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Resumen

En el presente estudio se investigd la asociacion entre BoLA-DRB3, resistencia o susceptibilidad a enfermeda-
des infecciosas como mastitis en bovinos y alto conteo de células somaticas (SCS), en una poblacion de la raza
Holstein en Antioquia (Colombia). Se encontrd un promedio de SCS de 3,14 y los resultados permitieron
establecer que el alelo BoLA-DRB3-185 present6 una asociacion significativa (p < 0,05) con alto SCS. No se
detectd asociacion de ninguno de los alelos DRB3 encontrados con presencia o ausencia de mastitis. Ademas,
BoLA-DRB3 en ésta poblacion es altamente polimorfico y los alelos 183, 185 y 193, fueron detectados con la
mayor frecuencia en la poblacion Holstein colombiana analizada. La poblacion se encontrd en equilibrio de
Hardy-Weinberg.
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Abstract

The asociation of BoLA-DRB3 with resistance and susceptibility to infectuos diseases and somatic count cell
(SCS) were investigated in the breed Holstein of Antioquia (Colombia). It was found in the population one
middle of SCS of 3.14 and the results of this study demostrated that the BoLA-DRB3-185 allele, is associated
with high SCS. It was not found asociation of alleles DRB3 with mastitis. BOLA-DRB3 is highly polymorphic,
and alleles 183, 185, and 193 were detected with high frequency in Colombian Holstein. This population

Actual Biol 27(83):171-178, 2005

showed Hardy-Weinberg equilibrium.
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INTRODUCCION

Los alelos de varios loci en laregion BoLA o Com-
plejo mayor de Histocompatibilidad bovino (Bovine
Leucocyte Antigen), pueden tener una utilidad fun-
cional como marcadores genéticos de alto y bajo
riesgo de ocurrencia de enfermedades en bovinos
(Aarestrup et al., Klein, 1983; 1995; Lunden et
al.,1990; Sharif et al., 1998, 2000). Han sido
mapeados en el brazo corto del cromosoma 23

bovino y conforman 3 clases: I, Il y III (Andersson
y Davies, 1994).

Los productos de las clases [ y II, son proteinas de
membrana involucradas en la induccion y regula-
cion de la respuesta inmune y normalmente son ex-
presados por células del sistema inmune tales como
macrofagos, células dendriticas y linfocitos Ty B.
Los productos de la clase III tienen un amplio ran-
go de actividades, incluyendo efectos citotoxicos
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(factores de necrosis tumoral) y actividades
enzimaticas del tipo 21 a-hidroxilasa (Andersson y
Davies, 1994). Los genes BoLA clase II estan dis-
tribuidos en dos regiones diferentes, Ila y IIb. La
region Ila involucra los genes DRA, DRB, DQA,
DQB y la region IIb a DOB, DYA, DYB, DIB
(Davies etal., 1994).

El gen DRB de laregion Ila presenta 3 loci: DRBPI,
DRB2 y DRB3 (Andersson et al.,1986), de los
cuales solamente DRB3 se expresa y es altamente
polimorfico (Andersson y Davies, 1994; Gilliespie
et al., 1999; Takeshima et al., 2002; Udina et al.,
1998). De este locus se han detectado mas de 66
alelos diferentes mediante la técnica de reaccion en
cadena de la polimerasa y polimorfismos de longi-
tud en fragmentos de restriccion (PCR-RFLP)
(Gilliespie et al., 1999; Van Eijk et al., 1992), y se
ha determinado su asociacidon con mastitis clinica
(Sharifetal., 1998), cetosis, retencion de placenta,
resistencia a Staphilococcus aureus (Berryere et
al., 1994), y ademas, variaciones en el recuento de
c¢lulas somaticas (Dietz et al., 1997b; Oddgeirsson
et al., 1988).

El propdsito de este trabajo fue contribuir a la ca-
racterizacion de los diferentes polimorfismos del
microsatélite BoOLA-DRB3 intrén 2, en la raza
Holstein de laregion del departamento de Antioquia,
Colombia y determinar la asociacion de cada uno
de los alelos con los valores de conteo de células
somaticas y con la presencia o ausencia de mastitis.

MATERIALES Y METODOS

Poblacion del estudio. Se analiz6 una poblacién
de 131 hembras Holstein en produccion, que fue-
ron muestreadas en 5 localidades del departamen-
to de Antioquia (Colombia), correspondientes a San
Pedro de los Milagros, Belmira, Urrao, Santa Rosa
de Osos y Entrerrios. Estas 5 localidades fueron
escogidas bajo parametros de similares condicio-
nes de alimentacion (concentrado, pasto estrella) y
ordefio mecénico. Las hembras fueron selecciona-
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das en cada zona de muestreo, teniendo en cuenta
paridad en el nimero de partos (minimo 3) y
recurrencia en el diagnostico de mastitis clinica.

Las muestras se agruparon en dos subpoblaciones
asi: 83 animales con diagnostico previo recurrente
de mastitis clinica (A = afectado) y 48 con diagnos-
tico negativo de mastitis clinica (No A =no afecta-
do). Para ésta clasificacion se consideraron los re-
gistros historicos de casos de mastitis clinica en cada
uno de los hatos, en los cuales los animales que ha-
bian presentado cuadros de leche anormal, fiebre y
anorexia fueron clasificados como afectados.

Conteo de células somaticas. Se tomaron 15 ml
de leche del ordefio total de cada individuo, se fija-
ron con dicromato de potasio (K,CrO,) y conser-
varon a 4 °C para posteriores analisis. El conteo de
células somaticas (CCS) se hizo electronicamente
y el resultado fue analizado como variable fenotipica
de referencia para ser comparado estadisticamente
con la variable genética. Los valores de CCS fue-
ron transformados a SCS (Somatic cell score) =
Log2 (CCS/100000) + 3, debido a la variacion que
presentan (Aliy Shook, 1980).

Genotipificacion. Se extrajeron 7 ml de sangre
de cada animal en tubos vacutainer con EDTA,
para aislar el DNA por el método de Salting-out
y posterior precipitacion con isopropanol (Miller
etal., 1988).

Todos los individuos fueron genotipificados para
BoLA-DRB3 intrén 2, utilizando los primers espe-
cificos 5'-CGCGAATTCCCGAGTGAGTGAA-
GTATCT-3 y 5-GAGAGTTTCACTGTGCAG-3
(IDT, Coraville (Iowa), E. U. A), que amplifican
una secuencia que varia entre 155pb y 215pb
(Ellegren et al., 1993; Sigurdardottir etal., 1991).

Las condiciones de PCR fueron estandarizadas en
un termociclador MJ Research (PTC 150), en 20
ml de reaccion conteniendo: 0,7 mg de DNA, 1ml
de buffer 10 x (750 mM Tris-HCI, pH 8,8, 200
mM (NH,),SO, y 0,1% Tween 20), 1,25 mM de
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MgCl,, 0,5 U de Taq DNA polimerasa
recombinante (AMRESCO), 2 mM de ANTPS y
0,25 pM de cada primer. Los productos de PCR
fueron verificados en geles de agarosa al 2%, corri-
dos a 60 voltios durante 20 min. Posteriormente,
fueron visualizados en geles de poliacrilamida en
condiciones desnaturalizantes (acrilamida/
bisacrilamida 19:1) al 6%, durante 90 min a 1,900
voltios. Finalmente, fueron tefiidos con plata (pro-
tocolo de PROMEGA Silver sequence DNA
Staining reagents).

Métodos estadisticos. Para el analisis de las fre-
cuencias alélicas y genotipicas y el equilibrio Hardy-
Weinberg, se utilizé el paquete estadistico
GENEPOP Version 3,3 (Raymond y Rousset,
1995). Para establecer la asociacion entre los alelos
detectados con el SCS y ademas el efecto de loca-
lidad sobre esta misma variable, los datos fueron
analizados utilizando el procedimiento GLM de SAS
(SAS Institute, 1989), similar a estudios previos
(Sharifetal., 1998),con el modelo: Yo = i+ hato,
+ partos, + 72,b, BoLA, + ¢, Donde Y, , es la
variable dependiente SCS; 1 es la media de la
poblacion; hato,son los sitos del muestreo, i=1, 2,
3,4y 5; partos, = el nimero de partos en cada uno
de los animales muestreados; j = 1-4; b, = coefi-
ciente de regresion; BoLA_ = efecto fijo del nu-
mero de copias de los alelos BoLA, presentes en
los animales (k= 1-10, se utilizaron los alelos con
mayor frecuencia); €, = CITor.

Para determinar la asociacion de cada alelo con la
presencia (No A.) o ausencia de mastitis (A.), se
utilizo el procedimiento CATMOD (SAS Insti-
tute,1989), con el modelo: Y =it hato, + partos,
+7?b, BoLA, +e,, . Donde Y, es la variable de-
pendiente (mastitis clinica); i es la media de la po-
blacion; hato, son los sitos del muestreo, i =1, 2,
3,4y 5; partos, es el nimero de partos en los ani-
males muestreados, j = 1-4; b, es el coeficiente de
regresion para el nimero de alelos; BoLA,, = efec-
to fijo del nimero de copias del los alelos BoLA,
presentes en los animales (1=1-10, se utilizaron los
alelos de mayor frecuencia); €, — CITOL.
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La relacion de Odd de diferencia (OR) y su in-
tervalo de confianza, fue calculado de acuerdo
con Lemeshow y Hosmer (1984). Si el OR es
mayor que 1, el factor es considerado como de
alto riesgo segun sea la variable analizada, pre-
sencia de la enfermedad o incremento en el re-
cuento de células somaticas. Si OR es menor que
1, el factor puede interpretarse sin efecto sobre
la enfermedad o sobre el recuento de células
somaticas.

RESULTADOS

En la genotipificacion de la muestra poblacional se-
leccionada, se detectaron 26 alelos para BoLA-
DRB3. Los mas frecuentes fueron 173, 181, 183,
185y 193, que representan el 48,9% del total. El
alelo de mas alta frecuencia fue BoLA-DRB3-185
(tabla 1), corresponde a BoLA-DRB3.2%24 segtin
la clasificacion de Van Ejjk et al. (1992) y a BoLA-
DRB*0101 segtin Takeshima et al. (2002). La po-
blacién se encontré en equilibrio de Hardy-
Weinberg para este locus.

Tabla 1. Frecuencias de los diferentes alelos DRB3 en una
poblacion Holstein de Antioquia, Colombia (n = tamafio
de la muestra alélica en la poblacion Holstein; Alelos =
todos los diferentes alelos encontrados en la poblacion
Holstein)

Alelos| n | Frecuencia | Alelos| n |Frecuencia
155 (17 0,065 183 | 24 0,092
157 |1 0,004 185 | 36 0,137
161 |7 0,027 187 2 0,008
163 (4 0,015 189 9 0,034
165 (4 0,015 191 15 0,057
167 |3 0,011 193 |24 0,092
169 |5 0,019 195 2 0,008
171 |8 0,030 203 6 0,023
173 |22 0,084 205 | 14 0,053
175 |5 0,019 207 8 0,031
177 |11 0,042 211 2 0,008
179 |6 0,023 213 2 0,008
181 |22 0,084 215 3 0,011
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El conteo de células somaticas transformado SCS
(Aliy Shook, 1980), presentd valores promedio en
las subpoblaciones afectada y no afectada de 3,40
(1,34 DE) y 2,71 (0,95 DE), respectivamente. En
la poblacion total el SCS promedio fue de 3,14 (1,25
DE) (tabla 2), este valor es cercano a lo encontrado
por Sharif et al. (1998) en Holstein canadiense, quie-
nes encontraron promedios de SCS de 3,04.

Tabla 2. Registros histdricos de mastitis clinica y prome-
dio de SCS para afectadas (A.) y no afectadas (No A.) en
Holstein de Antioquia, Colombia (n = niimero de animales;
SCS = “Somatic cell score”, conteo de células somaticas
transformado)

Promedio SCS
(desviacion estandar)

Holstein n

A. 83 3,40 (1,34)
No A. 48 2,71(0,91)
Total | 131 3,14 (1,25)

El andlisis con GLM de SAS (SAS Institute,1989),
mostrd que el alelo 185 de DRB3 (DRB3.2-*24),
tuvo un efecto estadisticamente significativo (p <
0,05), sobre un alto SCS. El OR calculado para
una copia del alelo 185 fue de 1,76 y de 2,05 para
dos alelos (tabla 3). El analisis con el procedimien-
to CATMOD de SAS (SAS Institute,1989), dio
como resultado diferencias estadisticas significati-
vas (p = 0,05) del efecto del alelo DRB3-185 so-
bre la presencia de mastitis clinica. Sin embargo, el
OR encontrado para una copia del alelo fue de 0,75
y para dos copias fue de 0,39 (tabla 4). El efecto
de localidad (zona de muestreo) sobre el SCS, fue
altamente significativo en la poblacion Holstein ana-
lizada (p <0,001).

Tabla 3. Relacion de diferencia (Odd Ratio = O. R.), e inter-
valo de confianza (I. C.) 95%, para el alelo DRB3-185 y su
asociacion con SCS (“Somatic cell score”, conteo de cé-
lulas somaticas transformado) (O. R. = mayor a 1, asocia-
cion del alelo 185 con incremento del SCS)

Alelo 185 O. R. I. C. (95%)
0y I copias 1,76 0,66-4,68
0y 2 copias 2,05 0,38-1,08
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Tabla 4. Relacion de diferencia (Odd Ratio = O. R.), ¢ inter-
valo de confianza (I. C.) 95%, para el alelo DRB3-185 y su
asociacion con presencia de mastitis (O. R. menor a 1 =no
efecto del alelo 185 sobre presencia de mastitis)

Alelo 185 0. R. I. C. (95%)
0y 1 copias 0,75 0,29-1,94
0y 2 copias 0,79 0,08-1,85

DISCUSION

Las enfermedades que afectan la produccion de le-
che en bovinos, especialmente involucran la salud
de la ubre, entre ellas las de tipo infeccioso como
mastitis. (Gill et al., 1990; Kaneene y Hurd, 1990).
Estudios moleculares y epidemioldgicos estan dirigi-
dos a investigar la asociacion entre factores genéticos
y la susceptibilidad del animal a enfermedades in-
fecciosas (Acosta-Rodriguez et al., 2005; Lyons
etal., 1991; Spooner et al., 1988). Tal es el caso
de BoLA-DRB3, que ha sido extensamente eva-
luado en bovinos, principalmente en lo que se re-
fiere al segundo exon y en relacion con enferme-
dades infecciosas (Andersson y Davies, 1994;
Klein,1983).

En investigaciones previas el microsatélite del intron
2 de DRB3, se ha encontrado estrechamente liga-
do a las secuencias del ex6n 2 del mismo locus,
por lo cual existe una equivalencia entre los alelos
del microsatélite y cada uno de los presentados por
el exon 2 (Davies et al., 1994), permitiendo realizar
analisis de DRB3 utilizando cualquiera de los dos
grupos de alelos.

Este microsatélite, esta compuesto de 10 dinucled-
tidos (TG)n, una larga repeticion de dinucledtidos
(GA)n interrumpidos y un corto numero de
tetranucledtidos (CAGA)n. La evolucion de este
microsatélite involucra mutaciones de longitud en las
repeticiones de dinucledtidos (Ellegren et al., 1993).

Este estudio demostro que el microsatélite del intron
2 de BoLA-DRB3 es altamente polimorfico en la
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poblacion Holstein, region de Antioquia (Colom-
bia) (tabla 1), comparado con resultados obteni-
dos en otras poblaciones de Jersey, Holstein euro-
peo, criollo argentino y Saavedreno (Dietz et al.,
1997a, b; Giovambattista et al.,1996; Guilliespie et
al., 1999; Ripoli et al., 2004).

La mayor frecuencia encontrada para el alelo 185,
difiere de otros resultados en ésta misma raza (Sharif
etal., 1998), donde se encontr6 mas frecuentemente
el alelo BoOLA-DRB3.2*8 (0 207, cuando se utiliza
la técnica en geles de poliacrilamida). Este alelo 207
fue encontrado en la poblacion Holstein de Antioquia
con una frecuencia de 0,0305 (tabla 1). La diferen-
cia en las frecuencias de los alelos encontrados en
este estudio, con respecto a lo reportado en la lite-
ratura para esta misma raza, podria explicarse como
el efecto de una constante seleccion artificial local,
dirigida a los caracteres de produccion. Sin embar-
g0, esta es una variable que debe ser evaluada.

El promedio de SCS en animales con diagnostico
previo de mastitis (A.) comparado con los prome-
dios en animales con diagndstico negativo de mastitis
clinica (No A.), mostré diferencias significativas (p
<0,001). Animales No A., mostraron en promedio
valores bajos de SCS y animales A. presentaron
valores mas altos (tabla 2). Investigaciones previas
encontraron esta misma tendencia (Burvenich et al.,
2002; Eberhart et al., 1982; Harmon, 1994), que
permite ademas asumir que la mastitis clinica es un
factor que afecta el conteo de células somaticas de
acuerdo con resultados de Dietz et al. (1997a),
donde consideran el SCS como una medida de la
incidencia de mastitis.

La asociacion con alto SCS encontrada con GLM
de SAS (SAS Institute, 1989) para el alelo 185
(tabla 3), no ha sido determinada en estudios pre-
vios. En otras investigaciones, este alelo ha sido
asociado con incrementos en problemas de salud
de la ubre (Stankenburg et al., 1997), con suscep-
tibilidad a infecciones intramamarias causadas por
patogenos mayores.(Dietz etal., 1997a) y con sus-
ceptibilidad a linfocitosis persistente causada por el
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virus de leucemia bovina (Lewin,1994). En repor-
tes previos se han encontrado otros alelos de BoLA-
DRB3 asociados con SCS. Dietz et al. (1997a)
encontraron en Holstein asociacion del alelo *16,
con alto riesgo de incremento en SCS. Sin embar-
go Kelm et al. (1997), determinaron un efecto
opuesto para este mismo alelo. El conflicto para este
alelo fue explicado por Starkenburg et al. (1997),
como el posible resultado de la presencia de varias
clases de patogenos que determinan diferencias en
la enfermedad, o a analisis realizados en poblacio-
nes Holstein, que probablemente presenten diferen-
cias en el ligamiento con otros loci BoLA.

El analisis de los promedios de SCS para cada uno
de los alelos mas frecuentes en la poblacion Holstein
evaluada y considerando el nimero de copias pre-
sentes de cada alelo, mostr6 que los alelos DRB3-
155, 185y 205 presentaron un incremento de SCS
de acuerdo con el nimero de copias presentes, a ma-
yor numero de copias, mayor el valor de SCS. Los
demas alelos no mostraron esta tendencia (tabla 5).

Tabla 5. Medias (+/- DE) de SCS, para cada uno de los
alelos mas frecuentes en la poblacion Holstein de Antioquia,
Colombia (SCS = promedio de los valores de células
somaticas transformados; d. e. = desviacion estandar;
Alelos = alelos mas frecuentes en la poblacion muestreada;
0 copias = ninguna copia del alelo DRB3; 1 copia = una
copia del aleloo DRB3; 2 copias =2 copias del alelo DRB3;
* = solo se encontrd un animal)

Holstein | SCS (d. e.) | SCS (d. e.) |SCS (d. e.)
Alelos | 0 copias 1 copia 2 copias
155 3,07(1,22) | 3,51 (1,43) | 5,22 %
173 3,14 (1,23) | 3,11 (1,42) | 3,77 *
177 3,10(1,23) 3,67 (1,56) [ 2,49 *
183 3,16 (1,28) 13,03 (1,15) [ 3,22 %
185 3,05 (1,17) | 3,29(1,38) (4,00 (1,74)
189 3,14 (1,26) | 3,09 (1,36) (2,93 (0,65)
193 3,19 (1,29) | 2,89 (1,04) (2,65 (0,87)
205 3,12(1,22) 3,31 (1,64) (3,43 (1,04)

El efecto de la presencia o ausencia y del nimero
de copias del alelo 185 sobre el promedio de SCS,
en la poblacion total y en cada una de las
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subpoblaciones (A. y No A.), confirma que en la
medida en que aumento el nimero de copias del
alelo 185, se increment6 el promedio de SCS, tan-

Trujillo-Bravo et al.

to en la poblacion total como en A. y en No A. Este
resultado podria explicarse como un efecto del nti-
mero de copias de este alelo (tabla 6).

Tabla 6. Promedios de SCS para el alelo 185, en la poblacion total y en las subpoblaciones afectada (A.) y no afectada (No
A.) (SCS = promedio de conteo de células somaticas transformado; m = niimero de animales para cada grupo; d. e. =

desviacion estandar)

Alelo 185 Promedio SCS
n | Poblacion total (d.e.) | n A. (d.e.) n No A. (d. e.)
0 copias |[102 3,05 (1,17) 67 3,25 (1,22) 35 2,66 (1,00)
1 copia | 22 3,29 (1,38) 13 3,64 (1,58) 9 2,78 (0,88)
2 copias 7 4,00 (1,74) 3 5,47 (1,62) 4 2,91 (0,78)

En animales no afectados, se determind un bajo
promedio de SCS para cada uno de los grupos
con cero, una y dos copias del alelo 185 (tabla 6),
los valores de SCS entre estos tres grupos no mos-
traron diferencias significativas. Los promedios de
SCS encontrados en la subpoblacion No A., en
relacion con la presencia o ausencia del alelo 185,
comparados con los promedios encontrados en la
subpoblacion afectadas de mastitis clinica (tabla
6), presentan diferencias que podrian explicarse
como el efecto del ambiente y rasgos fenotipicos
de la ubre (Rupp y Boichard, 1999), asi como
tambien por la clase de patdgeno invasor (Leigh,
1999).

Conrelacion a los resultados de los promedios de
SCS por hatos, se observo que el hato 4 es el de
menor promedio de SCS, y el hato 2 el de mayor
promedio (tabla 7). El analisis del efecto de la zona
de muestreo sobre el SCS, evaluado con el pro-
cedimiento GLM de SAS (SAS Institute, 1989)
fue altamente significativo (p <0,001) para 4 de
los 5 hatos, lo que permite concluir que para cada
una de las zonas, las actividades relacionadas con
la produccidn, son un factor importante que pro-
mueve notables diferencias en la variacion de SCS
y por consiguiente en la presencia o ausencia de
mastitis clinica.
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Tabla 7. Promedios de SCS (conteo de células transfor-
mado) en cada uno de los hatos evaluados de la pobla-
cion Holstein (Hatos = numero de hatos Holstein eva-
luados; n = nimero de animales por hato; d. e. = desvia-
cién estandar)

Hatos n Promedio de SCS (d. e.)
1 45 2,99 (1,12)
2 30 4,04 (1,62)
3 13 3,45 (1,58)
4 21 2,48 (1,41)
5 21 2,81 (0,91)
Total 130 3,14 (1,25)

El resultado de asociacion con CATMOD de SAS
(SAS Institute,1989), del alelo BoLA-185 con la
enfermedad, presentd un OR inferior a 1, lo que
significa que este alelo no se considera como un
factor de riesgo para la presencia de la enferme-
dad (tabla 4). En otras investigaciones previas en
ganado Holstein, el alelo *24 (185), ha sido aso-
ciado con incremento en el nimero de neutrofilos
(Dietz et al., 1997b), pero no con presencia de
mastitis clinica.

Este estudi6é demostré que BoLA-DRB3 es alta-
mente polimorfico en la raza Holstein de la region
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de Antioquia (Colombia), y el alelo BoLA-DRB3-
185, presento una significativa asociacion con alto
recuento de células somaticas, pero no con la pre-
sencia o ausencia de mastitis clinica. Para los de-
mas alelos BoLA-DRB3 encontrados, no se en-
contrd asociacion significativa con la presencia de
la enfermedad. Nuevos estudios estan en proce-
s0, con el proposito de determinar el polimorfismo
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