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

JA Coppo, NB Mussart, SA Fioranelli, PA Zeinsteger

Cátedra de Fisiología, 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/L), neutrophils (58.4-63.4%), lymphocytes (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), Cl (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 IU/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 usefulness 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 FISIOLÓGICOS EN SANGRE Y ORINA DE RANA TORO
EN CAUTIVERIO, Rana catesbeiana (ANURA: RANIDAE)

RESUMEN: Con el propósito de obtener valores sanguíneos 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 espectrofotometría, electroforesis,
densitometría, refractometría y microscopía. 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 g/dL), HCM (151-164 pg), CHCM (22,6-24,0%), leucocitos (18,7-22,3 G/L), neutró-
filos (58,4-63,4%), linfocitos (23,9-29,8%), monocitos (2,1-3,8%), eosinófilos (4,6-7,0%), basó-
filos (2,9-4,1%), fibrinógeno (0,59-0,99 g/dL), proteínas totales (4,19-4,49 g/dL), albúmina
(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), ácido úrico (11,5-15,4 mg/L), triglicéridos (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 lipoproteína (6,01-8,67%), beta lipo-
proteína (91,3-93,9%), glucosa (0,45-0,54 g/L), Na (116-121 meq/L), K (3,42-3,81 meq/L), Cl
(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 UI/L), AST (42,8-53,4 UI/L), GGT (7,8-10,6
UI/L), LDH (99-135 UI/L), CHE (151-185 UI/L), CPK (365-500 UI/L), tiempo de sangría (289-
393s), tiempo de coagulación (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 mamíferos, pero otros resultaron muy diferentes. Ciertos parámetros
registraron variaciones fisiológicas atribuibles a edad, sexo, estación del año y sistema de
manejo y alimentación. Se resalta la utilidad de los parámetros estudiados para evaluar esta-
dos sanitario, metabólico y nutricional de la rana toro en cautiverio.

Palabras claves: Rana catesbeiana, valores sanguíneos, pruebas coagulativas, parámetros
urinarios
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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 ºC); 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
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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 Gründwald). 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-

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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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-

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  ±±±± 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) 24.2 ± 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 
(µm) 

15.2 ± 2.1 0.945  14.6 - 15.7  11.3 - 20.5 

lymphocytes, ratio (% ) 26.8 ± 4.9 0.982  23.9 - 29.8  16.3 - 39.8 
lymphocytes, diame-
ter(µm) 

13.6 ± 1.9 0.950  13.2 - 14.1  10.3 - 19.5 

monocytes, ratio (% ) 2.9 ± 1.1 0.942  2.1 - 3.8  1.0 - 5.0 
monocytes, diameter 
(µm) 

15.2 ± 2.1 0.949  14.7 - 15.8  10.2 - 20.5 

eosinophils, ratio (% ) 5.8 ± 1.6 0.935  4.6 - 7.0  2.0 - 11.9 
eosinophils, diameter 
(µm) 

16.2 ± 2.5 0.938  15.5 - 16.9  11.3 - 21.5 

basophils, ratio (% ) 3.5 ± 1.2 0.929  2.9 - 4.1  0  -  6.0 

basophils, diameter (µm)  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± 

0.0034 
0.945  1.0061-  

1.0089 
1.0050- 
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, α =
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.



Blood and urine values in Rana

9ANALECTA VETERINARIA 2005; 25 (1): 15-17ISSN 1514259-0  VE

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 µm) were ap-
proximately similar to those found on R.
catesbeiana: 24x14 µm (18), but they were
smaller than those reported on birds: 12x7 µm
(16,17), and domestic mammals: 3.2-9.6 µm
(12), 3.2-7 µm (16), and 3.9-7.2 µm (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-

Table 2. Values obtained in bullfrog serum (n = 302).
Tabla 2. Valores obtenidos en suero de rana toro (n = 302).

parameter  ±±±± 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 - 15.4  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) 118.6 ± 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) 8.83 ± 1.80 0.985  8.31 - 9.36  4.1 - 13.7 
Mg (mg/dL) 2.41 ± 0.49 0.972  2.26 - 2.55  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) 9.2 ± 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, α =
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.
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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-

season  sex   age  handling  
parameter 

cold  warm   male  female  young  adult  captiv.  semic.  
glucose (g/L)  0.39a 0.61b 0,51  0.48  0.66a 0.41b 0.53  0.56  
urea (mg/L)  90.1a 79.5b 87.1  82.6  65.0a 113b 80.1a 105b 

creatinine (mg/L)  4.87  4.79  5.06  4.64  3.12a 7.71b 5.25  5.66  
uric acid (mg/L)  14.4  12.6  14.0  13.1  19.6a 5.3b 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)  7.63a 9.22b 8.42  8.27  9.70a 8.02b 8.73  9.25  
P (mg/dL)  7.83a 9.65b 8.69  8.94  10.9a 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 32.9b 30.0  30.3  26.4a 37.2b 33.8  34.5  
RBC (T/L)   0.38a 0.46b 0.41  0.43  0.35a 0.49b 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  5.90a 7.73b 7.32  7.50  
MCH (pg)  154  159  155  160  174a 148b 159  162  
MCHC (% )  22  23  23  24  23  22  23  22 
WBC (G/L)  19.8a 21.3b 21.2  19.4  26.4a 13.1b 20.3  21.4  
neutrophils (% )  60.2  61.5  62.8  60.7  53.7a 73.4b 62.4  58.7  
lymphocytes (% )  24.7  29.1  25.0  27.2  40.0a 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 168a 146b 196a 102b 151a 135b 

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)   138a 94b 132  104   138   96   104   95  
CHE (IU/L)  177a 156b 173  165  126a 226b 166  182  
CPK (IU/L)  447 419 498  405  280a 572b 474  427  
triglycerides (g/L)  0.25a 0.59b 0.40  0.45  0.62a 0.24b 0.51  0.57  
tot. cholesterol (g/L)  0.59a 0.66b 0.65  0.60  0.76a 0.54b 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  90.8a 94.6b 90.3  91.5  
total protein (g/dL)  3.93a 4.71b 4.41  4.32  3.81a 4.90b 4.41a 4.84b 

albumin (g/dL)  1.30a 1.78b 1.63  1.49  1.38a 1.80b 1.52a 1.80b 

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  0.65a 0.89b 0.73  0.79  
gamma glob. (g/dL)  1.32a 1.75b 1.39  1.33  1.17a 1.52b 1.40  1.43  
albumin/glob. ratio  0.52  0.55  0.56  0.54  0.57  0.58  0.53  0.59 

 

Table 3. Physiological variations of some studied parameters (x).
Tabla 3. Variaciones fisiológicas de algunos parámetros estudiados (x).

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).



Blood and urine values in Rana

11ANALECTA VETERINARIA 2005; 25 (1): 15-17ISSN 1514259-0  VE

mins B
12
, 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/l (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 µm) was lower
than the one reported on R. catesbeiana: 25
µm (18), but it was higher than those published
for domestic mammals: 10-12 µm, and birds
(heterophils): 9.6 µm (17). The bullfrog lym-

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

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/l), urea (40 versus 350
mMol/l), 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/L) 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

2
 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
µg/dL) coincided with the reference interval
reported on toads: 83-145 µg/dL (10), and do-
mestic mammals: 100-180 µg/dL (17), 57-222
µg/dL (19), 86-193 µg/dL (16), and 93-165 µg/
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 IU/L) was alike those from

remaining compared species, such as human
beings: 3-14 IU/L (10) and domestic mammals:
8-27 IU/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 IU/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 IU/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 IU/
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 MICROSCOPÍA ELECTRÓNICA DE
TRANSMISIÓN EN EL DIAGNÓSTICO MICROBIOLÓGICO

SB Jurado, MA Petruccelli

Servicio Central de Microscopía Electrónica. Facultad Ciencias Veterinarias.
Universidad Nacional de La Plata

Resumen: La microscopía electrónica de transmisión (MET) puede ser usada para el
diagnóstico de enfermedades de origen microbiana, aunque su principal aplicación es
en investigación. La MET provee detalles ultraestructurales, los cuales son útiles para
la identificación de virus, bacterias, parásitos y hongos. El mayor aporte de la MET es
en el diagnóstico rápido de enfermedades víricas. Mediante este instrumento, se pue-
den examinar diferentes tipos de muestras clínicas: sangre, heces, orina, biopsias, flui-
dos corporales, etc. En este trabajo se describen los métodos utilizados para la recolec-
ción, preparación y observación de las diferentes muestras y la aplicación de técnicas
de inmunomicroscopía electrónica. Si bien la MET es un método muy útil en el diagnós-
tico rápido y la investigación de casos nuevos de origen infeccioso, la explotación com-
pleta de su potencial requiere de una aplicación temprana y coordinada con otros proce-
dimientos de diagnóstico. En conclusión, la MET es una herramienta valiosa de diag-
nóstico microbiológico tanto en medicina humana como en veterinaria y su alcance se
puede incrementar con la aplicación de métodos inmunológicos.

Palabras clave: MET- diagnóstico microbiológico- muestras clínicas.

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 techniques.
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INTRODUCCIÓN
La microscopía electrónica de transmi-

sión (MET) es una herramienta de gran utili-
dad en microbiología, tanto para fines de diag-
nóstico como en la investigación de las rela-
ciones entre los agentes patógenos y el hués-
ped. La MET es particularmente valiosa en el
diagnóstico rápido de enfermedades víricas y
a menudo proporciona la respuesta mucho
antes que los métodos de cultivo tradiciona-
les.

La MET tiene menor importancia en el
diagnóstico tisular de infecciones parasitarias,
bacterianas y fúngicas, ya que estos microor-
ganismos son suficientemente grandes como
para ser detectados con microscopía óptica.
Sin embargo, el aporte de la MET al diagnósti-
co microbiológico abarca también el de estos
microorganismos, ya que sus características
ultraestructurales son las que permiten, al-
gunas veces, clasificarlos específicamente. En
parasitología, un ejemplo de esto lo constitu-
ye la identificación de ciertos protozoarios. Al-
gunas especies de Tetratrichomonas halladas
en el tracto urogenital de toros (1), son morfo-
lógicamente similares a Trichomonas foetus y
por lo tanto difíciles de distinguir en el mi-
croscopio de campo oscuro (2), confundiendo
el diagnóstico y dando resultados falsos posi-
tivos. Mediante la MET se pudo diferenciar con
éxito estas especies de protozoarios (1). Si bien
la reacción 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 diagnóstico apropiada en este cam-
po y necesaria en muchos casos.

En bacteriología, también la MET resul-
ta ser un instrumento valioso, fundamental-
mente en lo que concierne a la determinación
de los procesos por los cuales una bacteria
entra a la célula y de su subsecuente destino
intracelular (3). La caracterización estructu-
ral de las bacterias, además, puede combinar-
se con inmunocitoquímica (15). Esto se reali-
za sobre cortes ultrafinos marcando las bac-
terias con anticuerpos específicos y revelando
la reacción antígeno-anticuerpo con proteína
A conjugada con partículas de oro coloidal. De
esta manera, mediante la MET el resultado es
preciso, directo y cuantificable.

Sin lugar a dudas, fue en virología don-
de la MET hizo el mayor de sus aportes. Los
virus pueden ser observados en el microsco-
pio electrónico con alta resolución de detalles
usando un método simple y rápido como la

tinción negativa con ácido fosfotúngstico (4).
Esta técnica permite realizar una identifica-
ción morfológica rápida y un diagnóstico dife-
rencial de los distintos virus contenidos en la
muestra (5).

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

Se puede examinar un rango muy am-
plio de muestras clínicas: fluidos corporales,
sangre, heces, orina, biopsias, agua, etc. Las
inclusiones víricas o algunos virus en parti-
cular pueden ser identificados fácilmente 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 diagnóstico mi-
crobiológico y los métodos para la recolección,
preparación y examinación de los diferentes
tipos de muestras.

MÉTODOS DE MET APLICADOS EN
MICROBIOLOGÍA

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

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

b) el procesamiento para la obtención de
cortes ultrafinos, (la localización intracelular
de un agente vírico, como los detalles ultraes-
tructurales de cualquier otro patógeno, pue-
de aportar información relevante para su ca-
racterización definitiva).

La tinción negativa es una técnica sen-
cilla y económica y su uso se ha generalizado
como técnica fundamental para contrastar
muestras particuladas (7). El contraste se ob-
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tiene embebiendo la partícula a observar en
una sal de un metal pesado (ácido fosfotúngs-
tico al 2%, acetato de uranilo al 4%), que per-
fila mínimos detalles ultraestructurales sobre
un fondo oscuro; de ahí su denominación como
técnica de “contraste negativo”, o de tinción
negativa. Siempre que se aplique esta técni-
ca, es necesario trabajar con grillas cubiertas
por un soporte o membrana plástica (formvar
o colodión), para evitar que la muestra líquida
se escurra entre los agujeros de la grilla. La
tinción negativa se aplica al estudio de mi-
croorganismos (virus, bacterias, protozoarios),
fragmentos celulares (membranas) y macromo-
léculas aisladas (proteínas) (8).

Para la obtención de cortes ultrafinos,
las muestras previamente deben ser fijadas
con glutaraldehído al 2% en “buffer” de fosfa-
to, posfijadas en tetróxido de osmio al 1%,
deshidratadas en escala creciente de alcoho-
les e incluidas en resinas sintéticas (Epon,
Araldita, etc.). Los cortes ultrafinos obtenidos
por ultramicrotomía son montados sobre
grillas de 3 mm de diámetro, 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 manipulación de todas las
muestras clínicas.

1) Procesamiento de muestras víricas:
Las muestras víricas que se derivan con

mayor frecuencia para su análisis por MET son
las que se presentan en fase líquida. Pueden
tratarse de: a) muestras clínicas, b) sobrena-
dantes de cultivos celulares o c) virus purifi-
cados (cultivos celulares y suspensiones ce-
lulares).

Es importante destacar que el éxito del
diagnóstico de un brote o caso nuevo comien-
za con la colecta de la muestra. Un muestreo
insuficiente, inadecuado o impropio podría
entorpecer o imposibilitar la identificación de
un agente etiológico.

a) Muestras clínicas:
En fase líquida se presentan los siguien-

tes tipos de muestras: orina, materia fecal,
suero, plasma, lágrimas, líquido vesicular y
líquido cefalorraquídeo. 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
capuchón de la aguja, la muestra puede ser
transportada directamente al laboratorio de
MET para realizar el diagnóstico rápido (Fig. 1
A). Alternativamente, la grilla que se usa en
microscopía electrónica puede tocar en forma
ligera el fluido vesicular, la base de la lesión o
ambos; se deja secar al aire y se la transporta
directamente para su examinación (Fig. 1 B).
Se deberán obtener un mínimo de dos grillas
por cada muestra de líquido vesicular. Tam-
bién pueden usarse los frotis de lesiones rea-
lizados sobre portaobjetos de vidrio, tanto para
el examen en el microscopio electrónico como
para el microscopio de inmunofluorescencia
(Fig. 1 C). Los frotis de líquido vesicular, por
ejemplo, deben ser resuspendidos y coloca-
dos sobre una grilla para poder ser observa-
dos con tinción negativa por MET. Los méto-
dos de toque directo y frotis son útiles cuando
las muestras deben ser transportadas a cierta
distancia hasta llegar al servicio de MET. Las
lágrimas se pueden recoger en forma similar.

La orina se clarifica por centrifugación 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 tinción negativa.

El suero o plasma se ultracentrífuga y
se procede a la tinción negativa del sedimen-
to.

La materia fecal se resuspende en agua
destilada estéril o “buffer” de fosfato para ob-
tener una concentración de 10-20% y se cen-
trifuga a 3000 rpm durante 30 minutos a 4ºC.
Se descarta el sedimento y el sobrenadante se
ultracentrífuga como se describió anteriormen-
te, procediendo a la tinción negativa del sedi-
mento. El procesamiento para ultramicrotomía
(fijación, deshidratación, inclusión 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 análisis morfológico puede ser
dificultoso por tinción negativa o cuando ésta
puede dañar estructuras del virus.

b) Sobrenadantes de cultivos celulares:
Normalmente son dos los objetivos del

análisis del sobrenadante de un cultivo celu-
lar. Por un lado, el estudio ultraestructural
del virus cultivado y por otro lado, la búsque-
da de un agente que no pudo ser detectado
por los métodos virológicos habituales.

Se realiza una tinción negativa del so-
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brenadante y, además, se procede a su clarifi-
cación y ultracentrifugación según se ha des-
cripto anteriormente.

c) Virus purificados:
 c1) Cultivos celulares en monocapa: las

muestras se fijan in situ sobre su correspon-
diente soporte (plástico 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
posfijación en tetróxido de osmio, seguido de
la deshidratación, inclusión en resina y
ultramicrotomía.

 c2) Suspensiones celulares: se realiza
la fijación en suspensión. Se fijan en glutaral-
dehído 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 clínicas que poseen proto-

zoos no pueden ser sometidas al método de
tinción 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 clínicas o
cultivados in vitro son considerados células en
suspensión y procesados como virus, ajustan-
do el protocolo para cada microorganismo en
particular.

3) Procesamiento de bacterias y compo-
nentes bacterianos:

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

También es posible realizar la inclusión
en resina y la ultramicrotomía de “pellets” de
suspensiones bacterianas obtenidos por cen-
trifugación y posteriormente sometidos a la
doble fijación con glutaraldehído- tetróxido 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
composición que las crecidas en suspensión.
Algunas cepas de gonococos de Neisseria go-
norrhoeae o N. meningitidis, poseen cápsulas
cuando se hacen crecer en un agar especial, y
las pierden en suspensión (3). La fijación y
coloración con azul alcian 0,5 % y aldehído
glutárico 3 % sobre la superficie del agar an-
tes de la manipulación de los microorganis-
mos son importantes variables para la demos-

tración morfológica de las cápsulas intactas.
Esto es importante de lograr ya que el grosor
de la cápsula diferencia a unas cepas de otras.

También es posible el estudio mediante
MET de colonias bacterianas no homogéneas
(micoplasmas y colonias-L) (4). Bonnová y Rýc
(1976) desarrollaron un método que consiste

Figura 1. Tres métodos para la colecta de flui-
do vesicular y ampollas para el diagnóstico
mediante MET.
A. El contenido de una vesícula 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 (microscopía electrónica directa). C. Se
pone un portaobjetos de vidrio sobre una le-
sión sin cubierta y se prepara un frotis. Luego
las muestras se colocan en contenedores rígi-
dos para su transporte al laboratorio de mi-
croscopía electrónica (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).

A
Jeringa

B
Grilla
Directa

C
Frotis

Secar al aire
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Las técnicas pre-inclusión se utilizan bá-
sicamente para localizar antígenos externos.
Son ideales para el estudio de la gemación vi-
ral desde la célula huésped (16); para bacte-
rias en suspensión y para localizar antígenos
de superficie en protozoos y hongos. Son una
de las técnicas de IME más 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
último caso deberá trabajarse a 4 ºC para evi-
tar la degradación y, en consecuencia, la mala
calidad ultraestructural). Para fijar se utiliza
paraformaldehído, glutaraldehído y tetróxido
de osmio. Luego, las muestras se incluyen en
resina, se procesan para ultramicrotomía y,
finalmente, se observan. Esta técnica preser-
va en óptimas condiciones la ultraestructura
de las muestras y permite una buena localiza-
ción de los antígenos de superficie.

Un problema en el uso de esta técnica
es que la adición de anticuerpos a células en
suspensión hace que éstas se aglutinen, in-
terfiriendo en la inmunomarcación de los mi-
croorganismos más profundos. Este inconve-
niente puede resolverse usando diluciones de
anticuerpos, lo cual no induce la aglutinación
aunque reduce el valor de la inmunomarca-
ción (17).

Las técnicas de pos-inclusión se basan
en la obtención de secciones ultrafinas de la
muestra y sobre éstas se realiza la inmunode-
tección de los antígenos a estudiar. Por lo tanto
las muestras son primero fijadas, incluidas,
cortadas y montadas sobre grillas antes de

Figura 2. Diagrama esquemático de la inclusión y orientación de las colonias
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 frío a una concentra-
ción más 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-
ñada por el calor. Con una hoja de afeitar se
recorta el bloque de agar conteniendo la colo-
nia y posteriormente se somete a la fijación,
deshidratación e inclusión en resinas (Fig. 2
E-H). Después de la polimerización el bloque
es tallado, cortado y observado mediante MET
(8).

Inmunomicroscopía electrónica:
Si bien la inmunomicroscopía electróni-

ca (IME) puede ser usada para el diagnóstico
de virus y bacterias (15), su principal aplica-
ción es en investigación. En microbiología, la
correcta localización de los antígenos, princi-
palmente en estructuras de pequeño tamaño
como los virus o componentes bacterianos
como los pili, requiere un contraste alto y una
buena resolución. La IME, utilizando antisue-
ros o anticuerpos monoclonales, incrementa
la sensibilidad de la MET (6) y es una técnica
mundialmente utilizada para la detección de
agentes patógenos.

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

Colonia-L

Zona central

Fijación
Deshidratación
Inclusión

A B C D

E HGF

Periferia

< 1 mm
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hacer la inmunomarcación. Este método per-
mite la localización de antígenos de superficie
e intracelulares.

Las técnicas de inmunomarcación pos-
inclusión aplicadas en microbiología permiten
identificar y especificar el género y la especie
de los agentes infecciosos presentes en las
muestras biológicas, siempre que se disponga
de los anticuerpos específicos. Con este mé-
todo se estudiaron, por ejemplo, los procesos
de aglutinación y maduración del virus de la
inmunodeficiencia humana (16). Se lo utilizó
para examinar la co-expresión de las proteí-
nas adhesivas y polisacáridos de la cápsula
de E. coli (18), como así también para localizar
los principales inmunógenos en los estadíos
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

diagnóstico microbiológico disminuyó en los
comienzos de la década del ́90, coincidente-
mente con la introducción de una amplia va-
riedad de técnicas modernas de diagnóstico
basadas en la biología molecular y la genética
(20).

Comparado con otros métodos de diag-
nóstico, 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 clínico. Sin
embargo, una explotación completa de su po-
tencial requiere de una aplicación temprana y
coordinada de la MET con otros procedimien-
tos de diagnóstico (9).

El diagnóstico mediante la MET no ne-
cesariamente es costoso o difícil de realizar si
se ejecuta dentro de una red diagnóstica, tra-
bajando en colaboración con otros laborato-
rios, como biología celular o patología (21).

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

La aplicación de técnicas rápidas, como

la tinción negativa, es fundamental para el es-
tablecimiento de la taxonomía vírica y en con-
secuencia, para el diagnóstico. Este se cons-
tituye en el método de elección para la identi-
ficación rápida de virus en muestras clínicas
procedentes de infecciones emergentes de etio-
logía desconocida (20). La MET es muy útil
también en la detección rápida de infecciones
virales colaterales en pacientes inmunocom-
prometidos (24).

Por todo lo expuesto, la utilidad de la
MET en el diagnóstico de enfermedades víri-
cas es indiscutible. Esto permitió el desarro-
llo de técnicas de procesamiento, adaptadas
tanto al microorganismo en estudio como a las
muestras clínicas del paciente afectado (25).
Si bien la utilidad de la MET en otros campos
de la microbiología es menos importante, existe
una diversidad de infecciones cuyo diagnósti-
co requiere de la MET para la identificación
del microorganismo implicado (1, 13, 26). Tam-
bién puede ser un método muy útil en el diag-
nóstico rápido y la investigación de casos nue-
vos e inusuales de origen infeccioso.

La MET, combinada con información clí-
nica es, en muchos casos, suficiente para rea-
lizar un diagnóstico presuntivo o descartar
infecciones más serias e iniciar un tratamien-
to sin esperar el resultado de otras pruebas
(9).

En conclusión, la MET es un instrumen-
to valioso de diagnóstico microbiológico tanto
en medicina humana como en veterinaria y
su alcance se puede mejorar con la aplicación
de métodos inmunológicos.
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DESGARRO BILATERAL DEL MUSCULO
SERRATO VENTRAL EN UN GATO

AM Dragonetti1, FO Boccia1, 2, MM Luna3, F Leone3

1Cátedra de Clínica de Pequeños Animales. 2Patología Quirúrgica y Podología
3Servicio de Cirugía

Facultad de Ciencias Veterinarias. Universidad Nacional de La Plata

Resumen: La presentación es informar al profesional veterinario sobre el desgarro
bilateral del músculo serrato ventral, una afección de escasa incidencia en la clínica de
pequeños animales, a través de la descripción detallada de un caso clínico y su resolu-
ción quirúrgica exitosa.

Palabras clave: gato, músculo serrato ventral, escápula, desgarro, luxación.

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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INTRODUCCIÓN
Dentro de las estadísticas bibliográficas

de la ruptura, desgarro, luxación o avulsión
de los músculos, la del serrato ventral es de
presentación infrecuente. La aparición bilate-
ral de esta lesión en un gato siamés conforma
un caso clínico interesante para su descrip-
ción, como así también, realizar consideracio-
nes sobre esta enfermedad

ASPECTOS ANATÓMICOS
El músculo serrato ventral está consti-

tuido por dos porciones, la cervical y la toráci-
ca, es muy vigoroso, tiene forma de abanico,
cubriendo la mitad caudal de la pared lateral
torácica e insertado en la cara medial proxi-
mal de la escápula (1).

El músculo serrato ventral cervical se
origina en las apófisis transversas de las cin-
co últimas vértebras cervicales, mientras el
músculo serrato ventral torácico 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 escápula.

La porción cervical y torácica forman una
lámina continua del músculo.

Es el soporte muscular más importante
de la escápula y del miembro anterior (2) y
tiene, además, la función de descender la es-

cápula (3).

CASO CLÍNICO
Ingresó al consultorio externo un gato

Siamés, macho, de 9 años de edad, cuyo pro-
pietario manifestó que dos días atrás 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 físico se pudo
observar que sus funciones vitales: tempera-
tura, frecuencia respiratoria, frecuencia car-
díaca y pulso eran normales.

En el examen del aparato locomotor du-
rante el andar, mostró asimetría en sus miem-
bros anteriores con excesiva elevación de las
escápulas y una tendencia a descender la parte
anterior del cuerpo. En estación y principal-
mente en posición de sentado, se apreció la
elevación de ambas escápulas (Fig. 1). A la pal-
pación en la zona interescapular se apreció
una tumefacción de consistencia firme con mo-
derado dolor. Colocado el animal en decúbito
lateral, se tomó con la mano a la altura del
codo el miembro anterior que está hacia arri-

ba y se realizó un movimiento de rotación en
dirección cráneocaudal, teniendo cuidado de
no mover la articulación escápulo-humeral. Al
realizar esta maniobra, la escápula correspon-
diente se elevó exageradamente del lado pos-
terior de la misma, desviándose hacia fuera,
manifestando una separación de la escápula
de la pared torácica, con evidentes lesiones
de las estructuras musculares (avulsión es-
capular) (Fig. 2). Se ejecutó la misma manio-
bra semiológica con el otro miembro, aprecián-
dose el mismo problema.

Se realizó un estudio radiológico de la
zona para detectar la posibilidad de una frac-
tura.

Siendo negativo el resultado y teniendo
en consideración el examen clínico, se diag-
nosticó desgarro bilateral del músculo serrato
ventral.

Se derivó entonces al animal al Servicio
de Cirugía para llevar a cabo la correspondien-
te intervención quirúrgica.

Procedimiento quirúrgico
Se colocó al animal en decúbito lateral,

rasurando ambas regiones escapulares para
preparar el área quirúrgica asépticamente.

El abordaje se realizó con una incisión
en la piel a nivel del ángulo caudal de ambas
escápulas con el fin de reparar los tejidos blan-
dos desgarrados (fascia torácica, músculos
serrato ventral, romboides y dorsal ancho) (4),
para lo cual se utilizó nylon monofilamento
2/0 (*). Se procedió a reubicar y fijar las es-
cápulas en su ubicación normal, para lo cual
se palpó el ángulo caudal de la escápula ele-
vándose una pequeña porción del músculo
teres mayor (5). Se efectuó una perforación 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 neumotórax al realizar este procedi-
miento (2). El tejido subcutáneo, se sutura de
manera habitual con material absorbible
(Poligalactina 910) 3/0 (**), mientras que la
piel de ambas escápulas, se suturó con un
patrón discontinuo de puntos simple con nylon
monofilamento 3/0 (*) (2) (5).

(*) Ethilon-Jhonsons & Jhonsons
(**) Vicryl-Jhonsons & Jhonsons
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La finalidad de este procedimiento qui-
rúrgico es estabilizar la sinsarcosis logrando
que ambas escápulas desciendan a su posi-
ción normal retomando su funcionalidad.

Se le administró como antibióticoterapia
profiláctica amoxicilina intramuscular (IM), 20
mg/kg, antes de la intervención quirúrgica.

Cuidados postoperatorios
Amoxicilina vía oral (VO), 250 mg cada 8

horas, durante 7 días. La analgesia
postquirúrgica se realizó con ketaprofeno 1 mg
kg/diarios, durante 3 días. Como coaptación
externa no se utilizó el vendaje de Velpeau,
como es de uso corriente en las lesiones uni-
laterales. Se colocó al animal en jaula por tres
días, para continuar luego con una actividad
reducida, evitando los saltos, durante 15 días.

El control se efectuó a la semana, reti-
rando la sutura de piel, y se observó una leve
claudicación en el miembro derecho, que dis-
minuye en los días posteriores. A los 30 días
apoyó sin dificultad ambos miembros anterio-
res, sin observarse la elevación de las escápu-
las. (Fig. 3). La recuperación completa requi-
rió 60 días.

DISCUSIÓN
En principio se harán algunas conside-

raciones necesarias para justificar los diferen-
tes nombres de esta enfermedad.

La denominación bibliográfica más co-
mún es desgarro del músculo serrato ventral
(5, 6), ya que esta lesión provocaría el despla-
zamiento dorsal de la escápula; sin embargo,
rara vez aparece como único músculo lesio-
nado ya que iría acompañado por la ruptura
parcial o total de otros músculos que contri-
buyen al sostén de la escápula

Otra denominación que se suele presen-
tar es la de luxación escapular (7) la cual tie-
ne algunos reparos ya que el término luxa-
ción se define como “desplazamiento de las
superficies articulares de uno o más 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
escápula no tiene una verdadera conexión ar-
ticular con le tórax, manteniéndose unida por
músculos y ligamentos, tipo de unión conoci-
do como sinsarcosis.

Dislocación escapular (2) es otra forma
posible de mencionar esta lesión ya que dislo-
cación significa “acción y efecto de sacar un

Fig. 1. Elevación de ambas escápulas
Fig. 1. Elevation of both scapulas

Fig. 2. Avulsión escapular
Fig. 2. Scapula extraction

Fig. 3. Posición normal de las escápulas a los
30 días de operado.
Fig. 3. Scapulás normal position: 30 days after surgery.
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elemento (anatómico) de su lugar” (8). Se uti-
liza como sinónimo de luxación.

Avulsión escapular (9) es para algunos
un término adecuado cuyo significado es
“arrancamiento de parte de una estructura”
(8).

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

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

Los signos más destacados son el des-
plazamiento ostensible de la escápula hacia
arriba cuando el animal camina y apoya el
miembro dañado. Cuando el animal se sienta
se puede apreciar una exagerada posición dor-
sal de la escápula. Los animales con esta le-
sión parecieran no sentir dolor, aun en los
inicios de la enfermedad que es de presenta-
ción súbita. Si la extremidad distal del miem-
bro es aducida, la parte proximal de la escápula
se desplaza lateralmente. También se puede
observar una tumefacción de los tejidos blan-
dos durante varios días (4, 7).

El diagnóstico se basa en el desplaza-
miento dorsal de la escápula durante la sus-
tentación, el cual puede reproducirse por pal-
pación-presión o bien al realizar con la mano
una rotación del miembro afectado, se produ-
ce la separación de la escápula de la pared
torácica. Podría haber confusión en el diag-
nóstico definitivo si subsistiera una fractura.
Esto se aclara mediante estudios radiográfi-
cos, además de descartar fracturas de costi-
llas, contusiones, neumotórax o neumome-
diastino (11). En ocasiones, se puede lesionar
el plexo braquial, trayendo como consecuen-
cia signos neurológicos (12). Por todo esto es
necesario que el clínico realice una explora-
ción ortopédica detallada.

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

tratamiento que puede ser conservador si el
diagnóstico es precoz, especialmente en los
gatos, el mismo consiste en reducir la luxa-
ción e inmovilizar el hombro con una férula,
durante 3 ó 4 meses o bien el cabestrillo de
Velpeau, el cual se retira a los 10-15 días, para
luego volver a armarlo y así 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-
ción abierta y suturar los músculos convenien-
temente.

En general, el pronóstico es bueno, los
animales vuelven a caminar normalmente.

BIBLIOGRAFÍA
1. Evans H, de Lahunta A. Disección del perro de
Miller. Ed. Interamericana. (México); 1972. p. 27.

2. Parker RB. Scapula. In Slatter, D.M. Textbook of
Small Animal Surgery. Ed. W B. Saunders Com-
pany. Philadelphia (USA); 1995. p.1709-1710.

3. Adams DR. Anatomía canina. Ed. Acribia Zara-
goza (España); 1988. p.155.

4. Leighton R L. Luxación de la escápula. En Bojrab
M J. Medicina y cirugía en pequeñas especies. Ed.
Continental S.A. (México); 1980. p. 517-519.

5. Leighton RL. Compendio de cirugía en animales
pequeños. Ed. Hemisferio Sur S.A. Buenos Aires
(Argentina); 1983. p. 204.

6. Blomberg MS. Tendon, muscle, and ligament
injuries and surgery. En Olmstead ML. Small Ani-
mal Orthopedics. Ed. Mosby. St. Louis (USA); 1995.
p. 492-493.

7. Piermattei DL, Flo GL. Ortopedia y reparación
de fracturas de pequeñas especies. 2º ed. Ed. Mc-
Graw-Hill Interamericana. Madrid (España); 1999.
p. 234–235.

8. Dorland. Diccionario de ciencias médicas. 5ª ed.
Ed. “El Ateneo”. Buenos Aires (Argentina); 1976.

9. Milton JL, Montgomery RD. Diagnóstico de
renquera de la extremidad delantera. En Ford R B.
Signos clínicos y diagnóstico en pequeños anima-
les. Ed. Interamericana. Buenos Aires (Argentina);
1992. p. 317-318.

10. Lewis DD, Parker RB, Bloomberg MS. Ortope-
dia en pequeños animales. Ed. Grass. (España);
1999. p. 18.

11. Lewis RL. Small animal orthopedics. Ed. Mosby.
St. Louis (USA); 1994. p.154.

12. Welch Fossum T. Cirugía en pequeños anima-
les. Ed. Intermédica. Buenos Aires (Argentina);
1999. p. 989-991.



Neoplasias folículos piloso

29ANALECTA VETERINARIA 2005; 25 (1): 29-32ISSN 1514259-0  VE

Comunicación breve

Dirección para correspondencia: A.R. Massone, Cátedra de Patología Especial. Facultad de Ciencias
Veterinarias. Universidad Nacional de La Plata. C.C. 296, (B1900AVW) La Plata, ARGENTINA.
E-mail: amassone@fcv.unlp.edu.ar

Fecha de recepción: 16/02/05 Fecha de aprobación: 25/06/05
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RESUMEN: Se realizó el estudio histopatológico retrospectivo de 134 neoplasias del
folículo piloso y de células basales, ingresadas al servicio de diagnóstico del Instituto
de Patología “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 folículo piloso representaron
el 8,2%. Dentro de ellos el tricoblastoma resultó la neoplasia folicular más 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 presentación fue de 7,6 años y la relación ma-
cho/hembra fue 1/1,53 siendo la localización anatómica más frecuente la cabeza, el
cuello y el tronco.

Palabras clave: canino, neoplasias, folículo 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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INTRODUCCIÓN
Los tumores que se originan en el folí-

culo piloso representan aproximadamente el
5% de las neoplasias de la piel de los cani-
nos. La mayoría son benignos y se desarro-
llan en perros de más de 5 años, excepto el
acantoma infundibular queratinizante, que se
presenta en animales jóvenes. Las neoplasias
benignas son de muy buen pronóstico luego
de la escisión quirúrgica. Los machos son más
frecuentemente afectados.

Los acantomas infundibulares querati-
nizantes (antes llamados epiteliomas intra-
cutáneos cornificantes o queratoacantomas)
se caracterizan por la proliferación de célu-
las epiteliales basales con diferenciación a
epitelio estratificado (1, 2, 3). Constituyen el
2-3% de las neoplasias de la piel. General-
mente se presentan en perros de 5 años o
más jóvenes (3, 4 ).

Los tricoblastomas son neoplasias co-
munes (1, 3, 4), derivadas del epitelio trico-
blástico (germen piloso primitivo), que se pre-
sentan en animales de más de 5 años. 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 serían células basales de origen epi-
dérmico o de los anexos. En el perro, en la
actualidad, se considera que la mayoría de
estas neoplasias son benignas y no se conti-
núan con la capa de células basales de la
epidermis y, en general, exhiben diferencia-
ción hacia estructuras foliculares, por lo que
se las ha reclasificado como tricoblastomas.
Se describen cuatro subtipos por su aspecto
histológico (listón, trabecular, de células
granulosas y de células fusiformes) (1). Ge-
neralmente son únicas y aparecen en la ca-
beza (especialmente en la base de las orejas)
y en el cuello (3, 4).

Los tricoepiteliomas son neoplasias del
folículo piloso con diferenciación de los tres
segmentos del mismo (región inferior, istmo
e infundibulum) y constituyen del 1 al 3 %
de las neoplasias de la piel. La mayoría ocu-
rre en perros de más de 5 años y se presen-
tan como masas dérmicas o subcutáneas,
redondas u ovales, bien circunscriptas, de 1
a 15 cm de diámetro. La piel que los recubre
puede estar atrófica y alopécica. La áreas más
frecuentemente afectadas son el dorso, el
lomo, la parrilla costal y los miembros (3, 4).
Pueden ser múltiples.

Los pilomatricomas son neoplasias poco
comunes, con exclusiva diferenciación
matrical. Se presentan en animales de más
de 5 años (2, 3, 4). No existe predilección por
sexo. Usualmente son solitarios y pueden al-
canzar los 10 cm de diámetro. La piel que los
recubre es alopécica, algunas veces ulcerada
y la superficie de corte puede presentar as-
pecto arenoso debido al depósito de minera-
les. Pueden ser quísticos 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
presentación (1, 3, 5, 6) que se originan en
los queratinocitos de la vaina radicular ex-
terna de los folículos pilosos (1, 4, 3). Han
sido descriptos en perros de entre 5 y 13 años.
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
folículo piloso en nuestro medio y aportar in-
formación sobre su localización anatómica y
edad y sexo de los caninos afectados.

MATERIALES Y MÉTODOS
Se realizó el estudio histopatológico re-

trospectivo de 134 tumores cutáneos diagnos-
ticados previamente como neoplasias del fo-
lículo 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 diagnóstico del Ins-
tituto de Patología “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
más de un patólogo. Se aplicó la clasificación
histológica de los tumores propuesta por la
Organización Mundial de la Salud (1). Los tu-
mores fueron agrupados según su localiza-
ción anatómica registrándose, para cada caso,
edad y sexo. También se registró 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 listón”. La edad promedio de los anima-
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les afectados fue de 11,1 años para el subtipo
listón y 8,3 años para el subtipo trabecular.
La presentación varió según el sexo, encon-
trándose una relación macho/hembra de 1/
1,21 y 1/1,75 para cada subtipo, respectiva-
mente. En la mayoría de los casos, los tumo-
res se localizaron en la cabeza y el cuello (56,5
%). Los animales más comúnmente 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 presentación fue de 7,4 años y la rela-
ción macho/hembra de 1/0,93, siendo la ubi-
cación más frecuente el cuello y el tronco
(66,6%). La raza ovejero alemán fue frecuen-
temente afectada (17). Treinta y siete casos
(27,61%) se clasificaron como tricoepitelio-
mas. La edad promedio fue de 7,4 años con
una relación macho/hembra 1/1,63, locali-
zándose la mayoría en el tronco (46,4%). El

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

DISCUSION
Del total de neoplasias cutáneas, Walder

(3) y Scott (2) describen que las neoplasias
foliculares representan un 5%. Las más 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 folículo 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 resultó la neo-
plasia folicular más frecuente (3,7%), segui-
da por el tricoepitelioma (2,6%) y el acanto-

NEOPLASIA  n (%)  Edad (media y 
rango en años) 

Relación 
macho/hembra 

 
Tricoblastoma 
 

 
52 (38,81) 

  

  
 (subtipo listón) 
 
 
 (subtipo trabecular) 

 
35 (26,12) 

 
 

7 (12,69) 

 
X = 11,1 
(1-16) 
 

X= 8,3 
(3-10) 

 
1: 1,21 
 
 

1: 1,75 

 
Tricoepitelioma 
 

 
37 (27,61) 

 
X= 7,4 
(2-12) 

 
1: 1,63 

Acantoma 
queratinizante 
infundibular 

 
24 (17,90) X= 7,4 

(2-17) 

 
1: 2,42 

 
Pilomatricoma 
 

 
18 (13,43) 

 
X= 5,5 
(1-10) 

 
1: 1,92 

 
Tricolemoma 

 
2 (1,50) 

 
X= 3, 5  
(3-4) 

 
1:1 

 
Pilomatricoma 
maligno 

 
1 (0,75) 

 
10 

 
Macho 
 

 
Total 

 
134 

 
X= 7,6 
(1-17) 

 
1: 1,53 (53 m: 81 h) 

 

Tabla 1: Frecuencia relativa de las neoplasias del folículo piloso y edad promedio y relación
macho/hembra de 134 caninos con neoplasias del folículo piloso.
Table 1. Relative frequency of hair follicle tumors, and mean age and male/female ratio in 134 dogs.
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ma infundibular queratinizante (1,7%). El pi-
lomatricoma se presentó en un porcentaje
menor que lo consignado por otros autores,
constituyendo el 1,3% de las neoplasias cu-
táneas. Todas las neoplasias foliculares be-
nignas fueron considerablemente más fre-
cuentes en hembras , a diferencia de lo con-
signado en los trabajos de referencia (4, 6).
Sólo el pilomatricoma maligno se presentó ex-
clusivamente en machos.

La relación 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 bibliografía consultada, con
excepción de los animales que presentaron
acantoma infundibular queratinizante. En
ellos, se registró una edad promedio de 7,4
años, frente a los 5 años consignados en la
literatura (3, 4).

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

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

La prevalencia de este tipo de neopla-
sias así como su localización, las edades pro-
medio de presentación y las razas de los ani-
males afectados pueden orientar al clínico en
el pronóstico y en el tratamiento a instaurar.
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PROSTATITIS EN EL PERRO

A Dragonetti, C Solis, A Giordano

RESUMEN: Las prostatitis en los caninos pueden ser agudas o crónicas. Las formas
agudas pueden cursar con complicaciones generales graves, y comprenden las prosta-
titis supurativas bacterianas y los abscesos. En cuanto a las formas crónicas muchas
veces pueden pasar desapercibidas, llevando a la aparición de cuadros agudos o de-
jando secuelas graves de infertilidad en perros reproductores. El objetivo del presente
artículo es hacer una revisión actualizada de la fisiopatología, los signos clínicos, los
métodos diagnósticos y las posibilidades terapéuticas de las prostatitis del perro.

PALABRAS CLAVES: Prostatitis-perro

CANINE PROSTATITIS

ABSTRACT: Canine prostatitis may be an acute or chronic disease. The acute types
normally have general and severe complications, they can also be suppurative, or have
abscesses. The chronic presentations may not have clinical signs, become acute or pro-
voke infertility problems in the dog. The objective for this article was to briefly review
the physiopathology, clinical signs, diagnosis methods and therapeutic possibilities of
dog prostatitis.

KEY WORDS: Prostatitis-dog



ISSN 1514259-0  VE

A. Dragonetti y col.

34 ANALECTA VETERINARIA 2005; 25 (1): 33-39

INTRODUCCIÓN
La próstata es la única glándula 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 área del cuello y uretra vesical
caudal a la vejiga. Sólo el lado craneodorsal
está cubierto con peritoneo. La próstata 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 glándula puede mostrar una lo-
calización abdominal (4). Histológicamente,
está compuesta por acinos glandulares soste-
nidos por un estroma de tejido conectivo y
músculo liso encerrados por una cápsula fi-
bromuscular gruesa (4).

Normalmente la próstata tiene una serie
de mecanismos de defensa en contra de infec-
ción; el factor antibacteriano prostático es un
compuesto de Zinc, la bicapa lipídica del epi-
telio prostático, el lavado uretral mecánico
durante la micción, la peristalsis uretral y las
características de superficie de la mucosa ure-
tral que atrapa bacterias (5).

La función de la próstata es producir un
líquido que sirve de transporte y medio de sos-
tén para los espermatozoides durante la eya-
culación (6). La enfermedad prostática gene-
ralmente esta asociada a un síndrome prostá-
tico, independientemente del tipo lesión que
la genere. Para un correcto tratamiento es
necesario dilucidar que tipo de lesión esta pro-
duciendo el síndrome (7, 8). El objetivo del
presente artículo es hacer una revisión actua-
lizada de la fisiopatología, los signos clínicos,
los métodos diagnósticos y las posibilidades
terapéuticas de las prostatitis del perro.

FISIOPATOLOGÍA
Las prostatitis son lesiones inflamatorias

de origen infeccioso del tejido prostático. Pue-
den ser agudas (incluyendo el absceso pros-
tático) o crónicas. Microscópicamente, las le-
siones supurativas se caracterizan por una
infiltración de polinucleares, linfocitos e his-
tiocitos localizados en la luz de los acinos y en
el estroma (9). La vía de infección generalmente
es uretral por ascenso de las bacterias, aun-
que también la vía hematógena, las infeccio-
nes de la vejiga urinaria o del semen, son pro-
bables (10).

Los factores que predisponen a la infec-

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

La hiperplasia prostática benigna ocu-
rre en el 80% de los perros de mas de 10 años
de edad, pero solo un pequeño número de pa-
cientes presenta síntomas en relación 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 tamaño y forma de los acinos
prostáticos. Se acompaña, a veces, de altera-
ciones quísticas mas o menos importantes.

Los organismos que comúnmente se in-
volucran en la infección prostática 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 infección
por bacterias anaerobias, hongos o micoplas-
mas es rara, pero se han encontrado casos en
que la prostatitis crónica granulomatosa se
presenta también en la blastomicosis y la crip-
tococosis (12)

Se desconoce la incidencia de las infec-
ciones agudas, y las crónicas pueden ser se-
cuelas de una infección aguda, o pueden de-
sarrollarse insidiosamente sin que haya en-
fermedad aguda previa. Se cree que la absce-
dación resulta de una infección crónica del
tejido prostático, conduciendo a la acumula-
ción de bolsas de material purulento de tama-
ño variable, o como resultado de infección de
quistes prostáticos intra o extraparenquima-
tosos (13, 14).

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

Hallazgos clínicos
En la prostatitis aguda, suelen observar-

se signos de afectación sistémica, como ano-
rexia, letargia y fiebre (14). Puede haber vómi-
tos, dolor abdominal caudal (el perro camina
rígidamente) constante o intermitente que
impide la eyaculación. A la palpación prostá-
tica la simetría 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-
tática hacia la vejiga, asociada también a cis-
titis bacteriana concurrente (8).

Puede haber descarga uretral tal como
sangre, pus, líquido prostático, o una combi-
nación de ellos. A consecuencia de la prosta-
tomegalia, frecuentemente hay tenesmo fecal
y puede ocurrir estreñimiento secundario al
dolor asociado con la defecación (5). En casos
de abscedación prostática, si el absceso o los
abscesos aumentan mucho de tamaño, puede
haber tenesmo y disuria. Si el absceso invade
la uretra puede llevar a obstrucción uretral
parcial con una vejiga distendida crónicamen-
te, con disfunción del detrusor e incontinen-
cia urinaria paradójica (por rebalsamiento). Si
el absceso se rompe, se produce una peritoni-
tis localizada o generalizada con letargia, fie-
bre, dolor y a veces vómito (14).

Otro síntoma general visto en la prosta-
titis supurativa o en la abscedación prostáti-
ca es la evidencia de hepatopatía, (ictericia,
aumento de las enzimas hepáticas) y la dis-
función hepática la cual puede estar causada
por la endotoxemia resultante de la infección
prostática con la E. coli (9).

Diagnóstico
El diagnostico presuntivo se basa en la

historia, el examen físico, hematología, uria-
nálisis y cultivo de orina (11). En el hemogra-
ma, suele existir una leucocitosis neutrofílica
con o sin desviación 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 abscedación, la química sé-
rica es anormal: pueden estar aumentadas las
concentraciones de bilirrubina, fosfatasa al-
calina, prueba de retención de bromo-
sulfoftaleína o los ácidos biliares.

El líquido prostático no suele evaluarse
en perros con prostatitis aguda porque la eya-
culación es muy dolorosa y porque se dificul-
ta la interpretación de las muestras del masa-
je prostático cuando hay presencia de infec-
ción del tracto urinario (14).

Si existen alteraciones radiológicas, in-
cluyen aumento de tamaño, mineralización y
márgenes no delimitados. En ocasiones se
observa reflujo del material de contraste ha-
cia el estroma de la próstata y alteraciones en
el diámetro de la uretra cuando se utiliza ure-
trografía de contraste positivo, pero éstas son

características inespecíficas de enfermedad
prostática (15).

La ultrasonografía constituye la prueba
de detección más segura e informativa de la
próstata. La ecogenicidad del parénquima
prostático está de normal a disminuida, con
presencia de algunas áreas hipoecoicas irre-
gulares localizadas que pueden estar acom-
pañadas de cavidades llenas de líquido (abs-
cesos o quistes) (15).

Tratamiento
La elección del antibiótico se determina

en base a los resultados del cultivo, tipifica-
ción y antibiograma del lavado uretral, de la
orina o preferiblemente de la tercera fracción
del eyaculado. Si la toma de estas muestras
resulta dificultosa por la agudeza del proceso
se puede iniciar la antibióticoterapia en for-
ma empírica. 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 aminoglucó-
sidos porque no penetran fácilmente el líqui-
do prostático (15).

La vía de administración del antibiótico
depende de la gravedad de la enfermedad sis-
témica. Si los signos clínicos son severos, se
inicia usando la vía endovenosa, continuando
con la vía oral hasta completar 4 semanas (Fi-
gura 1). Acompañando la antibióticoterapia 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 diagnósticos 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 crónicas, debe hacerse
una nueva evaluación, con el cultivo corres-
pondiente 3 días después de finalizada la an-
tibióticoterapia (2)

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

Cuando existen abscesos prostáticos,
además de la antibióticoterapia y estabiliza-
ción del paciente, se considera la exploración
quirúrgica con drenaje y omentalización (15).
La castración es un tratamiento adjunto mas
eficaz y permanente para la prostatitis bacte-
riana ya que provoca atrofia prostática y pre-
viene futuros episodios (13).

PROSTATITIS BACTERIANA
CRÓNICA
Hallazgos clínicos

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

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

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

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

DIAGNÓSTICO
El cultivo de orina es positivo en más del

50% de los perros con prostatitis crónica (16).
No hay signos radiológicos específicos que
sugieran una prostatitis bacteriana crónica,
puede haber mineralización prostática pero no
es un dato específico (15). Mediante el ultra-
sonido, se observa un parénquima prostático
difuso, multifocal o focal, hiperecoico, y even-
tualmente cavidades hipoecoicas a anecoicas
llenas de líquido (15). La punción guiada con
aguja fina mediante ecografía permite obtener
material para citología y cultivo. Debe evitar-
se el uso de aspiración con aguja cuando hay
presencia de abscesos prostáticos ya que se
puede diseminar bacterias (13).

El análisis de líquido prostático puede
realizarse a partir de una muestra obtenida
por eyaculación o masaje prostático con caté-
ter urinario, o con cepillo uretral (15). Cuan-
do se utiliza el masaje prostático como proce-
dimiento diagnóstico de la prostatitis bacte-
riana, primeramente debe controlarse la in-
fección del tracto urinario (2).

Para recoger el eyaculado, el perro debe
orinar, y posteriormente se lo lleva a un lugar
tranquilo. Debe limpiarse el área con gasas
secas, y se hace la recolección del eyaculado
con o sin presencia de una perra en celo, en
dependencia de la respuesta del macho (4).
Las fracciones pre y pos espermática del eya-
culado son de origen prostático. Debido a que
la fracción preespermática es poca y difícil de
separar de la fracción rica en espermatozoi-
des, se prefiere recolectar la fracción
posespermática o tercera fracción. Los resul-
tados de la valoración de la segunda fracción
del eyaculado, son bastante variables y depen-
den en parte de la duración y gravedad de la
infección 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 citológico y la otra parte, para un culti-
vo cuantitativo. En perros normales se encuen-
tra un número de bacterias menor de 105 por
mililitro y por lo común microorganismos Gram
positivos (11) En casos de prostatitis bacte-
riana el fluido prostático usualmente es puru-
lento, séptico y hemorrágico, encontrándose
gran cantidad de organismos Gram positivos
y negativos con un importante número de leu-
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cocitos (2,17). Los datos característicos del
semen de perros con infertilidad inducida por
prostatitis bacteriana crónica incluyen neu-
trófilos, macrófagos, bacterias fagocitadas,
aumento en las cifras de espermatozoides con
defectos morfológicos primarios y secundarios
y menor número de espermatozoides por eya-
culado. La azoospermia es también posible en
casos graves (15).

TRATAMIENTO
El médico debe asumir que la barrera

hematoprostática se encuentra intacta en pe-
rros con prostatitis bacteriana crónica y ele-
gir un antibiótico que no solo sea eficaz con-
tra el microorganismo cultivado sino también
capaz de penetrar dicha barrera y tener acce-
so al líquido prostático (11,18). La barrera he-
matoprostático se basa, en parte, en las dife-
rencias de pH entre la sangre (pH 7.4) y el
líquido prostático (pH 6.4); en las característi-
cas del epitelio acinar prostático; y en las par-
ticularidades de unión de proteína plasmáti-
ca de los antibióticos (5).

La mayor parte de los perros con infec-
ción prostática tienen líquido prostático áci-
do, por lo tanto, en condiciones ideales, los
antibióticos que son eficaces para traspasar
la barrera hematoprostática deben ser bási-
cos con valores de pKa elevados. Ejemplos de
estos antibióticos son: trimetropin sulfonami-
da, eritromicina y clindamicina. En los casos
de líquido prostático acídico, los antibióticos
básicos con valores de pKa elevados se ionizan

en mayor grado en el líquido prostático que
en el plasma y quedan atrapados en él. Ade-
más los antibióticos eficaces deben tener alta
liposolubilidad como el cloranfenicol, la
trimetropin sulfonamida, las quinolonas y la
carbenicilina y poca unión a proteínas 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 patógeno 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 días y luego cada 6 meses. Si
fuera positivo se debe comenzar un antibióti-
coterapia específica por 20 semanas, y con-
trolar igual que la primera vez (Figura 2).

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

DROGA  DOSIS  
(mg/kg) 

RUTA  INTERVALO  
(h) 

EFECTOS 
SECUNDARIOS 

Gentamicina  2  IM,  SC   8  Nefrotoxicidad  

Amoxicilina  10-20  PO   12   ----------  

Cefalosporinas (1º 
generación) 

5-30  PO   6-8   ----------  

Enrofloxacina  2,5-5,0  PO  12  No es tóxica en esa dosis 

Trimetropin 
sulfonamida 

15-30  PO,  SC   12   Queratoconjuntivitis  seca  
cuando el tratamiento es 
prolongado. 

 

Tabla 1. Dosis de antibióticos recomendadas en el tratamiento de las infecciones prostáticas
agudas y crónicas (9).
Table1: Antibiotic dosages recommended for the treatment  of acute and chronic prostatitis.
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En un estudio recientemente realizado
en humanos se observó que la inyección in-
traprostática de 12 mg de ofloxacina tuvo bue-
na distribución en el fluido y tejido prostáti-
co, lo cual en un futuro puede sustituir la
medicación a largo plazo de prostatitis cróni-
ca (6).

Debido a que hiperplasia prostática be-
nigna es uno de los factores que predisponen
a las prostatitis bacterianas es importante rea-
lizar la esterilización, cuya consecuencia es la
reducción de un 70% del tamaño prostático,
siendo evidente la involución y la disminución
de la secreción prostática de 7 a 16 días des-
pués de la castración (2). Las terapias con ace-
tato de megestrol (0,11 mg/kg oral, una vez al
día) o finasteride (5 mg oral, una vez al día)
pueden disminuir temporalmente el tamaño
prostático y ayudar en el manejo de la hiper-
plasia, pero siempre tiene que usarse junto
con los antibióticos (12).

lleven a la infertilidad. La palpación rectal
durante los exámenes médicos debe ser ruti-
naria ya que permite la detección temprana
de enfermedades prostáticas que predisponen
a las prostatitis, evitando de esta manera las
complicaciones generales.
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MARCADORES GENÉTICOS PARA RESISTENCIA Y
SUSCEPTIBILIDAD A ENFERMEDADES INFECCIOSAS EN

ANIMALES DOMÉSTICOS. LOS LOCI DEL COMPLEJO PRINCIPAL
DE HISTOCOMPATIBILIDAD (MHC) COMO GENES CANDIDATOS
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Resumen: Las enfermedades infecciosas en animales domésticos aún 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 países en
desarrollo. El resultado de la infección puede estar influenciado por factores ambienta-
les, variables propias del patógeno 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 constitución genética de los
individuos. Los loci del Complejo Principal de Histocompatibilidad son considerados
genes candidatos dado el rol que desempeñan en la respuesta inmune. En este trabajo
de revisión se describen las principales estrategias implementadas para detectar el
componente genético de la susceptibilidad/resistencia y se detallan las consideracio-
nes generales para la elección del método adecuado. Además, 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 mención de estudios de asociación realizados con otros
genes candidatos que no pertenecen al MHC y se discute la situación actual y las pers-
pectivas futuras de esta área del conocimiento

Palabras claves: MHC, susceptibilidad/resistencia a enfermedades, animales domés-
ticos, marcadores genéticos.

GENETIC MARKERS FOR SUSCEPTIBILITY AND RESISTANCE
TO INFECTIOUS DISEASES IN FARM ANIMALS.
MAJOR HISTOCOMPATIBILITY COMPLEX (MHC)

LOCI AS CANDIDATE GENES

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 (Mareḱs 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
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INTRODUCCIÓN
La mayoría de las enfermedades se rela-

cionan de una forma u otra con los genes. La
información codificada por ellos es tan crítica
que el cambio en un sólo nucleótido (muta-
ción puntual) del ADN (Ácido Desoxirribonu-
cleico) puede ser suficiente para desencade-
nar enfermedades hereditarias, hacer a los
individuos más o menos vulnerables a
padecerlas crónicamente, o ser susceptibles a
contraer enfermedades infecciosas.

La probabilidad de contraer enfermeda-
des infecciosas en el mundo desarrollado ha
disminuido en los últimos 50 años. Sin em-
bargo, la infección aún permanece como una
de las principales causas de morbilidad y mor-
talidad, con la consecuente pérdida producti-
va. En los países en desarrollo, las enferme-
dades infecciosas continúan siendo uno de los
principales problemas sanitarios. Aunque la
mayoría 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 últimas,
la variación en el resultado de la infección
depende en gran medida de las diferencias en
la constitución genética de los individuos.

Existen varios factores que pueden in-
fluenciar el resultado de la infección y que por
conveniencia, se clasifican en variables am-
bientales, variables propias del patógeno y
factores del hospedador. Los factores ambien-
tales pueden incluir, entre otros, la nutrición,
las toxinas ambientales y la edad de exposi-
ción al patógeno. Por otra parte, aquellas va-
riables derivadas del patógeno generalmente
implican factores de virulencia que, por ejem-
plo, pueden incrementar o atenuar la habili-
dad de colonización del organismo o aumen-
tar la virulencia a través de la expresión de
una toxina. Finalmente, los factores atribui-
dos al hospedador, a los cuales nos vamos a
referir en detalle, implican principalmente la
dotación 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 mencionará la metodología estadís-
tica y los diseños muestrales comúnmente uti-
lizados para detectar este tipo de asociacio-
nes. Por último, se describirán estudios de aso-
ciaciones entre susceptibilidad/resistencia y
los genes del MHC en las principales especies
de animales domésticos previamente reporta-
dos.

Los vertebrados tienen entre 30 y 35 mil
genes. Como se mencionó anteriormente, un
único cambio o mutación en las bases de ADN
que conforman esos genes puede causar una
enfermedad o provocar predisposición 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 progresión 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 antígenos (ARS), que pueden modifi-
car la afinidad antígeno-anticuerpo. Entre la
mutaciones en regiones no codificantes pue-
den mencionarse: (i) las regiones involucra-
das en el corte y empalme de intrón y exón
(splicing), las que pueden modificar la funcio-
nalidad de la proteína madura, y (ii) las regio-
nes promotoras implicadas en el control de la
transcripción de los genes y que por lo tanto,
pueden variar los niveles de expresión.

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.

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

En términos generales, la identificación
de genes de susceptibilidad o resistencia a
enfermedades infecciosas consiste en la bús-
queda de cambios en el ADN o la detección de
regiones cromosómicas asociadas. Común-
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 detección es sencilla y re-
producible.

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

· Selección de genes que han sido con-
firmados, propuestos, o que podrían ser con-
siderados como genes candidatos para suscep-
tibilidad/resistencia a enfermedades. Se defi-
nen como genes candidatos a aquellos loci que
por su función biológica pueden estar involu-
crados en la determinación de un carácter, por
la función de la proteína que codifican o por
comparación 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 tenderán a heredarse juntos. Por
lo tanto, la utilidad de un MG consiste en
mapear genes o regiones cromosómicas impli-
cadas en el carácter mediante análisis 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 selección 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 carácter. Por ejemplo, si
tenemos en cuenta que el ligamiento entre el
carácter y el marcador genético es incomple-
to, podrían existir en la población diferentes
haplotipos marcador/carácter. De este modo,
un alelo del marcador podría estar ligado al
alelo de susceptibilidad en algunos animales,
mientras que en otros estaría ligado a la va-
riante de resistencia. Por lo tanto, los efectos
estimados del carácter sobre el rasgo cuanti-
tativo se verán sesgados por efecto de la re-
combinación.

En términos generales, el estudio de aso-
ciación a enfermedades consiste en la identi-
ficación de un gen candidato polimórfico y en
la comparación de las frecuencias alélicas del

gen entre el grupo afectado y el grupo control.

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

Según el tipo de marcador utilizado exis-
ten dos estrategias principales para la identi-
ficación de genes involucrados en la determi-
nación de un carácter, 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 (localización) e identificación de regio-
nes del genoma que estarían 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 tándem)
distribuidos a lo largo de todo un cromosoma
o de todo el genoma (19, 20). Luego se realiza
el análisis de ligamiento, con el fin de deter-
minar que marcador segrega conjuntamente
con el carácter en estudio. Posteriormente, se
identifican los genes que presentaron asocia-
ción significativa con el carácter dentro de las
regiones mapeadas. Esto puede realizarse ana-
lizando los genes previamente mapeados en
dichas regiones cromosómicas, o mediante
estudios de mapeo posicional. El último paso
involucra la determinación de cuál 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-
lección y estudio de genes candidatos. Estos
estudios parten del supuesto de que por su
función biológica el gen candidato estaría in-
volucrado en la susceptibilidad/resistencia a
una determinada enfermedad infecciosa. La
estrategia consiste en asociar los genotipos del
gen candidato con el carácter estudiado. De
igual modo que en la estrategia de rastreo, el
objetivo final consiste en identificar en el gen
candidato la mutación causal de la suscepti-
bilidad/resistencia, y de esta forma confirmar
al locus como responsable de la asociación.

Una vez determinados los genotipos o ha-
plotipos del gen analizado, el estudio puede
conducirse según el caso hacia: (1) el análisis
de segregación compleja, el cual simula la se-
gregación de la enfermedad en familias
multicasos y compara la probabilidad de dife-
rentes formas de heredar la enfermedad; (2) la
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comparación del número observado de alelos
compartidos con el número esperado por he-
rencia mendeliana simple, en pares de her-
manos enteros; (3) análisis de ligamiento, el
cual incorpora los efectos de recombinación
en las generaciones anteriores para determi-
nar la localización génica.

Si bien los métodos mencionados son de
gran utilidad en la identificación de alelos de
susceptibilidad a enfermedades, no son apli-
cables a todas las enfermedades infecciosas
por razones logísticas. Si un gen candidato es
identificado a través de estudios de alelos com-
partidos, análisis de ligamiento o de segrega-
ción, la evaluación final requerirá estudios de
asociación con la enfermedad cuidadosamen-
te diseñados, a fin de validar la asociación
encontrada entre el gen estudiado y la enfer-
medad en cuestión.

Tanto una estrategia como la otra pue-
den utilizar diferentes diseños muestrales,
tales como: (1) diseño de medio-hermanos (Pa-
ternal half sibs) o diseño de nietos (Grand-
daugther Designs), (2) líneas endocriadas (mo-
delos murinos), (3) estudios de familias porta-
doras y (4) análisis 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 cromosómicas homólogas a las que se en-
cuentran ligados, pueden ser usados en este
sentido como MG. Si el marcador se encuen-
tra estrechamente ligado al carácter en estu-
dio, al recibir un alelo determinado del padre
las crías heredan simultáneamente una de las
dos posibles regiones cromosómicas homólo-
gas que incluyen el carácter. De esta manera,
los dos grupos de medias hermanas paternas
deberían diferenciarse para el carácter. Por lo
dicho anteriormente, sólo serán informativos
aquellos machos que sean heterocigotas para
ambos loci.

El método denominado “Diseño de Nie-
tas” se basa en la caracterización 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 producción de sus respecti-
vas hijas (por ejemplo, mediante los valores
de cría).

En el diseño que emplea líneas endocria-
das para identificar genes de susceptibilidad
a enfermedades se tipifican cepas endocria-
das de roedores después de haber estado ex-
puestas a una infección 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 debería 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 recombinación cromosómica.

Cuando se utiliza el diseño de familias
portadoras se considera que en determinadas
regiones cromosómicas 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 mayúsculas), uno en cada cromo-
soma homólogo, entonces, un hijo recibe un
haplotipo de cada parental y existe una pro-
babilidad del 25% de que dos crías 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 característi-
cas hacen posible la detección 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 carácter, 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 cosegregación del mar-
cador y del carácter dentro de cada familia.
Para marcadores multialélicos, esta clase de
análisis tiene el mismo poder de resolución
que la cruza entre líneas puras. A modo de
ejemplo pueden citarse el cruzamiento de
ŃDama y Zebu para mapear QTLs asociados
con resistencia/susceptibilidad a la tripano-
somiasis (25, 27).
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Figura 1. Ejemplo de diseño de familias portadoras para
detección de genes de susceptibilidad/resistencia.
Figure 1. Example of the carrier families design for the detection of resis-
tance/susceptibility genes

Población de una misma especie o poblaciones de diferentes razas

Agrupamientos por diferencias en  carácter -  marcador genético

Cruzamientos entre grupos
diferentes para

carácter - marcador genético

Detección y mapeo de
marcadores

asociados a carácter

Figura 2. Ejemplo del diseño muestral de Cruzamientos de Po-
blaciones Segregantes o de Tipificación Selectiva para detección
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 análisis a nivel de poblacio-
nes se puede aplicar el método de Tipificación
Selectiva (Selective Genotyping). Este método
se basa en realizar cruzamientos en poblacio-
nes que difieren para cierto carácter y por lo
tanto para los marcadores genéticos. Se se-
leccionan aquellos animales que se encuen-
tran en los extremos de la distribución para el
carácter de interés, y posteriormente se tipifi-
can los marcadores genéticos (Figura 2). Por
lo tanto, la cruza entre diferentes grupos pue-
de resultar útil 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 distribución (suscepti-
bilidad/resistencia) en la F2 o en la población
base puede servir como test para el ligamiento
marcador-carácter.

Esta metodología se fundamenta en el
hecho de que la selección sobre un carácter
podría cambiar las frecuencias génicas en la
población segregante. Una diferencia signifi-
cativa entre las frecuencias génicas de las co-
las de la distribución (susceptibilidad/resis-
tencia) en la F2 o en la población base puede
servir como test para el ligamiento marcador-
carácter (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 nú-
mero limitado de descendientes afectados que
comparten un antecesor común. De esta ma-
nera, detectando el segmento cromosómico que
comparten los individuos afectados, no es ne-
cesario realizar los clásicos cruzamientos uti-
lizados en los análisis de ligamientos, redu-
ciendo el tiempo y costo que requiere aquella
estrategia.

Un ejemplo de la utilidad de esta meto-
dología para el mapeo de enfermedades gené-
ticas es la investigación 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 pedigrí de 12 indivi-
duos afectados. Utilizando 213 microsatélites,
los autores observaron que todos los indivi-
duos analizados compartían un mismo seg-
mento del cromosoma 15, el cual provenía de
un ancestro común.

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

putación disponibles para el análisis de des-
equilibrio de ligamiento.

LOS GENES DEL COMPLEJO PRINCI-
PAL DE HISTOCOMPATIBILIDAD
(MHC) COMO CANDIDATOS PARA ES-
TUDIOS DE ASOCIACIÓN 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 proteínas codifica-
das en el MHC se debe al polimorfismo de los
genes que se encuentran en este complejo.
Esta diversidad genética sería la responsable
de la variación genotípica en la resistencia o
susceptibilidad a enfermedades infecciosas.
Los loci del MHC desempeñan un rol central
en la respuesta inmune, por lo que constitu-
yen genes candidatos para el estudio de aso-
ciación entre marcadores genéticos y resisten-
cia/susceptibilidad a enfermedades infeccio-
sas.

Este complejo consiste en un bloque de
ligamiento formado por más de 100 genes in-
volucrados en su mayoría, en la respuesta in-
munitaria. Entre ellos podemos nombrar los
genes presentadores de antígeno (Clase I y II),
los procesadores de antígeno, los del sistema
del Complemento (Clase III) y genes relacio-
nados como el Factor de Necrosis Tumoral
(TNF). La variabilidad genética en esta región
se ve determinada por un alto número de ale-
los, presencia de varias copias de cada gen,
número variable de genes en los distintos ha-
plotipos y variaciones alélicas en la región de
control de la expresión (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 transcripción,
como del polimorfismo en la región de unión
al antígeno (Antigen Recognition Site, ARS) de
las glicoproteínas de Clase I y II, que determi-
nan su afinidad con los antígenos. 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 nucleotídicos
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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Método  Características  

Transmission 
Desequilibrium  Test 
(TDT) 

Medida más comúnmente usada,  no es afectada 
por estratificación poblacional, usa genotipos 
parentales heterocigotas. 

Haplotype Relative 
Risk  (HRR) 
“Riesgo relativo” 

Estima frecuencias alélicas transmitidas por los 
genotipos parentales homocigotas y heterocigotas; 
es útil para muestras de ADN agrupadas. Es 
sensible a estratificación poblacional. 

Multilocus 
com posite likelihood 
approaches 

Utiliza múltiples marcadores incrementando el 
poder de detección de desequilibrio de ligamiento. 
 

Haplotype segment 
sharing method 

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

 

Tabla I. Breve descripción de algunos de los  métodos utilizados comúnmente para la estima-
ción de desequilibrio de ligamiento (LD).
Table I. Short description of some of the usual methods employed to estimate linkage disequilibrium (LD).

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

Programa  Descripción   Página  Web  Referencia  
ALLASS  Estimación de LD compuesto 

para datos multilocus usando  la 
ecuación de Malécot. 

http://cedar.genetics.soton.ac.uk
7pub7PROGRAM/ALLAS 

(43) 

ARLEQUIN  Paquete de análisis genético 
poblacional que incluye 
estimación de haplotipos por el 
algoritmo EM y análisis de LD 
para pares de loci; estima 
significancia por método 
permutación. 

http://anthro.unige.ch/arlequin/  (44) (45)  

DISEQ  Estimación de desequilibrio 
multilocus. 

ftp://linkage.cpmc.columbia.edu
/software/diseq  

(46) 

DMAP  Estimación de likelihood 
compuesta para múltiples datos. 

http://lib.stat.cmu.edu/-bdevlin/  (47)  

ETDT  Usa regresión logística para TDT 
para marcadores multialelicos 

http://www.gene.ucl.ac.uk/dcurt
is/software.hyml 

(48) 

FINEMAP  Estima árboles filogenéticos para 
enfermedades multilocus y 
haplotipos normales para inferir 
localización del gen de la 
enfermedad. 

http://www.stat.cmu.edu/cmu-
stats/ 

(49) 

GASSOC  Realiza varios test de asociación, 
incluyendo TDT para múltiples 
marcadores. 

http://www.mayo.edu/statgen  (50)  

GDA  Análisis genético poblacional. 
Incluye estimación de LD para 
pares de loci, test de significancia 
por método de permutación. 

http://alleyn.eeb.uconn.edu/gda
/ 

(51) 

QTDT  Realiza test de asociación y TDT 
para rasgos cuantitativos usando 
metodo de componentes de 
varianza. 

http://eee.well.ox.ac.uk/ashtma/
QTDT 

(52) 

TDT/S-TDT  TDT y sib-TDT.  http://spielman07.med.upenn.ed
u/TDT.htm 

(53) (54) 

TRIMHAP  Análisis de haplotipos 
compartidos para estimación de 
localización de genes de 
enfermedades. 

http://www.vipbg.vcu.edu/trimh
ap 

(55) 
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zados en su control sanitario y erradicación.
La mayoría 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 ASOCIACIÓN DE GE-
NES CANDIDATOS DEL MHC CON
SUSCEPTIBILIDAD A ENFERMEDA-
DES

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

Equinos
Una de las asociaciones más 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 común o
sarcoiditis. Estos tumores son de ocurrencia
común 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 análisis de los
genes del ELA de Clase I y Clase II 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 comparación a
los controles sanos. Por otra parte, entre las
diferentes razas analizadas se evidenció dis-
tinta incidencia de tumores debido, probable-
mente, a la distribución diferencial de los ale-
los entre razas. Sin embargo, la susceptibili-
dad no se debería solamente a la presencia de
los alelos ELA-A3 y ELA W13, sino a una com-
binación de genes (haplotipo) que acompaña
a estos alelos y aún de otros genes ligados al
MHC. Dado que estas investigaciones se rea-
lizaron mediante determinaciones serológicas,
es muy probable que un estudio molecular por
genes candidatos revele una asociación aún
más 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 relación
de fenotipos de transferrinas y ELA con el gra-
do de deterioro endometrial en yeguas gestan-

tes (31, 33). Investigaciones de posibles aso-
ciaciones entre antígenos de Clase I del MHC
y niveles de IgE específicos demostraron una
asociación significativa entre ELA-A8 y títulos
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-A1 y altos niveles específicos
de IgE, entre ELA-A14 y bajos niveles de IgE,
y entre ELA-Be27 y bajos niveles de IgE de
Aspergillus-específico (12). En un estudio mas
reciente se demostró, además, la asociación
entre tipos de transferrina y la muerte de los
potros causada por la infección por
Rhodococcus equi (15).

Bovinos
La leucosis bovina es una enfermedad

de importancia económica y de distribución
mundial producida por el virus de la leucosis
bovina. El desarrollo de esta enfermedad se
encuentra bajo control genético, íntimamente
ligado al polimorfismo del MHC bovino, y pre-
senta tres estadíos: (1) Producción de anticuer-
pos contra antígenos virales (seroconversión);
(2) Aumento significativo y persistente del
número de linfocitos B (linfocitosis persisten-
te); (3) Linfosarcoma.

En 1986, Lewin y Bernoco (3) estudia-
ron la asociación entre el BoLA (bovine
lymphocyte antigen) Clase I y la progresión de
la enfermedad en un rodeo Shorton
californiano (n=117). La tipificación del BoLA
Clase I se realizó mediante serología. El estu-
dio se realizó 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-DA6.2 presentaron una
menor frecuencia de linfocitosis persistente.

A nivel familia se estudió la segregación
alélica en una familia de medio hermanas pa-
ternas y se observó 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 exhibían resisten-
cia a linfocitosis persistente.

En 1996, Zanotti y colaboradores (5) ana-
lizaron la influencia del polimorfismo del MHC
sobre la progresión subclínica del virus de la
leucosis bovina en 2 rodeos italianos de vacas
Holstein (n=41). Estos autores estudiaron el
BoLA-A por serología, el BoLA-DQ por RFLP y
el BoLA-DR por PRC-RFLP. A partir de estos
análisis 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 asoció con
resistencia a la enfermedad.

Por otra parte, el análisis de la secuen-
cia nucleotídica del segundo exón de los ale-
los DRB3 reveló que los alelos asociados con
resistencia presentaban en la posiciones 70 y
71 del dominio b1 del ABS (Antigen Binding
Site) ácido glutámico y arginina, respectiva-
mente.

Este estudio dejó en evidencia el papel
principal del BoLA-DRB3 en la progresión sub-
clínica de la infección con el virus de la leuco-
sis bovina, que estaría dado a nivel de la pre-
sentación 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 más frecuentes en el ganado bovino le-
chero y la que ocasiona las mayores pérdidas
económicas.

En 1997, Kelm y col (8) estudiaron la
relación entre medidas genéticas de mastitis
(número de células somáticas, SCS) y pará-
metros inmunológicos (marcadores molecula-
res BoLA-DRB3.2) en vacas Holstein de Esta-
dos Unidos (n=137). El BoLA-DRB3.2 se ana-
lizó por PCR-RFLP (con las enzimas de restric-
ción RsaI, HaeIII y BstYI). El SCS se utilizó
como parámetro ya que existe una alta corre-
lación 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 asociación 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
asociación entre los alelos del BoLA-DRB3 y
el SCS como medida de mastitis en un rodeo
canadiense de vacas Hosltein (n=835). Ellos
detectaron asociación 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-
dría deberse al diseño experimental, a la va-
riable dependiente utilizada (SCS), a la pre-

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

Park y colaboradores (17) realizaron uno
de los últimos estudios acerca de la posible
asociación entre resistencia/susceptibilidad a
mastitis producida por S. aureus y genes del
MHC. Los autores reportaron una estrecha
asociación entre el haplotipo de Clase IIa
DH24A y susceptibilidad a mastitis, mientras
que los haplotipos DH16A y DH08A se encon-
traron asociados con resistencia a la enferme-
dad.

La Dermatofilosis Bovina es una enfer-
medad de la piel causada por el patógeno
Dermatophilus congolensis asociada con la ga-
rrapata Amblyomma variegatum. Produce
importantes pérdidas en la producción 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 zebú 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 clínicos severos. Los
haplotipos DRB3.2*9 y DQB*1804 se encon-
traron significativamente asociados con alta
susceptibilidad a la enfermedad. Esta asocia-
ción se validó 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
realizó en la isla de Martinica un programa de
selección asistida durante el cual se elimina-
ron los individuos que tenían el haplotipo aso-
ciado a susceptibilidad. De esta manera se
logró reducir la prevalencia de la enfermedad
del 76%, en 1996 a menos del 2%, en el 2001.

En otro tipo de estudio, Acosta-Rodríguez
y coautores (18) analizaron la posible partici-
pación de los genes del MHC en la infestación
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 dólares por año
en Australia, y en un billón de dólares por año
en América Central y Sudamérica. Los auto-
res reportaron la existencia de asociación en-
tre cuatro microsatélites del BoLA Clase II y
susceptibilidad a la infestación con garrapa-
tas Boophilus microplus. Este estudio eviden-
ció la participación, al menos parcialmente,
de varios alelos de Clase II del BoLA en la sus-
ceptibilidad a la infestación con garrapatas.
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Ovinos
La parasitosis en el ganado ovino es una

de las principales causas de pérdidas econó-
micas. En 1996, Outteridge y colaboradores
(6) estudiaron la posible asociación entre los
polimorfismos del MHC ovino (OLA, Ovine
Leukocyte Antigen) y las variaciones en la re-
sistencia a parásitos 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 región
de Clase II del MHC, y en la existencia de una
relación inversa entre el nivel de anticuerpos
y el número de huevos de parásitos en las
heces de este modo la resistencia/susceptibi-
lidad a los parásitos podría ser determinada
por el polimorfismo del DRB.

El estudio se realizó en tres familias de
ovejas Merino (n=130) de Australia. Los auto-
res tipificaron un microsatélite intrónico es-
trechamente ligado al exón 2 del DRB ovino
mediante PCR y midieron los niveles de anti-
cuerpos contra los parásitos y el número de
huevos en la materia fecal. Si bien se encon-
tró asociación entre altos niveles de anticuer-
pos, bajo número 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 parásito intracelular Leishma-
nia infantum. El perro doméstico es el princi-
pal reservorio para la infección humana.

Quinnell y colaboradores (16) analizaron
la asociación entre los genes del DLA (Dog
Leukocyte Antigen) Clase II del perro DLA-
DRB1, -DQA1 y -DQB1 y el curso de la enfer-
medad en perros expuestos a infección natu-
ral con Leishmania infantum en Brasil. El es-
tudio incluyó 99 perros de la ciudad de Belém
(zona no endémica) que fueron llevados a
Marajó (zona endémica), y 27 perros nacidos
en Marajó.

La tipificación de los genes DLA-DRB1, -
DQA1 y -DQB1 se efectuó por secuenciación
directa. La detección del parásito se realizó
por PCR a partir de biopsias de médula ósea y
se midieron los niveles de IgG. Finalmente,
los autores encontraron una asociación signi-
ficativa entre la presencia del alelo
DRB1*01502 y la susceptibilidad a leishma-
niasis en perros, pero no se detectaron aso-
ciaciones con DQA1 y DQB1.

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 ciático) o visce-
ral (tumores en hígado, ovario, riñón, bazo y
corazón) y produce importantes pérdidas eco-
nómicas.

En 1997, Kaufman y Salomonsen (9) en-
contraron una asociación significativa entre
el haplotipo B21 de Clase I del MHC del pollo
y la resistencia a la enfermedad, mientras que
el haplotipo más 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 área del co-
nocimiento no está muy desarrollada, existen
actualmente líneas 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.
Así por ejemplo, en el Centro de Investigacio-
nes en Genética Básica y Aplicada (CIGEBA)
de la Facultad de Ciencias Veterinarias, Uni-
versidad Nacional de La Plata, en estudios an-
teriores se analizó la variabilidad genética de
genes del MHC en razas bovinas, equinas y
caninas y actualmente se están 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 están estudiando los genes
de MHC de aves de corral (41, 42).

ASOCIACIÓN 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 últimos
años, varios loci involucrados en la respuesta
inmune han sido estudiados con el objeto de
determinar su asociación con susceptibilidad/
resistencia a determinadas enfermedades in-
fecciosas. A modo de ejemplo, pueden men-
cionarse el gen que codifica para la proteína 1
de macrófagos asociada a resistencia natural
o Nramp1 (7, 13), los genes para inmunoglo-
bulinas y genes del receptor de células T (3).
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PERSPECTIVAS FUTURAS
Si bien los antibióticos 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 patógenos. Ade-
más, el uso masivo de antibióticos 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 utilización de vacunas.
Sin embargo, las vacunas atenuadas, tradicio-
nalmente empleadas, a veces proveen una pro-
tección incompleta y en el caso de las vacu-
nas pobremente inactivadas pueden causar la
enfermedad que tendrían que prevenir (Roslin
Institute, Annual Report 2000-2001, http://
www.roslin.ac.uk/).

La selección de animales resistentes a
enfermedades es posible, pero tradicionalmen-
te los criadores se han concentrado en mejo-
rar los caracteres de producción, por lo que la
información acerca de la variación genética en
resistencia a enfermedades es limitada.

En los últimos años el crecimiento de la
biotecnología está permitiendo el desarrollo de
nuevas estrategias para el control de enfer-
medades. En este contexto, ya se están utili-
zando rutinariamente los marcadores molecu-
lares para la selección de animales resisten-
tes a enfermedades. Por otra parte, a través
de la tecnología recombinante, se están desa-
rrollando nuevas vacunas basadas en la es-
tructura de las moléculas de reconocimiento
y presentadoras de antígenos y en la informa-
ción obtenida a partir de los estudios de aso-
ciación en las diferentes especies estudiadas.
Sin embargo, aún es necesario obtener una
mejor comprensión de la genética y de la fun-
ción del sistema inmune del huésped y de los
mecanismos de evasión de la respuesta inmu-
ne por parte del patógeno, para que la biolo-
gía molecular tenga un mayor impacto en el
control de las enfermedades animales.
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1.Trabajos de investigación:

No deberán exceder de 30 páginas, incluyendo 25
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indicarse el título y el autor del trabajo y cuál es la parte
superior de la misma. El tamaño deberá ser de 10 por 15
cm, pudiendo reducirse en la publicación por lo que se
sugiere la buena calidad del detalle que se quiera resal-
tar. Cada foto deberá ser acompañada de una breve rese-
ña explicativa de la misma en español y en inglés.

II.  Artículos de revisión

Versarán sobre temas relevantes incluyendo una re-
visión bibliográfica adecuada y sus autores deberán tener
idoneidad en los mismos. Estos artículos incluirán las si-
guientes secciones: título, título en inglés, resumen,
"abstract", texto, agradecimientos y bibliografía. La ex-
tensión de estos trabajos no excederán las cincuenta pá-
ginas y sesenta citas bibliográficas.

El autor no deberá solamente realizar una recopila-
ción bibliográfica exhaustiva, sino que además deberá ha-
cer una discusión crítica sobre el tema considerado, des-
tacando la trascendencia actual y futura y los puntos so-
bre los que existan diferencias de opinión.

III.Comunicaciones breves

Esta sección estará destinada a la comunicación de
hallazgos preliminares en trabajos de investigación en mar-
cha y a la descripción de nuevas técnicas (de laboratorio,
quirúrgicas, de producción), hallazgos clínicos exóticos o
poco frecuentes, etc. Su organización deberá seguir el li-
neamiento general indicado en el Ítem I. No deberán exce-
der las dos páginas incluyendo no más de 10 citas biblio-
gráficas.

IV.Información institucional

Esta sección será destinada a difundir todas aque-
llas actividades o informaciones de la Facultad de Cien-
cias Veterinarias de la Universidad Nacional de La Plata
que tengan una relación directa con los objetivos dispues-
tos para la presente publicación.

V.Cartas al editor

En esta sección se incluirán actualizaciones breves
y comentarios sobre artículos ya publicados. Las cartas
(hasta 1000 palabras de texto) deberán ser en formato
carta y no se dividirán en secciones. Las cartas comenza-
rán con una introducción breve sobre la relación del tema.
Incluir desarrollo de métodos; referencias, en no más de
cinco; y figuras o ilustraciones, en no más de dos.

Correspondencia

Toda correspondencia dirigida a esta revista
deberá realizarse a la siguiente dirección:

Sr. Director ANALECTA VETERINARIA
CC 296 (B1900AVW) La Plata, ARGENTINA
TEL/FAX: 0221-4257980
Desde el exterior: +54-221-4257980
E-mail: analecta@fcv.unlp.edu.ar

http://www.fcv.unlp.edu.ar/analecta/analecta.html
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