normal 13,14{normal | Anemia microcitica normocromica 1857|bajo 30 Hipoglucemia 432 |Cortisolemia  |Estrés cronico
2 40 150  1,19[pobre 82| 4,5|Anemia 38[normal 1,3|normal 292,31 {normal 34,50{normal 11,80[Hipocromica  Anemia normocitica hipocromica 1674|bajo 20 [Hipoglucemia 6,87  [Normal Estrés cronico
2 41 154 1,12fpobre 6,5) 3,1{Anemia 37|normal 1,28|bajo 289,06{normal 24,21{Hipocromica 8,38]Hipocrémica  {Anemia normocitica hipocromica 1879|bajo 50  |Hiperglicemia 249  |Cortisolemia  [Estrés crénico
3 49 165  1,09|pobre 9,6| 5,6[normal 36|normal 1,33|normal 270,68|Microcitico 42,30 normal 15,63|normal Normal 2114|normal 35 Hipoglucemia 270  [Cortisolemia  |Estrés cronico
% 64 183 1,04|pobre 8,6 4,8|Anemia 32[bajo 1,43|normal 223,78|Microcitico 33,64{normal 15,03|normal | Anemia microcitica normocromica 1844|hajo 44 |Hiperglicemia 862  [Normal Estrés cronico
25 70 18  1,09|pobre 72 3,7[Anemia 31{bajo 1,44{normal 215,28|Microcitico 25,49(Hipocromica 11,84|Hipocromica Anermia microcitica hipocromica 100% Anemia microcitica 1525(bajo 32 |Hipoglucemia 308 |Cortisolemia  |Estrés cronico  |91,7% Estrés cronico
2% 68 179  1,19|pobre 7,61 4,0]Anemia 26{bajo 1,36normal 191,18{Microcitico 29,38[Hipocromica 15,37|normal |Anemia microcitica hipocromica 1598|bajo 70 Hiperglicemia 7,95 [Normal normal 8,3% normal
7 57 169  1,18[pobre 89) 5,1 Anemia. 37[normal 1,39|normal 266,19{Microcitico 36,37|normal 13,66{normal |Anemia microcitica normocromica 1537|bajo 37 |Hipoglucemia 030 |Cortisolemia  |Estrés cronico
2 8 182 1,38laceptable 73 3,8 Anemia 26(bajo 1,39|normal 187,05(Microcitico 26,99|Hipocrémica. 14,43|normal |Anemia microcitica hipocromica 1780|bajo 32 Hipoglucemia 359 |Cortisolemia  |Estrés cronico
29 110 205  1,28faceptable 71 3,6{Anemia 21{bajo 1,28|bajo 164,06(Microcitico 28,04{Hipocromica 17,09|normal |Anemia microcitica hipocromica 1663|bajo 32 Hipoglucemia 376 |[Cortisolemia  |Estrés cronico
30 49 168  1,03[pobre 89) 5,1 Anemia 35(normal 1,42normal 246,48(Microcitico 35,60{normal 14,44{normal |Anemia microcitica normocromica 1678|bajo 40 |normal 325  |Cortisolemia  |Estrés crénico
31 49 160  1,20|pobre 7.2 3,7|Anemia 33(bajo 1,31|normal 251,91|Microcitico 28,02|Hipocromica. 11,12|Hipocromica {Anemia microcitica hipocromica 1623|bajo 42 Hiperglicemia 244 |Cortisolemia  |Estrés cronico
2 30 137 1,17|pobre 8.1 4,4 Anemia 29|bajo 1,38|normal 210,14|Microcitico 31,91{Hipocromica 15,18]normal |Anemia microcitica hipocromica 1593{bajo 49 |Hiperglicemia 208 |[Cortisolemia  |Estrés cronico
3 32 139 1,9|pobre 73 3,8|Anemia 28[bajo 1,44|normal 194,44|Microcitico 26,05|Hipocrémica. 13,40{normal |Anemia microcitica hipocromica 1569|bajo 35 |Hipoglucemia 470 |Cortisolemia |Estrés cronico
34 33 14 111pobre 88| 5,0{Anemia 30(bajo 1,35|normal 222,22|Microcitico 36,84|normal 16,58|normal | Anemia microcitica normocromica 1516/bajo 34 Hipoglucemia 134 [Cortisolemia  |Estrés cronico
3 37 154 1,01fpobre 69 3,4{Anemia 31|bajo 1,35|normal 229,63(Microcitico 25,37|Hipocromica 11,05[Hipocromica  {Anemia microcitica hipocromica 1607|bajo 18 [Hipoglucemia 2,09  |Cortisolemia  |Estrés cronico
36 69 180  1,18[pobre 74 38Anemia 32]bajo 1,42{normal 225,35|Microcitico 26,99|Hipocromica 11,98]Hipocrémica _|Anemia microcitica hipocromica 1625|bajo 13 |Hipoglucemia 571  |Cortisolemia |Estrés crénico




ANEXO 4. CORRELACION DE SPEARMAN

Rho de Spearman: Factor de co; [] Hb; Hematocrito; RBC; VCM; HCM; CHCM; GLUCOSA,; ...

Factor de condic [1 Hb Hematocrito RBC
[1Hb -0,025
0,886
Hematocrito -0,011 0,182
0,950 0,289
RBC -0,043 0,225 -0,316
0,805 0,187 0,061
VCM -0,025 0,102 0,966 -0,509
0,887 0,554 0,000 0,002
HCM -0,044 0,964 0,274 0,016
0,801 0,000 0,105 0,927
CHCM -0,042 0,654 -0,506 0,301
0,806 0,000 0,002 0,074
GLUCOSA 0,115 0,026 -0,143 -0,009
0,503 0,878 0,407 0,958
CORTISOL 0,235 0,008 -0,036 0,196
0,167 0,962 0,834 0,252
% actv bact -0,098 0,019 -0,001 0,227
0,570 0,913 0,998 0,183
Titulo Ag-Ab 0,017 -0,166 -0,033 -0,156
0,922 0,333 0,847 0,363
[Ibaceriana 0,098 -0,019 0,001 -0,227



0,570 0,913 0,998 0,183

Tipo de Anemia -0,052 0,457 -0,335 0,500
0,764 0,005 0,046 0,002

02 disuelto 0,436 0,125 0,557 -0,187
0,008 0,469 0,000 0,274

Colifrmes TT -0,436 -0,125 -0,557 0,187
0,008 0,469 0,000 0,274

VCM HCM CHCM GLUCOSA

HCM 0,229
0,180

CHCM -0,561 0,592
0,000 0,000

GLUCOSA -0,122 0,010 0,121
0,479 0,954 0,482

CORTISOL -0,068 -0,012 0,029 0,422
0,695 0,944 0,867 0,010

% actv bact -0,079 -0,034 0,078 0,252
0,648 0,845 0,651 0,138

Titulo Ag-Ab 0,003 -0,108 -0,121 0,081
0,985 0,532 0,483 0,641

[Ibaceriana 0,079 0,034 -0,078 -0,252
0,648 0,845 0,651 0,138

Tipo de Anemia -0,404 0,346 0,456 0,128
0,015 0,039 0,005 0,456

02 disuelto 0,550 0,154 -0,257 0,167



0,001 0,370 0,130 0,330

Colifrmes TT -0,550 -0,154 0,257 -0,167
0,001 0,370 0,130 0,330

CORTISOL % actv bact  Titulo Ag-Ab [Jbaceriana

% actv bact -0,099
0,565

Titulo Ag-Ab 0,106 -0,144
0,539 0,403

[Jbaceriana 0,099 -1,000 0,144
0,565 * 0,403

Tipo de Anemia 0,147 -0,175 -0,016 0,175
0,391 0,308 0,926 0,308

02 disuelto 0,413 -0,162 0,042 0,162
0,012 0,345 0,808 0,345

Colifrmes TT -0,413 0,162 -0,042 -0,162
0,012 0,345 0,808 0,345

Tipo de Anemia 02 disuelto

02 disuelto -0,149
0,387

Colifrmes TT 0,149 -1,000
0,387 *

Contenido de la celda: Rho de Spearman
Valor p



