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Trabajos de Investigacion

BLOOD AND URINE PHYSIOLOGICAL VALUES IN CAPTIVE
BULLFROG, Rana catesbeiana (ANURA: RANIDAE)

JA Coppo, NB Mussart, SA Fioranelli, PA Zeinsteger

Catedra de Fisiologia, Facultad de Ciencias Veterinarias, Universidad Nacional del Nordeste.

ABSTRACT: Samples of healthy Rana catesbeiana (302 specimens, 9-21 months-old, 50%
each sex) from the north-east of Argentina, were analyzed by spectrophotometry, electrophore-
sis, densitometry, refractometry and microscopy in order to obtain blood and urine reference
values. Confidence intervals (p<0.05) for PCV (28.6-31.6%), RBC (0.40-0.44 T/L), MCV (686-
732 fL)., hemoglobin (6.41-7.20 g/dL), MCH (151-164 pg). MCHC (22.6-24.0%), WBC (18.7-
22.3 G/1), neutrophils (568.4-63.4%), lyvmphocytes (23.9-29.8%), monocytes (2.1-3.8%). eosi-
nophils (4.6-7.0%), basophils (2.9-4.1%), fibrinogen (0.59-0.99 g/dL), total protein (4.19-4.49
g/dL), albumin (1.49-1.67 g/dL), globulins (2.64-2.97 g/dL), creatinine (4.09-5.56 mg/L), urea
(76.1-92.4 mg/L), uric acid (11.5-15.4 mg/L), triglycerides (0.34-0.52 g/L), total cholesterol
(0.56-0.67 g/L), HDL-C (0.03-0.05 g/L), LDL-C (0.34-0.44 g/L), alpha lipoprotein (6.01-8.67%),
beta lipoprotein (91.3-93.9%), glucose (0.45-0.54 g/L), Na (116-121 meq/L), K (3.42-3.81 meq/
L), CI (100-116 meq/L), Ca (7.98-8.61 mg/dL), P (8.31-9.36 mg/dL), Mg (2.26-2.55 mg/dL), Fe
(105-178 ug/dL), ALP (144-170 IU/L), ALT (10.0-14.8 IU/L), AST (42.8-53.4 IU/L), GGT (7.8-
10.6 IU/L). LDH (99-135 IU/L), CHE (151-185 1U/L), CPK (365-500 IU/L), bleeding time (289-
393s), coagulation time (452-696s), prothrombin time (76-128s), urinary density (1.0061-
1.0089), and urinary pH (6,38-6.96), were obtained. Some intervals were similar to those
obtained in amphibians, birds or mammals, but others were very different. Physiological varia-
tions attributable to age, sex, season, and handling and feeding system, were registered on
certain parameters. The usefillness of the parameters studied to evaluate sanitary, metabolic
and nutritional state on captive bullfrog should be emphasized.

Key words: Rana catesbeiana, blood values, coagulation tests, urine parameters

VALORES FISIOLOGICOS EN SANGRE Y ORINA DE RANA TORO
EN CAUTIVERIO, Rana catesbeiana (ANURA: RANIDAE)

RESUMEN: Con el proposito de obtener valores sanguineos y urinarios de referencia, 302
muestras de ejemplares sanos de Rana catesbeiana del nordeste argentino (9-21 meses de
edad, 50% de cada sexo), fueron analizadas por espectrofotometria, electroforesis,
densitometria, refractometria y microscopia. Fueron obtenidos intervalos de confianza (p<0,05)
para hematocrito (28,6-31,6%), eritrocitos (0,40-0,44 T/L), VCM (686-732 fL), hemoglobina
(6.41-7,20 gr/dL), HCM (151-164 pg), CHCM (22,6-24,0%), leucocitos (18,7-22,3 G/L), neutro-
filos (58,4-63,4%), linfocitos (23,9-29,8%). monocitos (2,1-3,8%), eosindfilos (4,6-7,0%), baso-
filos (2,9-4,1%), fibrinogeno (0,59-0,99 g/dL), proteinas totales (4,19-4,49 g/dL), albiimina
(1,49-1,67 g/dL), globulinas (2,64-2,97 g/dL), creatinina (4,09-5,56 mg/L), urea (76,1-92,4
mg/L), acido tirico (11,5-15,4 mg/L), trigliceridos (0,34-0,52 g/L), colesterol total (0,56-0,67
g/L). C-HDL (0,03-0,05 g/L), C-LDL (0,34-0.44 g/L), alfa lipoproteina (6,01-8,67%), beta lipo-
proteina (91,3-93,9%), glucosa (0,45-0,54 g/L), Na (116-121 meq/L), K (3,42-3,81 meq/L), CI
(100-116 meq/L), Ca (7,98-8,61 mg/dL), P (8,31-9,36 mg/dL), Mg (2,26-2,55 mg/dL), Fe (105-
178 ug/dL), ALP (144-170 UI/L). ALT (10,0-14,8 UL/L), AST (42,8-53,4 Ul/L), GGT (7,8-10.6
ULl/L). LDH (99-135 UL/L), CHE (151-185 UlL/L), CPK (365-500 UI/L), tiempo de sangria (289-
393s), tiempo de coagulacién (452-696s), tiempo de protrombina (76-128s), densidad urinaria
(1,0061-1,0089) y pH urinario (6,38-6,96). Algunos intervalos fueron semejantes a los obteni-
dos en anfibios, aves o mamiferos, pero otros resultaron muy diferentes. Ciertos pardmetros
registraron variaciones fisiologicas atribuibles a edad, sexo, estacion del afio y sistema de
manejo y alimentacion. Se resalta la utilidad de los pardametros estudiados para evaluar esta-
dos sanitario, metabdlico y nutricional de la rana toro en cautiverio.

Palabras claves: Rana catesbeiana, valores sanguineos, pruebas coagulativas, parametros
urinarios

Fecha de recepcion: 07/01/05 Fecha de aprobacién: 16/05/05

Direcciéon para correspondencia: José Antonio Coppo, Facultad de Ciencias Veterinarias, UNNE,
Sargento Cabral 2139, Corrientes (3400), Argentina. Tel./fax 03783-425753.
E-mail: jeoppo@vet.unne.edu.ar
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J. Coppo y col.

INTRODUCTION

Rana catesbeiana Shaw 1802 (bullfrog)
has its origin in North America. Specimens
present in Argentina come from genetic lines
imported from Brazil, and they are adapted to
tropical climate (1). There are more than 200
bullfrog hatcheries in Argentina which produce
meat marketed at a high price (2). The meat is
eatable and it is well-regarded because it has
a scarce fat and cholesterol proportion (3).
Bullfrog is characterized by its size; in captiv-
ity they can reach 300 g liveweight after 12
months. Since aging causes a decrease in the
food conversion index, frogs which are to be
sold later on are sacrificed when they are 6-7
months old, with approximately 170-180 g (4).
R. catesbeiana is generally fed with balanced
pellets which are similar to those elaborated
for fish as its true nutritional requirements
are still unknown (2).

The climate of northeastern Argentina is
mainly warm and it favors hatcheries to re-
spond the main market demand, that is, the
continuity of production along the year (1).
Indoor captivity is the system chosen to rear
this animal as escapes would be dangerous to
the ecosystem. R. catesbeiana is ecologically
considered as an «undesirable guest», because
when it settles in any lagoon, original aquatic
fauna could rapidly become extinct due to its
voracious appetite; cannibalism would not be
unusual in this species (4). On the contrary, a
natural diet based on autochthonous terres-
trial anurous like Bufo sp. would be mainly
compounded by coleopterons and hymenopter-
ons (5).

Blood and urine composition would be
influenced by peculiar physiological character-
istics of the amphibian, such as metamorpho-
sis, water and solutes skin exchange, capacity
to support hemodilution and hemoconcentra-
tion, modification of urinary bladder water per-
meability, metabolic and enzymatic changes
due to temperature, fast during winter lethargy,
and others (6-9). Contrary to their close rela-
tives (reptilians and birds) which are uricotelics,
adult R. catesbeiana is ureotelic, although in
tadpole stage it reveals an ammoniotelic pat-
tern of nitrogen excretion (6). Frogs’ blood is
hyperosmotic in relation to the fresh water they
live in, and urine is hyposmotic in relation to
their blood (10). Corporal fluids pH varies ac-
cording to body temperature, being acidified
when temperature increases and vice versa;
exchange of Na between cell and internal envi-
ronment would also be altered by pH:; changes
of pH provokes numerous hematic and urinary
modifications (10).

Except in the case of plasmatic electro-
lytes, texts of animal physiology reveal a mani-
fest absence of hematic and urinary normal
values from amphibians diagnostic param-
eters. Such parameters would be useful to
evaluate health state in captive R. catesbeiana,
which can suffer malnutrition, anemia, stress,
transmissible diseases, intoxications, hemor-
rhagic dysfunctions, as well as inflammation
and necrosis of liver, lungs, kidneys, spleen,
muscles and other organs (4, 11).

The objective of this study was to obtain
reference values and physiological variations
from hematic and urinary diagnostic param-
eters in R. catesbeiana.

MATERIALS AND METHODS
Experimental subjects, feeding and
handling

For a period of two years of studies, 302
healthy R. catesbeiana specimens were used.
Two hundred and seventy of them were main-
tained on intensive systems, divided in 3 dif-
ferent frog farms in the north-east of Argen-
tina. Samples from 90 frogs (9-21 months old,
50-350 g liveweight, 50% each sex), were taken
in each breeding place. Thirty six per cent of
the samples was taken during winter time, and
64% during the remaining seasons. No heat-
ing system during winter season was used in
the hatcheries; all of them supplied food (45%
protein balanced pellets, milled bovine lung,
worms and fly larvas) at a ratio of 3-5%
liveweight/day. The 32 remaining animals
were reared on an extensive system (semi-cap-
tivity), in a closed lagoon where frogs selected
exclusively “natural” food. They were adult 16-
20 month-old animals from both sexes.
Samples were taken during winter and all
along the rest of seasons.

Sample Taking

Frogs were transported to the laboratory
in thermal boxes which contained a NaCl 0.6%
isotonic solution cooled with ice (2-3 °C); this
procedure causes desensitization and lethargy,
facilitating the animal manipulation (4).
Liveweight was obtained in an electronic bal-
ance Scientech-SL, with a 0.01 g accuracy.
Samples were taken in the morning (7-8 AM),
after a 24 h fasting period. Blood was obtained
by intracardiac puncture, carried out with sy-
ringe and needle. The sample was a venose
and arterial blood mixture, since frogs, with
their anatomical characteristic, possess a
unique ventricle (6). Some of the blood was
treated with anticoagulant (EDTA, 0.34 mol/
L), another was mixed with a sodium citrate

6 ANALECTA VETERINARIA 2005; 25 (1): 15-17
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solution (130 mmol/L) and the last one was
centrifuged (700g, 10 min) to obtain serum.
Urine was obtained by cystocentesis.

Laboratory procedures

Being amphibians erythrocytes nucle-
ated cells, erythrogram parameters were ob-
tained applying avian techniques (12). There
was a previous blood hemolysis and centrifu-
gation to eliminate erythrocyte nuclei, and
hemoglobin was later evaluated by
photocolorimetry (Drabkin technique, using
Wiener Lab reagents). Red blood cells (RBC)
concentration was determined by means of
Neubauer hemocytometer microscopic count
using Biopur diluters, and the packed cell vol-
ume (PCV, hematocrit) was measured by cap-
illary centrifugation (12,000 g, 5 min). White
blood cells (WBC) concentration was obtained
from stained smear count (Giemsa), consider-
ing corrections according to PCV value. Dif-
ferential leukocyte count was carried out from
stained smear (May Grundwald). Blood cells
size was measured with an ocular microme-
ter. Erythrocyte indices such as mean corpus-
cular volume (MCV), mean corpuscular hemo-
globin (MCH), and MCH concentration (MCHC),
were obtained by conventional calculation.

Bleeding, coagulation and prothrombin
time were evaluated respectively by Dukes,
Lee-White and Quick methods (13). Fibrino-
gen was calculated by the difference between
plasma and serum proteins (12), using an
Erma-D refractometer. Urinalysis (density, pH,
sediment, and chemical composition) was car-
ried out by conventional laboratory techniques
(10). Sodium and potassium were evaluated
using Biopur reagents, in a Metrolab 305-D
flame photometer. The separation of proteins
(albumin and alpha, beta and gamma globu-
lins, on cellulose acetate) and lipoproteins (al-
pha and beta, on agarose gel) was carried out
by electrophoresis (13). Fractions were quan-
tified in a Citocon CT-440 densitometer.

Serum biochemical parameters were
measured in a Labora Mannheim 4010 UV-vis-
ible spectrophotometer, using Wiener,
Boehringer and GT-Lab reagents, through
regular laboratory methods: total protein (bi-
uret), creatinine (alkaline picrate), urea (ure-
ase), uric acid (uricase), triglycerides (lipase
peroxidase), total cholesterol (cholesterol oxi-
dase), cholesterol linked to high density lipo-
protein, HDL, and low density lipoprotein, LDL,
(separation by precipitation), glucose (Trinder),
chloride (mercuric tiocianate), calcium
(cresolphtaleincomplexone), inorganic phos-

Blood and urine values in Rana

phorous (phosphomolybdate), magnesium
(calmagite), iron (PBTS), and activities of al-
kaline phosphatase (ALP, phenylphosphate),
alanine aminotransferase (ALT, oxoglutarate-
NADH), aspartate aminotransferase (AST, as-
partate-ketoglutarate), gammaglutamyl trans-
ferase (GGT, p-nitroanilide kinetic method),
lactate dehydrogenase (LDH, dinitrophenyl-
hydrazine), butyryl cholinesterase (CHE, ki-
netic with butyril-thiocholine) and creatine
phosphokinase (CPK, creatine-ATP) (13).

Statistical analysis

The normality of the distribution of de-
pendent variables (quantitative continuous)
was assessed using the Wilk-Shapiro test (WS).
Parametric descriptive statistics included mea-
sures of central tendency (arithmetic mean,
X), dispersion (standard deviation, SD) and
ranges. Fiduciary probability was assessed by
confidence intervals (CI+95%). Correlation
coefficients were obtained by the Pearson pro-
cedure. Analysis of variance (ANOVA) was cal-
culated by one way linear model, and mean
comparison was made by Tukey test. For all
inferences a 5% significance was specified,
below which the equality null hypothesis was
rejected. Calculations were all made using the
Statistix software, 1996 version.

RESULTS

Values obtained from hemogram, coagu-
lation tests, and some urinalysis parameters
(Table 1), as well as from serum chemical val-
ues (Table 2), showed an approximately nor-
mal distribution, which allowed the use of
parametric statistics. Confidence intervals
were adjusted around arithmetic means, but
individual ranges were wide. Correlation be-
tween age and weight was significant (r = 0.82,
p = 0.02). Physiological variations due to age,
sex, season, and feeding and housing systems,
were also registered (Table 3).

Chemical tests on urine revealed that
7.6% of the studied amphibians had protein
vestiges (30 mg/dl) and 4% showed bilirubin
traces, which coexisted with small quantities
of ketones. In all cases glucose was negative.
Hemoglobin vestiges were verified in 57.6% of
the samples. Urobilinogen was found in 100%
of the studied amphibian urinary samples,
with concentrations of 0.2 mg/dl (92% of ani-
mals) and 1 mg/dl (8% of animals). Scarce
quantities of erythrocytes (57.6% of cases),
leukocytes (15.3%), germs (53.8%) and granu-
lar cylinders (8%), were verified in the urinary
sediment. No crystals were found in these
amphibians’ urine.
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J. Coppo y col.
Table 1. Values obtained in bullfrog blood and urine (n = 302).

Tabla 1. Valores obtenidos en sangre y orina de rana toro (n = 302).

parameter X+ SD WS CI+95% range
PCV (%) 30.1+5.4 0.936 28.6 -31.6 25-39
RBC, concentration (T/L) 0.42 + 0.07 0.952 0.40 - 0.44 0.31-0.59
RBC, length (um) 242+1.9 0.942 23.7-24.8 20.5-27.7
RBC, breadth (um) 16.2+1.3 0.939 15.8 - 16.6 13.2-19.5
MCV (fL) 709 + 136 0.969 686 - 732 505 - 788
hemoglobin (g/dL) 6.80 + 1.48 0.929 6.41 - 7.20 5.12-11.06
MCH (pg) 157 £ 22 0.966 151 - 164 121 - 197
MCHC (%) 23.3+2.7 0.951 22.6 -24.0 20.2-31.4
WBC (G/L) 20.5+4.6 0.966 18.7 - 22.3 11.6 - 32.7
neutrophils, ratio (%) 60.9+12.4 0.985 58.4 -63.4 40.0 - 86.1
neutrophils, diameter 15.2+2.1 0.945 14.6 - 15.7 11.3-20.5
(um)
lymphocytes, ratio (%) 26.8+4.9 0.982 23.9-29.8 16.3 - 39.8
lymphocytes, diame- 13.6+1.9 0.950 13.2 - 14.1 10.3-19.5
ter(um)
monocytes, ratio (%) 29+1.1 0.942 2.1-3.8 1.0-5.0
monocytes, diameter 15.2+2.1 0.949 14.7 - 15.8 10.2 - 20.5
(um)
eosinophils, ratio (%) 58+1.6 0.935 46-7.0 20-11.9
eosinophils, diameter 16.2+2.5 0.938 15.5-16.9 11.3-21.5
(um)
basophils, ratio (%) 35+1.2 0.929 2.9-4.1 0 - 6.0
basophils, diameter (um) 16.9+2.8 0.931 16.1 - 17.7 11.3-21.5
bleeding time (s) 341 + 67 0.956 289 - 393 240 - 490
coagulation time (s) 574 + 98 0.973 452 - 696 360 - 788
prothrombin time (s) 102 + 19 0.959 76 - 128 70 - 150
fibrinogen (g/dL) 0.79+0.11 0.941 0.59 - 0.99 0.66 - 0.97
urinary density 1.0075+ 0.945 1.0061- 1.0050-
0.0034 1.0089 1.0200
urinary pH 6.68 +0.71 0.939 6.38 - 6.96 5.00 - 8.50

X: arithmetic mean, SD: standard deviation, WS: Wilk-Shapiro distributive normality test (chart coefficient: 0.947, a =
0.05), CI+95%: 95% confidence interval, PCV: packed cell volume, RBC: red blood cells, T/L: Tera/liter, um: microme-
ter, MCV: mean corpuscular volume, fL: femtoliter, MCH: mean corpuscular hemoglobin, pg: picogram, MCHC: mean
corpuscular hemoglobin concentration, WBC: white blood cells, G/L: Giga/liter.

DISCUSSION

After food ingestion, changes in amphib-
ian plasma composition would be registered
(9). Other changes would also occur as conse-
quence of circadian rhythm, caused by corti-
sol fluctuations (10). Both postprandial and
circadian effects were excluded from the
present study design due to previous fast and
basal condition of samples, and also because
blood extraction was carried out in uniform
morning hours. Scarce regulation mechanisms
and higher tolerance to hemodilution and
hemoconcentration, would cause a great os-
cillation of blood values in frogs (6). This fact
could explain the wide extent of ranges ob-
tained in this trial. Correlation between age
and weight was only moderately significant (r
= 0.82, p = 0.02), probably because of the

growth delay which takes place during the
winter (4).

Erythrogram

In the present study, PCV values
(30.1+5.4%) were higher than those reported
on R. catesbeiana: 22+5% (14), but they
matched with the reference interval published
to Rana tigrina: 19.5-31.8% (15). Terrestrial
toads (Bufo sp.) would register PCV values
ranging from 36 to 44% (10). The R. catesbeiana
hematocrit would not be very different from
the values found on fowls: 25-35% (10) and
22-35% (16), but it would be lower than those
reported on domestic mammals: 32-45% (17)
and 37-47% (10).

Erythrocyte concentration would be ex-
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Blood and urine values in Rana

Table 2. Values obtained in bullfrog serum (n = 302).

Tabla 2. Valores obtenidos en suero de rana toro (n = 302).

parameter X+ SD WS CI+95% range
total protein (g/dL) 4.34+0.66 0.987 4.19 - 4.49 3.05-5.65
albumin (g/dL) 1.58 +0.33 0.954 1.49 - 1.67 1.02 - 2.67
alpha-1 globulin (g/dL) 0.22 +0.05 0.939 0.20 - 0.24 0.11 -0.46
alpha-2 globulin (g/dL) 0.51+0.09 0.964 0.48 - 0.54 0.30 - 0.65
beta globulin (g/dL) 0.72+0.16 0.983 0.68 - 0.77 0.31-1.14
gamma globulin (g/dL) 1.35+0.28 0.953 1.28 - 1.42 1.03-1.99
albumin/globulin ratio 0.54+£0.12 0.981 0.50 - 0.58 0.25-0.79
creatinine (mg/L) 4.83+1.22 0.961 4.09 - 5.56 1.07 -12.3
urea (mg/L) 84.2+17.5 0.935 76.1 -92.4 30.1 - 180
uric acid (mg/L) 13.4+2.89 0.964 11.5-154 1.3-30.2
triglycerides (g/L) 0.43+0.10 0.938 0.34 - 0.52 0.02 - 1.26
total cholesterol (g/L) 0.62+0.14 0.927 0.56 - 0.67 0.30-1.18
HDL-C (g/L) 0.04 +0.01 0.923 0.03 - 0.05 0.01-0.10
LDL-C (g/L) 0.39+0.09 0.949 0.34-0.44 0.18 - 0.83
alpha lipoprotein (%) 7.34+1.85 0.921 6.01 - 8.67 2.00-24.6
beta lipoprotein (%) 92.65+4.62 0.930 91.3-93.9 75.4 - 98.0
glucose (g/L) 0.50+0.12 0.982 0.45 - 0.54 0.10 - 0.98
Na (meq/L) 1186+ 11.2 0.943 116 - 121 99 - 144
K (meq/L) 3.62+0.71 0.974 3.42 - 3.81 1.92 - 5.84
Cl (meq/L) 108.6 +6.3 0.921 100 - 116 103-116
Ca (mg/dL) 8.31+1.42 0.973 7.98 -8.61 6.0-11.2
P (mg/dL) 883+1.80 0.985 831-936  4.1-13.7
Mg (mg/dL) 2.41+049 0972 2.26-255  1.33-4.09
Fe (ug/dL) 142.1 £ 29.6 0.969 105 - 178 96 - 184
ALP (IU/L) 157 + 32 0.959 144 - 170 73 - 248
ALT (IU/L) 12.4+2.6 0.941 10.0 - 14.8 7-20
AST (IU/L) 48.1+9.3 0.947 42.8 - 53.4 23 -80
GGT (Iu/L) 92+1.6 0.932 7.8-10.6 5-20
LDH (IU/L) 117 £ 22 0.940 99 - 135 50 - 260
CHE (IU/L) 168 £ 32 0.975 151 - 185 45 - 274
CPK (IU/L) 432 £ 85 0.937 365 - 500 156 - 919

X: arithmetic mean, SD: standard deviation, WS: Wilk-Shapiro distributive normality test (chart coefficient: 0.947, o =
0.05), CI+95%: 95% confidence interval, HDL-C: cholesterol linked to high density lipoprotein, LDL-C: cholesterol
linked to low density lipoprotein, IU/L: International Units by liter, ALP: alkaline phosphatase, ALT: alanine ami-
notransferase, AST: aspartate aminotransferase, GGT: gammaglutamyl transferase, LDH: lactate dehydrogenase, CHE:

butyryl cholinesterase, CPK: creatine phosphokinase.

traordinarily variable in amphibians (6). RBC
values found in these frogs (0.42+0.07 T/L)
were considerably lower than those reported
on fowls: 2.5-3 T/L (10), 3 T/L (17), 2.2-5.1 T/
L (12), and 2.5-3.5 T/L (16), as well as those
published on domestic mammals: 6.7-9.3 T/L
(10), 7-14 T/L (17), 6-13 T/L (12), and 5-18 T/
L (16). Erythrocyte dimensions in this study
(length x breadth = 24.2x16.2 pm) were ap-
proximately similar to those found on R.
catesbeiana: 24x14 pm (18), but they were
smaller than those reported on birds: 12x7 pm
(16,17), and domestic mammals: 3.2-9.6 um
(12), 3.2-7 um (16), and 3.9-7.2 um (17). Our
MCV (709+136 fL) was higher than those pub-
lished on fowls: 105-115 fL (10), 115-125 fL
(17), and 90-140 fL (16), as well as those re-
ported on domestic mammals: 45-65 fL (10),

19-69 fL (17), 19-70 fL (12), and 16-77 fL (16).

Hemoglobin concentration of the stud-
ied frogs (6.80+1.48 g/dL) was higher than the
one found on R. catesbeiana: 4.7+0.9 g/dL (14),
and R. tigrina: 3.87-6.22 g/dL (15). This respi-
ratory pigment would be higher on toads: 10-
13 g/dL (10), and birds: 8-12 g/dL (17), 7-13
g/dL (16), and 7.2-9.6 g/dL (10), as well as on
domestic mammals: 12-16 g/dL (10), 11-14 g/
dL (17), 11-15 g/dL (12), and 8-19 g/dL (16,19).
Since a frog MCV would be higher compared
to the one found on other species, the MCH
index (157+22 pg) was also higher than the
values reported on birds: 29-33 pg (10), 25-27
pg (17), 33-47 pg (16), and mammals: 16-25
pg (10), 13-31 pg (17), 7-23 pg (12), and 5.2-
24.5 pg (16). Our MCHC (23.3+2.7%) was simi-
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Table 3. Physiological variations of some studied parameters (x).
Tabla 3. Variaciones fisioldgicas de algunos parametros estudiados (x).

season sex age handling

parameter cold warm male female young adult captiv. semic.
glucose (g/L) 0.392  0.61P 0,51 0.48 0.662 0.41b 0.53 0.56
urea (mg/L) 90.1a  79.5P 87.1 82.6 65.02 113bp 80.1a 1050
creatinine (mg/L) 4.87 4.79 5.06 4.64 3.12a 7.71p 5.25 5.66
uric acid (mg/L) 14.4 12.6 14.0 13.1 19.62 5.3p 12.7 14.8
Na (meq/L) 117 120 116 121 129 111 128 130
K (meq/L) 3.2a 4.1b 3.6 3.7 2.7a 4.2b 3.8 3.9
Ca (mg/dL) 7.632 9.22p 8.42 8.27 9.702 8.02b 8.73 9.25
P (mg/dL) 7.832 9.65P 8.69 8.94 10.92 5.83b 10.4 9.75
Mg (mg/dL) 1.92a  3.03b 2.54 2.29 2.32 2.70 2.51 2.68
PCV (%) 27.2a 32.9v 30.0 30.3 26.4a 37.2b 33.8 34.5
RBC (T/L) 0.38a  0.46P 0.41 0.43 0.352 0.49>  0.43a  0.45b
MCV (fL) 707 711 698 719 723 745 769 751
hemoglobin (g/dL) 5.92a  7.48b 6.78 6.82 5.902 7.73b 7.32 7.50
MCH (pg) 154 159 155 160 174a 148p 159 162
MCHC (%) 22 23 23 24 23 22 23 22
WBC (G/L) 19.8a 21.3b 21.2 19.4 26.4a 13.1p 20.3 214
neutrophils (%) 60.2 61.5 62.8 60.7 53.72 73.4b 62.4 58.7
lymphocytes (%) 24.7 29.1 25.0 27.2 40.02 20.5b 29.1 28.0
monocytes (%) 2.8 3.1 3.1 2.7 4.2 2.1 2.3 3.5
eosinophils (%) 5.7 6.0 6.5 4.8 6.0 5.3 6.5 6.7
basophils (%) 3.1 3.8 2.6 4.6 3.6 2.9 3.8 3.6
ALP (IU/L) 171a 144b 168 146P 1962 102p 151a 1350
ALT (IU/L) 14.2 11.4 11.3 12.5 12.1 9.3 12.0 10.4
AST (IU/L) 58.6a 39.3b 46.7 48.9 59.2 39.8 47.5a  40.8b
GGT (Iu/L) 8.4 11.1 8.8 10.1 7.4 8.1 9.1 7.4
LDH (IU/L) 138 94b 132 104 138 96 104 95
CHE (IU/L) 1772 156P 173 165 1264 226P 166 182
CPK (IU/L) 447 419 498 405 2807 572b 474 427
triglycerides (g/L) 0.252  0.59p 0.40 0.45 0.622 0.24p 0.51 0.57
tot. cholesterol (g/L) 0.592  0.66P 0.65 0.60 0.762 0.54p 0.65 0.71
HDL-C (g/L) 0.04 0.04 0.05 0.04 0.06 0.03 0.04 0.05
LDL-C (g/L) 0.37 0.42 0.41 0.36 0.54a 0.32b 0.45 0.46
alpha lipoprot. (%) 7.1 7.5 7.2 7.4 9.2a 5.4b 9.6 8.7
beta lipoprot. (%) 92.8 92.5 91.8 94.0 90.82 94.6b 90.3 91.5
total protein (g/dL) 3.93a  4.71b 441 4.32 3.81a 4900 4412 4.84v
albumin (g/dL) 1.30a  1.78b 1.63 1.49 1.382 1.80p 1.52a  1.80p
alpha-1 glob. (g/dL) 0.21 0.24 0.19 0.23 0.15 0.14 0.24 0.25
alpha-2 glob. (g/dL) 0.49 0.52 0.52 0.48 0.45 0.57 0.52 0.57
beta globulin (g/dL) 0.69 0.75 0.69 0.74 0.652 0.89p 0.73 0.79
gamma glob. (g/dL) 1.32a  1.75b 1.39 1.33 1.17a 1.52p 1.40 1.43
albumin/glob. ratio  0.52 0.55 0.56 0.54 0.57 0.58 0.53 0.59

X: arithmetic mean, captiv.:

captivity, semic.: lagoon, PCV: packed cell volume, RBC: red blood cells, MCV: mean

corpuscular volume, MCH: mean corpuscular hemoglobin, MCHC: mean corpuscular hemoglobin concentration, WBC:
white blood cells, ALP: alkaline phosphatase, ALT: alanine aminotransferase, AST: aspartate aminotransferase, GGT:
gammaglutamyl transferase, LDH: lactate dehydrogenase, CHE: butyryl cholinesterase, CPK: creatine phosphokinase,
tot.: total, lipoprot.: lipoprotein, glob.: globulin. In each line, different letters indicate significant differences (p < 0.05).

lar to those published on fowls: 21-23% (17)
but lower than those found on domestic mam-
mals: 32-37% (10), 27-39% (17), 31-35% (12),
and 30-37% (16).

Nutritional anemias would be common
in amphibian. Coccidia, as Babesiosoma
stableri, would be located inside erythrocytes;
Lankesterella minima would also parasite tad-

poles and adult frog RBC (11). Hematocrit
would decrease in anemias, and it would in-
crease in dehydration and postprandial stage
(10). The latter would be due to spleen RBC
release (9). Hematocrit and hemoglobin would
diminish as a consequence of alimentary defi-
ciencies and prolonged fast (15). Erythrocytes
indicators in the nutritional state panel show
a decrease owing to insufficient protein, vita-
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mins B ,, E, niacin and folic acid intake (17).
Appropriate erythropoiesis would require a
continuous and balanced affluence of miner-
als such as Fe, Cu, Co and Se; nutritional lacks
would also cause hematocrit and hemoglobin
decrease (16).

Leukogram

The WBC concentration found on R.
catesbeiana by others: 5.2+2.9 G/1 (14) was
lower than the one obtained in the present
trial (20.5+4.6 G/L), presumably because of a
depression caused by the anesthetic used in
sample taking. The WBC average found on
these frogs coincides with the reference inter-
vals reported on birds: 13-22 G/L (10) and 18-
30 G/L (17), but it is higher than those pub-
lished on domestic mammals: 6-12 G/L (10),
5-20 G/L (17), and 7.6-16 G/L (12).

Neutrophils ratio (60.9+12.4%) was
higher than those reported on avian
heterophils: 23-28% (10) and 27% (17), as well
as those reported on ruminant neutrophils:
33-39% (10), 25-30% (17), and 10-50%
(12,16). However, this ratio was similar to those
published on carnivorous and monogastric
herbivores: 58-64% (10), 60-75% (12,17), and
60-77% (16).

The percentage of lymphocytes
(26.8+4.9%) was lower than those obtained on
birds: 58-65% (10) and 59% (17), but it was
similar to those published on carnivorous: 25-
37% (10), 20-25% (17), and 12-30% (12,16).
On the other hand, our ratio was lower than
those found on ruminant: 55-61% (10), 55-
65% (17), 48-75% (12), and 50-70% (16).

The monocyte proportion found in bull-
frog (2.9+1.1%) matched with the reference
interval admitted for the majority of domestic
mammals and birds: 2-8% (17), 1-10% (12),
0-10% (16), and 2-6% (10). The quantity of
eosinophils (5.8+1.6% on R. catesbeiana), was
also similar to the one reported on domestic
mammals: 1-6% (10), 2-12% (17), 1-15% (12),
and 0-20% (16), but it was higher than the
one obtained on birds: 2% (17) and 2-3% (10).
Frogs would have basophils (3.5+1.2%) in a
slightly higher proportion than those reported
on domestic mammals and birds, whose val-
ues are 0-1% and 1-2% respectively (10,17).

The mean diameter of neutrophils on the
frogs of the present study (15.2 um) was lower
than the one reported on R. catesbeiana: 25
um (18), but it was higher than those published
for domestic mammals: 10-12 um, and birds
(heterophils): 9.6 pm (17). The bullfrog lym-

Blood and urine values in Rana

phocyte size (13.6 pm) was similar to those
found on the same frog species by other au-
thors, from 8 to 18 um (18), but it was lower
than those published on birds: 18.2 pm, and
mammals: 19-25 um (17). The bullfrog mono-
cyte diameter (15.2 um) was slightly bigger
than those reported on hens: 12.5 pm, and
mammals: 12-14 um (17). On R. catesbeiana
eosinophils, other authors (18) report a diam-
eter (24 um) that is higher than the value found
in this study (16.2 um). Eosinophils would
measure 9.7 um on birds and 10-14 pm on
domestic mammals (17). Basophils diameter
found in bullfrog (16.9 um) would be slightly
higher than those published for birds: 10.3 pum,
and mammals: 7-15 um (17).

Leukogram is useful to evaluate infec-
tion, inflammation, stress, neoplasias and
other dysfunctions (10). Amphibian leukocytes
may possess properties different to those of
mammals, because temperature would greatly
affect the cellular inflammatory response (20).
In R catesbeiana tadpoles, lymphocytes and
monocytes, but not granulocytes, would par-
ticipate in the inflammatory focus development
(21).

Coagulogram

No previous values reported for hemo-
static tests on R. catesbeiana were found. The
obtained bleeding time (341 s = 5.7 min) was
similar to those published on human beings
and domestic mammals: 2-5 min (10,12,17).
The whole blood clotting time (574 s = 9.6 min)
was neither different to those reported on
mammals: 4-15 min (12) and 1-11 min (17), as
well as on human beings: 6-9 min (10), al-
though it would be shorter on birds, from 0.5
to 2 min (17).

Bullfrog prothrombin time (102 s) was
markedly longer than those admitted as nor-
mal in human beings: 11-15 s (10), carnivo-
rous: 12-15 s (19) and 6-7 s (16), ruminants:
20-30 s (19), and mammals in general: 12 s
(10) and 10-28 s (17). Concentration of fibrino-
gen found in this trial (0.79+0.11 g/dL) was
close to normal values reported on cows: 0.60-
0.70 g/dL (10,16,17), but it was slightly higher
than those published on fowls: 0.1-0.4 g/dL
(16) and monogastric mammals: 0.1-0.5 g/dL
(19) and 0.22 to 0.39 g/dL (10).

The fundamental triad of hemostasis ex-
ploratory tests in human beings and domestic
animals is constituted by bleeding, coagula-
tion and prothrombin times, which evaluate
platelet function, intrinsic pathway, and ex-
trinsic pathway respectively (10,12). In coagu-
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lative anomalies is also important to determine
the plasma fibrinogen concentration, to dis-
card eventual hypo-, dis-, and a-fibrinoge-
nemias provoked by hemorrhagic diathesis,
hepatopathies, and malnutrition (13,19). Am-
phibian thrombocytes would provide the nec-
essary factors to form thromboplastin, which
would transform fibrinogen into fibrin (7).

The knowledge of coagulogram values
from R. catesbeiana could contribute to clarify
coagulopathies caused by inadequate diet,
intestinal malabsorption, intoxications or
metabolic disturbances (stress, cholestasis,
fatty liver, myelodystrophies). Hypovitamino-
sis K causes cutaneous hemorrhages as pro-
thrombin time increases. Perhaps the most
important bullfrog coagulopathy is the red-leg
syndrome; it is a septicemia that causes skin
and skeletal muscle hemorrhages, cutaneous
ulcers, inflammation and necrosis of liver,
spleen, and other celomic organs, emaciation,
and death. Diverse intoxications and hepato-
pathies can lead to a deficit of fibrinogen and/
or other clotting factors (4,11).

Urinalysis

Urinary density obtained on bullfrog
(1.0075+0.0034) was lower than those reported
on mammals, from 1.015-1.045 (12) and 1.010-
1.050 (19), as well as on birds, from 1.009 to
1.033 (12). The extremely low density obtained
confirms that the urine of this frog is signifi-
cantly hyposmotic. While the internal environ-
ment of mammals (endothermals) has an os-
molarity equivalent to 0.8-0.9% saline solu-
tions, in amphibians (ectothermals) it coin-
cides with 0.6-0.7% saline solutions (10).

Water volumes equivalent to 30-50% of
body weight can be stored in terrestrial am-
phibian urinary bladder, which is capable of
absorbing water and salt against gradient, and
cause urine hyposmolarity. Recent studies
demonstrate that urinary vesical wall has the
ability to regulate its water permeability. Pro-
tection against water loss is mainly based on
the oliguria: urine will concentrate until it is
isosmotic in relation to plasma. No amphibian
can produce wurine which could be
hyperosmotic in relation to blood (22). Urine
concentration mechanisms based on solutes
resorption (until they are hypertonic to
plasma), are characteristic of mammals, not
amphibian (10).

Urinary pH registered in the present
study was almost neuter (6.68+0.71). It is acid
(up to 5) on carnivores, and alkaline on herbi-
vores, up to 8.4 (12,19). Urinary pH would be

from 5-8 on birds, diminishing up to 4.7 in
aquatic species when they are submerged (12).
Glucose tubular resorption would be total in
this species, because its presence in urine was
not verified in any of the cases; glucosuria is
abnormal in all domestic animals (12,17). Uro-
bilinogen found in the urine of the studied
frogs would be normal, because it is the he-
moglobin metabolism terminal product; it is
habitually present in urine of both carnivo-
rous and herbivores species (10).

On birds’ urine, but not in those of mam-
mals, it would be normal to discover vestiges
of blood, bilirubin, protein and ketones (12),
as it found in these frogs. Germs and cylin-
ders presence is abnormal on mammals’ urine,
but the existence of epithelial (genital and
urinary) cells is usual, as well as some leuko-
cytes, such as those found in frogs. The pres-
ence of abundant phosphate, carbonate and
urate crystals reported respectively in carni-
vores, herbivores and birds (12), contrasts with
the absence of crystals in the urine of these
frogs. Physicochemical characteristics verified
on R. catesbeiana urine (low density, pH nearly
neutral, absence of crystals) are in correspon-
dence with those from species whose habitat
facilitates the residues excretion without ne-
cessity of preserving great water quantities

(10).

Proteinogram

Total protein frog values (4.34+0.66 g/
dL) were quite different to the habitual values
on mammals: 6.5-7.5 g/dL (17), 5.8-7.8 g/dL
(12), 5.2-8.9 g/dL (19), 6-8.5 g/dL (16), and 6-
8 g/dL (10). On the other hand, they were simi-
lar to those reported on terrestrial amphib-
ians as Bufo sp.: 3.6-6 g/dL (10) and birds: 2-
5.5 g/dL (12), 4-5.5 g/dL (16), and 3.8-4.5 g/
dL (10). In the present study, bullfrog plasma
albumin (1.58+0.33 g/dL) was similar to those
published on toads: 1-1.9 g/dL, and birds: 1.6-
2 g/dL (10), but it was lower than those re-
ported on mammals: 3-3.9 g/dL (10), 2.8-3.2
g/dL (17), and 2.6-4 g/dL (12).

Alpha-1 globulin mean value (0.22+0.05
g/dL in these frogs) was similar to those found
on toads: 0.3-0.4 g/dL, fowls: 0.1-0.2 g/dL,
and domestic mammals: 0.2-0.4 g/dL (10). On
mammals, unified values for alpha-1 and al-
pha-2 globulins would be 0.9-1.3 g/dL (17) and
0.42-0.63 g/dL (12). On the studied frogs, the
value of alpha-2 globulin (0.51+0.09 g/dL) did
not differ much from those published on toads:
0.4-0.5 g/dL, fowls: 0.3-0.4 g/dL, and mam-
mals: 0.3-0.7 g/dL (10). Bullfrog beta globulin
(0.72+0.16 g/dL) was smaller than those re-
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ported on toads: 0.9-1.3 g/dL (10) and mam-
mals: 0.8-1.1 g/dL (19) and 0.9-1.8 g/dL (10),
but it was higher than those found on fowls:
0.5-0.7 g/dL (10).

In the present study, frogs gamma globu-
lin values (1.35+0.28 g/dL) resulted similar to
those found on toads: 1.2-1.8 g/dL, and fowls:
0.7-1.4 g/dL (10), but they were lower than
those reported on mammals: 1.4-2.2 g/dL (17),
and 0.9-2.7 g/dL (10). On these frogs, albu-
min / globulin ratio (0.54+0.12) was similar to
that published on toads: 0.3-0.5 (10) and ru-
minants: 0.42-0.76 (19), but it was lower than
those reported on fowls: 0.8-1.1 and carnivo-
rous: 1.4 (10), as well as those published on
horses: 0.62-1.46 (19).

On mammals, all albumins and half of
globulins that circulate in blood, are synthe-
sized in the liver; on amphibians, this func-
tion would be carried out by the hepatopan-
creas (6). Plasma proteins intervene in acid-
base balance, immunity, coagulation, colloid-
osmotic pressure, and blood viscosity; they
also transport hormones, vitamins, lipids, bi-
lirubin, calcium, zinc, iron and copper (17,19).
Albumins are excellent indicators of protein
biosynthesis; they also operate as nutritional
reserve of amino acids, which would be ha-
bitually exchanged between plasma and tis-
sues, mainly in skeletal muscles (10).
Proteinogram is of clinical interest because it
facilitates the diagnosis towards alterations
such as alimentary lacks, malabsorption,
hepatopathies, inflammations, and renal, co-
agulative, and immunologic dysfunctions
(10,12,13).

Non proteic nitrogen (NPN)

Creatinine is the muscular creatine
phosphate metabolic residue. Its value on the
studied amphibians (4.83+1.22 mg/L) was
similar to those found on toads: 3-6 mg/L (10),
but it was lower than those published on birds:
5-15 mg/L (12), and mammals: 5-27 mg/L (19),
10-20 mg/L (12), and 9-19 mg/L (10).

Urea, the final product of protein metabo-
lism, had a plasma value of 84 mg/L (0.08 g/
L) on the trial frogs. This concentration was
lower than those reported on mammals: 0.10-
0.30 g/L (19), 0.20-0.44 g/L (10), 0.28-0.34
g/L (17), and 0.35-0.45 g/L (12). Uric acid
(10,17) is the excretion residue of nucleic ac-
ids (mammals), and proteins (birds). Its value
on bullfrog (13.4+2.89 mg/L) was similar to
those found on toads: 9-16 mg/L (10) and do-
mestic mammals: 0-20 mg/L (19), and 5-13
mg/L (10), but it was lower than those reported
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on fowls: 49-67 mg/L (10) and other birds: 25-
140 mg/L (12).

These results confirm that R. catesbeiana
is an ureotelic rather than uricotelic amphib-
ian. Contrary to their uricotelic relatives (rep-
tiles and birds), mature amphibian, as well as
mammals, would excrete NPN in the form of
urea, although in tadpole stage they would
excrete ammonia (7). Exceptionally, some frogs
(Phyllomedusa sauvagii and Chiromantis
xerampelina) would excrete NPN in urate form,
and some toads (Xenopus laevis) would be
ureotelic during their permanency on earth,
but they would become ammoniotelic when
they are in water (6).

In spite of their ureotelic pattern, am-
phibians would retain urea to regulate their
osmotic pressure. Environment salinity in-
crease would cause urea retention because it
increases the urea hepatic synthesis and de-
creases the urea renal excretion. This fact
could be proved in Rana cancrivora specimens
exposed to fresh water versus sea water. They
registered differences in plasma osmolarity
(290 versus 830 mOsm/1), urea (40 versus 350
mMol/1), sodium (125 versus 250 mEq/l) and
urine flow (100 versus 1%) respectively (6).
This clearly indicates that frogs utilize urea to
maintain their hyperosmolarity with the envi-
ronment (22).

NPN earns importance in diagnosis of
renal failure, metabolic alterations and nutri-
tional disturbances (10,13). In hatcheries, sev-
eral infections, intoxications, and parasitosis
(myxosporea) affect frogs kidneys; in the same
sense, certain metabolic illnesses cause renal
obstruction with NPN retention (4).

Lipidogram

Triglycerides level on the frogs of the
present trial (0.43+0.10 g/L) was similar to
those found on toads (0.31-0.73 g/L), and it
was not so different from those reported on
mammals: 0.26-0.95 g/L (10). On birds,
triglyceridemia would be higher, reaching 2.2
g/L (17). Bullfrog total cholesterol (0.62+0.14
g/L) was higher than the one found on pigs:
0.36-0.54 g/L (19), but it was lower than those
published on toads: 0.91-1.83 g/L (10), herbi-
vore mammals: 0.77-1.73 g/L (17), carnivo-
rous: 1.35-2.70 g/L (19), and birds: 1-2 g/L
(12), 1 g/L (17), and 0.90-1.30 g/L (10).

The HDL-C value found on these frogs
(0.04+0.01 g/L) was lower than those pub-
lished (10) on human beings (0.4-0.6 g/L),
horses (0.5-0.7 g/L) and dogs (0.8-1.2 g/L).
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Frogs LDL-C concentration (0.39+0.09 g/L) was
not quite different from those reported on dogs
(0.2-0.6 g/L) and horses (0.2-0.4 g/L), but it
was lower than those published on human
beings: 0.9-1.6 g/L (10). In this study, alpha
lipoprotein proportion (7.34%) was markedly
lower than those published on fowls (67-75%),
dogs (84-90%), cows (87-90%) and human
beings (32-44%), and beta lipoprotein ratio
(92.65%) was significantly higher than those
found on dogs (10-16%), ruminants (10-13%),
fowls (16-22%, with 8-12% of pre-beta lipo-
protein) and human beings (42-55%, with 8-
16% of pre-beta lipoprotein) (10).

Lipoprotein metabolism would reveal
similar characteristics among different animal
species, but it would not be exactly the same
in all of them. Canine, feline, equine, rumi-
nant and some rodents would have «<HDL pat-
tern», characterized by plasma alpha lipopro-
tein predominance. When these animals are
fed on fatty diets, cholesterol is linked by HDL
rather than LDL, avoiding noxious effects due
to protective action attributable to HDL. Hu-
man beings, pigs, rabbits, marmots, and sev-
eral monkey species, would respond to the
«LDL pattern», because when they consume
fat, they increase their beta lipoprotein and
they are exposed to a major atherogenic risk
(10,23). Bearing in mind that C-LDL level was
higher than C-HDL level, and that alpha lipo-
protein ratio was lower than beta lipoprotein
ratio, frogs would join in the «LDL pattern»
rather than the «<HDL pattern». Similarly, other
researchers found ratios of LDL higher than
HDL in Rana catesbeiana plasma, although
they also found vestiges of low density lipo-
protein (VLDL), which was not detected in the
present study (24).

Lipidogram values may vary due to age,
heredity, food type, and diverse illnesses, such
as hepatic and renal failure, malabsorption,
stress, hypothyroidism, and infections. Cho-
lesterol would rise in the initial phase of star-
vation (due to high fat mobilization), but in
case of prolonged fast its plasma concentra-
tion tends to decrease (10,12,13,19).

Glucose

Glucose concentration on the studied
frogs (0.50+0.12 g/1) was similar to the one
reported on toads: 0.55-0.61 g/L (10) and ru-
minants: 0.45-0.70 g/L (12), but it was lower
than those published on birds: 2.2-2.9 g/L
(10), 1.3-2.6 g/L (17), and 1.9-4.5 g/L (12).
Glucemia would also be higher in monogas-
tric mammals: 0.83-0.91 g/L (10), 0.65-1.50
g/L (19), and 0.6-1.2 g/L (12).

In amphibians, glucemia would decrease
during the stage previous to winter lethargy,
with an increase of hepatic glycogen;
hypoglucemia would cause hypothermia. In-
sulin would decrease glucemia and tempera-
ture in R. catesbeiana; on the contrary, high
temperature would increase the O, consump-
tion and it would cause hyperglucemia (25).
Plasma glucose would be regulated through
insulin, glucagon, adrenaline, cortisol, and
thyroid hormones (6,7,22). Physiologically,
glucemia might vary by effects of age and
physical exercise; pathologically it would al-
ter in malnutrition, stress, and endocrine and
hepatic failures (10,12,19).

Ionogram

Sodium level in the studied frogs
(118.6+11.2 meq/L) was similar to the levels
reported on R. catesbeiana: 108+5 meq/L (14),
and other frogs of fresh water: 109 meq/L (22)
and 92-125 meq/L (7). Natremia would be
slightly higher on toads: 128-139 meq/L (10),
birds: 131-157 meq/L (12) and 130-146 meq/
L (10), and domestic mammals: 132-156 meq/
L (19), 110-155 meq/L (12), and 132-146 meq/
L (10).

Plasma potassium concentration would
be 2.4-6.7 meq/L (12,19) and 3.3-5.1 meq/L
(10) on mammals; 2.5-4.5 meq/L (12) and 5.1-
6.4 meq/L (10) on birds; 3.7-6.2 meq/L on
toads (10), and 2.6 meq/L (22), 3 meq/L (7)
and 2.7+0.71 meq/L (14) on frogs. The kalemia
reported on amphibians was approximately
similar to that found in this trial on R.
catesbeiana (3.62+0.71 meq/L).

Chloride value in the studied frogs
(108.6+6.3 meq/L) was slightly higher than
those reported on frogs: 70-98 meq/L (7) and
77+6 meq/L (14), and toads: 85-96 meq/L (10).
However, it was similar to the values published
on mammals: 94-123 meq/L (19), 88-118 meq/
L (12), and 93-112 meq/L (10).

There were no great differences regis-
tered between calcium concentration on stud-
ied frogs (8.31+£1.42 mg/dL) and plasma cal-
cium levels reported on the same species:
8.05+0.88 mg/dL (14), other frogs: 8.4 mg/dL
(22), and 9.2 mg/dL (7), toads and fowls: 7.8-
9.6 mg/dL and 9.3-10 mg/dL respectively (10),
and mammals: 8-12 mg/dL (12), 6.2-13.6 mg/
dL (19), and 8.4-11.5 mg/dL (10).

The value of inorganic phosphorous ob-
tained in the present study (8.83+1.8 mg/dL)
was higher than the one reported (14) on R.
catesbeiana (3.3+0.7 mg/dL). Nevertheless, it
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was similar to those obtained on toads and
birds: 6.3-8.2 mg/dL and 6.2-8.7 mg/dL re-
spectively (10). Amphibians phosphatemia
would be higher to those published on mam-
mals: 3-6 mg/dL (17), 3-8 mg/dL (12), 2.6-6.9
mg/dL (19), and 3-5.2 mg/dL (10).

In these frogs, plasma magnesium value
(2.41+0.49 mg/dL) was similar to those found
on bullfrog: 2.05+0.35 mg/dL (14), other fresh
water frogs: 3.1 mg/dL (22), and 3.9 mg/dL
(7), toads and birds: 2.3-4.2 mg/dL and 2-3
mg/dL respectively (10), as well as domestic
mammals: 2.5-3 mg/dL (17), 1.8-3.7 mg/dL
(19), 1.8-4 mg/dL (12), and 1-3 mg/dL (10).
The iron level on the studied frogs (142.1+29.6
ng/dL) coincided with the reference interval
reported on toads: 83-145 pg/dL (10), and do-
mestic mammals: 100-180 pg/dL (17), 57-222
ug/dL (19), 86-193 png/dL (16), and 93-165 ng/
dL (10).

In frogs, electrolytes and water enter the
organism through skin and digestive tract,
being eliminated by skin, urine and feces;
amphibians skin could check the osmolarity
of the surrounding liquid (22). Fresh water
frogs are hyperosmotic in its environment, that
is the reason why they tend to incorporate
water by the skin and decrease their corporal
saline concentration (6). In these animals, high
internal osmolarity (210-290 mOsm/L) and low
external osmolarity (50 mOsm/L), could cause
overhydration (the entry of water by osmotic
gradient) and loss of electrolytes (diffusion by
concentration gradient). Homeostasis is
achieved with abundant hypotonic urine and
an increase in electrolytes tubular resorption
and salt cutaneous absorption (7).

Diverse illnesses can alter electrolytic
homeostasis when disturbing the feedback of
internal environment regulatory hormones (al-
dosterone, parathormone, calcitonin, vaso-
pressin, thyroid, natriuretic factor), thus caus-
ing metabolic disturbances (10,12,13,19). Min-
eral nutritional deficiencies are frequent in frog
hatcheries, especially related to calcium lack,
which provokes osseous malformations (4).

Enzymogram

On frogs of the present study, ALP mean
activity (157 IU/L) was considerably lower than
that reported on birds: 2100-3200 IU/L (10),
but it was similar to those published on pigs
and dogs: 118-395 and 20-156 IU/L respec-
tively (19), as well as to those found on hu-
man beings and domestic mammals: 95-185
and 90-230 IU/L respectively (10). Nonethe-
less, frog ALT (12.4 TU/L) was alike those from
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remaining compared species, such as human
beings: 3-14 IU/L (10) and domestic mammals:
8-27 TU/L (17), 3-102 IU/L (19), and 6-13 IU/
L (10).

AST activity (48.1 IU/L in studied frogs)
was similar to that published on ruminants:
36-45 TU/L (10), although it was considerably
lower than those reported on fowls: 270 IU/L
(17) and 100-350 IU/L (12), and horses: 165
IU/L (17) and 152-225 IU/L (10). Human be-
ings and canines would register lower AST
activities: 4-19 IU/L and 8-15 IU/L respec-
tively (10).

GGT enzymatic concentration on these
frogs (9.2 TU/L) was not different from those
reported on human beings: 9-36 IU/L (10) and
domestic mammals: 1.2-13.4 IU/L (19) and 5-
21 IU/L (10). Frog LDH (117 IU/L) was lower
than those published on cows: 692-1445 TU/
L (19), but it matched with the reference in-
terval on birds: 75-650 IU/L (12), canines: 45-
233 IU/L (19), domestic mammals and human
beings: 72-153 and 62-148 IU/L respectively
(10). In 11 anesthetized R catesbeiana speci-
mens, values of LDH lower than those obtained
in this study (33+20 IU/L), were reported (14).
The effect of anesthesia or the employment of
another technique for the enzymatic assay
could be the cause of such difference.

Frog CHE activity (168 IU/L) was mark-
edly lower than in human beings: 3400-6800
IU/L (10). Higher values of this enzyme were
also reported on horses (2000-3100 IU/L), and
pigs (400 IU/L), although on goats and cows
(110 and 70 IU/L respectively) they were lower
(19). At the same time, frog CPK (432 IU/L)
was higher than those published on remain-
ing compared species, such as birds: 100-200
IU/L, and domestic mammals: 2-28 IU/L (19)
and 39-85 IU/L (10).

Chronic hepatic disorders result in in-
creased plasma ALP in most animals. During
normal bone growth in young animals, a large
amount of ALP is in plasma; osteopathies also
results in increased plasma ALP. Recently,
GGT has been found to be liver specific and is
used as an indicator of hepatobiliary disease.
Increased plasma AST is associated with cell
necrosis of the liver and skeletal or cardiac
muscle, starvation and lack of vitamin E. ALT
is well established as a marker of acute he-
patic damage. Injury to skeletal and cardiac
muscle results in considerable increase in
plasma CPK. Brain also contains great
amounts of the latter. LDH is released after
cellular damage to the liver, lung, muscle,
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heart and kidney tissue. CHE is originated in
liver, pancreas, intestinal mucosa and brain;
decrease in CHE has been reported in liver
failure, muscular dystrophy, chronic renal dis-
ease and organophosphate insecticide intoxi-
cation (10,12,13,19).

Physiological variations registered in
present study would be attributable to com-
bined actions of ontogeny (growing) (10), cli-
mate (winter lethargy) (8), hormonal effects
(16), and handling (housing and feeding) sys-
tems (9).

The obtained data could be useful to
optimize the diagnosis of sanitary, metabolic
and nutritional dysfunctions in R. catesbeiana.
It could also cooperate with the search of real
nutritional requirement of this amphibian in
captivity. Such knowledge may lead to an im-
provement in frog meat production, thus a
promising future. Frog meat world consump-
tion ranges between 30,000 and 50,000 tn/
year, with an existing market for skin (leather
crafts), intestine (esthetic surgery thread), liver
(foie gras elaboration), and fat for cosmetic use
(1,3,4).

In conclusion, some hematic and urinary
physiological values from R. catesbeiana, were
similar to those reported on other frogs (PCV,
Na, K, Ca, Mg), and toads (total protein, albu-
min, alpha-1, alpha-2 and beta globulins, uric
acid, triglycerides, glucose, P, Fe). In spite of
the close phylogenic relationship between
amphibians and birds, some parameters were
quite different (RBC, hemoglobin, MCV, lym-
phocytes, creatinine, glucose, ALP, urinary
density and sediment). Several frog blood val-
ues were similar to those found in human be-
ings (ALT, GGT, bleeding and coagulation
time), and both domestic monogastric (neu-
trophils, lymphocytes, LDL-C, Cl, LDH) and
polygastric mammals (fibrinogen, AST).
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APLICACIONES DE LA MICROSCOPIA ELECTRONICA DE
TRANSMISION EN EL DIAGNOSTICO MICROBIOLOGICO

SB Jurado, MA Petruccelli
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Universidad Nacional de La Plata

Resumen: La microscopia electrénica de transmision (MET) puede ser usada para el
diagndstico de enfermedades de origen microbiana, aunque su principal aplicacion es
en investigacion. La MET provee detalles ultraestructurales, los cuales son titiles para
Ia identificacion de virus, bacterias, pardsitos y hongos. El mayor aporte de la MET es
en el diagndstico rdpido de enfermedades viricas. Mediante este instrumento, se pue-
den examinar diferentes tipos de muestras clinicas: sangre, heces, orina, biopsias, flui-
dos corporales, etc. En este trabajo se describen los métodos utilizados para la recolec-
cion, preparacion y observacion de las diferentes muestras y la aplicacion de técnicas
de inmunomicroscopia electronica. Si bien la MET es un método muy titil en el diagnos-
tico rdapido y la investigacién de casos nuevos de origen infeccioso, la explotacion com-
pleta de su potencial requiere de una aplicacion temprana y coordinada con otros proce-
dimientos de diagnostico. En conclusion, la MET es una herramienta valiosa de diag-
nostico microbiolégico tanto en medicina humana como en veterinaria y su alcance se
puede incrementar con la aplicacion de métodos inmunolégicos.

Palabras clave: MET- diagnéstico microbiolégico- muestras clinicas.

TRANSMISSION ELECTRON MICROSCOPY APPLICATIONS
FOR MICROBIOLOGICAL DIAGNOSIS

Abstract: Transmission electron microscopy (TEM) can be an important instrument in
microbiology as well as in diagnosis and research. The TEM provides ultrastructural
details witch are useful for the parasitological, bacteriological and mycological agents
identification, but it is particularity valuable in the rapid diagnosis in viral illness. It can
be applied to many body samples: blood, fecal samples, urinal, fluids, etc. Details for
sample collection, preparation and examination are given. TEM can be a useful method
for rapid diagnosis and investigation of new and unusual cases of infectious origin.
However, full exploitation of it potential requires early and coordinated application of
TEM with other diagnostic procedures. In conclusion, TEM is a valuable stool in the
microbiologic diagnosis as well as in human medicine and veterinary and it can be to
enhance with the application of immunologic techniqgues.

Key Words: TEM- microbiological diagnosis- clinical samples.
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INTRODUCCION

La microscopia electrénica de transmi-
sion (MET) es una herramienta de gran utili-
dad en microbiologia, tanto para fines de diag-
néstico como en la investigacion de las rela-
ciones entre los agentes patégenos y el hués-
ped. La MET es particularmente valiosa en el
diagnostico rapido de enfermedades viricas y
a menudo proporciona la respuesta mucho
antes que los métodos de cultivo tradiciona-
les.

La MET tiene menor importancia en el
diagndstico tisular de infecciones parasitarias,
bacterianas y fungicas, ya que estos microor-
ganismos son suficientemente grandes como
para ser detectados con microscopia optica.
Sin embargo, el aporte de la MET al diagndsti-
co microbiolégico abarca también el de estos
microorganismos, ya que sus caracteristicas
ultraestructurales son las que permiten, al-
gunas veces, clasificarlos especificamente. En
parasitologia, un ejemplo de esto lo constitu-
ye la identificacion de ciertos protozoarios. Al-
gunas especies de Tetratrichomonas halladas
en el tracto urogenital de toros (1), son morfo-
logicamente similares a Trichomonas foetus y
por lo tanto dificiles de distinguir en el mi-
croscopio de campo oscuro (2), confundiendo
el diagnédstico y dando resultados falsos posi-
tivos. Mediante la MET se pudo diferenciar con
éxito estas especies de protozoarios (1). Si bien
la reaccién en cadena de la polimerasa tam-
bién es una prueba determinante en estos
casos, a veces las contaminaciones cruzadas
y el costo de los reactivos la hacen poco facti-
ble. Esto sugiere que la MET es una herra-
mienta de diagnéstico apropiada en este cam-
po y necesaria en muchos casos.

En bacteriologia, también la MET resul-
ta ser un instrumento valioso, fundamental-
mente en lo que concierne a la determinacion
de los procesos por los cuales una bacteria
entra a la célula y de su subsecuente destino
intracelular (3). La caracterizacion estructu-
ral de las bacterias, ademas, puede combinar-
se con inmunocitoquimica (15). Esto se reali-
za sobre cortes ultrafinos marcando las bac-
terias con anticuerpos especificos y revelando
la reacciéon antigeno-anticuerpo con proteina
A conjugada con particulas de oro coloidal. De
esta manera, mediante la MET el resultado es
preciso, directo y cuantificable.

Sin lugar a dudas, fue en virologia don-
de la MET hizo el mayor de sus aportes. Los
virus pueden ser observados en el microsco-
pio electronico con alta resolucién de detalles
usando un método simple y rapido como la
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tincion negativa con acido fosfotungstico (4).
Esta técnica permite realizar una identifica-
cion morfolégica rapida y un diagnéstico dife-
rencial de los distintos virus contenidos en la
muestra (5).

Las técnicas de MET son de gran utili-
dad en el diagnoéstico de las gastroenteritis
viricas. El procesamiento de las muestras no
es complejo ni laborioso y en pocos minutos
se puede realizar una tincién negativa. La gran
ventaja de la MET respecto de otras técnicas
diagndsticas es que permite encontrar cual-
quier virus, sin que el proceso limite la identi-
dad del agente detectado, como sucede con
las técnicas inmunolégicas o moleculares (6).
Aunque los virus no pueden ser identificados
unicamente por su apariencia ultraestructu-
ral, si puede establecerse facilmente el grupo
al que pertenecen.

Se puede examinar un rango muy am-
plio de muestras clinicas: fluidos corporales,
sangre, heces, orina, biopsias, agua, etc. Las
inclusiones viricas o algunos virus en parti-
cular pueden ser identificados facilmente en
tejidos que ya estén fijados en formol e inclui-
dos en parafina. Este material puede ser
reprocesado e incluido en resinas y aun cuan-
do la ultraestructura de la célula huésped esté
virtualmente destruida, los virus pueden ser
identificados (8).

El objetivo de este trabajo es difundir las
aplicaciones de la MET en el diagnéstico mi-
crobiolégico y los métodos para la recoleccion,
preparacion y examinacion de los diferentes
tipos de muestras.

METODOS DE MET APLICADOS EN
MICROBIOLOGIA

Los estudios ultraestructurales de los
microorganismos, tanto para diagnéstico como
para investigacion, se abordan utilizando dos
de los métodos de procesamiento general para
la MET:

a) la tincion negativa: para la identifica-
cion de virus y de diferentes constituyentes
bacterianos (como pilis y flagelos).

b) el procesamiento para la obtencion de
cortes ultrafinos, (la localizacion intracelular
de un agente virico, como los detalles ultraes-
tructurales de cualquier otro patégeno, pue-
de aportar informacién relevante para su ca-
racterizacion definitiva).

La tincién negativa es una técnica sen-
cilla y econémica y su uso se ha generalizado
como técnica fundamental para contrastar
muestras particuladas (7). El contraste se ob-

ISSN 1514259-0 VE

ANALECTA VETERINARIA 2005; 25 (1): 18-24 19



SB Jurado y MA Petruccelli

tiene embebiendo la particula a observar en
una sal de un metal pesado (acido fosfotiings-
tico al 2%, acetato de uranilo al 4%), que per-
fila minimos detalles ultraestructurales sobre
un fondo oscuro; de ahi su denominacién como
técnica de “contraste negativo”, o de tincién
negativa. Siempre que se aplique esta técni-
ca, es necesario trabajar con grillas cubiertas
por un soporte o membrana plastica (formvar
o colodidn), para evitar que la muestra liquida
se escurra entre los agujeros de la grilla. La
tincion negativa se aplica al estudio de mi-
croorganismos (virus, bacterias, protozoarios),
fragmentos celulares (membranas) y macromo-
léculas aisladas (proteinas) (8).

Para la obtencién de cortes ultrafinos,
las muestras previamente deben ser fijadas
con glutaraldehido al 2% en “buffer” de fosfa-
to, posfijadas en tetréxido de osmio al 1%,
deshidratadas en escala creciente de alcoho-
les e incluidas en resinas sintéticas (Epon,
Araldita, etc.). Los cortes ultrafinos obtenidos
por ultramicrotomia son montados sobre
grillas de 3 mm de didametro, contrastados con
acetato de uranilo y citrato de plomo y exami-
nados por MET.

Es importante mencionar que el labora-
torio de MET recibe muestras potencialmente
infecciosas, por lo tanto se deben tomar pre-
cauciones importantes para proteger al per-
sonal durante la manipulacién de todas las
muestras clinicas.

1) Procesamiento de muestras viricas:

Las muestras viricas que se derivan con
mayor frecuencia para su analisis por MET son
las que se presentan en fase liquida. Pueden
tratarse de: a) muestras clinicas, b) sobrena-
dantes de cultivos celulares o c¢) virus purifi-
cados (cultivos celulares y suspensiones ce-
lulares).

Es importante destacar que el éxito del
diagnoéstico de un brote o caso nuevo comien-
za con la colecta de la muestra. Un muestreo
insuficiente, inadecuado o impropio podria
entorpecer o imposibilitar la identificacion de
un agente etioldgico.

a) Muestras clinicas:

En fase liquida se presentan los siguien-
tes tipos de muestras: orina, materia fecal,
suero, plasma, lagrimas, liquido vesicular y
liquido cefalorraquideo. Para cada tipo de
muestra existen variantes en el procesamien-
to para MET.

La colecta de fluidos de lesiones puede

envasarse en una aguja 26G colocada en una
jeringa de tuberculina (9). Una vez puesto el
capuchon de la aguja, la muestra puede ser
transportada directamente al laboratorio de
MET para realizar el diagnoéstico rapido (Fig. 1
A). Alternativamente, la grilla que se usa en
microscopia electrénica puede tocar en forma
ligera el fluido vesicular, la base de la lesién o
ambos; se deja secar al aire y se la transporta
directamente para su examinacion (Fig. 1 B).
Se deberan obtener un minimo de dos grillas
por cada muestra de liquido vesicular. Tam-
bién pueden usarse los frotis de lesiones rea-
lizados sobre portaobjetos de vidrio, tanto para
el examen en el microscopio electrénico como
para el microscopio de inmunofluorescencia
(Fig. 1 C). Los frotis de liquido vesicular, por
ejemplo, deben ser resuspendidos y coloca-
dos sobre una grilla para poder ser observa-
dos con tincién negativa por MET. Los méto-
dos de toque directo y frotis son utiles cuando
las muestras deben ser transportadas a cierta
distancia hasta llegar al servicio de MET. Las
lagrimas se pueden recoger en forma similar.

La orina se clarifica por centrifugacién a
3000 rpm durante 15 minutos. El “pellet” es
descartado y el sobrenadante se centrifuga a
15.000 rpm durante una hora (8). El “pellet”
obtenido se usa para tincion negativa.

El suero o plasma se ultracentrifuga y
se procede a la tincién negativa del sedimen-
to.

La materia fecal se resuspende en agua
destilada estéril o “buffer” de fosfato para ob-
tener una concentracion de 10-20% y se cen-
trifuga a 3000 rpm durante 30 minutos a 4°C.
Se descarta el sedimento y el sobrenadante se
ultracentrifuga como se describié anteriormen-
te, procediendo a la tinciéon negativa del sedi-
mento. El procesamiento para ultramicrotomia
(fijacion, deshidratacion, inclusiéon en resina
y cortes) se puede realizar tanto en los sedi-
mentos de los clarificados como en los sedi-
mentos de los ultracentrifugados, sobre todo
para virus cuyo analisis morfolégico puede ser
dificultoso por tincién negativa o cuando ésta
puede danar estructuras del virus.

b) Sobrenadantes de cultivos celulares:

Normalmente son dos los objetivos del
analisis del sobrenadante de un cultivo celu-
lar. Por un lado, el estudio ultraestructural
del virus cultivado y por otro lado, la busque-
da de un agente que no pudo ser detectado
por los métodos virolégicos habituales.

Se realiza una tinciéon negativa del so-
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brenadante y, ademas, se procede a su clarifi-
caciéon y ultracentrifugacion segin se ha des-
cripto anteriormente.

¢) Virus purificados:

cl) Cultivos celulares en monocapa: las
muestras se fijan in situ sobre su correspon-
diente soporte (plastico o vidrio). Se levantan
las células y se centrifugan a 3000 rpm du-
rante 5 minutos. Al “pellet” obtenido se lo lava
en “buffer” de fosfato y se procede a la
posfijacion en tetréxido de osmio, seguido de
la deshidratacién, inclusién en resina y
ultramicrotomia.

c2) Suspensiones celulares: se realiza
la fijacion en suspension. Se fijan en glutaral-
dehido y se lavan en “buffer”. Posteriormente,
se centrifuga y el “pellet” obtenido es someti-
do a los pasos descriptos en el apartado ante-
rior.

2) Procesamiento de protozoos:

Las muestras clinicas que poseen proto-
zoos no pueden ser sometidas al método de
tincion negativa debido a que la cantidad de
material electrondenso que penetra en el es-
pécimen y sus componentes es muy grande.
Por eso los protozoos de muestras clinicas o
cultivados in vitro son considerados células en
suspension y procesados como virus, ajustan-
do el protocolo para cada microorganismo en
particular.

3) Procesamiento de bacterias y compo-
nentes bacterianos:

El método de tincién negativa es de par-
ticular valor para el estudio de determinadas
estructuras bacterianas (como pilis y flagelos)
que se encuentran en suspension (10, 11, 12).

También es posible realizar la inclusion
en resina y la ultramicrotomia de “pellets” de
suspensiones bacterianas obtenidos por cen-
trifugacion y posteriormente sometidos a la
doble fijacién con glutaraldehido- tetroxido de
osmio. De esta manera se puede analizar la
ultraestructura de los diferentes constituyen-
tes bacterianos.

Es necesario tener en cuenta que las
bacterias crecidas en agar tienen diferente
composicion que las crecidas en suspension.
Algunas cepas de gonococos de Neisseria go-
norrhoeae o N. meningitidis, poseen capsulas
cuando se hacen crecer en un agar especial, y
las pierden en suspensiéon (3). La fijacion y
coloracién con azul alcian 0,5 % y aldehido
glutarico 3 % sobre la superficie del agar an-
tes de la manipulaciéon de los microorganis-
mos son importantes variables para la demos-
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A

Figura 1. Tres métodos para la colecta de flui-
do vesicular y ampollas para el diagndstico
mediante MET.

A. El contenido de una vesicula es envasado
en una aguja 26 G unida a una jeringa de tu-
berculina. B. Después de abrir la ampolla, se
toca el fluido con una grilla y se deja secar al
aire (microscopia electrénica directa). C. Se
pone un portaobjetos de vidrio sobre una le-
sion sin cubierta y se prepara un frotis. Luego
las muestras se colocan en contenedores rigi-
dos para su transporte al laboratorio de mi-

croscopia electronica (9).

Figure 1. Three methods for efficient collection of vesicu-
lar and blister fluids for diagnostic electron microscopy.
A. The contents of a vesicle are collected into the barrel of
a needle. B. After the blister is opened, a coated electron
microscope grid is touched to the fluid and air-dried (di-
rect electron microscopy). C. A glass microscope slide is
touched directly to an unroofed lesion and a smear pre-
pared. Samples are then placed in rigid containers for
transport to the electron microscope laboratory (9).

tracion morfolégica de las capsulas intactas.
Esto es importante de lograr ya que el grosor
de la capsula diferencia a unas cepas de otras.

También es posible el estudio mediante
MET de colonias bacterianas no homogéneas
(micoplasmas y colonias-1) (4). Bonnova y Ryc
(1976) desarrollaron un método que consiste
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bacterianas (14).

Figure 2. Schematic diagram of embedding and orientation of bacterial colonies (14).

en cortar un trocito del agar que contiene la
colonia (Fig. 2 A). A este trocito se lo cubre
por completo con agar frio a una concentra-
cion mas baja que la del medio de cultivo (Fig.
2 B). Se aplica un escalpelo caliente a los la-
dos del trozo de agar a fin de unir ambas ca-
pas. Cada colonia bacteriana permanece in-
tacta en el centro de cada bloque y no es da-
nada por el calor. Con una hoja de afeitar se
recorta el bloque de agar conteniendo la colo-
nia y posteriormente se somete a la fijacion,
deshidratacion e inclusién en resinas (Fig. 2
E-H). Después de la polimerizaciéon el bloque
es tallado, cortado y observado mediante MET
(8).

Inmunomicroscopia electronica:

Si bien la inmunomicroscopia electréni-
ca (IME) puede ser usada para el diagnéstico
de virus y bacterias (15), su principal aplica-
ciéon es en investigacion. En microbiologia, la
correcta localizacion de los antigenos, princi-
palmente en estructuras de pequefio tamarno
como los virus o componentes bacterianos
como los pili, requiere un contraste alto y una
buena resolucién. La IME, utilizando antisue-
ros o anticuerpos monoclonales, incrementa
la sensibilidad de la MET (6) y es una técnica
mundialmente utilizada para la deteccion de
agentes patdgenos.

Los métodos empleados en IME, ya sean
de tipo experimental o diagnéstico, son: los
métodos de pre-inclusién (o marcado previo
al procesamiento de las muestras) y los méto-
dos de pos-inclusion (o marcado posterior al
procesamiento de las muestras).

Las técnicas pre-inclusion se utilizan ba-
sicamente para localizar antigenos externos.
Son ideales para el estudio de la gemacion vi-
ral desde la célula huésped (16); para bacte-
rias en suspension y para localizar antigenos
de superficie en protozoos y hongos. Son una
de las técnicas de IME mas sensibles ya que
los microorganismos son inmunomarcados
antes de ser incluidos en resina y permite tra-
bajar con muestras fijadas o sin fijar (en este
ultimo caso debera trabajarse a 4 °C para evi-
tar la degradacién y, en consecuencia, la mala
calidad ultraestructural). Para fijar se utiliza
paraformaldehido, glutaraldehido y tetréxido
de osmio. Luego, las muestras se incluyen en
resina, se procesan para ultramicrotomia vy,
finalmente, se observan. Esta técnica preser-
va en oOptimas condiciones la ultraestructura
de las muestras y permite una buena localiza-
cion de los antigenos de superficie.

Un problema en el uso de esta técnica
es que la adicion de anticuerpos a células en
suspension hace que éstas se aglutinen, in-
terfiriendo en la inmunomarcacién de los mi-
croorganismos mas profundos. Este inconve-
niente puede resolverse usando diluciones de
anticuerpos, lo cual no induce la aglutinacion
aunque reduce el valor de la inmunomarca-
cion (17).

Las técnicas de pos-inclusiéon se basan
en la obtencién de secciones ultrafinas de la
muestra y sobre éstas se realiza la inmunode-
teccion de los antigenos a estudiar. Por lo tanto
las muestras son primero fijadas, incluidas,
cortadas y montadas sobre grillas antes de
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hacer la inmunomarcacién. Este método per-
mite la localizacién de antigenos de superficie
e intracelulares.

Las técnicas de inmunomarcacion pos-
inclusion aplicadas en microbiologia permiten
identificar y especificar el género y la especie
de los agentes infecciosos presentes en las
muestras bioldgicas, siempre que se disponga
de los anticuerpos especificos. Con este mé-
todo se estudiaron, por ejemplo, los procesos
de aglutinacién y maduraciéon del virus de la
inmunodeficiencia humana (16). Se lo utilizé
para examinar la co-expresion de las protei-
nas adhesivas y polisacaridos de la capsula
de E. coli (18), como asi también para localizar
los principales inmunégenos en los estadios
de taquizoito y bradizoito de Toxoplasma gon-
dii en el encéfalo de pacientes inmunocom-
prometidos (19).

CONCLUSIONES

El uso de la MET como herramienta de
diagnéstico microbiolégico disminuyé en los
comienzos de la década del "90, coincidente-
mente con la introduccién de una amplia va-
riedad de técnicas modernas de diagnéstico
basadas en la biologia molecular y la genética
(20).

Comparado con otros métodos de diag-
nostico, la MET los supera con respecto a la
rapidez con que permite detectar e identificar
tanto a los agentes infecciosos nuevos como a
aquellos no considerados por el clinico. Sin
embargo, una explotacion completa de su po-
tencial requiere de una aplicacion temprana y
coordinada de la MET con otros procedimien-
tos de diagnéstico (9).

El diagnéstico mediante la MET no ne-
cesariamente es costoso o dificil de realizar si
se ejecuta dentro de una red diagnodstica, tra-
bajando en colaboracién con otros laborato-
rios, como biologia celular o patologia (21).

La MET es un importante instrumento de
diagnéstico de enfermedades virales debido a
su rapido procesamiento. Uno de los principa-
les beneficios es la identificacion de virus gas-
trointestinales como adenovirus, calicivirus,
astrovirus y coronavirus, asi como de otros vi-
rus para los cuales no se tiene disponibilidad
de pruebas diagnésticas comerciales o aque-
llos que no son cultivables (6, 22). Por esta ra-
zo6n, la deteccidon de virus entéricos mediante
la MET es esencial para realizar un diagnéstico
epidemiolégico correcto de las infecciones gas-
trointestinales no bacterianas (23).

La aplicacion de técnicas rapidas, como
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la tincion negativa, es fundamental para el es-
tablecimiento de la taxonomia virica y en con-
secuencia, para el diagndstico. Este se cons-
tituye en el método de eleccion para la identi-
ficacion rapida de virus en muestras clinicas
procedentes de infecciones emergentes de etio-
logia desconocida (20). La MET es muy util
también en la deteccion rapida de infecciones
virales colaterales en pacientes inmunocom-
prometidos (24).

Por todo lo expuesto, la utilidad de la
MET en el diagnéstico de enfermedades viri-
cas es indiscutible. Esto permitié el desarro-
llo de técnicas de procesamiento, adaptadas
tanto al microorganismo en estudio como a las
muestras clinicas del paciente afectado (25).
Si bien la utilidad de la MET en otros campos
de la microbiologia es menos importante, existe
una diversidad de infecciones cuyo diagnésti-
co requiere de la MET para la identificacion
del microorganismo implicado (1, 13, 26). Tam-
bién puede ser un método muy util en el diag-
nostico rapido y la investigacion de casos nue-
vos e inusuales de origen infeccioso.

La MET, combinada con informacion cli-
nica es, en muchos casos, suficiente para rea-
lizar un diagndstico presuntivo o descartar
infecciones mas serias e iniciar un tratamien-
to sin esperar el resultado de otras pruebas

9).

En conclusién, la MET es un instrumen-
to valioso de diagnoéstico microbiolégico tanto
en medicina humana como en veterinaria y
su alcance se puede mejorar con la aplicacién
de métodos inmunolégicos.

BIBLIOGRAFIA

1. Cobo ER, Campero CM, Mariante RM, Benchimol
M. Ultrastructural study of a tetratrichomonad
species isolated from prepucial smegma of virgin
bulls. Vet Parasitol. 2003; 117 (3): 195-211.

2. Taylor MA, Marshall RN, Stack M. Morphological
differentiation of Tritrichomonas foetus from other
protozoa of the bovine reproductive tract. Br Vet J.
1994; 150 (1): 73-80.

3. Griffiths G, Lucocq JM, Mayhew TM. Electron
microscopy applications for quantitative cellular
microbiology. Cell Microbiol. 2001; 3 (10): 659-668.

4. Brenner S, Horne, RW. A negative staining
method for high resolution electron microscopy of
viruses. Biochim Biophys Acta. 1959; 34: 103-110.

5. Gelderblom HR, Hazelton PR. Specimen collec-
tion for electron microscopy. Emerg Infect Dis.
2000; 6 (4): 433-434.

6. Buesa Gomez J, Lopez-Andujar P, Rodriguez
Diaz, J. Diagnéstico de las infecciones viricas gas-
trointestinales. Control de Calidad. SEIMC |[citado

ISSN 1514259-0 VE

ANALECTA VETERINARIA 2005; 25 (1): 18-24 23



SB Jurado y MA Petruccelli

2003]. Disponible desde: http://www.seimc.org/
control/revi_viro/pdf/rotavir. pdf.

7. Carrascosa JL, Castén JR. Tincién negativa. En:
Piqueras JR y Megias Megias L, editores. Manual
de técnicas de microscopia electrénica (M.E.T.).
Aplicaciones Bioldgicas. Universidad de Granada
(Espafia). 1998. p. 21-30.

8. Hayat MA. Basic techniques for transmission
electron microscopy. Academic Press (London).
1986, p. 232-264.

9. Hazelton PR, Gelderblom HR. Electron micros-
copy for rapid diagnosis of infectious agents in
emergent situations. Emerg Infect Dis. 2003; 9 (3):
294-303.

10. Thornley MJ, Horne RW. Electron microscope
observations on the structure of fimbriae, with par-
ticular reference to Klebsiella strains, by the use
of the negative staining technique. J Gen Microbiol.
1962; 28: 51-56.

11. Duguid JP. Fimbriae and adhesive properties
in Klebsiella strains. J Gen Microbiol. 1959; 21:
271-286.

12. Glauert AM, Erridgek D, Horne RW. The fine
structure and mode of attachment of the sheathed
flagellum of Vibrio metchnikovii. J Cell Biol. 1963;
18: 327-336.

13. Hendley JO, Powell KR, Salomonsky NL,
Rodewald RR. Electron microscopy of the gonococ-
cal capsule. J Infect Dis. 1981; 143 (6): 796-802.

14. Bonnova E, Ryc M. A method of orientation of
embedded bacterial colonies prepared for ultrathin
sections. Folia Biol (Praha). 1976; 22 (5): 366-367.

15. Beesley JE, Betts MP. Virus diagnosis: a novel
use for the protein A-gold probe. Med Lab Sci. 1985;
42 (2): 161-165.

16. Katsumoto T, Asanaka M, Kageyama S,
Kurimura T, Nakajima K, Noto A, Tanaka H, Sato
R. Budding process and maturation of human im-
munodeficiency virus examined by means of pre-
and post-embedding immunocolloidal gold electron
microscopy. J Electron Microsc. 1990; 39 (1): 33-
38.

17. Beesley JE. Electron microscopic immunocy-
tochemistry in microbiology. En: Polak, JM y
Priestleys, JV (Eds.). Electron microscopic immu-
nocytochemistry. Principles and Practice. Oxford
University Press. 1992. Chapter 10, p. 223-237.

18. Coyne MS, Arunakumari A, Pankratz HS, Tiedje
JM. Localization of the cytochrome cdl and copper
nitrite reductases in denitrifying bacteria. J
Bacteriol. 1990; 172 (5): 2558-2562.

19. Capron A, Cesbron-Delauw MF, Darcy F. New
molecular approaches to the diagnosis and preven-
tion of toxoplasmosis. Bull Acad Natl Med. 1990;
174 (3): 387-394.

20. Biel SS, Gelderblom HR. Diagnostic electron
microscopy is still a timely and rewarding method.
J Clin Virol. 1999; 13 (1-2): 105-19.

21. Biel SS, Madeley D. Diagnostic virology-the need

for electron microscopy: a discussion paper. J Clin
Virol. 2001; 22 (1): 1-9. Review.

22. Miller SE. Use of electron microscopy to diag-
nose viral illness. Review article. Disponible desde:
http://www.ktshrc.edu.sa/annals/1/1/96-
172ra.html.

23. Utagawa ET, Nakazawa E, Matsuo K, Oishi I,
Takeda N, Miyamura T. Application of an automated
specimen search system installed in a transmis-
sion electron microscope for the detection of
caliciviruses in clinical specimens. J Virol Meth-
ods. 2002; 100 (1-2): 49-56.

24. Miller SE, Howell DN. Viral infections in the
acquired immunodeficiency syndrome. J Electron
Microsc Tech. 1988; 8 (1): 41-78.

25. Cuevas L, Herrera MI. Métodos de aplicacién
en microbiologia. En: Piqueras JR y Megias Megias
L, editores. Manual de técnicas de microscopia elec-
tréonica (M.E.T.). Aplicaciones Biolégicas. Universi-
dad de Granada (Espafia). 1998. p. 233-260.

26. Boldorini R, Tosoni A, Mazzucco G, Cernuschi
M, Caramello P, Maran E, Costanzi G, Monga G.
Intracellular protozoan infection in small intesti-
nal biopsies of patients with AIDS. Light and elec-
tron microscopic evaluation. Pathol Res Pract. 1996;
192 (3): 249-259.

24 ANALECTA VETERINARIA 2005; 25 (1): 18-24

ISSN 1514259-0 VE



Comunicacion breve

DESGARRO BILATERAL DEL MUSCULO
SERRATO VENTRAL EN UN GATO
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Resumen: La presentacion es informar al profesional veterinario sobre el desgarro
bilateral del miisculo serrato ventral, una afeccién de escasa incidencia en la clinica de
pequerios animales, a través de la descripcion detallada de un caso clinico y su resolu-
cion quirirgica exitosa.

Palabras clave: gato, musculo serrato ventral, escapula, desgarro, luxacién.

LACERATION OF THE MUSCLE
VENTRAL SERRATO

Abstract: The presentation of the work has as objective to inform the veterinary profes-
sional on an affection of scarce incidence in the clinic of the small animals, like is the
bilateral laceration of the muscle ventral serrato, describing a clinical case in detail, its
successful surgical resolution and carrying out an upgrade of this illness.

Key words: cat, muscle ventral serrato, scapula, laceration, luxation.
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INTRODUCCION

Dentro de las estadisticas bibliograficas
de la ruptura, desgarro, luxacion o avulsion
de los musculos, la del serrato ventral es de
presentacion infrecuente. La apariciéon bilate-
ral de esta lesion en un gato siamés conforma
un caso clinico interesante para su descrip-
cion, como asi también, realizar consideracio-
nes sobre esta enfermedad

ASPECTOS ANATOMICOS

El musculo serrato ventral esta consti-
tuido por dos porciones, la cervical y la toraci-
ca, es muy vigoroso, tiene forma de abanico,
cubriendo la mitad caudal de la pared lateral
toracica e insertado en la cara medial proxi-
mal de la escapula (1).

El musculo serrato ventral cervical se
origina en las apdfisis transversas de las cin-
co ultimas vértebras cervicales, mientras el
musculo serrato ventral toracico nace hacia
la mitad de la longitud de las primeras siete u
ocho costillas. Los haces musculares conver-
gen para insertarse en las fascias serratas de
la escapula.

La porcion cervical y toracica forman una
lamina continua del musculo.

Es el soporte muscular mas importante
de la escapula y del miembro anterior (2) y
tiene, ademas, la funcién de descender la es-
capula (3).

CASO CLINICO

Ingresé al consultorio externo un gato
Siamés, macho, de 9 anos de edad, cuyo pro-
pietario manifesté que dos dias atras tuvo una
pelea con un perro y que como consecuencia
de la cual el animal, al caminar, mostraba una
manera poco convencional de mover los miem-
bros delanteros. En el examen fisico se pudo
observar que sus funciones vitales: tempera-
tura, frecuencia respiratoria, frecuencia car-
diaca y pulso eran normales.

En el examen del aparato locomotor du-
rante el andar, mostrd asimetria en sus miem-
bros anteriores con excesiva elevacion de las
escapulas y una tendencia a descender la parte
anterior del cuerpo. En estaciéon y principal-
mente en posicion de sentado, se aprecié la
elevacion de ambas escapulas (Fig. 1). A la pal-
paciéon en la zona interescapular se aprecio
una tumefaccion de consistencia firme con mo-
derado dolor. Colocado el animal en decubito
lateral, se tomd6 con la mano a la altura del
codo el miembro anterior que esta hacia arri-

ba y se realiz6 un movimiento de rotacién en
direccién craneocaudal, teniendo cuidado de
no mover la articulacion escapulo-humeral. Al
realizar esta maniobra, la escapula correspon-
diente se elevo exageradamente del lado pos-
terior de la misma, desviandose hacia fuera,
manifestando una separacién de la escapula
de la pared toracica, con evidentes lesiones
de las estructuras musculares (avulsiéon es-
capular) (Fig. 2). Se ejecutdé la misma manio-
bra semiolégica con el otro miembro, aprecian-
dose el mismo problema.

Se realizé un estudio radiolégico de la
zona para detectar la posibilidad de una frac-
tura.

Siendo negativo el resultado y teniendo
en consideracion el examen clinico, se diag-
nosticé desgarro bilateral del musculo serrato
ventral.

Se derivé entonces al animal al Servicio
de Cirugia para llevar a cabo la correspondien-
te intervencién quirurgica.

Procedimiento quirirgico

Se colocéd al animal en decubito lateral,
rasurando ambas regiones escapulares para
preparar el area quirurgica asépticamente.

El abordaje se realizé con una incisién
en la piel a nivel del dangulo caudal de ambas
escapulas con el fin de reparar los tejidos blan-
dos desgarrados (fascia toracica, musculos
serrato ventral, romboides y dorsal ancho) (4),
para lo cual se utilizé nylon monofilamento
2/0 (*¥). Se procedid a reubicar y fijar las es-
capulas en su ubicacién normal, para lo cual
se palpo el angulo caudal de la escapula ele-
vandose una pequena porcién del musculo
teres mayor (5). Se efectué una perforacion uti-
lizando un clavo Steiman de 2 mm con mango
de Jacobs, a 0,5 cm del borde escapular (fosa
infraespinosa) y luego se pasa un lazo de nylon
80 por debajo del periostio tomando la sexta
costilla y colocando el clamps de acero inoxi-
dable en lateral como reemplazo del nudo tra-
dicional. Es importante tener en cuenta no
producir neumotérax al realizar este procedi-
miento (2). El tejido subcutéaneo, se sutura de
manera habitual con material absorbible
(Poligalactina 910) 3/0 (**), mientras que la
piel de ambas escapulas, se suturé con un
patron discontinuo de puntos simple con nylon
monofilamento 3/0 (*) (2) (5).

(*) Ethilon-Jhonsons & Jhonsons
(**) Vicryl-Jhonsons & Jhonsons
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Fig. 1. Elevacion de ambas escapulas
Fig. 1. Elevation of both scapulas

Fig. 2. Avulsién escapular
Fig. 2. Scapula extraction

Fig. 3. Posiciéon normal de las escapulas a los

30 dias de operado.
Fig. 3. Scapula’s normal position: 30 days after surgery.

Desgarro en el gato

La finalidad de este procedimiento qui-
rurgico es estabilizar la sinsarcosis logrando
que ambas escapulas desciendan a su posi-
ciéon normal retomando su funcionalidad.

Se le administré como antibiéticoterapia
profilactica amoxicilina intramuscular (IM), 20
mg/kg, antes de la intervencién quirdrgica.

Cuidados postoperatorios

Amoxicilina via oral (VO), 250 mg cada 8
horas, durante 7 dias. La analgesia
postquirudrgica se realizé con ketaprofeno 1 mg
kg/diarios, durante 3 dias. Como coaptacién
externa no se utilizé el vendaje de Velpeau,
como es de uso corriente en las lesiones uni-
laterales. Se colocé al animal en jaula por tres
dias, para continuar luego con una actividad
reducida, evitando los saltos, durante 15 dias.

El control se efectué a la semana, reti-
rando la sutura de piel, y se observo una leve
claudicacién en el miembro derecho, que dis-
minuye en los dias posteriores. A los 30 dias
apoyo sin dificultad ambos miembros anterio-
res, sin observarse la elevacion de las escéapu-
las. (Fig. 3). La recuperaciéon completa requi-
rié6 60 dias.

DISCUSION

En principio se haran algunas conside-
raciones necesarias para justificar los diferen-
tes nombres de esta enfermedad.

La denominacién bibliografica mas co-
mun es desgarro del musculo serrato ventral
(5, 6), ya que esta lesion provocaria el despla-
zamiento dorsal de la escapula; sin embargo,
rara vez aparece como unico musculo lesio-
nado ya que iria acompanado por la ruptura
parcial o total de otros misculos que contri-
buyen al sostén de la escapula

Otra denominacion que se suele presen-
tar es la de luxacion escapular (7) la cual tie-
ne algunos reparos ya que el término luxa-
cion se define como “desplazamiento de las
superficies articulares de uno o mas huesos
con pérdida permanente de sus relaciones
normales”. Aunque se menciona también con
ese nombre al desplazamiento de una parte
cualquiera del organismo (8), precisamente la
escapula no tiene una verdadera conexion ar-
ticular con le térax, manteniéndose unida por
musculos y ligamentos, tipo de unién conoci-
do como sinsarcosis.

Dislocacion escapular (2) es otra forma
posible de mencionar esta lesién ya que dislo-
cacion significa “acciéon y efecto de sacar un
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elemento (anatémico) de su lugar” (8). Se uti-
liza como sinénimo de luxacidn.

Avulsion escapular (9) es para algunos
un término adecuado cuyo significado es
“arrancamiento de parte de una estructura”

(8).

El desgarro del musculo serrato ventral
se produce como consecuencia de un trauma-
tismo relacionado con un salto o caida de al-
tura (10) o heridas por mordeduras (7). Ade-
mas del desgarro de ese musculo, también
pueden producirse la avulsién o ruptura de
los musculos romboideo y trapecio. Frecuen-
temente los musculos se desgarran en las in-
serciones en el angulo craneal y borde caudal
de la escapula permitiendo el desplazamiento
de ésta hacia dorsal cuando apoya el miembro
afectado.

Esta afeccion afecta tanto a caninos como
felinos, siendo mas frecuente en estos ulti-
mos. En su gran mayoria es unilateral. De
acuerdo a algunos autores (6, 9), los galgos
predominan sobre otras razas.

Los signos mas destacados son el des-
plazamiento ostensible de la escapula hacia
arriba cuando el animal camina y apoya el
miembro danado. Cuando el animal se sienta
se puede apreciar una exagerada posicion dor-
sal de la escapula. Los animales con esta le-
sién parecieran no sentir dolor, aun en los
inicios de la enfermedad que es de presenta-
cion subita. Si la extremidad distal del miem-
bro es aducida, la parte proximal de la escapula
se desplaza lateralmente. También se puede
observar una tumefaccion de los tejidos blan-
dos durante varios dias (4, 7).

El diagndstico se basa en el desplaza-
miento dorsal de la escapula durante la sus-
tentacion, el cual puede reproducirse por pal-
pacién-presion o bien al realizar con la mano
una rotacién del miembro afectado, se produ-
ce la separacion de la escapula de la pared
toracica. Podria haber confusién en el diag-
nostico definitivo si subsistiera una fractura.
Esto se aclara mediante estudios radiografi-
cos, ademads de descartar fracturas de costi-
llas, contusiones, neumotérax o neumome-
diastino (11). En ocasiones, se puede lesionar
el plexo braquial, trayendo como consecuen-
cia signos neurolégicos (12). Por todo esto es
necesario que el clinico realice una explora-
cién ortopédica detallada.

Los animales se adaptan bien al andar
anormal aunque es conveniente realizar un

tratamiento que puede ser conservador si el
diagnéstico es precoz, especialmente en los
gatos, el mismo consiste en reducir la luxa-
cién e inmovilizar el hombro con una férula,
durante 3 6 4 meses o bien el cabestrillo de
Velpeau, el cual se retira a los 10-15 dias, para
luego volver a armarlo y asi procediendo de la
misma forma durante 2 meses (2, 11). Sin
embargo, en los perros y en casos de cronici-
dad en los gatos, se debe realizar una reduc-
cién abierta y suturar los musculos convenien-
temente.

En general, el prondstico es bueno, los
animales vuelven a caminar normalmente.
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RESUMEN: Se realizé el estudio histopatologico retrospectivo de 134 neoplasias del
foliculo piloso y de células basales, ingresadas al servicio de diagndstico del Instituto
de Patologia “Dr. Bernardo Epstein” de la Facultad de Ciencias Veterinarias (U.N.L.P.)
entre enero de 1981 y diciembre de 2003. Del total de las neoplasias de piel correspon-
dientes al periodo en estudio (1403 casos) los tumores del foliculo piloso representaron
el 8,2%. Dentro de ellos el tricoblastoma resulté la neoplasia folicular mds frecuente
(38.81%), seguida por el tricoepitelioma (27,61%), el acantoma infundibular queratini-
zante (17,90%). el pilomatricoma (13,43%), el tricolemoma (1,5%) y el pilomatricoma
maligno (0,75%). La edad promedio de presentacion fue de 7,6 afos y la relacion ma-
cho/hembra fuie 1/1,53 siendo la localizacion anatomica mds frecuente la cabeza, el
cuello y el tronco.

Palabras clave: canino, neoplasias, foliculo piloso

CANINE HAIR FOLLICLE TUMORS:
RETROSPECTIVE STUDY (1981- 2003)

ABSTRACT: A survey was carried out on the canine hair follicle tumors recorded in
the registration files of the Institute of Pathology, Faculty of Veterinary Sciences, La
Plata National University, Argentina, over a 23-year period from 1981 to 2003. A total
of 134 tumors were studied accounting for 8.2% of the whole recorded canine cutane-
ous tumors. The most frequent was trichoblastoma (38.81%) followed by trichoepithe-
lioma (27.61%), infundibular keratinizing acanthoma (17.90%), pilomatricoma
(13.43%), tricholemmoma (1.5%) and malignant pilomatricoma (0.75%). Most of the
tumors were located on the head, neck and trunk. The male-to-female ratio was 1:1.53.
The main age at diagnosis was 7.6 years.

Key words: canine, hair follicle tumors
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INTRODUCCION

Los tumores que se originan en el foli-
culo piloso representan aproximadamente el
5% de las neoplasias de la piel de los cani-
nos. La mayoria son benignos y se desarro-
llan en perros de mas de 5 anos, excepto el
acantoma infundibular queratinizante, que se
presenta en animales jovenes. Las neoplasias
benignas son de muy buen pronéstico luego
de la escisién quirurgica. Los machos son mas
frecuentemente afectados.

Los acantomas infundibulares querati-
nizantes (antes llamados epiteliomas intra-
cutéaneos cornificantes o queratoacantomas)
se caracterizan por la proliferacion de célu-
las epiteliales basales con diferenciacion a
epitelio estratificado (1, 2, 3). Constituyen el
2-3% de las neoplasias de la piel. General-
mente se presentan en perros de 5 afos o
mas jovenes (3, 4 ).

Los tricoblastomas son neoplasias co-
munes (1, 3, 4), derivadas del epitelio trico-
blastico (germen piloso primitivo), que se pre-
sentan en animales de mas de 5 afios. La pre-
valencia es aquella informada anteriormente
para los tumores de células basales (3 al 12
% de las neoplasias de la piel). Los tumores
de células basales involucraban a un grupo
de neoplasias comunes en perros y gatos cuyo
origen serian células basales de origen epi-
dérmico o de los anexos. En el perro, en la
actualidad, se considera que la mayoria de
estas neoplasias son benignas y no se conti-
nuan con la capa de células basales de la
epidermis y, en general, exhiben diferencia-
cién hacia estructuras foliculares, por lo que
se las ha reclasificado como tricoblastomas.
Se describen cuatro subtipos por su aspecto
histolégico (liston, trabecular, de células
granulosas y de células fusiformes) (1). Ge-
neralmente son unicas y aparecen en la ca-
beza (especialmente en la base de las orejas)
y en el cuello (3, 4).

Los tricoepiteliomas son neoplasias del
foliculo piloso con diferenciacién de los tres
segmentos del mismo (region inferior, istmo
e infundibulum) y constituyen del 1 al 3 %
de las neoplasias de la piel. La mayoria ocu-
rre en perros de mas de 5 afos y se presen-
tan como masas dérmicas o subcutaneas,
redondas u ovales, bien circunscriptas, de 1
a 15 cm de diametro. La piel que los recubre
puede estar atréfica y alopécica. La areas mas
frecuentemente afectadas son el dorso, el
lomo, la parrilla costal y los miembros (3, 4).
Pueden ser multiples.

Los pilomatricomas son neoplasias poco
comunes, con exclusiva diferenciacién
matrical. Se presentan en animales de mas
de 5 afos (2, 3, 4). No existe predilecciéon por
sexo. Usualmente son solitarios y pueden al-
canzar los 10 cm de diametro. La piel que los
recubre es alopécica, algunas veces ulcerada
y la superficie de corte puede presentar as-
pecto arenoso debido al depoésito de minera-
les. Pueden ser quisticos y algunos hiperpig-
mentados. Generalmente se originan en el
tronco (1, 2, 3). Existe una variedad maligna
de este tumor.

Los tricolemomas son tumores de rara
presentacion (1, 3, 5, 6) que se originan en
los queratinocitos de la vaina radicular ex-
terna de los foliculos pilosos (1, 4, 3). Han
sido descriptos en perros de entre 5 y 13 afios.
Generalmente se desarrollan en la cabeza y
en el cuello (3, 4).

Los objetivos de este estudio fueron de-
terminar la frecuencia de las neoplasias del
foliculo piloso en nuestro medio y aportar in-
formacion sobre su localizacién anatéomica y
edad y sexo de los caninos afectados.

MATERIALES Y METODOS

Se realizé el estudio histopatolégico re-
trospectivo de 134 tumores cutaneos diagnos-
ticados previamente como neoplasias del fo-
liculo piloso y de células basales. Las mues-
tras, fijadas en formol neutro al 10%, embe-
bidas en parafina y coloreadas con hematoxi-
lina y eosina, correspondieron a material ar-
chivado en el servicio de diagndstico del Ins-
tituto de Patologia “Dr. Bernardo Epstein” de
la Facultad de Ciencias Veterinarias (Univer-
sidad Nacional de La Plata), ingresado entre
enero de 1981 y diciembre de 2003. Todos
los casos fueron nuevamente estudiados por
mas de un patélogo. Se aplico la clasificacion
histolégica de los tumores propuesta por la
Organizacion Mundial de la Salud (1). Los tu-
mores fueron agrupados segin su localiza-
cién anatomica registrandose, para cada caso,
edad y sexo. También se registré la raza en
97 animales.

Se resumieron y tabularon los datos con-
signados y se compararon con los registra-
dos por otros autores.

RESULTADOS

De los 134 tumores estudiados, 52
(38,81%) correspondieron a tricoblastomas,
de los cuales 35 se subclasificaron como “sub-
tipo listén”. La edad promedio de los anima-
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les afectados fue de 11,1 afios para el subtipo
liston y 8,3 afos para el subtipo trabecular.
La presentacion varié segun el sexo, encon-
trandose una relaciéon macho/hembra de 1/
1,21 y 1/1,75 para cada subtipo, respectiva-
mente. En la mayoria de los casos, los tumo-
res se localizaron en la cabeza y el cuello (56,5
%). Los animales mas comuinmente afectados
fueron mestizos (26), seguidos en frecuencia
por ovejeros alemanes (15), collies (3) y
caniches (1). Veinticuatro neoformaciones se
diagnosticaron como acantomas infundibula-
res queratinizantes (17,90%). La edad prome-
dio de presentacion fue de 7,4 anos y la rela-
cion macho/hembra de 1/0,93, siendo la ubi-
cacién mas frecuente el cuello y el tronco
(66,6%). La raza ovejero aleman fue frecuen-
temente afectada (17). Treinta y siete casos
(27,61%) se clasificaron como tricoepitelio-
mas. La edad promedio fue de 7,4 afnos con
una relaciéon macho/hembra 1/1,63, locali-
zandose la mayoria en el tronco (46,4%). El

Neoplasias foliculos piloso

ovejero aleman fue mas frecuentemente afec-
tado (20). Otras neoplasias diagnosticadas
fueron: el pilomatricoma (13,43%), el tricole-
moma (1,50 %) y el pilomatricoma maligno
(0,75 %). La distribuciéon por sexo y la edad
promedio de los caninos afectados se consig-
nan en la tabla 1.

DISCUSION

Del total de neoplasias cutdaneas, Walder
(3) v Scott (2) describen que las neoplasias
foliculares representan un 5%. Las mas ha-
lladas por los diferentes autores fueron tri-
coblastoma (3 a 12 %), tricoepitelioma (1 a 3
%) y pilomatricoma (3%) (1, 2, 3, 7). En nues-
tro estudio, los tumores del foliculo piloso re-
presentaron el 8,2% (134 tumores) del total
de las neoplasias de piel ingresadas al servi-
cio durante el periodo en estudio (1403 ca-
sos). El tricoblastoma también resulté la neo-
plasia folicular mas frecuente (3,7%), segui-
da por el tricoepitelioma (2,6%) y el acanto-

Tabla 1: Frecuencia relativa de las neoplasias del foliculo piloso y edad promedio y relacion

macho/hembra de 134 caninos con neoplasias del foliculo piloso.
Table 1. Relative frequency of hair follicle tumors, and mean age and male/female ratio in 134 dogs.

NEOPLASIA n (%) Edad (media y Relacién
rango en afos) macho/hembra

Tricoblastoma 52 (38,81)

(subtipo listén) 35 (26,12) X=11,1 1: 1,21
(1-16)

(subtipo trabecular) 7 (12,69) X=8.3 1: 1,75
(3-10)

Tricoepitelioma 37 (27,61) X=74 1: 1,63
(2-12)

Acantoma

queratinizante 24 (17,90) X=7,4 1: 2,42

infundibular
(2-17)

Pilomatricoma 18 (13,43) X=15,5 1: 1,92
(1-10)

Tricolemoma 2 (1,50) X=3,5 1:1
(3-4)

Pilomatricoma 1 (0,75) 10 Macho

maligno

Total 134 X=17,6 1: 1,53 (53 m: 81 h)
(1-17)
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ma infundibular queratinizante (1,7%). El pi-
lomatricoma se presenté en un porcentaje
menor que lo consignado por otros autores,
constituyendo el 1,3% de las neoplasias cu-
taneas. Todas las neoplasias foliculares be-
nignas fueron considerablemente mas fre-
cuentes en hembras , a diferencia de lo con-
signado en los trabajos de referencia (4, 6).
Sélo el pilomatricoma maligno se presenté ex-
clusivamente en machos.

La relacion entre neoplasias foliculares
benignas y malignas fue elevada (133/1) en
coincidencia con lo expresado por otros au-
tores (1, 2, 3, 4).

La edad promedio de los caninos afecta-
dos por las distintas neoplasias fue similar a
la consignada en la bibliografia consultada, con
excepcion de los animales que presentaron
acantoma infundibular queratinizante. En
ellos, se registré una edad promedio de 7,4
anos, frente a los 5 afios consignados en la
literatura (3, 4).

La localizacién de los tumores resulté
similar a lo consignado en la bibliografia, sien-
do el tronco (n=35), el cuello (n=21) y la ca-
beza (n=20) los sitios mas comunes (3 , 4).

Si bien no pueden extraerse conclusio-
nes sobre la distribuciéon por raza, debido a
que en 37 animales la misma no habia sido
consignada y que 35 eran mestizos, los datos
disponibles muestran una tendencia a una ma-
yor presentacion de tricoblastoma y tricoepi-
telioma en el ovejero aleméan. Esto concuerda
con las observaciones de Vail y Withrow y de
Kaldrymidou y col., quienes sugieren una pre-
disposiciéon genética en esta raza (4, 7).

La prevalencia de este tipo de neopla-
sias asi como su localizacion, las edades pro-
medio de presentaciéon y las razas de los ani-
males afectados pueden orientar al clinico en
el prondstico y en el tratamiento a instaurar.
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INTRODUCCION

La proéstata es la unica glandula sexual
accesoria presente en el macho canino (1, 2).
Es relativamente grande de color amarillento,
con una estructura densa bilobulada y con un
tabique mediano sobre la superficie dorsal (3).

Se localiza con mayor predominio en el
espacio retroperitoneal, dentro de la cavidad
pélvica, en el area del cuello y uretra vesical
caudal a la vejiga. Sé6lo el lado craneodorsal
esta cubierto con peritoneo. La proéstata cir-
cunda la uretra proximal en el cuello de la
vejiga y sus conductos penetran la uretra a lo
largo de toda su circunferencia., con el paso
del tiempo la glandula puede mostrar una lo-
calizacion abdominal (4). Histolégicamente,
estd compuesta por acinos glandulares soste-
nidos por un estroma de tejido conectivo y
musculo liso encerrados por una céapsula fi-
bromuscular gruesa (4).

Normalmente la prostata tiene una serie
de mecanismos de defensa en contra de infec-
cion; el factor antibacteriano prostatico es un
compuesto de Zinc, la bicapa lipidica del epi-
telio prostético, el lavado uretral mecanico
durante la miccion, la peristalsis uretral y las
caracteristicas de superficie de la mucosa ure-
tral que atrapa bacterias (5).

La funcién de la prostata es producir un
liquido que sirve de transporte y medio de sos-
tén para los espermatozoides durante la eya-
culacién (6). La enfermedad prostatica gene-
ralmente esta asociada a un sindrome prostéa-
tico, independientemente del tipo lesién que
la genere. Para un correcto tratamiento es
necesario dilucidar que tipo de lesion esta pro-
duciendo el sindrome (7, 8). El objetivo del
presente articulo es hacer una revisién actua-
lizada de la fisiopatologia, los signos clinicos,
los métodos diagnédsticos y las posibilidades
terapéuticas de las prostatitis del perro.

FISIOPATOLOGIA

Las prostatitis son lesiones inflamatorias
de origen infeccioso del tejido prostatico. Pue-
den ser agudas (incluyendo el absceso pros-
tatico) o crénicas. Microscopicamente, las le-
siones supurativas se caracterizan por una
infiltracion de polinucleares, linfocitos e his-
tiocitos localizados en la luz de los acinos y en
el estroma (9). La via de infeccion generalmente
es uretral por ascenso de las bacterias, aun-
que también la via hematégena, las infeccio-
nes de la vejiga urinaria o del semen, son pro-

bables (10).

Los factores que predisponen a la infec-

cién incluyen: enfermedad uretral (urolitiasis,
trauma, neoplasias), infecciones del tracto
urinario, alteraciones en el flujo de orina, in-
munodepresion, y los quistes, neoplasias,
metaplasia escamosa o hiperplasia de la glan-
dula (5). Dentro de estas alteraciones la hi-
perplasia prostatica benigna es la causa pre-
disponente mas frecuente.

La hiperplasia prostatica benigna ocu-
rre en el 80% de los perros de mas de 10 afios
de edad, pero solo un pequefio nimero de pa-
cientes presenta sintomas en relacion al au-
mento de volumen que esta provoca (9, 11,
12). Esta entidad se caracteriza por un desa-
rrollo anormal del tejido glandular y una irre-
gularidad en el tamafio y forma de los acinos
prostaticos. Se acompana, a veces, de altera-
ciones quisticas mas o menos importantes.

Los organismos que comunmente se in-
volucran en la infecciéon prostéatica son los
mismos que causan las infecciones del tracto
urinario. Las bacterias Escherichia coli son las
que se aislan con mayor frecuencia, pero tam-
bién pueden encontrarse otros organismos
Gram positivos y negativos como Staphylo-
coccus sp, Proteus sp, Klebsiella, Pseudomonas,
Brucella canis y Streptococcus sp. La infeccion
por bacterias anaerobias, hongos o micoplas-
mas es rara, pero se han encontrado casos en
que la prostatitis cronica granulomatosa se
presenta también en la blastomicosis y la crip-
tococosis (12)

Se desconoce la incidencia de las infec-
ciones agudas, y las cronicas pueden ser se-
cuelas de una infeccion aguda, o pueden de-
sarrollarse insidiosamente sin que haya en-
fermedad aguda previa. Se cree que la absce-
dacion resulta de una infeccion cronica del
tejido prostatico, conduciendo a la acumula-
ciéon de bolsas de material purulento de tama-
fio variable, o como resultado de infeccién de
quistes prostaticos intra o extraparenquima-
tosos (13, 14).

PROSTATITIS AGUDAS: PROSTATI-
TIS SUPURATIVA BACTERIANA AGU-
DA Y ABSCESO

Hallazgos clinicos

En la prostatitis aguda, suelen observar-
se signos de afectacion sistémica, como ano-
rexia, letargia y fiebre (14). Puede haber véomi-
tos, dolor abdominal caudal (el perro camina
rigidamente) constante o intermitente que
impide la eyaculacién. A la palpacion prostéa-
tica la simetria y contorno glandular es nor-
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mal o algo agrandada. Hay hematuria que se
debe al reflujo de sangre de la uretra pros-
tatica hacia la vejiga, asociada también a cis-
titis bacteriana concurrente (8).

Puede haber descarga uretral tal como
sangre, pus, liquido prostatico, o una combi-
nacioén de ellos. A consecuencia de la prosta-
tomegalia, frecuentemente hay tenesmo fecal
y puede ocurrir estreiiimiento secundario al
dolor asociado con la defecacion (5). En casos
de abscedacién prostatica, si el absceso o los
abscesos aumentan mucho de tamarfio, puede
haber tenesmo y disuria. Si el absceso invade
la uretra puede llevar a obstruccion uretral
parcial con una vejiga distendida crénicamen-
te, con disfunciéon del detrusor e incontinen-
cia urinaria paraddjica (por rebalsamiento). Si
el absceso se rompe, se produce una peritoni-
tis localizada o generalizada con letargia, fie-
bre, dolor y a veces vomito (14).

Otro sintoma general visto en la prosta-
titis supurativa o en la abscedacién prostati-
ca es la evidencia de hepatopatia, (ictericia,
aumento de las enzimas hepdticas) y la dis-
funcion hepatica la cual puede estar causada
por la endotoxemia resultante de la infeccion
prostatica con la E. coli (9).

Diagnostico

El diagnostico presuntivo se basa en la
historia, el examen fisico, hematologia, uria-
nélisis y cultivo de orina (11). En el hemogra-
ma, suele existir una leucocitosis neutrofilica
con o sin desviaciéon a la izquierda. Los resul-
tados del examen de orina pueden mostrar
hematuria, piuria y bacteriuria, aunque en
ocasiones son normales (11).

En casos de abscedacion, la quimica sé-
rica es anormal: pueden estar aumentadas las
concentraciones de bilirrubina, fosfatasa al-
calina, prueba de retencién de bromo-
sulfoftaleina o los acidos biliares.

El liquido prostatico no suele evaluarse
en perros con prostatitis aguda porque la eya-
culacion es muy dolorosa y porque se dificul-
ta la interpretacion de las muestras del masa-
je prostatico cuando hay presencia de infec-
cién del tracto urinario (14).

Si existen alteraciones radioldgicas, in-
cluyen aumento de tamano, mineralizacion y
margenes no delimitados. En ocasiones se
observa reflujo del material de contraste ha-
cia el estroma de la préstata y alteraciones en
el diametro de la uretra cuando se utiliza ure-
trografia de contraste positivo, pero éstas son
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caracteristicas inespecificas de enfermedad
prostatica (15).

La ultrasonografia constituye la prueba
de deteccion mas segura e informativa de la
prostata. La ecogenicidad del parénquima
prostatico esta de normal a disminuida, con
presencia de algunas areas hipoecoicas irre-
gulares localizadas que pueden estar acom-
panadas de cavidades llenas de liquido (abs-
cesos o quistes) (15).

Tratamiento

La eleccién del antibidtico se determina
en base a los resultados del cultivo, tipifica-
cion y antibiograma del lavado uretral, de la
orina o preferiblemente de la tercera fraccion
del eyaculado. Si la toma de estas muestras
resulta dificultosa por la agudeza del proceso
se puede iniciar la antibidticoterapia en for-
ma empirica. El trimetropin sulfonamida, la
eritromicina y las fluoroquinolonas (enrofloxa-
cinas), son las drogas que se utilizan con ma-
yor frecuencia. No conviene usar penicilinas,
cefalosporinas, oxitetraciclinas y aminoglucé-
sidos porque no penetran facilmente el liqui-
do prostéatico (15).

La via de administracién del antibiético
depende de la gravedad de la enfermedad sis-
témica. Si los signos clinicos son severos, se
inicia usando la via endovenosa, continuando
con la via oral hasta completar 4 semanas (Fi-
gura 1). Acompanando la antibiéticoterapia con
tratamientos de apoyo hasta que el perro se
encuentre estable y tenga capacidad de co-
mer y beber (5). Debido a que las infecciones

Figura 1. Algoritmo de lo pasos diagnoésticos y

tratamiento de la prostatitis aguda.
Figure 1: Flow chart of diagnosis approach and treatment
of acute prostatitis
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agudas pueden volverse cronicas, debe hacerse
una nueva evaluacién, con el cultivo corres-
pondiente 3 dias después de finalizada la an-
tibidticoterapia (2)

En caso que la infecciéon persista la se
realiza una nueva antibidticoterapia especifi-
ca por otras 4 semanas y se vuelve a controlar
al enfermo 1 semana mas tarde, mediante el
cultivo. Cuando el cultivo es entonces negati-
vo, se interrumpen los antibiéticos y se repite
el cultivo a los 6 meses para asegurar la reso-
lucion de la infeccion. Si ésta reincide, el pe-
rro debe recibir terapia de prostatitis crénica
(15). En todos los casos se debe diagnosticar y
tratar en forma conjunta los posibles factores
predisponentes (8)

Cuando existen abscesos prostaticos,
ademas de la antibioticoterapia y estabiliza-
cion del paciente, se considera la exploracion
quirdrgica con drenaje y omentalizacion (15).
La castracién es un tratamiento adjunto mas
eficaz y permanente para la prostatitis bacte-
riana ya que provoca atrofia prostatica y pre-
viene futuros episodios (13).

PROSTATITIS BACTERIANA
CRONICA

Hallazgos clinicos

Puede aparecer como secuela del trata-
miento ineficaz para la prostatitis aguda o ser
un dato inesperado en perros sin anteceden-
tes de enfermedad prostatica. Por lo general,
la prostatitis crénica no se relaciona con sig-
nos de enfermedad sistémica a menos que haya
abscesos. Los indicadores mas frecuente son
las infecciones recurrentes de vias urinarias
en un macho intacto, por lo demas el macho
se observa sano (15). El perro puede ser trai-
do a consulta por episodios recurrentes de cis-
titis, por un flujo uretral constante o intermi-
tente o por hematuria, algunos perros estan
letargicos y es importante tener en cuenta la
enfermedad en perros que se traen a la con-
sulta por infertilidad (15).

Por lo general, la préstata no es doloro-
sa a la palpacién. Los resultados son varia-
bles y dependen, en gran parte de la cantidad
de hiperplasia concurrente que existe. Puede
ser normal o revelar una glandula asimétrica,
firme e irregular. Si se palpan areas blandas
fluctuantes es por la presencia de quistes in-
traprostéaticos o abscesos (15).

La infertilidad, puede ser una secuela
tardia de las prostatitis debida a variados me-
canismos como: hipertermia presente en la
infeccion, destruccion mediada por inmunidad

de las células espermatogénicas, y muerte es-
permatica, secundaria a la exposicion a toxi-
nas bacterianas (15).

DIAGNOSTICO

El cultivo de orina es positivo en mas del
50% de los perros con prostatitis crénica (16).
No hay signos radiolégicos especificos que
sugieran una prostatitis bacteriana croénica,
puede haber mineralizacién prostatica pero no
es un dato especifico (15). Mediante el ultra-
sonido, se observa un parénquima prostético
difuso, multifocal o focal, hiperecoico, y even-
tualmente cavidades hipoecoicas a anecoicas
llenas de liquido (15). La puncién guiada con
aguja fina mediante ecografia permite obtener
material para citologia y cultivo. Debe evitar-
se el uso de aspiracién con aguja cuando hay
presencia de abscesos prostaticos ya que se
puede diseminar bacterias (13).

El analisis de liquido prostatico puede
realizarse a partir de una muestra obtenida
por eyaculacién o masaje prostatico con caté-
ter urinario, o con cepillo uretral (15). Cuan-
do se utiliza el masaje prostatico como proce-
dimiento diagndstico de la prostatitis bacte-
riana, primeramente debe controlarse la in-
feccion del tracto urinario (2).

Para recoger el eyaculado, el perro debe
orinar, y posteriormente se lo lleva a un lugar
tranquilo. Debe limpiarse el area con gasas
secas, y se hace la recoleccién del eyaculado
con o sin presencia de una perra en celo, en
dependencia de la respuesta del macho (4).
Las fracciones pre y pos espermatica del eya-
culado son de origen prostatico. Debido a que
la fraccion preespermatica es poca y dificil de
separar de la fracciéon rica en espermatozoi-
des, se prefiere recolectar la fraccién
posespermatica o tercera fraccion. Los resul-
tados de la valoracion de la segunda fraccion
del eyaculado, son bastante variables y depen-
den en parte de la duracién y gravedad de la
infeccion y la presencia o ausencia de
orquiepididimitis bacteriana y orquitis media-
da por mecanismos inmunitarios (15).

Parte del material obtenido por cualquie-
ra de los métodos se utiliza para hacer un es-
tudio citoldgico y la otra parte, para un culti-
vo cuantitativo. En perros normales se encuen-
tra un numero de bacterias menor de 105 por
mililitro y por lo comtn microorganismos Gram
positivos (11) En casos de prostatitis bacte-
riana el fluido prostatico usualmente es puru-
lento, séptico y hemorragico, encontrandose
gran cantidad de organismos Gram positivos
y negativos con un importante nimero de leu-
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cocitos (2,17). Los datos caracteristicos del
semen de perros con infertilidad inducida por
prostatitis bacteriana crénica incluyen neu-
trofilos, macrofagos, bacterias fagocitadas,
aumento en las cifras de espermatozoides con
defectos morfolégicos primarios y secundarios
y menor numero de espermatozoides por eya-
culado. La azoospermia es también posible en
casos graves (15).

TRATAMIENTO

El médico debe asumir que la barrera
hematoprostéatica se encuentra intacta en pe-
rros con prostatitis bacteriana crénica y ele-
gir un antibidtico que no solo sea eficaz con-
tra el microorganismo cultivado sino también
capaz de penetrar dicha barrera y tener acce-
so al liquido prostéatico (11,18). La barrera he-
matoprostatico se basa, en parte, en las dife-
rencias de pH entre la sangre (pH 7.4) y el
liquido prostatico (pH 6.4); en las caracteristi-
cas del epitelio acinar prostético; y en las par-
ticularidades de unién de proteina plasmati-
ca de los antibidticos (5).

La mayor parte de los perros con infec-
cion prostatica tienen liquido prostatico aci-
do, por lo tanto, en condiciones ideales, los
antibidticos que son eficaces para traspasar
la barrera hematoprostatica deben ser basi-
cos con valores de pKa elevados. Ejemplos de
estos antibidticos son: trimetropin sulfonami-
da, eritromicina y clindamicina. En los casos
de liquido prostatico acidico, los antibidticos
basicos con valores de pKa elevados se ionizan
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en mayor grado en el liquido prostatico que
en el plasma y quedan atrapados en él. Ade-
mas los antibidticos eficaces deben tener alta
liposolubilidad como el cloranfenicol, la
trimetropin sulfonamida, las quinolonas y la
carbenicilina y poca unién a proteinas en el
plasma como la norfloxacina (12).

Por lo general si el microorganismo cau-
sante es gram positivo, se utiliza trimetropin
sulfonamida, cloranfenicol, clindamicina o eri-
tromicina. Si el patégeno causante es Gram
negativo, se recomienda trimetropin
sulfonamida, cloranfenicol o enrofloxacina (Ta-
bla 1) (18, 12).

El tratamiento de la prostatitis se pro-
longa, por seis semanas. A las 72 horas de
culminado se pueden extraer nuevas mues-
tras para cultivo. Si este es negativo se repite
el cultivo en 7 dias y luego cada 6 meses. Si
fuera positivo se debe comenzar un antibioti-
coterapia especifica por 20 semanas, y con-
trolar igual que la primera vez (Figura 2).

Si la infecciéon recurre en esos momen-
tos, es necesario iniciar de nuevo el ciclo com-
pleto (5). Si no es posible eliminar la infec-
cion, deben administrarse antibidticos de ma-
nera continua por el resto de la vida, a un 25%
de la dosis habitual para evitar infeccion de
las vias urinarias teniendo en cuenta los efec-
tos adversos de los antibidticos; por ejemplo,
la queratoconjuntivitis seca por tratamiento
con trimetropin sulfonamida (18).

Tabla 1. Dosis de antibiéticos recomendadas en el tratamiento de las infecciones prostaticas

agudas y croénicas (9).

Tablel: Antibiotic dosages recommended for the treatment of acute and chronic prostatitis.

DROGA DOSIS RUTA INTERVALO EFECTOS
(mg/kg) (h) SECUNDARIOS
Gentamicina 2 IM, SC 8 Nefrotoxicidad
Amoxicilina 10-20 PO 12z | e
Cefalosporinas (1° 5-30 PO 6-8 |
generacion)
Enrofloxacina 2,5-5,0 PO 12 No es toxica en esa dosis
Trimetropin 15-30 PO, SC 12 Queratoconjuntivitis seca
sulfonamida cuando el tratamiento es
prolongado.
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En un estudio recientemente realizado
en humanos se observé que la inyeccion in-
traprostatica de 12 mg de ofloxacina tuvo bue-
na distribucién en el fluido y tejido prostati-
co, lo cual en un futuro puede sustituir la
medicacién a largo plazo de prostatitis croéni-
ca (6).

Debido a que hiperplasia prostatica be-
nigna es uno de los factores que predisponen
a las prostatitis bacterianas es importante rea-
lizar la esterilizacién, cuya consecuencia es la
reduccion de un 70% del tamaio prostatico,
siendo evidente la involucion y la disminucién
de la secrecion prostatica de 7 a 16 dias des-
pués de la castracion (2). Las terapias con ace-
tato de megestrol (0,11 mg/kg oral, una vez al
dia) o finasteride (5 mg oral, una vez al dia)
pueden disminuir temporalmente el tamarfio
prostatico y ayudar en el manejo de la hiper-
plasia, pero siempre tiene que usarse junto
con los antibiéticos (12).

Figura 2. Algoritmo de los pasos diagndsticos

y tratamiento de la prostatitis crénica.
Figure 2 :Flow chart of the diagnosis steps and treatment
of chronic prostatitis.
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CONCLUSIONES

Las prostatitis pueden comprometer se-
riamente la vida del animal en el caso de las
agudas, o pueden causar infertilidad en re-
productores en el caso de las crénicas. Las
medidas tanto diagndsticas como terapéuticas
deben ser enérgicas y para evitar tanto, com-
plicaciones generales agudas graves, como
también desarrollo de problemas cronicos que

lleven a la infertilidad. La palpacién rectal
durante los examenes médicos debe ser ruti-
naria ya que permite la deteccién temprana
de enfermedades prostéaticas que predisponen
a las prostatitis, evitando de esta manera las
complicaciones generales.
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Resumen: Las enfermedades infecciosas en animales domésticos aiin permanecen como
una de las principales causas de morbilidad y mortalidad, con las consecuentes pérdi-
das productivas, siendo uno de los principales problemas sanitarios en los paises en
desarrollo. El resultado de la infeccion puede estar influenciado por factores ambienta-
les, variables propias del patogeno y factores del hospedador. En consecuencia se han
realizado numerosas investigaciones dirigidas a establecer las relaciones entre la pro-
babilidad de adquirir o desarrollar la enfermedad y la constitucion genética de los
individuos. Los loci del Complejo Principal de Histocompatibilidad son considerados
genes candidatos dado el rol que desempefian en la respuesta inmune. En este trabajo
de revision se describen las principales estrategias implementadas para detectar el
componente genético de la susceptibilidad/resistencia y se detallan las consideracio-
nes generales para la eleccion del método adecuado. Ademéds, se describen y discuten
los principales resultados obtenidos en las diferentes especies de animales domésti-
cos: equinos (sarcoiditis, hipersensibilidad dérmica a insectos), bovinos (leucosis, mas-
titis, dermatofilosis), caninos (leishmaniasis) y aves de corral (enfermedad de Marek).
Finalmente, se hace una breve mencion de estudios de asociacion realizados con otros
genes candidatos que no pertenecen al MHC y se discute la situacion actual y las pers-
pectivas fiituras de esta drea del conocimiento
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Abstract: Infectious diseases in farm animals are the main cause of morbidity and mor-
tality and because of the consequent productive losses is considered one of the major
sanitary problems in developing countries. The outcome of infection can be divided into
environment, pathogen and host factors. Several investigations have intended to relate
the probability of acquire or develop a disease and the genetic constitution of the indi-
viduals. Major Histocompatibility Complex loci are proposed as candidate genes due to
their role on the immune system. In this review the principal strategies to detect the
genetic component of susceptibility/resistance are described and the general norms to
select the accurate method are detailed. Moreover, the main results obtained in different
farm animals: equine (sarcoids, insect dermal hipersensibility), bovine (leukosis, masti-
tis, dermatophilosis), canine (leishmaniasis) and poultry (Marek's disease) are presented.
Finally, a brief description of association studies with other candidate non-MHC genes
is mentioned, and the present status and future perspectives are discussed.

Keywords: MHC, susceptibility/resistance to diseases, domestic animals, molecular
markers

Fecha de recepcion: 13/04/05 Fecha de aprobacién: 17/06/05

Direcciéon para correspondencia: G. Giovambattista. Centro de Investigaciones en Genética Basica y
Aplicada (CIGEBA). Facultad de Ciencias Veterinarias. Universidad Nacional de La Plata. CC 296,
B1900AVW. Argentina.

E-mail: ggiovam@fcv.unip.edu.ar

40 ANALECTA VETERINARIA 2005; 25 (1): 40-52 ISSN 1514259-0 VE



INTRODUCCION

La mayoria de las enfermedades se rela-
cionan de una forma u otra con los genes. La
informacion codificada por ellos es tan critica
que el cambio en un solo nucledtido (muta-
cion puntual) del ADN (Acido Desoxirribonu-
cleico) puede ser suficiente para desencade-
nar enfermedades hereditarias, hacer a los
individuos mas o menos vulnerables a
padecerlas crénicamente, o ser susceptibles a
contraer enfermedades infecciosas.

La probabilidad de contraer enfermeda-
des infecciosas en el mundo desarrollado ha
disminuido en los ultimos 50 afios. Sin em-
bargo, la infeccién ain permanece como una
de las principales causas de morbilidad y mor-
talidad, con la consecuente pérdida producti-
va. En los paises en desarrollo, las enferme-
dades infecciosas contintdan siendo uno de los
principales problemas sanitarios. Aunque la
mayoria de las infecciones son autolimitantes
y confieren morbilidad no significativa en el
hospedador, otras pocas tienen una tasa de
mortalidad cercana al 100%. En estas ultimas,
la variacién en el resultado de la infeccion
depende en gran medida de las diferencias en
la constitucién genética de los individuos.

Existen varios factores que pueden in-
fluenciar el resultado de la infeccién y que por
conveniencia, se clasifican en variables am-
bientales, variables propias del patégeno y
factores del hospedador. Los factores ambien-
tales pueden incluir, entre otros, la nutricién,
las toxinas ambientales y la edad de exposi-
cion al patégeno. Por otra parte, aquellas va-
riables derivadas del patégeno generalmente
implican factores de virulencia que, por ejem-
plo, pueden incrementar o atenuar la habili-
dad de colonizacion del organismo o aumen-
tar la virulencia a través de la expresion de
una toxina. Finalmente, los factores atribui-
dos al hospedador, a los cuales nos vamos a
referir en detalle, implican principalmente la
dotacién genética del organismo.

En consecuencia, el objetivo del presen-
te trabajo consiste en describir y analizar al-
gunos aspectos de la susceptibilidad/resisten-
cia a enfermedades infecciosas desde un pun-
to de vista principalmente genético. Por otra
parte, se mencionara la metodologia estadis-
tica y los disefios muestrales cominmente uti-
lizados para detectar este tipo de asociacio-
nes. Por ultimo, se describiran estudios de aso-
ciaciones entre susceptibilidad/resistencia y
los genes del MHC en las principales especies
de animales domésticos previamente reporta-
dos.

Marcadores genéticos en animales

Los vertebrados tienen entre 30 y 35 mil
genes. Como se mencioné anteriormente, un
unico cambio o mutacién en las bases de ADN
que conforman esos genes puede causar una
enfermedad o provocar predisposicién a pa-
decerla. Las mutaciones que generan varia-
ciones genéticas, alterando el riesgo de ocu-
rrencia de una enfermedad infecciosa, se co-
nocen como genes de susceptibilidad. Los ge-
nes de susceptibilidad/resistencia se ponen
de manifiesto porque algunas de sus varian-
tes: (i) causan o predisponen el desarrollo de
una enfermedad (alelo de susceptibilidad), (ii)
presentan mayor incidencia en individuos
emparentados, (iii) influencian la edad de ocu-
rrencia y/o la progresion o (iv) ayudan a pro-
teger contra la enfermedad (alelo protector).

La manera en que los cambios o varia-
ciones de los genes pueden determinar que
un organismo sea susceptible a desarrollar una
enfermedad, o por el contrario, sea resistente
a ella, ha sido objeto de numerosos estudios
en diversas especies de organismos, principal-
mente en humanos, animales de laboratorios
y animales domésticos (1-18).

Estos estudios han demostrado que las
variaciones genéticas que afectan la suscepti-
bilidad/resistencia pueden ocurrir tanto en re-
giones codificantes como no codificantes. En-
tre las primeras se encuentran, por ejemplo,
los cambios en las regiones de reconocimien-
to de los antigenos (ARS), que pueden modifi-
car la afinidad antigeno-anticuerpo. Entre la
mutaciones en regiones no codificantes pue-
den mencionarse: (i) las regiones involucra-
das en el corte y empalme de intrén y exén
(splicing), las que pueden modificar la funcio-
nalidad de la proteina madura, y (ii) las regio-
nes promotoras implicadas en el control de la
transcripcion de los genes y que por lo tanto,
pueden variar los niveles de expresion.

Con este fin se han utilizado diferentes
estrategias para identificar al gen responsa-
ble o al conjunto de genes asociados con la
resistencia/susceptibilidad a una determina-
da enfermedad infecciosa.

IDENTIFICACION DE GENES DE SUS-
CEPTIBILIDAD/RESISTENCIA A EN-
FERMEDADES INFECCIOSAS

En términos generales, la identificacion
de genes de susceptibilidad o resistencia a
enfermedades infecciosas consiste en la bus-
queda de cambios en el ADN o la deteccion de
regiones cromosoémicas asociadas. Comun-
mente, para identificar las variaciones en el
ADN se utilizan Marcadores Genéticos (MG),
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representados por genes, fragmentos de ge-
nes o secuencias no codificantes, que tienen
variantes alternativas o alelos, con frecuencia
apreciables en las distintas poblaciones (poli-
morfismo). Los MG poseen herencia mende-
liana simple, y su deteccion es sencilla y re-
producible.

Se han implementado diversas estrate-
gias para detectar susceptibilidad/resistencia
a enfermedades infecciosas. Para la eleccion
del método de estudio se deben tener en cuen-
ta diversas consideraciones generales, a sa-
ber:

- Seleccion de genes que han sido con-
firmados, propuestos, o que podrian ser con-
siderados como genes candidatos para suscep-
tibilidad/resistencia a enfermedades. Se defi-
nen como genes candidatos a aquellos loci que
por su funcién biolégica pueden estar involu-
crados en la determinacion de un caracter, por
la funciéon de la proteina que codifican o por
comparacién con genes asociados a enferme-
dades similares en otras especies.

- Si el MG y un gen involucrado con la
susceptibilidad/resistencia se encuentran li-
gados, ambos tenderan a heredarse juntos. Por
lo tanto, la utilidad de un MG consiste en
mapear genes o regiones cromosdmicas impli-
cadas en el caracter mediante analisis de
ligamiento.

- Los grupos sanos y enfermos deben es-
tar definidos por medio de fenotipos claros y
robustos, de manera tal de poder diferenciar-
los claramente. Para que las diferencias entre
sanos y enfermos no se deban a diferencias
génicas inherentes a las poblaciones de ori-
gen, la seleccion de los grupos control y en-
fermo debe realizarse dentro del mismo ori-
gen étnico.

En las diferentes razas o familias no
siempre se presentan las mismas asociacio-
nes entre marcador y caracter. Por ejemplo, si
tenemos en cuenta que el ligamiento entre el
caracter y el marcador genético es incomple-
to, podrian existir en la poblacion diferentes
haplotipos marcador/caréacter. De este modo,
un alelo del marcador podria estar ligado al
alelo de susceptibilidad en algunos animales,
mientras que en otros estaria ligado a la va-
riante de resistencia. Por lo tanto, los efectos
estimados del caréacter sobre el rasgo cuanti-
tativo se veran sesgados por efecto de la re-
combinacién.

En términos generales, el estudio de aso-
ciacion a enfermedades consiste en la identi-
ficacion de un gen candidato polimérfico y en
la comparacion de las frecuencias alélicas del

gen entre el grupo afectado y el grupo control.

Estrategias de identificacion de ge-
nes de susceptibilidad/resistencia a
enfermedades

Segun el tipo de marcador utilizado exis-
ten dos estrategias principales para la identi-
ficacion de genes involucrados en la determi-
nacién de un caracter, tal como es la suscep-
tibilidad/resistencia a enfermedades infeccio-
sas: (i) rastreo del genoma y (ii) estudio de
genes candidatos.

El rastreo del genoma consiste en el
mapeo (localizacion) e identificacion de regio-
nes del genoma que estarian asociadas con
susceptibilidad/resistencia a una determina-
da enfermedad infecciosa. Esta estrategia se
utiliza para determinar si existen similitudes
entre individuos afectados. El rastreo se rea-
liza usualmente con marcadores de tipo mi-
crosatélites (secuencias repetitivas en tandem)
distribuidos a lo largo de todo un cromosoma
o de todo el genoma (19, 20). Luego se realiza
el analisis de ligamiento, con el fin de deter-
minar que marcador segrega conjuntamente
con el caracter en estudio. Posteriormente, se
identifican los genes que presentaron asocia-
cién significativa con el caracter dentro de las
regiones mapeadas. Esto puede realizarse ana-
lizando los genes previamente mapeados en
dichas regiones cromosémicas, o mediante
estudios de mapeo posicional. El ultimo paso
involucra la determinacion de cual de estos
genes o mutaciones son causantes de la sus-
ceptibilidad/resistencia a la enfermedad in-
fecciosa en estudio.

La segunda estrategia consiste en la se-
leccion y estudio de genes candidatos. Estos
estudios parten del supuesto de que por su
funcion biolégica el gen candidato estaria in-
volucrado en la susceptibilidad/resistencia a
una determinada enfermedad infecciosa. La
estrategia consiste en asociar los genotipos del
gen candidato con el caracter estudiado. De
igual modo que en la estrategia de rastreo, el
objetivo final consiste en identificar en el gen
candidato la mutacién causal de la suscepti-
bilidad/resistencia, y de esta forma confirmar
al locus como responsable de la asociacion.

Una vez determinados los genotipos o ha-
plotipos del gen analizado, el estudio puede
conducirse segun el caso hacia: (1) el analisis
de segregacion compleja, el cual simula la se-
gregacion de la enfermedad en familias
multicasos y compara la probabilidad de dife-
rentes formas de heredar la enfermedad; (2) la
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comparacion del namero observado de alelos
compartidos con el nimero esperado por he-
rencia mendeliana simple, en pares de her-
manos enteros; (3) anaélisis de ligamiento, el
cual incorpora los efectos de recombinaciéon
en las generaciones anteriores para determi-
nar la localizacion génica.

Si bien los métodos mencionados son de
gran utilidad en la identificacién de alelos de
susceptibilidad a enfermedades, no son apli-
cables a todas las enfermedades infecciosas
por razones logisticas. Si un gen candidato es
identificado a través de estudios de alelos com-
partidos, analisis de ligamiento o de segrega-
cion, la evaluacion final requerira estudios de
asociacion con la enfermedad cuidadosamen-
te disenados, a fin de validar la asociacion
encontrada entre el gen estudiado y la enfer-
medad en cuestién.

Tanto una estrategia como la otra pue-
den utilizar diferentes disefios muestrales,
tales como: (1) disefio de medio-hermanos (Pa-
ternal half sibs) o disefio de nietos (Grand-
daugther Designs), (2) lineas endocriadas (mo-
delos murinos), (3) estudios de familias porta-
doras y (4) analisis poblacionales.

El cruzamiento de medio-hermanos pa-
ternos se basa en el estudio de la descenden-
cia de machos heterocigotas para un locus
determinado. Teniendo en cuenta el alelo que
reciben del padre, las hijas pueden ser clasifi-
cadas en dos grupos de medio hermanas pa-
ternas (21, 23). Debido a que los alelos co-
rrespondientes a un locus marcan las regio-
nes cromosomicas homologas a las que se en-
cuentran ligados, pueden ser usados en este
sentido como MG. Si el marcador se encuen-
tra estrechamente ligado al caracter en estu-
dio, al recibir un alelo determinado del padre
las crias heredan simultaneamente una de las
dos posibles regiones cromosémicas homdlo-
gas que incluyen el caracter. De esta manera,
los dos grupos de medias hermanas paternas
deberian diferenciarse para el caracter. Por lo
dicho anteriormente, sélo seran informativos
aquellos machos que sean heterocigotas para
ambos loci.

El método denominado “Disefio de Nie-
tas” se basa en la caracterizacion de los hijos
de machos heterocigotas para un determina-
do marcador. Los hijos se dividen en dos gru-
pos de acuerdo al alelo que hayan recibido del
macho. Posteriormente, los son hijos evalua-
dos a partir de la produccién de sus respecti-
vas hijas (por ejemplo, mediante los valores
de cria).

Marcadores genéticos en animales

En el disefio que emplea lineas endocria-
das para identificar genes de susceptibilidad
a enfermedades se tipifican cepas endocria-
das de roedores después de haber estado ex-
puestas a una infeccién con el fin de obtener
fenotipos extremos. Se determina si el fenoti-
po en particular es dominante o recesivo en
los cruzamientos F1 en los cuales todos los
individuos son heterocigotas, habiendo here-
dado un cromosoma de cada una de las cepas
parentales endocriadas. Por lo tanto, el feno-
tipo de la enfermedad deberia ser homogéneo.
Posteriormente se realizan cruzamientos en-
tre hermanos, o retrocruzamientos con uno de
los parentales con el fin de producir cepas con
genotipos y fenotipos variables como resulta-
do de la recombinacién cromosémica.

Cuando se utiliza el diseno de familias
portadoras se considera que en determinadas
regiones cromosomicas pueden existir nume-
rosos genes estrechamente ligados, los cua-
les se trasmiten juntos como haplotipos (Fi-
gura 1). Como se observa en el esquema, los
individuos tienen dos haplotipos (denotados
por letras mayusculas), uno en cada cromo-
soma homélogo, entonces, un hijo recibe un
haplotipo de cada parental y existe una pro-
babilidad del 25% de que dos crias de los mis-
mos parentales hereden el mismo haplotipo.
En circunstancias extremadamente raras un
padre puede transmitir un haplotipo recombi-
nante a la descendencia. Estas caracteristi-
cas hacen posible la deteccion de genes de sus-
ceptibilidad/resistencia al analizar los alelos
o haplotipos compartidos en los individuos
enfermos (haplotipos sombreados).

Numerosos trabajos realizados para
mapear marcadores en especies domésticas,
han sido realizados dentro de poblaciones de
una misma raza, es decir, por Cruzamientos
de Poblaciones Segregantes. Sin embargo,
cuando poblaciones pertenecientes a diferen-
tes razas difieren para cierto caracter, y por lo
tanto para los marcadores, la cruza entre am-
bos grupos puede resultar de gran utilidad en
el mapeo de dichos marcadores (Figura 2).

Beckmann y Soller (24) demostraron que
es posible estudiar el ligamiento marcador-
caracter siguiendo la cosegregacion del mar-
cador y del caracter dentro de cada familia.
Para marcadores multialélicos, esta clase de
analisis tiene el mismo poder de resolucién
que la cruza entre lineas puras. A modo de
ejemplo pueden citarse el cruzamiento de
N'Dama y Zebu para mapear QTLs asociados
con resistencia/susceptibilidad a la tripano-
somiasis (25, 27).
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Figura 1. Ejemplo de diseno de familias portadoras para
deteccion de genes de susceptibilidad/resistencia.

Figure 1. Example of the carrier families design for the detection of resis-
tance/susceptibility genes

Poblacién de una misma especie o poblaciones de diferentes razas

/ N\

Agrupamientos por diferencias en caracter - marcador genético

Cruzamientos entre grupos Deteccién y mapeo de
diferentes para marcadores
caracter - marcador genético asociados a caracter

Figura 2. Ejemplo del disefio muestral de Cruzamientos de Po-
blaciones Segregantes o de Tipificacion Selectiva para deteccién
de genes de susceptibilidad/resistencia.

Figure 2. Example of the segregating populations design or the selective typing
for the detection of resistance/susceptibility genes.
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Dentro del analisis a nivel de poblacio-
nes se puede aplicar el método de Tipificacion
Selectiva (Selective Genotyping). Este método
se basa en realizar cruzamientos en poblacio-
nes que difieren para cierto caréacter y por lo
tanto para los marcadores genéticos. Se se-
leccionan aquellos animales que se encuen-
tran en los extremos de la distribucién para el
caracter de interés, y posteriormente se tipifi-
can los marcadores genéticos (Figura 2). Por
lo tanto, la cruza entre diferentes grupos pue-
de resultar util en el mapeo de los marcado-
res relacionados a susceptibilidad/resistencia
a enfermedades infecciosas, dado que una di-
ferencia significativa entre las frecuencias gé-
nicas de las colas de la distribuciéon (suscepti-
bilidad/resistencia) en la F2 o en la poblacion
base puede servir como test para el ligamiento
marcador-caracter.

Esta metodologia se fundamenta en el
hecho de que la seleccion sobre un caracter
podria cambiar las frecuencias génicas en la
poblacion segregante. Una diferencia signifi-
cativa entre las frecuencias génicas de las co-
las de la distribuciéon (susceptibilidad/resis-
tencia) en la F2 o en la poblacion base puede
servir como test para el ligamiento marcador-
caracter (28, 29).

Dentro de una raza el mapeo puede rea-
lizarse también por el método «Idéntico por
Descendencia (IBD Identical-by-Descent)». La
importancia de esta estrategia radica en que
permite mapear, tanto en animales domésti-
cos como en el hombre, los genes causantes
de enfermedades genéticas utilizando un nu-
mero limitado de descendientes afectados que
comparten un antecesor comun. De esta ma-
nera, detectando el segmento cromosémico que
comparten los individuos afectados, no es ne-
cesario realizar los clasicos cruzamientos uti-
lizados en los analisis de ligamientos, redu-
ciendo el tiempo y costo que requiere aquella
estrategia.

Un ejemplo de la utilidad de esta meto-
dologia para el mapeo de enfermedades gené-
ticas es la investigacion realizada por Charlier
y col. (30). Con el fin de localizar el gen cau-
sante del pie de mula en la raza bovina Holstein
Friesian examinaron el pedigri de 12 indivi-
duos afectados. Utilizando 213 microsatélites,
los autores observaron que todos los indivi-
duos analizados compartian un mismo seg-
mento del cromosoma 15, el cual provenia de
un ancestro comun.

En las tablas I y II se detallan los princi-
pales métodos empleados y programas de com-

Marcadores genéticos en animales

putacion disponibles para el anélisis de des-
equilibrio de ligamiento.

LOS GENES DEL COMPLEJO PRINCI-
PAL DE HISTOCOMPATIBILIDAD
(MHC) COMO CANDIDATOS PARA ES-
TUDIOS DE ASOCIACION CON EN-
FERMEDADES INFECCIOSAS

La resistencia genética es un rasgo mul-
tigénico, es decir, determinado por muchos
genes, entre los cuales se encuentran los que
codifican las moléculas que forman parte del
sistema inmune.

La diversidad de las proteinas codifica-
das en el MHC se debe al polimorfismo de los
genes que se encuentran en este complejo.
Esta diversidad genética seria la responsable
de la variacién genotipica en la resistencia o
susceptibilidad a enfermedades infecciosas.
Los loci del MHC desempeiian un rol central
en la respuesta inmune, por lo que constitu-
yen genes candidatos para el estudio de aso-
ciacion entre marcadores genéticos y resisten-
cia/susceptibilidad a enfermedades infeccio-
sas.

Este complejo consiste en un bloque de
ligamiento formado por mas de 100 genes in-
volucrados en su mayoria, en la respuesta in-
munitaria. Entre ellos podemos nombrar los
genes presentadores de antigeno (Clase I y II),
los procesadores de antigeno, los del sistema
del Complemento (Clase IIl) y genes relacio-
nados como el Factor de Necrosis Tumoral
(TNF). La variabilidad genética en esta region
se ve determinada por un alto nimero de ale-
los, presencia de varias copias de cada gen,
numero variable de genes en los distintos ha-
plotipos y variaciones alélicas en la regién de
control de la expresion (promotor). En nume-
rosos estudios se ha demostrado que las va-
riaciones en la respuesta inmune dependen
tanto de las mutaciones en las regiones pro-
motoras de genes de histocompatibilidad, las
cuales modifican los niveles de transcripcion,
como del polimorfismo en la region de unién
al antigeno (Antigen Recognition Site, ARS) de
las glicoproteinas de Clase I y II, que determi-
nan su afinidad con los antigenos. También,
los genes de citoquinas se consideran impor-
tantes genes candidatos para investigar sus-
ceptibilidad/resistencia a enfermedades infec-
ciosas, ya que en las especies estudiadas se
han identificado polimorfismos nucleotidicos
simples (SNPs) asociados a la susceptibilidad/
resistencia. Estos altos niveles de polimorfis-
mo han permitido el desarrollo de MG asocia-
dos a enfermedades infecciosas para ser utili-
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Tabla I. Breve descripcion de algunos de los métodos utilizados cominmente para la estima-
cion de desequilibrio de ligamiento (LD).
Table I. Short description of some of the usual methods employed to estimate linkage disequilibrium (LD).

com posite likelihood
approaches

Método Caracteristicas
Transmission Medida mas comunmente usada, no es afectada
Desequilibrium Test | por estratificacién poblacional, usa genotipos
(TDT) parentales heterocigotas.
Haplotype Relative Estima frecuencias alélicas transmitidas por los
Risk (HRR) genotipos parentales homocigotas y heterocigotas;
“Riesgo relativo” es util para muestras de ADN agrupadas. Es
sensible a estratificacién poblacional.
Multilocus Utiliza multiples marcadores incrementando el

poder de deteccién de desequilibrio de ligamiento.

Haplotype segment
sharing method

Considera la covarianza entre loci marcadores;
sensible a heterogeneidad alélica.

Tabla II. Software disponible para analisis de desequilibrio de ligamiento (LD).
Table II. Available software for linkage disequilibrium (LD) analysis.

Programa Descripcion Pagina Web Referencia

ALLASS Estimacion de LD compuesto http://cedar.genetics.soton.ac.uk (43)
para datos multilocus usando la | 7pub7PROGRAM/ALLAS
ecuacion de Malécot.

ARLEQUIN | Paquete de andlisis genético http://anthro.unige.ch/arlequin/ (44) (45)
poblacional que incluye
estimacion de haplotipos por el
algoritmo EM y andlisis de LD
para pares de loci; estima
significancia por método
permutacion.

DISEQ Estimacion de desequilibrio ftp://linkage.cpmc.columbia.edu (46)
multilocus. /software/diseq

DMAP Estimacion de likelihood http://lib.stat.cmu.edu/-bdevlin/ 47)
compuesta para multiples datos.

ETDT Usa regresion logistica para TDT | http://www.gene.ucl.ac.uk/dcurt (48)
para marcadores multialelicos is/software.hyml

FINEMAP | Estima arboles filogenéticos para | http://www.stat.cmu.edu/cmu- (49)
enfermedades multilocus y stats/
haplotipos normales para inferir
localizacion del gen de la
enfermedad.

GASSOC Realiza varios test de asociacion, | http://www.mayo.edu/statgen (50)
incluyendo TDT para mdltiples
marcadores.

GDA Anadlisis genético poblacional. http://alleyn.eeb.uconn.edu/gda (51)
Incluye estimacion de LD para /
pares de loci, test de significancia
por método de permutacion.

QTDT Realiza test de asociacion y TDT http://eee.well.ox.ac.uk/ashtma/ (52)
para rasgos cuantitativos usando | QTDT
metodo de componentes de
varianza.

TDT/S-TDT| TDT y sib-TDT. http://spielman07.med.upenn.ed (53) (54)

u/TDT.htm

TRIMHAP | Analisis de haplotipos http://www.vipbg.vcu.edu/trimh (55)
compartidos para estimacion de ap
localizacion de genes de
enfermedades.
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zados en su control sanitario y erradicacion.
La mayoria de los estudios de asociaciones con
los polimorfismos de los genes de Clase I, Cla-
se II y citoquinas se realizaron en enfermeda-
des humanas y en algunos animales domésti-
cos (1, 18).

EJEMPLOS DE ASOCIACION DE GE-
NES CANDIDATOS DEL MHC CON
SUSCEPTIBILIDAD A ENFERMEDA-
DES

Numerosos autores han llevado a cabo
estudios de asociacién entre genes del MHC y
resistencia/susceptibilidad a diversas enfer-
medades infecciosas, principalmente aquellas
responsables de importantes pérdidas econd-
micas. Entre los ejemplos mas relevantes po-
demos citar los siguientes trabajos:

Equinos

Una de las asociaciones mas fuertes
identificadas en equinos (1, 2) en estudios del
MHC equino (ELA, equine leukocyte antigen) y
la susceptibilidad/resistencia corresponde a
la patogénesis del tumor de piel comun o
sarcoiditis. Estos tumores son de ocurrencia
comun en caballos y son causados por un vi-

rus relacionado al virus del papiloma bovino
(BPV).

Las investigaciones realizadas desde la
década de 1980 involucraron el analisis de los
genes del ELA de Clase I y Clase Il en varias
razas de caballos. Los resultados determina-
ron, por una parte, altas frecuencias de alelos
ELA-A3 (Clase I) y ELA W13 (Clase II) en caba-
llos afectados con tumores, en comparacion a
los controles sanos. Por otra parte, entre las
diferentes razas analizadas se evidencié dis-
tinta incidencia de tumores debido, probable-
mente, a la distribucién diferencial de los ale-
los entre razas. Sin embargo, la susceptibili-
dad no se deberia solamente a la presencia de
los alelos ELA-A3 y ELA W13, sino a una com-
binaciéon de genes (haplotipo) que acompana
a estos alelos y aun de otros genes ligados al
MHC. Dado que estas investigaciones se rea-
lizaron mediante determinaciones serolégicas,
es muy probable que un estudio molecular por
genes candidatos revele una asociacién aun
mas estrecha entre determinados alelos y la
susceptibilidad a sarcoiditis.

Otros ejemplos son las relaciones entre
algunos haplotipos del ELA y la hipersensibi-
lidad dérmica a insectos, la influencia de dife-
rencias antigénicas en la fertilidad, la relacion
de fenotipos de transferrinas y ELA con el gra-
do de deterioro endometrial en yeguas gestan-
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tes (31, 33). Investigaciones de posibles aso-
ciaciones entre antigenos de Clase I del MHC
y niveles de IgE especificos demostraron una
asociacion significativa entre ELA-A8 y titulos
indetectables de IgE contra las cepas de As-
pergillus fumigatus rAsp f 7 y rAsp f 8. Tam-
bién, se demostraron asociaciones significati-
vas entre ELA-A1l y altos niveles especificos
de IgE, entre ELA-A14 y bajos niveles de IgE,
y entre ELA-Be27 y bajos niveles de IgE de
Aspergillus-especifico (12). En un estudio mas
reciente se demostrd, ademas, la asociacién
entre tipos de transferrina y la muerte de los
potros causada por la infeccion por
Rhodococcus equi (15).

Bovinos

La leucosis bovina es una enfermedad
de importancia econémica y de distribuciéon
mundial producida por el virus de la leucosis
bovina. El desarrollo de esta enfermedad se
encuentra bajo control genético, intimamente
ligado al polimorfismo del MHC bovino, y pre-
senta tres estadios: (1) Producciéon de anticuer-
pos contra antigenos virales (seroconversion);
(2) Aumento significativo y persistente del
numero de linfocitos B (linfocitosis persisten-
te); (3) Linfosarcoma.

En 1986, Lewin y Bernoco (3) estudia-
ron la asociaciéon entre el BoLA (bovine
Iymphocyte antigen) Clase 1 y la progresion de
la enfermedad en un rodeo Shorton
californiano (n=117). La tipificacion del BoLA
Clase I se realizé mediante serologia. El estu-
dio se realizo a nivel rodeo y a nivel familia. A
nivel rodeo se detectaron 60 vacas
seropositivas, y entre ellas, aquellas con el ha-
plotipo BoLA-w8 presentaron aumento de la
susceptibilidad y mayor frecuencia de linfoci-
tosis persistente. Los animales con el haploti-
po BoLA-DA7 y BoLA-DAG6.2 presentaron una
menor frecuencia de linfocitosis persistente.

A nivel familia se estudio la segregacion
alélica en una familia de medio hermanas pa-
ternas y se observo que las vacas que hereda-
ron el haplotipo DA 12.3 eran susceptibles a
la linfocitosis persistente, mientras que las
vacas con el haplotipo DA7 exhibian resisten-
cia a linfocitosis persistente.

En 1996, Zanotti y colaboradores (5) ana-
lizaron la influencia del polimorfismo del MHC
sobre la progresién subclinica del virus de la
leucosis bovina en 2 rodeos italianos de vacas
Holstein (n=41). Estos autores estudiaron el
BoLA-A por serologia, el BoLA-DQ por RFLP y
el BoLA-DR por PRC-RFLP. A partir de estos
analisis comprobaron que el haplotipo
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DQA*12-DQB*12-DRB2*3A-DRB3.2*8 se en-
contraba asociado a susceptibilidad a la leu-
cosis, mientras que el haplotipo DQA*3A-
DQB*3A-DRB2*2A-DRB3.2*11 se asoci6é con
resistencia a la enfermedad.

Por otra parte, el analisis de la secuen-
cia nucleotidica del segundo exén de los ale-
los DRB3 revelé que los alelos asociados con
resistencia presentaban en la posiciones 70 y
71 del dominio b1l del ABS (Antigen Binding
Site) acido glutamico y arginina, respectiva-
mente.

Este estudio dejé en evidencia el papel
principal del BoLA-DRB3 en la progresion sub-
clinica de la infeccién con el virus de la leuco-
sis bovina, que estaria dado a nivel de la pre-
sentacion de péptidos antigénicos a los linfo-
citos T helper.

La enfermedad conocida como Mastitis
Bovina es producida principalmente por Sta-
phylococcus aureus. Es una de las enfermeda-
des mas frecuentes en el ganado bovino le-
chero y la que ocasiona las mayores pérdidas
econdémicas.

En 1997, Kelm y col (8) estudiaron la
relacion entre medidas genéticas de mastitis
(nimero de células somaticas, SCS) y para-
metros inmunoldgicos (marcadores molecula-
res BoLA-DRB3.2) en vacas Holstein de Esta-
dos Unidos (n=137). El BoLA-DRB3.2 se ana-
lizo por PCR-RFLP (con las enzimas de restric-
cion Rsal, Haelll y BstYI). El SCS se utilizé
como parametro ya que existe una alta corre-
lacion entre la ocurrencia de mastitis y SCS.
Los autores encontraron que el alelo
DRB3.2*16 se asociaba con SCS elevado, mien-
tras que el DRB3.2*24 se asociaba con SCS
bajo. Por otro lado, Dietz y colaboradores (10)
también encontraron asociacion entre el alelo
DRB3.2*16 y SCS alto. Ambos estudios evi-
denciaron la utilidad de los alelos del BoLA-
DRB3 como marcadores de la resistencia/sus-
ceptibilidad a mastitis.

Sharif y col. (11) también analizaron la
asociacion entre los alelos del BoLA-DRB3 y
el SCS como medida de mastitis en un rodeo
canadiense de vacas Hosltein (n=835). Ellos
detectaron asociacion entre el alelo DRB3.2*16
con bajos SCS, y entre el alelo DRB3.2*23 con
casos de mastitis severos.

La discrepancia observada entre los
trabajos de Kelm y Dietz, con el de Sharif po-
dria deberse al diseno experimental, a la va-
riable dependiente utilizada (SCS), a la pre-

sencia de distintos patégenos, al background
genético, factores ambientales, etc.

Park y colaboradores (17) realizaron uno
de los ultimos estudios acerca de la posible
asociacién entre resistencia/susceptibilidad a
mastitis producida por S. aureus y genes del
MHC. Los autores reportaron una estrecha
asociaciéon entre el haplotipo de Clase Ila
DH24A y susceptibilidad a mastitis, mientras
que los haplotipos DH16A y DHO8A se encon-
traron asociados con resistencia a la enferme-

dad.

La Dermatofilosis Bovina es una enfer-
medad de la piel causada por el patéogeno
Dermatophilus congolensis asociada con la ga-
rrapata Amblyomma variegatum. Produce
importantes pérdidas en la produccién y pre-
senta una tasa de mortalidad del 15%.

Maillard y col. (14) analizaron varios loci
del MHC bovino para identificar marcadores
moleculares asociados con resistencia/sus-
ceptibilidad a dermatofilosis. Los autores es-
tudiaron dos grupos extremos de animales
Brahman zebt de la isla de Martinica no rela-
cionados y en las mismas condiciones ambien-
tales: 61 animales que nunca enfermaron y
62 animales con signos clinicos severos. Los
haplotipos DRB3.2*9 y DQB*1804 se encon-
traron significativamente asociados con alta
susceptibilidad a la enfermedad. Esta asocia-
cién se validé en otras poblaciones de ganado
de la misma raza y en otras razas de otras par-
tes del mundo. A partir de estos resultados se
realizé en la isla de Martinica un programa de
seleccion asistida durante el cual se elimina-
ron los individuos que tenian el haplotipo aso-
ciado a susceptibilidad. De esta manera se
logré reducir la prevalencia de la enfermedad
del 76%, en 1996 a menos del 2%, en el 2001.

En otro tipo de estudio, Acosta-Rodriguez
y coautores (18) analizaron la posible partici-
pacion de los genes del MHC en la infestacion
con garrapatas Boophilus microplus mediante
el estudio de microsatélites de Clase II. Las
pérdidas causadas por esta garrapata han sido
estimadas en cien millones de délares por aio
en Australia, y en un billén de délares por aio
en América Central y Sudamérica. Los auto-
res reportaron la existencia de asociacién en-
tre cuatro microsatélites del BoLA Clase II y
susceptibilidad a la infestacién con garrapa-
tas Boophilus microplus. Este estudio eviden-
ci6 la participacién, al menos parcialmente,
de varios alelos de Clase II del BoLA en la sus-
ceptibilidad a la infestacién con garrapatas.
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Ovinos

La parasitosis en el ganado ovino es una
de las principales causas de pérdidas econd-
micas. En 1996, Outteridge y colaboradores
(6) estudiaron la posible asociacién entre los
polimorfismos del MHC ovino (OLA, Ovine
Leukocyte Antigen) y las variaciones en la re-
sistencia a parasitos intestinales, principal-
mente nematodes. Para llevar a cabo este es-
tudio los autores se basaron en el hecho que
los genes del DRB se encuentran en la region
de Clase I del MHC, y en la existencia de una
relacion inversa entre el nivel de anticuerpos
y el nimero de huevos de parasitos en las
heces de este modo la resistencia/susceptibi-
lidad a los paréasitos podria ser determinada
por el polimorfismo del DRB.

El estudio se realizo en tres familias de
ovejas Merino (n=130) de Australia. Los auto-
res tipificaron un microsatélite intrénico es-
trechamente ligado al exén 2 del DRB ovino
mediante PCR y midieron los niveles de anti-
cuerpos contra los parasitos y el numero de
huevos en la materia fecal. Si bien se encon-
tré asociacion entre altos niveles de anticuer-
pos, bajo nimero de huevos en materia fecal
y polimorfismo del DRB, los autores resaltan
la necesidad de realizar estudios adicionales
para confirmar las asociaciones observadas.

Caninos

La leishmaniasis es una enfermedad que
afecta a perros, humanos y otros animales
causada por el parasito intracelular Leishma-
nia infantum. El perro doméstico es el princi-
pal reservorio para la infeccion humana.

Quinnell y colaboradores (16) analizaron
la asociacion entre los genes del DLA (Dog
Leukocyte Antigen) Clase II del perro DLA-
DRBI1, -DQA1 y -DQBI1 y el curso de la enfer-
medad en perros expuestos a infeccion natu-
ral con Leishmania infantum en Brasil. El es-
tudio incluyo 99 perros de la ciudad de Belém
(zona no endémica) que fueron llevados a
Marajé (zona endémica), y 27 perros nacidos
en Marajoé.

La tipificacion de los genes DLA-DRBI, -
DQA1 y -DQBI1 se efectué por secuenciacion
directa. La deteccion del parasito se realizo
por PCR a partir de biopsias de médula ésea y
se midieron los niveles de IgG. Finalmente,
los autores encontraron una asociacion signi-
ficativa entre la presencia del alelo
DRB1*01502 y la susceptibilidad a leishma-
niasis en perros, pero no se detectaron aso-
ciaciones con DQA1l y DQBI.

Marcadores genéticos en animales

Aves

La enfermedad de Marek en pollos es
causada por un herpes virus. Puede manifes-
tarse en una forma nerviosa (ataca los ner-
vios, especialmente el nervio ciatico) o visce-
ral (tumores en higado, ovario, rifion, bazo y
corazon) y produce importantes pérdidas eco-
nomicas.

En 1997, Kaufman y Salomonsen (9) en-
contraron una asociacién significativa entre
el haplotipo B21 de Clase I del MHC del pollo
y la resistencia a la enfermedad, mientras que
el haplotipo mas susceptible fue el B19.

Estado actual de las investigaciones en
susceptibilidad/resistencia genética a enfer-
medades infecciosas en la Argentina

Si bien en la Argentina, esta area del co-
nocimiento no esta muy desarrollada, existen
actualmente lineas de investigaciones tendien-
tes a caracterizar los genes del MHC de dife-
rentes especies domésticas y a determinar
asociaciones entre dichos loci y susceptibili-
dad/resistencia a enfermedades infecciosas.
Asi por ejemplo, en el Centro de Investigacio-
nes en Genética Basica y Aplicada (CIGEBA)
de la Facultad de Ciencias Veterinarias, Uni-
versidad Nacional de La Plata, en estudios an-
teriores se analizé la variabilidad genética de
genes del MHC en razas bovinas, equinas y
caninas y actualmente se estan llevando a cabo
investigaciones de las posibles asociaciones
entre genes candidatos del MHC y enfermeda-
des tales como demodicosis juvenil generali-
zada canina y arteritis viral equina (AVE) (36-
40). Por otra parte, en la Facultad de Ciencias
Veterinarias de la Universidad Nacional de
Buenos Aires se estan estudiando los genes
de MHC de aves de corral (41, 42).

ASOCIACION CON GENES QUE NO
PERTENECEN AL MHC

En la respuesta inmune intervienen los
productos de numerosos genes, muchos de los
cuales no pertenecen al MHC. En los ultimos
afios, varios loci involucrados en la respuesta
inmune han sido estudiados con el objeto de
determinar su asociacion con susceptibilidad/
resistencia a determinadas enfermedades in-
fecciosas. A modo de ejemplo, pueden men-
cionarse el gen que codifica para la proteina 1
de macréfagos asociada a resistencia natural
o Nrampl (7, 13), los genes para inmunoglo-
bulinas y genes del receptor de células T (3).
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PERSPECTIVAS FUTURAS

Si bien los antibidticos son efectivos en
el control de varias enfermedades, su uso a lo
largo del tiempo puede desarrollar resistencia
a la droga por parte de los patégenos. Ade-
mas, el uso masivo de antibidticos es cada vez
menos aceptado por los consumidores, quie-
nes exigen productos libres de residuos.

Otras enfermedades pueden ser contro-
ladas a través de la utilizacién de vacunas.
Sin embargo, las vacunas atenuadas, tradicio-
nalmente empleadas, a veces proveen una pro-
teccion incompleta y en el caso de las vacu-
nas pobremente inactivadas pueden causar la
enfermedad que tendrian que prevenir (Roslin
Institute, Annual Report 2000-2001, http://
www.roslin.ac.uk/).

La seleccién de animales resistentes a
enfermedades es posible, pero tradicionalmen-
te los criadores se han concentrado en mejo-
rar los caracteres de produccién, por lo que la
informacion acerca de la variacion genética en
resistencia a enfermedades es limitada.

En los ultimos afios el crecimiento de la
biotecnologia esta permitiendo el desarrollo de
nuevas estrategias para el control de enfer-
medades. En este contexto, ya se estan utili-
zando rutinariamente los marcadores molecu-
lares para la seleccion de animales resisten-
tes a enfermedades. Por otra parte, a través
de la tecnologia recombinante, se estan desa-
rrollando nuevas vacunas basadas en la es-
tructura de las moléculas de reconocimiento
y presentadoras de antigenos y en la informa-
cion obtenida a partir de los estudios de aso-
ciacion en las diferentes especies estudiadas.
Sin embargo, aun es necesario obtener una
mejor comprension de la genética y de la fun-
cion del sistema inmune del huésped y de los
mecanismos de evasion de la respuesta inmu-
ne por parte del patégeno, para que la biolo-
gia molecular tenga un mayor impacto en el
control de las enfermedades animales.
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http://www.fev.unlp.edu.ar/analecta/analecta. html
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