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KAPPA-CASEINA BOVINAY SUASOCIACION CON EL RECUENTO DE CELULAS
SOMATICAS EN GANADO HOLSTEIN

BOVINE KAPPA-CASEIN AND ITS ASSOCIATION WITH SOMATIC CELL COUNT IN HOLSTEIN CATTLE

José Usme-Cifg Fernando Restrepy Esperanza Trujillo-Brave®

Resumen

Se evaluo la asociacion entre los genotipos AA, AB y BB de kappa-ca€8N4 / el recuento de células sométicas

(RCS), al igual que la relacion entre la ocurrencia de mastitis clinica recurrente y los diferentes genotipos usando un
andlisis de correlacién simple. Se muestre6 un total de 145 vacas de la raza Holstein en diferentes hatos del departamento
de Antioquia, Colombia. Se amplificé un fragmento del@8iN3por reaccion en cadena de la polimerasa, luego se corté

con la endonucleasa de restriccifinf | y después se visualiz6 por electroforesis en gel de agarosa. El RCS se clasifico

en dos rangos: en el 1 se incluyeron los animales que no excedieron 30®EktH3/mL; en el 2 se incluyeron los

animales con un RCS mayor de 300 ¥ddulas/mL. De acuerdo con los resultados obtenidos, se concluyd que hay una
asociacion débil entre el genotipo AA@8N3y el bajo RCS'y el genotipo AB y el alto RCS. La asociacion es mayor para

el genotipo AA que para el AB.

Palabras claveCSN3 andlisis factorial, frecuencia alélica, frecuencia genotipica, actividad antimicrobial, leche.

Abstract

It was evaluated the association of genotypes AA, AB and BB of kappa-caS&if énd the somatic cells count (SCC),

as well as the relation between the occurrence of recurrent clinical mastitis and the genotypes, using a simple correlation.
A total of 145 Holstein breed cows were sampled for milk and blood in different farms of department of Antioquia,
Colombia. A fragment of theSN3gene was amplified by polymerase chain reaction; then, the amplified fragment was
restricted with endonucleasnf |, and visualized on agarose gel electrophoresis. For the milk samples, the SCC was
classified in two ranges: the first included animals which SCC did not exceed 30€ei4/nl, and the second included
animals with a SCC higher than 300 % &6lls/ml. It was detected a weak association between the genotype AA and low
SCC, and the genotype AB and the high SCC. This association was higher for the genotype AA than for AB.

Key wordsCSN3 factorial analysis, allelic frequency, genotypic frequency, antimicrobial activity, milk.
INTRODUCCION

La leche bovina es una mezcla compleja de agua La CSN3presenta nueve variantes, de las cuales
(87,3%), lactosa (4,8%), grasa (3,7%), proteina A y B estan asociadas con diferencias en la com-
(3,5%) y otros componentes menores (Jenness,posicién y propiedades tecnologicas de la leche
1974). Aproximadamente el 80% del contenido de (Dovc, 2000; McLearet al., 1984; Schaar, 1984).

proteina son caseinas,;-(CSN1S}, a_-(CSN1Sp Los polimorfismos del gen, que se encuentra
B-(CSN2, y k-caseina @SN3 (Bawden y Nicho- mapeado en el cromosoma 6 (BTA 6), residen en
las, 1999). el exén IV (Prinzenbergt al., 1996, 1999).
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La leche contiene ademés componentes que pro-respuesta inflamatoria, producto de la infeccion,

veen importantes elementos nutritivos, sustanciasdifiere de acuerdo con la especie bacteriana infec-

bioactivas, por ejemplo antibacteriales, y de pro- tante (Ward y Shultz, 1972).

teccién inmunoldgica a neonatos y adultos (Cla-

re y Swaisgood, 2000). El efecto antibacterial en Se ha determinado en investigaciones previas, que

la leche es debido a la suma de las contribucionesel RCS puede estar influenciado por marcadores

individuales de las proteinas de defensa (inmu- ubicados en los cromosomas 1, 5, 7, 18, 21, 22,

noglobulinas y no inmunoglobulinas) y a la presen- 23 y 26 (Heyeret al, 1998, 1999; Kalnet al,

cia de péptidos bactericidas formados naturalmente1998; Owenet al, 2000).

0 generados de precursores proteicos inactivos (Cla-

re y Swaisgood, 2000). A la fecha, se han registrado El propdsito de este trabajo fue determinar la aso-

gran cantidad de péptidos derivados degin#s ciacion entre los genotipos AA, AB y BB @SN3

de la leche con actividad antimicrobial (Bellamy bovina, el RCS, y la frecuencia de mastitis clini-

et al, 1994; Clare y Swaisgood, 2000; Lahov, ca, en animales de la raza Holstein.

1971; Lahov y Regelson, 1996; Tomitat al.,

1991; Wakabayastet al, 1996); entre ellos se MATERIALES Y METODOS

encuentran Casecidina y Caseinomacropéptido,

los cuales se obtienen por digestion con qui- Muestra poblacional. Se estudiaron 145 hembras

mosina a pH neutro dESN1S1ly CSN3res- de ganado Holstein, provenientes de hatos ubica-

pectivamente. dos en zonas lecheras de Antioquia. Para garanti-
zar la clasificacién fenotipica correcta, las vacas

Zuchtet al (1995) encontraron que Casocidina-l, Se agruparon en dos categorias: una con diagnos-

derivada deCSN1S2tiene actividad in vitro con-  tico previo y recurrente de mastitis clinica y otra

tra Staphylococcus carnosysEscherichia coli con diagnéstico previo negativo de mastitis.

Lahov y Regelson (1996) observaron que Case-

cidina tiene actividad bactericida in vitro contra Recuento de células somatica®or cada animal

Staphylococcus, Sarcina, Bacillus subtilis, Diplo- se fijaron en KCJO, 15 mL de leche, con el obje-

coccus pneumoniag Streptococcus pyogenes tivo de efectuar posteriormente el recuento elec-
que Isracidina, derivada deSN1S]1tiene activi- tronico de las células somaticas (RCS), utilizando
dad in vitro contraS. aureusy Candida albicans. un contador Fossomatic 215 (Foss Electric, 3400
Ademas, Malkoskiet al (2001) obtuvieron evi-  Hillerod, Denmark). Debido al gran rango de

dencia de que Caseinomacropéptido tiene activi- variacion que presentan, los valores de RCS se

dad contra los patégenos orales oportuni§as transformaron mediante la ecuacion: LgRCS/

mutans Porphyromonas gingivalig contrakE. coli. 10°) + 3 (Ali y Shook, 1980), con lo cual se con-
siguié una distribucién cercana a la normal y se

Las células somaticas de la leche son células epitepudieron hacer los analisis estadisticos.

liales producto de la descamacion y células blan-

cas, que incluyen macréfagos, neutréfilos Los animales se clasificaron en dos rangos: en el

polimorfonucleares (PMN) y linfocitos (Harmon, 1 se incluyeron animales con valores de RCS igua-

1994). El incremento de células somaéticas, duran-les o menores a 300 x3€élulas/mL (SCS 4,58)

te la infeccion de la glandula mamaria, es debido Y en el 2 se incluyeron animales con valores ma-

al aumento de PMN (Craven y Williams, 1985; yores a 300 x células/mL (SCS > 4,58).

Harmon y Heald, 1982; Harmon y Langlois, 1986;

Miller y Paape, 1985; Nickerson y Pankey, 1984; Extraccion de ADN. De cada animal se colecta-

Paapeet al, 1979). El rango de variacion va desde ron aproximadamente 7 mL de sangre de la vena

100.000 células/mL en animales sanos, hasta va-mamaria o arteria coccigea media. La sangre to-

lores superiores a 1.500.000 células/mL en anima-tal se almacené a 4 °C hasta su procesamiento. El

les con inflamacion (Eberhaet al.,, 1982). La ADN se extrajo por la metodologia de “salting
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out” (Miller et al, 1988) y precipitacion con 2-
propanol. La concentracion del ADN se midio por
espectrofotometria a 260 nm.

Los geles fueron corridos a 60 V por 20 min. Los
fragmentos de ADN fueron visualizados por me-
dio de un transiluminador de luz UV (Upland,
CA 91786, USA).

Amplificacién del ADN. Las reacciones de PCR
se llevaron a cabo en un volumen total deuP5
los cuales contenian: 1,0 de DNA (0,7ug/mL);

10 mM Tris-HCI pH 8,3; 50 mM KCI; 0,1% Tri-
tor® X-100; 1,5 mM de MgC}t 80 puM de cada
dNTP; 12,5 pmol de cada primer y 2,5 unidades
de Tag DNA polimerasa (Promega Corporation,
Madison, WI 53711-5399, USA). La amplifica-
cion se efectud en un termociclador T-Personal
48 (Biometr® GmbH, D-37079 Goettingen, Ger-
many) El fragmento de ADN se amplificé con
los iniciadores de reaccion hacia adelante: JK-5
5'-ATCATTTATGGCCATTCCACCAAAG-3' y
hacia atras: JK-3 5'-AGACAATGTCTCTTC-
CGCTTTACCCG-3' (Medrano y Aguilar-Cordo-
va, 1990, Numero de acceso GenBank: X14908).
Los iniciadores especificos fueron fabricados por
IDT (Coralville, 1A 52241, USA).

Métodos estadisticosPara detectar desviaciones
significativas de las proporciones genotipicas ob-
servadas y esperadas, se llevo a cabo la prueba de
equilibrio de Hardy-Weinberg, siguiendo el pro-
ceso descrito por Guo y Thompson (1992), en el
cual se usa la prueba analoga de Fisher y una tabla
de contingencia de dos por dos. Este analisis se
efectudé con el paquete computacional GENEPOP
version 3.3 (Raymond y Rousset, 1995).

También se llevo a cabo un andlisis factorial de
correspondencia simple entre las frecuencias ge-
notipicas detectadas y los valores de RCS trans-
formados, considerandolas variables cualitativas.
Las variables se representaron en un plano facto-
rial para evaluar similitudes y disimilitudes entre
ellas. Este andlisis se ejecutd con el programa com-
putacional SPADN versién 3.0 (CISIA, 1995).

El perfil térmico consistié en: un ciclo a 97 °C
por 2 min, 65 °C por 1 min'y 72 °C por 1 min,
seguido por 35 ciclos a 94 °C por 1 min, 60 °C
por 1 miny 72 °C por 1 min; la extension final
se hizo a 72 °C por 7 min. Los productos de do del genCSN3se obtuvo fragmentos de 134,
PCR (5ul del total de la muestra) fueron visuali- 132y 84 pares de bases (pb) del alelo A 'y de 226
zados mediante electroforesis a 60 V por 20 min y 84 pb del alelo B; resultado similar al obtenido
en geles de agarosa al 2% conteniendo bromuropor Medrano y Aguilar-Cordova (1990).

de etidio (0,7pg/mL).

RESULTADOS

A partir de la digestién del segmento amplifica-

La frecuencia del alelo A fue de 0,817 y la del

Digestion con la endonucleasa de restriccion
(RFLP). Los fragmentos de ADN, amplificados

alelo B de 0,183. Las frecuencias genotipicas de
AA, AB y BB fueron 0,662, 0,310 y 0,028, res-

por PCR, fueron digeridos con la endonucleasa pectivamente. La poblacion total se encontré en

de restriccionHinf | (MBI Fermentas, Hanover,

equilibrio de Hardy-Weinberg (p > 0,1) (tabla 1).

MD 21076, USA). Para la reaccion se utilizaron
10 pl del producto de la PCR y 5 unidades de la Un total de 74 hembras presentaron diagnostico
enzima. Las muestras fueron digeridas a 37 °C previo y recurrente de mastitis clinica (afectadas),
durante 4 horas en un volumen final de 20 de éstas, 12 se ubicaron en el rango 1, siendo 8
de genotipo AA, 4 AB y ninguna de BB. Las 62
Electroforesis en geles de agaros&os produc- restantes se ubicaron en el rango 2, de las cuales
tos de la digestién fueron separados por electro- 35 presentaron genotipo AA, 26 AB y 1 BB.
foresis en geles de agarosa NuSfeak3% (FMC
BioProducts, Rockland, ME 04841, USA) con so-
lucion amortiguadora TBE 1X (8,9 mM Tris-HCI,
8,9 mM acido bdrico, 0,25 mM EDTA, p#@,3).

Un total de 71 hembras presentaron diagndstico
negativo de mastitis, de éstas 42 se encontraron en
el rango 1; siendo 32 genotipo AA, 10 AB y 1 BB.
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Tabla 1. Frecuencias genotipicas y alélicas para el |G&I83

en ganado Holstein

Usme-Ciro Rkt al.

Genotipd Numero | Frecuencias| Numero |Frecuenciag Frecuencias
observado| genotipicas| esperadp genotipicas alélicas
de vacas| observadas| devacas| esperadas
AA 96 0,662 96,768 0,668 A =0,817
AB 45 0,310 43,464 0,299 B =0,183
BB 4 0,028 4,768 0,033
Total 145 1,000 | 145,000 1,000 1,000
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Las 26 restantes se ubicaron en el rango 2, de las

¥ Janalipe
8 Hangoes 155

44
AA, AB y BB = Genotipos de CSN3.
1y 2 =Rango lyrango 2.

cuales 21 fueron genotipo AA, 5 genotipo AB y
2 BB.

Las frecuencias de los genotipos AA, AB y BB
con respecto a la incidencia o no de mastitis y
teniendo en cuenta los rangos establecidos se
describen en la tabla 2.

Figura. Plano factorial de correspondencia simple

efectos, son determinados por diferencias en la
expresiéon de los alelos A y B (Lapoinge al.,

En el analisis factorial de correspondencia sim- 2002). Tal variacién, puede estar determinando

ple, la ubicacion de las variables sobre el plano una diferencia entre animales de genotipo AA con

factorial, permite observar que el genotipo AA relacion a animales de genotipo AB. En este sen-
tiende a agruparse con el rango 1 y el genotipo tido, el andlisis de los resultados presentados en
AB con el rango 2 (figura). la tabla 2 para el rango 1, muestra que los anima-
les normales con genotipo AA se presentaron con

una frecuencia mucho mas alta que animales afec-
tados. Lo mismo sucede en este mismo rango para
Van Eenennaan y Medrano (1991) demostraron animales normales AB.

gue en animales heterocigoticos, el alelo B de

CSN3determina la mayor cantidad del total de Para el rango 2, las frecuencias de hembras afec-
kappa-caseina presente en la leche. Heringstadtadas y normales de genotipo AA presentaron va-

et al. (1999), encontraron, mediante analisis bi- lores que no difieren en gran medida, por lo cual

variado, una correlacién genética de 0,25 entre Podemos inferir que el incremento de células so-
mastitis clinica y produccién de proteina. Ambos Maticas se dio de manera similar en hembras con

DISCUSION

Tabla 2. Genotipos de CSN3 y relacion con la incidencia de
mastitis clinica y rangos de células somaticas

mastitis y en hembras normales. El genotipo AB

presenté mayor frecuencia de animales con la en-
fermedad, respecto a los normales. Este resultado
podria sugerir que dentro del rango 2 el grupo de

Genotipo Rango 1 Rango 2 hembras que mas frecuentemente sufren la enfer-
Frecuencia Frecuencia Frecuencig Frecuencia medad son las de genOtipO AB.
de vacas de vacas de vacag de vacas
afectadas normales afectadas| normales d b ., d | f i d i |
vy 0.08 033 0.37 022 La distribucion de las frecuencias e animales
afectados y sanos portando el genotipo BB es
AB 0,09 0,22 0,58 0,11
0.00 025 005 0.50 proba_blemente producto del azar, como conse-
BB i i i i cuencia del pequefio tamafio de la poblacién BB.

AA, AB y BB = Genotipos de CSN3.
Rango 1 = RCS 4,58.
Rango 2 = RCS > 4,58.
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ron mastitis mas frecuentemente que los del ran-
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go 1. Este resultado esta de acuerdo con estudiostitis es el factor que afecta en mayor medida el

recientes (Peelegt al, 2002), donde se estable-
ci6 que la incidencia de mastitis clinica disminu-

RCS (Harmon, 1994) y que frecuentemente se

recurre a este valor para evaluar el estado de sa-

y6 significativamente cuando se presentaron lud de la ubre y seleccionar animales con baja
valores bajos de RCS en animales de razas brita-incidencia de mastitis (Schuet al., 1994). La
nicas. Ademas, confirma investigaciones previas tendencia de asociacién del genotipo AA con un

(Eberhartet al, 1982, Dabdoud, 1984), donde

bajo RCS esta en concordancia con los resultados

se correlacion6 el recuento de células sométicasde Malkoskiet al. (2001) quienes encontraron

con la mastitis clinica.

mayor actividad antimicrobial del Caseinomacro-
péptido originado d&€SN3 en los derivados de

En el plano factorial de correspondencia simple la variante A.

(figura), se observa una asociacién entre el geno-

tipo AA y el bajo RCS vy del genotipo AB y el alto
RCS, lo que sugiere que los genotipos AA y AB
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