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RESUMEN

Este trabajo compard el uso del proteinograma obtenido por electroforesis en gel de agarosa, con otros métodos en la
evaluacion diagnostica de la ehrlichiosis canina. El andlisis de 31 perros, a los que se les realizé una prueba de
inmunocromatografia para confirmar el diagnostico, permitié identificar 19 animales seropositivos y 12 seronegativos.
Aunque la observacion de morulas y parametros como el didmetro medio de los eritrocitos, el hematocrito, la
concentracion de proteinas totales y la albimina, son féciles de determinar y no requieren de equipos sofisticados,
tienen un valor diagnostico que se limita a pacientes con signos clinicos. Por otro lado, el analisis electroforético de
suero sanguineo utilizando el software gratuito Image J permitié un andlisis densitométrico de los geles de manera
facil y réapida, y result6 ser una herramienta muy Util y econdmica para el diagndstico integral en individuos con
sospecha de ehrlichiosis, tanto con signos clinicos como en asintomaticos, permitiendo separar con 100% de confianza
los individuos seropositivos de los seronegativos.

PALABRAS CLAVE: Ehrlichia canis, proteinograma, Rhipicephalus sanguineus, infeccion.
ABSTRACT

This work compares the use of the proteinogram obtained by agarose gel electrophoresis with other methods in the
assessment of canine ehrlichiosis. The analysis of 31 dogs, which underwent an immunochromatography test to
confirm the diagnosis, allowed the identification of 19 seropositive and 12 seronegative animals. The observation of
morulae, and parameters such as mean erythrocyte diameter, hematocrit, concentration of total proteins and albumin,
although they are easy to determine and do not require sophisticated equipment, have a diagnostic value that is limited
to patients with clinical signs. On the other hand, the electrophoretic analysis of blood serum using the free ImageJ
software allowed a densitometric analysis of the gels easily and quickly, and proved to be very useful and cheap for
the comprehensive diagnosis in suspected ehrlichiosis individuals both with clinical signs as in asymptomatic ones,
allowing to separate with 100% confidence the seropositive individuals from the seronegative ones.
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INTRODUCCION (Tami 2003, Straube 2010, Ferrolho et al. 2016) y

requiere de un artropodo, en especifico, la garrapata

La ehrlichiosis es una de las principales
afecciones caninas infectocontagiosas producida por
rickettsias (Rickettsiae) que incluyen a Ehrlichia
canis, E. ewingii y E. chaffeensis (Goodman et al.
2003, Straube 2010, Romero et al. 2011) y que
pueden presentarse individualmente o como
infeccion maltiple (Little 2010). Ehrlichia canis es
una bacteria intracelular obligatoria de los
leucocitos, Gram-negativa, presenta  formas
redondeadas y pleomorficas que invaden el
citoplasma de la célula huésped
(monocitos/macrofagos y linfocitos) donde se
multiplica por fisién binaria, dando origen a un
agregado o microcolonia, denominado mdrula
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(Rhipicephalus sanguineus) como vector (Groves et
al. 1975, Gutiérrez et al. 2016).

En la exploracion médica, los caninos infectados
con E. canis pueden presentar manifestaciones
clinicas cuya intensidad estd asociada a la raza,
edad, alimentacion, enfermedades concomitantes y
virulencia de la cepa infecciosa y que segln la fase
de la enfermedad pueden ser leves a intensas o
simplemente sin signos evidentes (Silva et al. 2010)
lo cual impone un desafio para su diagndstico
(Salazar et al. 2014, Orjuela et al. 2015). La fase
aguda tiene un periodo de incubacién de
aproximadamente 8 a 20 dias y suele durar de 4 a 7


https://orcid.org/0000-0001-7171-2433
mailto:mauro.nircho@gmail.com

CHALCO ORTEGA Y NIRCHIO TURSELLINO

semanas en la que hay fiebre, anorexia, disminucién
de peso, depresion, petequias, lesiones a nivel
ocular (uveitis, hemorragia, desprendimiento de
retina, incluso puede haber ceguera), predisposicion
a hemorragias, hiperplasias como linfadenomegalia
y esplenomegalia; asi como también anemia
normocitica 'y normocrémica, leucopenia y
trombocitopenia (Harrus et al. 1999, Preziosi y
Cohn 2002, Procajto et al. 2011). Estos signos
clinicos pueden variar 0 desaparecer
espontdneamente, incluso sin tratamiento (Sainz et
al. 2015). La fase subclinica, se caracteriza por la
ausencia de sintomatologia y en infecciones
naturales puede durar entre 5 a 10 afios (Codner y
Farris-Smith 1986, Gutiérrez et al. 2016, Siadén
2017). Los perros que no han sido tratados
oportunamente o adecuadamente pueden desarrollar
esta condicién y, aunque no presente Signos
aparentes, pueden padecer anemia no regenerativa,
leucopenia y trombocitopenia moderada (Harrus et
al. 1999, Preziosi y Cohn 2002, Procajto et al.
2011). En la fase cronica es caracteristica la
hipoplasia o aplasia de la médula 6sea que ocasiona
una pancitopenia moderada y, generalmente,
conlleva a la muerte del animal. Al igual que en la
etapa aguda, puede haber hemorragias a causa de
trastornos por defectos cualitativos y cuantitativos
de las plaguetas (trombopatia y trombocitopenia,
respectivamente) (Harrus et al. 1999, Preziosi y
Cohn 2002, Procajto et al. 2011).

Generalmente, los perros afectados en la etapa
aguda suelen recuperarse con terapia adecuada; sin
embargo, los animales no tratados y que llegan a
recuperarse espontaneamente, pueden entrar en la
fase subclinica y, aunque no existe informacion
sobre el porcentaje de individuos con la enfermedad
en esa fase, eventualmente pueden llegar a
desarrollar la fase cronica (Mylonakis et al. 2004).

La ehrlichiosis afecta a perros domeésticos, de
trabajo y callejeros y, dado que tiene potencial
epizoonodtico, es una afeccion con importancia
epidemiolégica, mas aun considerando el hecho de
que la fase subaguda de la enfermedad es la de
mayor duracion y la mas comdn lo cual contribuye
con su propagacion (Martinez et al. 2015). De
hecho, estudios realizados en varios paises revelan
porcentajes importantes de prevalencia de esta
enfermedad que oscilan entre 16,5-51,3% en Per(
(Adrianzén et al. 2003, Huerto-Medina y Damaso-
Mata 2015), 31,66% en Colombia (Salazar et al.
2014), 44-49% en México (Salinas-Meléndez et al.
2015); 35,6% en el Nordeste de Brasil (Souza et al.
2010) y 77,3% en Venezuela (Martinez et al. 2015).
Un estudio reciente en la ciudad de Machala,

Provincia del Oro, Ecuador, permitié determinar
que la seroprevalencia de ehrlichiosis canina fue de
65,7% (Machicela 2020).

El diagndstico con base en la historia clinica 'y la
sintomatologia puede orientar al médico veterinario
sobre la posibilidad de una infeccion por Ehrlichia
sp. pero son los datos que brindan las pruebas de
laboratorio las que permiten su confirmacion.
Existen varios métodos para el diagnostico de
ehrlichiosis. La deteccion de morulas en frotis de
sangre periférica no deja dudas para el
reconocimiento de la enfermedad (Rotondano et al.
2012) pero solo es posible visualizar esas
estructuras en aproximadamente 4-6% de los casos
clinicos (Mylonakis et al. 2003). El método de
cultivo resulta poco Util y muy costoso como para
emplearlo en la préctica clinica, por lo que suele ser
destinado para fines de investigacion (Gutiérrez et
al. 2016). Los métodos serolégicos detectan
anticuerpos  contra  E.  canis, mediante
inmunoadsorcién ligada a enzimas (ELISA, por sus
siglas en inglés) o por inmunofluorescencia
indirecta (IFI) pero en ocasiones puede conducir a
generar falsos positivos ocasionando que el agente
causal de la infeccion no sea determinado debido a
la reactividad cruzada entre E. canis, E chaffeensis
y E. ewingii, asi como con Anaplasma
phagocytophilum (Franco-Zetina et al. 2019). La
Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)
permite amplificar genes de E. canis y por lo tanto
es altamente sensible y especie-especifica en
comparacion con otros métodos, permitiendo la
deteccion de la bacteria en etapas agudas y crdnicas
de la enfermedad (Franco-Zetina et al. 2019), pero
requieren de equipamiento e infraestructura de
laboratorio més complejas con la que cominmente
no cuentan los servicios diagndsticos de rutina en
medicina veterinaria de animales de compafiia.

La electroforesis en gel de agarosa es una
técnica sencilla que separa, en un campo eléctrico,
las fracciones de las proteinas séricas denominadas
albiimina, al globulinas, a2 globulinas, B globulinas
y v globulinas (Abraham et al. 2013) brindando un
perfil (proteinograma) cuya variacion,
correlacionada con signos clinicos, o con datos de
otras pruebas de laboratorio puede ayudar para
confirmar o descartar la sospecha de diversas
patologias (Keren 2003). Sin embargo, aun cuando
se ha empleado para establecer diferencias en el
perfil proteinico entre perros sanos e infectados
naturalmente con Ehrlichia (Harrus et al. 1996,
Tappin et al. 2011) su uso en el diagndstico clinico
veterinario es poco frecuente debido a la necesidad
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de contar con equipos de electroforesis, de
densitometria y reactivos costosos.

En este trabajo se analizaron las proteinogramas
del suero sanguineo de perros identificados como
seropositivos al  diagnostico de  ehrlichiosis
mediante inmunocromatografia, a los fines de
verificar la coincidencia entre el resultado del test
serolégico y la variacion en perfil electroforético
obtenida con infraestructura minima de laboratorio,
con miras a verificar la utilidad de la electroforesis
para el diagnostico integral de la enfermedad.
También se incluyen datos sobre el hematocrito,
didmetro medio de los eritrocitos, concentracion de
proteinas totales y albimina sérica, por ser
parametros de facil y rapida determinacion.

MATERIALES Y METODOS

La muestra analizada estuvo constituida por 31
perros de distintas razas y edades con
sintomatologia y/o que hubiesen estado en contacto
con el vector (Rhipicephalus sanguineus). Para
obtener las muestras se realizd una campafia de
atencion médica veterinaria gratuita, dirigida a
animales con las caracteristicas anteriormente
mencionadas que fue difundida por redes sociales y
la radio publica.

Inmediatamente después de su evaluacion
clinica, a cada animal le fue extraida una muestra de
2 mL de sangre por puncion de la arteria cefalica y
colocada en tubos con EDTA con la que se realizé
inmediatamente el diagnéstico serologico, la
determinacion del hematocrito y el frotis de capa
blanca. La sangre restante fue centrifugada a 4500
rpm y el suero fue separado con pipeta Pasteur,
colocado en criotubos de 2 mL y congelado a -80°C
hasta su utilizacion.

Para el diagnostico seroldgico se empleo el kit
CVM SensPERT Ehrlichia Ab Test. Ref. Al12, un
test inmunocromatografico que tiene una
especificidad del 100% y una sensibilidad del 98%,
siguiendo las instrucciones del fabricante. Se
consideraron animales aparentemente libres de
Ehrlichia canis a los caninos cuyo resultado resultd
negativo al Test SensPERT y al frotis de capa
blanca.

El hematocrito se determind por duplicado en
tubos de 75 mm de largo x 1 mm de didametro
mediante centrifugaciéon a 11.000 rpm durante 5
min. La lectura se realiz6 con la ayuda de una
tarjeta de microhematocrito. Una vez realizada la
lectura del hematocrito, se procedié a romper el

capilar justo por encima de la capa blanca y con la
punta roma de una aguja de jeringa N° 21 se empujo
desde la parte posterior hasta depositar la capa
blanca en un extremo del portaobjetos para obtener
los extendidos (frotis). Los frotis se dejaron secar al
aire y luego de fijarlos con metanol 100% durante 5
minutos, fueron tefiidos con colorante de Giemsa
diluido al 10% en tampon fosfato, pH 6,80. A fin de
hacer los frotis permanentes, éstos fueron cubiertos
con barniz general Acrilex y cubiertos con
cubreobjetos.

La concentracion de proteinas totales (g/dL) fue
cuantificada por el método de Biuret (Layne 1957),
y la de albimina (g/dL) por el método del verde de
bromocresol (Doumas et al. 1971).

Para el fraccionamiento electroforético del suero
sanguineo se emplearon geles de agarosa (10 cm x 7
cm x 0,5 ¢cm) al 1% en buffer Tris (90 mM) - acido
borico (90 mM), pH 8,5. Como tampén de corrida
se emple6 el mismo buffer con el que fue preparado
el gel. El volumen de siembra de las muestras fue de
1 uL aplicado con micropipeta de enrase automatico
con capacidad para 0,1-25 pL y se aplicé una
diferencia de potencial de 100 voltios (30 mA)
durante 60 minutos. Para la tincion de los geles se
empled una solucién de azul brillante de Coomassie
R-250 0,04% diluido en é&cido perclorico al 3,5%,
durante 30 minutos (Reisner et al. 1975). Los geles
fueron fotografiados a contraluz con teléfono
celular y las imagenes fueron procesadas con el
software libre Image J
(https://imagej.nih.gov/ij/index.html) empleando la
opcion de analisis de geles para la obtencién de los
densitogramas y para medir el area de cada banda y
el porcentaje que representa respecto al &rea total de
todas las bandas.

Para establecer la existencia de diferencias
estadisticas en los promedios de los pardmetros
analizados entre las muestras seropositivas Yy
seronegativas se empleo el analisis t de Student para
dos muestras independientes (Sokal y Rohlf 1987).
Todos los calculos y analisis estadisticos fueron
realizados con el paquete STATGRAPHICS®
Centurion XVI (version 16.1.18).

RESULTADOS

El empleo del Test SensPERT Ehrlichia canis
Ab Test Kit en 31 perros que llegaron a consulta
permitio establecer que 19 resultaron positivos y 12
negativos, mientras que el analisis de los frotis de
capa blanca permitio identificar como positivos a
Ehrlichia, por la presencia de morulas (Fig. 1) s6lo
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10 de los 19 ejemplares seropositivos. En ninguno
de los canes seronegativos se observaron morulas.

En la Figura 2 se observan fotografias de
eritrocitos (X1000) en frotis sanguineo tefiidos con
Giemsa al 10%. En los caninos seronegativos al

SensPERT Ehrlichia canis Ab Test Kit, se
observaron eritrocitos de tamafio, forma, color y
palidez central normal. En caninos seropositivos
macrocitosis 'y ausencia de palidez central
eritrocitaria.

Figura 1. Monaocitos con presencia de cuerpos de inclusion compatibles con Ehrlichia canis. Tincion Giemsa al 10%, X100.

§ O

B'

I—l'

Figura 2. Fotografias de eritrocitos (X1000) en frotis sanguineo tefiidos con Giemsa al 10%, (A) Canino seronegativo al
SensPERT Ehrlichia canis Ab Test Kit, se observan eritrocitos de tamafio, forma, color y palidez central normal. (B) Paciente
seropositivo con macrocitosis y ausencia de palidez central eritrocitaria.

La Tabla 1 muestra los promedios + la
desviacion estandar, coeficiente de variacion y
valores minimos y méaximos para las
concentraciones de proteinas totales, albumina y
globulinas, asi como también para la relacion
albumina/globulina (AIG), porcentaje de
hematocrito y diametro medio de los eritrocitos. Los
promedios de concentracion de proteina totales,

globulinas y relacion A/G fueron significativamente
mayores en los perros seropositivos (P < 0,001),
mientras que para la concentracién de albdmina no
se detectaron diferencias significativas entre los dos
grupos de perros seropositivos y seronegativos (P >
0,05).
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Los valores de globulinas y relacion AJ/G,
resultantes de dividir la concentracion de albimina
determinada por el método del verde de
bromocresol entre las globulinas calculadas por
diferencia de la concentracion de proteinas totales
(Biuret) se presenta en la Tabla 1. La concentracion
de globulinas fue significativamente mayor (P <
0,0001) en individuos seropositivos (4,64 + 1,37
g/dL) respecto a los seronegativos (2,52 + 1,19

entre perros seropositivos (2,073 = 0,27) y
seronegativos (1,64 + 0.92). Sin embargo, cuando se
calculé la proporcion A/G con base en los
porcentajes que arrojo el analisis densitométrico de
las corridas electroforéticas (ver méas adelante) el
comportamiento  fue  inverso: los  perros
seropositivos presentaron valores disminuidos (0,63
+ 0,21) respecto a los seronegativos (1,26 + 0,32) (P
<0,00001) (Tabla 1).

g/dL). El andlisis t Student permitié establecer
diferencias estadisticas (P < 0,001) en el indice A/G

Tabla 1. Valores promedio + desviaciones estandar (X + o) de los parametros de quimica sanguinea, hematocrito y didmetro
medio de los eritrocitos entre especimenes negativos al test de Ehrlichia versus los positivos. CV% (coeficiente de variacion),
Min-Max (valores minimos y maximos), P (P valor).

Ehrlichia - (N = 12) Ehrlichia + (N = 19)

Parametro P
X+to CV% Min - Max X+o CV% Min - Max
Proteinas (a/dL) 6.182 £1.16 18.74 3.82-744 7.75+131 16.86 4,96 -9.85 0.0000232***
Albdmina (a/dL) 3,26 £ 0,35 10,81 2,62 - 3,80 3,05+£0/48 15,89 1,98 -3,96 0,903163 ™
Globulinas (a/dL) 255+£1,19 46,59 0,81-4,08 4,64 £1,37 29,61 2,22-6,94 0,0000567***
AJG (Biuret) 1,64 + 0,96 56,04 0,64 - 3,71 0,72 0,27 37,65 034-144 0,00191***
Hematocrito (Hcto %) 33,86 £ 8,26 24,40 15-44 31,68 £5,39 17,035 24 -41 0,0000576***
Diametro medio 6,79 £ 0.67 9,82 4,65 - 9.55 7,11 +0,78 10,99 4.8 -9,85 0,0054246***

Los resultados del andlisis de los perfiles
electroforéticos con el software Image J se indican
en la Tabla 2 y Figura 3. La electroforesis del suero
sanguineo reveld cinco fracciones: albumina (A),
alfa-1-globulina (a-1), alfa-2-globulina (a-2), beta-
globulina (B) y gamma-globulina (y), que se
reprodujeron de forma consistente en todos los
ejemplares analizados, aunque con variaciones de
intensidad luego de la tincion, segln si el suero
provenia de animales seropositivos o seronegativos
al test inmunocromatografico de E. canis. En el
lugar de dep6sito del suero pudo observarse la
presencia de dos “picos agudos” proximos a las
fracciones B y vy. Estos picos constituyen un
artefacto metodoldgico producido por la refraccién
de las fracciones proteicas coloreadas, a través de
las paredes anchas del pocillo de siembra, que no
aparecen en los lados perpendiculares mas delgados,
puesto que alli no hay proteina coloreada. Estos
picos se muestran resaltados en color gris en la
Figura 3 y no fueron tomados en cuenta. EIl analisis
estadistico permitio establecer diferencias altamente
significativas (P < 0,0001) en los porcentajes de las
fracciones de A, y globulinas y en la relacion A/G.

33.05

Figura 3. Perfil electroforético con sus respectivos
densitogramas de muestras de suero de perros
seronegativos (a) y seropositivos (b) al test SensPERT®
EhrlichiaTest Kit (E. canis Ab). Los nimeros indican el
porcentaje de cada fraccién. Los picos rellenos de color
gris son artefactos metodoldgicos.
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Tabla 2. Resultados de la electroforesis de proteinas séricas (%) presentados como la media * desviacion estandar en perros
seronegativos (Ehrlichia -) y seropositivo (Ehrlichia +) a Ehrlichia canis.

Ehrlichia - (N = 12) Ehrlichia + (N = 19)

Parametro P
X+o CV% Min - Max X+o CV% Min - Max
Albimina % 54,93 + 6,60 12,02 40,25 -63,9 37,61+7,76 20,64 21,95 - 50,28 0,00001*
Alfa 1% 10,001 + 4,07 40,69 5,1-18,21 9,89 + 3,96 39,98 3,81-16,2 0,9399 "
Alfa 2% 8,35+2,17 25,92 58-11,42 7,74 £ 214 27,63 48-118 0,4370 s
Beta % 15,64 £ 4,03 25,78 10,71 - 25,36 15,05 £ 3,09 20,55 9,2-22,6 0,6431 "
Gamma% 11,07 £ 3,72 33,59 6,5-19,49 29,71 £ 10,02 33,73 8,5-51,95 0,00001***
AIG % 1,26 £0,32 25,41 0,67-1,78 0,63 +0,21 33,58 0,28 -1,01 0,00001***
DISCUSION considerarla como una técnica de diagndstico

Aunque se ha indicado que el andlisis de los
extendidos sanguineos de capa leucocitaria tiene
una sensibilidad del 66% (Ybafiez et al. 2018,
Franco-Zetina et al. 2019), la visualizacion de
microcolonias intracitoplasmaticas (mérulas) no
siempre es posible debido a la transitoriedad de esa
fase hemoparasitaria, excepto en la fase aguda de la
enfermedad durante la cual el animal presenta
hipertermia (Font Grau et al. 1988) y que se
corresponde con la etapa en la que la bacteria se
multiplica (Bai et al. 2017, Derakhshandeh et al.
2017, Ybafiez et al. 2018, Lopez y Soler 2020). En
un estudio realizado por Faria et al. (2010) en 35
perros con signos clinicos de ehrlichiosis por medio
de la técnica de aspiraciéon de bazo, se observaron
morulas en el 48,6% de esos individuos mientras
que, por medio de la capa leucocitaria sélo el 5,7%
resultd positivo, lo que indica que la primera técnica
es mucho mas eficiente que la segunda, debido a
que E. canis permanece alojada mas tiempo en el
bazo que en la sangre. Sin embargo, en el caso que
nos ocupa, en 10 (53%) de 19 los perros
seropositivos fue posible visualizar moérulas en
perros que se encontraban hipertérmicos y por lo
tanto en fase aguda de la enfermedad.

Otros estudios mencionan haber encontrado una
reducida proporcion de mérulas en los frotis de capa
blanca que ha sido explicada como resultado de la
baja densidad de bacterias que ocurre en una
infeccion natural (Oliveira et al. 2000). En
consecuencia, nuestros resultados sustentan la
opinion segun la cual la capacidad diagndstica de
esa técnica es limitada ya que existe la posibilidad
de obtener falsos negativos y no permite

concluyente, aunque si podria ser empleada como
método de tamizaje para posteriormente realizar
pruebas moleculares y/o seroldgica (Franco-Zetina
et al. 2019).

Se ha sugerido que pardmetros sanguineos como
el hematocrito, la concentracion de hemoglobina y
el recuento total de eritrocitos no son buenos
indicadores para el diagndstico en perros afectados
por Ehrlichia debido a su variabilidad (Waner et al.
1997). Aunque en esta investigacion el promedio
del hematocrito en los perros seropositivos fue
menor (P < 0,001) que en los seronegativos (Tabla
1), sélo los animales que tenian signos clinicos
(fiebre, letargia, inapetencia, petequias, entre otros),
entre los seropositivos, presentaron valores de
hematocrito reducidos lo que explica el limitado
valor de este pardmetro en el diagndstico de
ehrlichiosis.

En perros, los eritrocitos maduros no tienen
nlcleos, presentan coloracion rojiza o rojizo-
anaranjada y tienen forma discoidal bicdncava con
un didmetro de =7 micras, pero en los casos de
anemias regenerativas aumenta la frecuencia de
eritrocitos jovenes de mayor tamafo, sin la palidez
central que caracteriza a los eritrocitos maduros
(Reagan et al. 1999), condicién que representa una
alteracion de los eritrocitos que se observa en
cuadros anémicos por pérdida de sangre y/o
hemolisis (Aguilé 2001) y que requiere, en
compensacion, una eritropoyesis acelerada con
liberacion de formas inmaduras de estas células
desde la médula 6sea hasta la sangre periférica
(Weiss y Jane Wardrop 2011, Grandia et al. 2020).
Esta condicion (macrocitosis) fue observada en
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aproximadamente el 50% de los canes seropositivos
(Fig. 2), precisamente aquellos con manifestaciones
clinicas. De hecho, el promedio del didmetro medio
de los eritrocitos en los perros seropositivos fue
mayor (7,11 + 0,78 um) que el de los seronegativos
(6,79 £ 0.67 um) y la prueba t Student demostré
diferencias estadisticamente significativas entre
estos promedios confirmando un cuadro de
macrocitosis en individuos seropositivos (Tabla 1).
Sin embargo, debido a que los limites minimos y
méaximos se solapan, el didmetro medio de los
eritrocitos resulta ser un parametro cuya utilidad
diagnéstica para ehrlichiosis se limita a los
pacientes sintomaticos.

Los perros seropositivos presentaron valores
promedio de proteinas totales (7,75 + 1,31 g/dL)
mayores a los de los seronegativos (6,182 + 1,16
g/dL), lo que indica un aumento porcentual de
proteinas de 32% en los primeros. Estos valores
caen dentro del rango que ha sido reportado en
estudios similares (Harrus et al. 1996) y el
incremento porcentual aqui detectado es similar al
incremento reportado de 33% en las proteinas
totales en suero de perros infectados naturalmente
por Ehrlichia (Waner et al. 1997).

El anélisis estadistico de la concentracién de
albdmina, cuantificada con el método del verde de
bromocresol, no revel6 diferencias significativas (P
> 0,05) entre perros seronegativos (3,26 + 0,35
g/dL) y seropositivos (3,05 * 0,48 g/dL) y los
promedios se encuentran dentro del intervalo de 1,3
- 4,6 g/dL, similares al promedio de 2,9 + 0,83 g/dL
reportado para caninos de ambos sexos, de diferente
edad y pertenecientes a 48 razas (Castellanos y
Castellano 2010).

Es conocido que la reaccion del verde de
bromocresol con otras proteinas distintas a la
albimina puede generar resultados alterados que
pueden conducir a diagnosticar elevadas
concentraciones de albdmina cuando en realidad
éstas se encuentren dentro de limites normales o
bajos (Nufiez y Bouda 2007), lo que podria explicar
la ausencia de diferencias de este pardmetro entre
los perros analizados. También es importante tener
en consideracion que patologias que implican
variaciones sustanciales de albdmina son atribuidas
a causas multifactoriales, entre ellas: la disminucién
de su sintesis, generalmente asociada a la presencia
de enfermedades como la insuficiencia hepatica,
inflamacién severa o una nutricion inadecuada
(aguda o cronica), perdidas de proteinas,
redistribucion al espacio extravascular, dilucion en
el compartimento intravascular (Torrente Artero

2014). Por lo tanto, con base en los resultados aqui
expuestos, la simple determinacion cuantitativa de
albamina por colorimetria tuvo un valor diagnéstico
limitado.

Estos resultados permiten suponer que la
ambiguedad entre los valores de A/G obtenidos por
colorimetria y mediante electroforesis pudieran
resultar de la sobreestimacion de la albdmina por el
método del verde de bromocresol antes sefialada vy,
en consecuencia, el valor més adecuado para asociar
las variaciones de la relacion A/G con la
seropositividad a Ehrlichia canis es el obtenido
mediante electroforesis. El incremento porcentual
de las fracciones de las gammaglobulinas observado
en las corridas electroforéticas (ver mas adelante)
explicaria la disminucién de la relacion A/G en los
perros seropositivos reflejando un estado de
estimulacion inmune cronica.

El andlisis densitométrico de las corridas
electroforéticas con el software Image J, permitié
visualizar y cuantificar variaciones notables de las
fracciones correspondientes a alblmina y vy
globulinas. En el caso de los canes seronegativos al
test de E. canis por inmunoadsorcion, la fraccion de
vy globulinas presentd poca elevacion, base ancha y
pendientes suaves mientras que en los ejemplares
seropositivos esa fraccion se evidencid6 como una
curva muy elevada, de base ancha y pendientes
pronunciadas, compatible con las curvas
electroforéticas que corresponden a
hipergammaglobulinemia de morfologia policlonal
(Cienfuegos Rodriguez y Sanchez 2017).

El  término  hiperglobulinemia,  también
denominado gammapatia, se refieren el aumento de
la fraccion y que agrupa cinco tipos de globulinas
implicadas en procesos inmunes (IgA, 1gG, IgM,
IgE e IgD), y refleja una respuesta exagerada a
diversas causas como infecciones, neoplasias,
atopias y enfermedades autoinmunes, produciendo
gran cantidad de anticuerpos (Abraham et al. 2013)
y es una de las principales alteraciones detectadas
en el perfil electroforético de caninos infectados con
E. canis (Burghen et al. 1971, Weisiger 1975,
Harrus et al. 1996, 1999), aparece desde la primera
a la tercera semana postinfeccion (Buhles et al.
1974, Greene y Harvey 1984, Rodriguez et al.
1995), como wuna fraccion heterogénea ancha,
generalmente de movilidad y o B-y, indicadora de
hipergammaglobulinemia policlonal aunque rara
vez puede ser monoclonal (Gutiérrez et al. 2016,
Boban et al. 2017).
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Al parecer existe consenso en que no hay una
relacion proporcional entre la magnitud de la
hiperglobulinemia y los titulos de anticuerpos
especificos frente E. canis, sino mas bien con la
duracion de la infeccién, lo que permite suponer la
produccion de anticuerpos inespecificos inducida
por E. canis (Burghen et al. 1971, Weisiger et al.
1975, Reardon y Pierce 1981, Harrus et al. 1996).
Este fenémeno también se ha verificado en otras
enfermedades con  estimulacion  antigénica
prolongada (Tizard 2009) y sugiere una respuesta
inmunoldgica exacerbada pero inefectiva frente a E.
canis (Reardon y Pierce 1981). Por la tanto, debido
a que el titulo elevado de anticuerpos persiste
después del tratamiento con tetraciclinas, pero no la
hipergammaglobulinemia (Buhles et al. 1974, Font
Grau et al. 1988), la determinacion del perfil
electroforético resultaria ser una herramienta valiosa
para seguir la evolucion de la enfermedad durante y
luego del tratamiento indicado por el meédico
veterinario, considerando que se ha reportado que
las variaciones del perfil electroforético y los
valores de la albimina y de las globulinas requieren
de 3-9 meses para normalizarse, aunque existen
casos que tardan hasta 12 meses en hacerlo (L6pez
et al. 2012).

Es importante recalcar que la técnica
electroforética aqui empleada tiene un tiempo de
gjecucion de no mas de 60 minutos desde el
momento en que se aplica la diferencia de potencial
al gel, y el colorante empleado requiere de 30
minutos para revelar las fracciones de proteinas vy,
aunque es suficiente solo un lavado con fijador
durante una hora para reducir el background que se
forma en el gel de agarosa, un segundo lavado
produce una mayor transparencia del gel. Ademas,
permite analizar simultaneamente varias muestras
(12-24 muestras), dependiendo de las dimensiones
del gel. Otro aspecto importante es que no se
requiere de equipos ni softwares costosos de analisis
densitométrico debido a que el software empleado
es de distribucion libre y demostréd tener la
suficiente sensibilidad para el analisis a partir de
fotografias que pueden ser tomadas con los actuales
teléfonos celulares que disponen de camaras con
gran sensibilidad.

CONCLUSIONES

En conclusién, si bien la observacién de moérulas
en frotis de capa blanca, la medicién del didmetro
medio de los eritrocitos y la determinacién del
hematocrito, al igual que la cuantificacién de
proteinas totales y albimina por métodos
colorimétricos, son métodos faciles de realizar que

no requieren equipamiento sofisticado, los
indicadores que brindan poseen un valor
diagnostico que se limita a los pacientes con signos
clinicos. Por otro lado, el analisis electroforético del
suero sanguineo, empleando un software libre,
permite un analisis densitométrico de los geles de
manera facil y rapida y es una alternativa Gtil para el
diagnéstico integral ante la sospecha de ehrlichiosis
tanto en individuos con signos clinicos como en
aquellos asintomaticos, ya que permitié separar con
100% de coincidencia los individuos seropositivos
de los seronegativos con inmunocromatografia.
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