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Resumen

En bovinos se han determinado asociaciones de BoLA-DRB3 con enfermedades infecciosas y con el
conteo de células somaticas. En este estudio fue analizada la raza sintética colombiana Lucerna, para
el microsatélite DRB3 intron 2. Fueron identificados 24 alelos por amplificacion con PCR y geles de
poliacrilamida, encontrando frecuencias alélicas desde 0.02 hasta 0.26. El alelo mas frecuente en la
poblacion analizada fue el 161, y el menos frecuente 159. Ambas subpoblaciones afectadas y no afectadas
por mastitis, presentaron frecuencias similares para la mayoria de los alelos. La poblacién no se encuentra
en equilibrio H.W (Hardy- Weinberg). (p <0.05), y presento déficit de heterocigéticos. El valor medio de
recuento de células somdticas transformado (log, (CCS /100000 ) + 3), para la poblacion total fue de 4.8
(/- 2.89) y para cada subpoblacion de afectadas y no afectadas fue de 5.76 y 3.86, respectivamente. Se
estudiaron las asociaciones potenciales entre los alelos BoLA-DRB3, el recuento de células sométicas y
la mastitis clinica, y se encontrando una asociacion significativa (p<0.05) entre el alelo 191 con un alto
conteo de células somdticas. No se encontro asociacion significativa entre el alelo 191 y la enfermedad,
pero si hubo significancia estadistica (p<0.05) para la asociacion de la mastitis con las variables hato y
ndmero de partos.
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Introduccion En los mecanismos involucrados en la resistencia

Las enfermedades infecciosas son parte de los O Susceptibilidad genética a infecciones, se han
problemas que afectan frecuentemente la crianza  identificado varios niveles de respuesta a agentes
de animales, representando un factor limitante en la  infecciosos, en los que actdan diversos genes y sus
produccion en bovinos. Esto se refleja en un aumento ~ Variantes alelicas (1, 2). Actualmente se consideran
en los niveles de mortalidad o en bajos indices de  los genes del complejo mayor de histocompatibilidad
crecimiento y fertilidad, asi como en la disminucion ~ (MHC), importantes en la modulacion de diferentes
en la cantidad y calidad de carne y leche (24). aspectos de la respuesta inmune (27).
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El complejo mayor de histocompatibilidad
(MHC) en bovinos se conoce como BoLA "Bovine
Lymphocyte Antigen" (Antigeno Linfocitario
Bovino), el cual ha sido mapeado en el brazo corto
del cromosoma 23y esta conformado por las clases I,
I1'y 111, de acuerdo con diferencias en la distribucion
celular y la funcion (5).

Los genes clase Il estan distribuidos en dos
diferentes regiones llay I1b, codifican glicoproteinas
que se unen a péptidos exdgenos (8) y son
normalmente expresadas por células del sistema
inmune como macréfagos, células dendriticas y
linfocitos T y B. En la regién lla estan ubicados los
genes DRA, DRB, DQA y DQB, y la region llb,
incluye a los genes DOB, DYB, DYAy DIB (6, 11).
El locus DRB presenta tres loci: DRBP1, DRB2 y
DRB3 (5); el exon 2 del DRB3 (DRB3.2) codifica
un sitio de union al antigeno y recientemente se han
investigado sus caracteristicas, asi como el efecto
bioldgico de sus variaciones (4, 31). Se ha encontrado
en investigaciones en ganado Shorthorn (37), Jersey
(18) y Ayrshire (38), que este sitio de union presenta
una alta tasa de polimorfismo.

Mediante técnicas moleculares de reaccion en
cadena de la polimerasay polimorfismos de longitud
(PCR-RFLP), desarrollado por Van Eikj et al (39), se
han detectado alrededor de 30 alelos en el segundo
exén del gen DRB3.2 bovino y se han identificado
por técnicas de secuenciamiento mas de 63 alelos
diferentes (33). Takeshima et al (36) utilizando
reaccién en cadena de la polimerasa y tipificacion
de secuencias de bases (PCR-SBT) identificaron 90
alelos diferentes.

El intrén 2 del gen DRB3 presenta un
microsatélite, compuesto de 10 dinucle6tidos
(TG)n, una larga repeticion de dinucle6tidos
(GA)n interrumpidos y un corto numero de
tetranucleodtidos (CAGA)n. La evolucion de este
microsatélite involucra mutaciones de longitud en
las repeticiones de dinucleétidos (16).
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Este microsatélite se encuentra estrechamente
ligado a las secuencias del exén 2 de DRB3, por lo
cual existe una equivalencia entre los alelos del
microsatélite y cada uno de los alelos determinados
por PCR-RFLP enel exon 2 (11), permitiendo realizar
analisis de DRB3 utilizando cualquiera de los dos
grupos de alelos.

Losalelos BoLA-DRB3, afectan potencialmente
muchas caracteristicas relacionadas con la
inmunidad, se le han determinado asociaciones con
enfermedades infecciosas en ganado vacuno (29),
y en estudios en Holstein se ha encontrado relacion
de los alelos DRB3.2 con resistencia a mastitis por
staphylococcus aureus.

Recientemente los alelos DRB3.2*8, *16, *22
y *28, fueron asociados con un elevado conteo de
células sométicas (CCS) (13,14) y en reportes
realizados por Sharif et al (30), en la raza Holstein,
DRB3.2*16 y DRB3.2*23 se asociaron con un bajo
CCS y con mastitis coliforme severa, respectivamente.

El propdsito de este trabajo fue determinar los
polimorfismosdel microsatélite delintrén2de DRB3,
en la raza sintética colombiana Lucerna y establecer
su asociacion con el conteo de células somaticas y
susceptibilidad o resistencia a mastitis.

Materialesy métodos
Poblacién

Fueron muestreadas 308 hembras de la raza
sintética Lucerna provenientes de 2 hatos, ubicados
geograficamente en el departamento del Valle del
Cauca-Colombia. Esta raza sintética es derivada de
cruzar las razas Holstein (40%), Shorthorn (30%) y la
criolla Harton del Valle (30%), para formar un grupo
racial adaptado a condiciones tropicales (35).

En los hatos seleccionados la coleccion de
muestras se realiz6 en forma pareada. Ambos
hatos presentan caracteristicas comunes tales
como: temperatura promedio 24°C, bosque seco
tropical, topografia plana, silvopastoreo, pasto
estrella y ordefio mecénico; las muestras de
ambos hatos fueron reunidas para esta evaluacion,
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teniendo en cuenta que ambos grupos fueron
derivados de un mismo hato ancestral inicial.
El nimero total de animales seleccionados fue
de 308 y fueron utilizados para determinar los
polimorfismos de DRB3 y sus frecuencias.

Se colectaron los registros historicos de mastitis
clinica en las bases de datos para 212 animales del
total muestreados, correspondientes a las hembras
gue se encontraban en produccién, en el momento
del muestreo, considerando la realizacion de analisis
posteriores. El hato uno presento registros historicos
para 74 hembras afectadas y 23 no afectadas.

En el hato dos se encontraron registros para
59 afectadas y 56 no afectadas. Los registros
historicos permitieron agrupar la poblacion en dos
subpoblaciones asi: 133 animales con diagndéstico
previo recurrente de mastitis clinica (afectado
= A) y 79 con diagnostico negativo de mastitis
clinica (no afectado = NA). Los animales que habian
presentado cuadros de leche anormal, fiebre y
anorexia conformaron la subpoblacién Ay los que
no los habian presentado subpoblacion NA.

Para realizar el conteo de células somaticas y los
analisis estadisticos de asociacion, se tuvieron en
cuenta los grupos NA y A. En estos dos grupos se
determinaron animales con tres 0 mas partos (véase
Tabla 1)y seestablecieron cuatro grupos de lactancia
(<90, 90-180, 181 -270 y > 90 dias), en el momento
de la seleccion (véase Tabla 2).

Tabla 1. Grupo de partos en ganado Lucerna.

Lucerna
N° de partos N° de animales
3 82
4 93
>5 37
Total 212

N° de partos= Animales con 3, 4 y méas de 5 partos
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TABLA 2. Grupo de lactancia en ganado Lucerna, se establecieron
4 grupos de lactancia : primero < 90 dias, segundo de 90-180,
tercero de 181 -270 y cuarto > 90 dias.

Poblaci6n Hato 1 Hato 2
Total
GL N GL N GL N
1 35 1 16 1 19
2 84 2 39 2 45
3 70 3 31 3 39
4 23 4 11 4 12
Total 212 4 97 4 115

GL= Grupo de lactancia
N= NUmero de animales por grupo

Conteo de células sométicas (CCS)

Se tomaron muestras de 15ml de leche (3.5 ml por
cuarto) del ordefio individual, se fijaron con dicromato
de potasio y se conservaron a 4°C hasta realizar el
recuento (CCS). El proceso de cuantificacion se
Ilevd a cabo en un contador automatico de células
somaticas, FOSSOMATIC 215 (Foss Electric, 3400
Hillerod, DeNAark). Los valores obtenidos fueron
trasformados posteriormente a SCS “somatic cell
score” (calificacion de células somaéticas) con el
log, (CCS /100000 ) + 3 (3), con el fin de facilitar
el analisis.

Extraccion de ADN

Aproximadamente 7 ml de sangre fueron
colectados de la vena mamaria o arteria coccigea
media de cada animal y la sangre completa fue
almacenada a 4°C hasta su procesamiento.

El ADN fue extraido por la metodologia de
“Salting Out” (23) y precipitacion con 2-propanol.
La concentraciéon del ADN fue medida por
espectrofotometria a 260nm.

Genotipificacion

El microsatélite del intron dos del gen DRB3
se genotipifico, utilizando los oligonucleétidos
especificos:5-GCGAATTCCCGAGTGAGTGAA
GTATCT-3" y 5-GAGAGTTTCACTGTGCAG-3,,
(IDT, Coraville, lowa 52241, USA), que amplifican
una secuencia que varia entre 155pb y 215pb (16).
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Se estandarizaron las condiciones de PCR, en
un termociclador T-personal 48 (Biometra® GmbH,
D-37079 Goettingen, Germany), usando 20ul de
reaccion que contenia: 100 ng de DNA, 1ul de buffer
10x (750mM Tris-HCI pH:8.8, 200mM (NH,),SO,
y 01% Tween 20), 1.25mM de MgCl,, 0.15U de
Taq DNA polimerasa (recombinante) (MBI Fermentas,
Hanover, MD 21076, USA) 2mM de dNTPs, 5pmol
de cada oligonuclettido. Para la determinacion de los
genotipos se utilizaron geles de poliacrilamida al 6%.

Métodos estadisticos

Las frecuencias génicas fueron estimadas teniendo
en cuenta las 308 hembras Lucerna, con el paquete
estadistico GDA y GENEPOP version 3.3 (34, 40).
Para detectar desviaciones significativas de las
proporciones alélicas observadasy esperadas, se llevd
a cabo la prueba de Equilibrio de Hardy-Weinberg
(H-W) (29).

Se utilizé el test de diferenciacién génica
para establecer las diferencias de las frecuencias
obtenidas entre los grupos seleccionados en cada
uno de los hatos.

El andlisis de asociacién de los alelos con el
recuento de células somaticas, se realizd con el
procedimiento “General Linear model” GLM de SAS
(28), similar a estudios previos (30) con el modelo:
Yim = H * hato+ partos +Glact, +Xb, BoLA,, + ¢,

ijkim ijkl ijkim
donde Y. es lavariable dependiente SCS,J H s la

mediade Iljgl npq)oblacién, hato, =sitos del muestreoj=1-2,
partos, = los animales fueron agrupados en 3,45y 6
partos k =1 - 4, Glact = efecto del grupo de lactancia,|
=1,2,3y 4, b = coeficiente de regresion en el nimero
de alelos, BoLA = efecto fijo del nimero de copias
del los alelos BoLA | (I =1 —9) (se utilizaron los
aleloscon las mésaltas frecuencias, los alelos de menor
frecuencia fueron agrupados en una sola categoria),
€jjam = €ITOr.

Para determinar la asociacion de cada
uno de los alelos con susceptibilidad o
resistencia a mastitis se realizd el procedimiento
CATMOD de SAS (28), con el modelo:
Y= U, hato+ partos+Glact, +Xb BoLA,, +e,, donde
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Y, s la variable dependiente (mastitis clinica),
medida teniendo en cuenta los registros historicos
en los hatos, para la presencia o no de mastitis clinica
en cada animal muestreado, | es la media de la
poblacion, hato, = sitos del muestreo i = 1-2, partos,
= nUmero de partos en los animales j = 1 - 4,
Glact,, = efecto del grupo de lactancia, k=1,2,3y 4,
b, = coeficiente de regresion en el nimero de alelos,
BoLA,, = efecto fijo del nimero de copias del los
alelos BoLA | (I =1 -9 ) presentes en los animales,
€am = €rTor.

Para confirmar la asociacion de los alelos BoLA-
DRB3 con las dos variables consideradas (mastitis
clinica y conteo de células somaticas), se calculd el
Odd ratio o relacién de diferencia (OR) y su intervalo
de confianza, segin Lemeshow et al (22). Si el OR
es mayor que 1, el factor es considerado como de alto
riesgo segun sea la variable analizada, presencia de
la enfermedad o incremento en el recuento de células
somaticas. Si OR es menor que 1, el factor puede
interpretarse sin efecto sobre mastitis clinica o sobre
el recuento de células somaticas.

Resultados

Frecuencias alélicas y equilibrio de Hardy-
Weinberg

En la poblacién bovina Lucerna, fueron
identificados 19 alelos diferentes para BoLA-DRB3
(véase Tabla 3), indicativo de un alto polimorfismo
para ésta raza sintética colombiana, comparado con
resultados obtenidos para DRB3.2 en Gyr brasilero
(10), Holstein Irani (25), criollo argentino
Saavedreno (26), Holstein canadiense (30) y
Shorton Japonés (37). Ademas los tamafios en pares
de bases presentados por los alelos encontrados,
estuvieron en el rango descrito previamente por
Ellegren et al (16).

Las frecuencias alélicas en la poblacion total se
ubicaron entre 0.02 hasta 0.26, siendo los alelos
161, 187 y 215 los mas frecuentes considerando
toda la poblacion. La subpoblacion afectada (A)
presentd con mas frecuencia los alelos 161 y 215
y la subpoblacion no afectada (NA) 161 y 187.
Los alelos con menor frecuencia en la poblacién
total fueron 159, 195, 203 y 207 (véase Tabla 3).
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No se encontraron los alelos 159, 177 y 217 en la
subpoblacién A y 195, 203 y 207 en NA. Ambas
subpoblaciones fueron muy similares para la mayoria
de los alelos més frecuentes (véase Tabla 3).

Tabla 3. Frecuencias de los alelos BoLA -DRB3 en 308 hembras

de la raza Colombiana Lucerna, tipificadas por PCR y geles de
poliacrilamida.

NUmero
Alelos de copias Frecuencia Frecuencia Frecuencia
DRB3 del poblacion A) (NA)
alelo

161 159 0.258 0.255 0.261
163 4 0.006 0.054 0.008
165 6 0.009 0.054 0.016
167 10 0.016 0.021 0.008
169 23 0.037 0.032 0.043
171 42 0.068 0.063 0.075
173 28 0.045 0.043 0.048
175 12 0.019 0.016 0.023
177 2 0.003 0 0.008
179 13 0.021 0.024 0.016
181 15 0.024 0.032 0.012
183 16 0.025 0.032 0.016
185 60 0.097 0.101 0.091
187 64 0.103 0.09 0.123
189 10 0.016 0.01 0.024
191 55 0.089 0.09 0.079
193 9 0.014 0.013 0.016
205 2 0.003 0.027 0.004
215 81 0.131 0.14 0.119

TOTAL 615

*Alelos mas frecuentes en la poblacién

TAlelos mas frecuentes en la subpoblacién con diagndstico previo de mastitis
(A)

*Alelos mas frecuentes en la subpoblacién sin diagnéstico previo de mastitis
(NA)
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La poblacién Lucerna no presentd equilibrio
de Hardy-Weinberg y muestr6 un déficit de
heterocigo6ticos significativo (p < 0.05).

Conteo de células somaticas

El valor medio del conteo de células somaticas
transformado SCS (3), para la poblacién total fue de
481 (+/- 2.89 DE), los resultados entre las
subpoblaciones A y NA muestran una diferencia
significativa (p < 0.01) en los valores de SCS. Para
NA la media fue de 3.86 (+/- 2.48 DE) y para A de
5.76 (+/- 2.88 DE) (véase Tabla 4).

Cuando se analizaron las muestras de acuerdo con
su lugar de origen, los hatos uno y dos presentaron
diferenciasen cuantoal recuento de células sométicas
para cada una de las subpoblaciones (A y NA). En
el hato uno el promedio de SCS para NA fue de 4.11
(2.40 DE) y en A de 5.12 (2.87 DE), en el hato dos,
las NA tuvieron un promedio de 3.61 (2.49 DE) y las
A de 6.40 (2.74 DE). El promedio total de SCS en el
hato uno fue de 4.61 y en el hato dos de 5.0 (véase
Tabla 4).

En el célculo de las medias de SCS en animales
con 0, 1y 2 copias de cada uno de los alelos méas
frecuentes, el mayor promedio de SCS encontrado fue
para animales con los alelos 171, 191 y 215, (teniendo
en cuenta el namero de alelos) la media mas alta de
SCS fue para el alelo 191 (6.07 +/- 2.75 DE) (véase
Tabla 5).

Tabla 4. Registros histéricos de mastitis clinica y promedio de SCS por Hato.

SCS
Prom Prom
Lucerna N° de A A N°de NA NA Total
Hato uno 74 6.40 (+/- 2.74 DE) 23 3.61(+/-2.49 DE) 4.61
Hato dos 59 5.12 (+/-2.87 DE) 56 4.11(+7- 2.40 DE) 5.00
Prom total 133 5.76 (+/- 2.89 DE) 79 3.86(+/- 2.51 DE) 4.80

A= Animales Lucerna con registro de mastitis clinica
NA= Animales lucerna con registro de no mastitis clinica

Prom SCS= Promedio de conteo de células somaticas transformado, log, (CCS / 100000 ) + 3
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Tabla 5. Medias (+/-DS) de SCS, para cada uno de los alelos mas

frecuentes en la poblacion de ganado Colombiano Lucerna.

Lucerna SCS

Alelos 0 copias 1 copia 2 copias
169 5.11(2.81DE) 4.73(29DE)  4.11(3.58DE)
171 4.87(2.88DE) 5.74(3.11DE)  5.94*

173 4.89(2.86DE) 5.06(3.21DE)  7.07*

183 492(29DE)  4.83(2.85DE) **

185 5.02(2.92DE) 4.45(2.82DE)  5.74(2.02DE)
187 5.05(2.92DE) 4.40(2.75DE)  4.11(1.57DE)
191 471(2.87DE) 6.07(2.75DE) **

215 4.77(2.86DE) 5.36(3.0DE)  5.92(2.05DE)

*S6lo se encontré un animal

** No se encontraron animales con 2 copias

Alelos= alelos mas frecuentes en la poblacién muestreada

0 Copias = ninguna copia del alelo DRB3

1 copia= Una copia del aleloo DRB3

2 copias= 2 copias del alelo DRB3

SCS= promedio de los valores de células somaticas transformados

Andlisis de varianza

Con el procedimiento GLM para analisis de
varianza con datos desbalanceados, se determind un
efecto significativo (p < 0.05) del alelo 191 (equivale
a DRB3.2*22, identificado con PCR-RFLP) (11),
sobre un alto recuento de células somaticas. Las
demas variables consideradas (n° de parto, hato
de origen y grupo de lactancia) no presentaron
efectos significativos (p > 0.05) sobre el SCS en esta
evaluacion. El OR calculado para una copia del alelo
191 fue de 3.35, con un intervalo de confianza al
95% de 1.22 a 9.14 (véase Tabla 6), confirmando la
asociacion del alelo 191 con alto recuento de células
somaticas.

Tabla 6. Odd ratio o relacion de diferencia, e intervalo de confianza
(IC) 95%, para el alelo BoLA-191 y asociacion con SCS.

Alelo 191 OR
0y 1 copias 3.35

IC (95%)
1.22-9.14

OR= mayor a 1, asociacion del alelo 191 con incremento del SCS.
IC= Intervalo de confianza.

Con el procedimiento CATMOD para el analisis
de datos categoricos, las variables hato y nimero de
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partos, se encontraron asociadas significativamente
con susceptibilidad a mastitis (p < 0.05).

Discusion

Los resultados del estudio de DRB3 en la raza
sintética colombiana Lucernay su asociacién con
SCS y mastitis clinica, contribuirdn a evaluar la
respuesta en bovinos a la susceptibilidad o resistencia
a enfermedades infecciosas, asi como también la
influencia de los polimorfismos de este marcador
sobre el recuento de células somaticas.

En estudios previos en bovinos, sobre infecciones
y otras enfermedades, se han investigado potenciales
asociaciones entre alelos de BoLA-DRB3, con la
presencia de enfermedades infecciosas y un elevado
conteo de células somaticas (9, 30). EI CCS ha sido
considerado como indicador de salud de la ubre y de
la incidencia de mastitis (20).

La mastitis epidemiologicamente es considerada
la enfermedad mas comuln y costosa del ganado
lechero en la mayor parte del mundo (15, 17); de
origen multifactorial, es el resultado del efecto de
condiciones ambientales, grado de exposicion a
patégenos y susceptibilidad individual (7). Una
forma de disminuir su impacto en la poblacion
es incrementando la capacidad de resistencia
natural de los individuos, por lo que actualmente la
investigacion se ha enfocado hacia la potenciacion
de los mecanismos de defensa naturales, durante los
periodos de susceptibilidad a la enfermedad (12),
aunque hay que considerar el importante papel que
pueden desempefiar las condiciones ambientales
(15).

En el analisis de equilibrio de H-W
(Hardy- Weinberg), los resultados encontrados para
la poblacion Lucerna en esta evaluacion, podrian ser
explicados como una consecuencia de que estos hatos
fueron mantenidos en aislamiento, y los machos que
son utilizados como parentales sean hijos de hembras
del mismo hato, presentando valores de criasuperiores
para caracteristicas de interés econémico como la
produccion de leche, favoreciendo en gran medida
los cruces consanguineos.



276

Los resultados del test de diferenciacion génica,
indican que ambas poblaciones (hato uno y hato dos),
no difieren significativamente (p > 0,05). Con relacion
a los andlisis derivados del calculo de SCS, los
promedios para cada uno de los alelos deterinados
mostraron que, los alelos DRB3-171, 191 y 215,
presentaron un alto SCS, segun el nimero de copias
presentes por alelo.

Los wvalores de SCS encontrados en las
subpoblaciones Ay NA 'y la poblacidn total de lucerna
que fue muestreada, son bastante altos (véase Tabla
4).

En estos resultados puede estar influyendo
ademaés, el aspecto ambiental particular de cada hato,
considerado como uno de los factores que incrementa
en gran medida el recuento de células somaticas por
animal (15). Ademas las situaciones estresantes de
diversa naturaleza que pueden encontrarse en cada
hato, pueden agravar el proceso inflamatorio de vacas
infectadas y tener poco efecto sobre el CCS de las no
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infectadas (21). Y de otro lado el ordefio mecénico
puede llevar a incrementar el valor de recuento de
células somaticas, teniendo en cuenta que puede
producir maltrato directo sobre el esfinter del
pezon.

Teniendo en cuenta los resultados del analisis de
varianza, y el efecto significativo (p < 0.05) del alelo
191 sobre un alto SCS, se analizé el efecto de la
presencia o ausencia del alelo 191 sobre el promedio
de SCS, en la poblacion total y en cada una de las
subpoblaciones (A y NA). Se pudo observar en los
resultados presentados en la tabla 7, que en animales
con una copia del alelo 191, el conteo de células
somaticas se incrementd en relacion con las hembras
que no lo presentaron en cada uno de los 3 grupos.
Para el alelo 191, el promedio de SCS se redujo a
4.71 (+/- 2.87DE), en animales que no presentaron
ninguna copia del alelo (véase Tabla 5), siendo
significativa (p < 0.05) la diferencia con el promedio
de SCS, presentado por animales con un solo alelo.
No se encontraron muestras con dos copias de 191.

Tabla 7. Promedios de SCS para el alelo 191, en la poblacién total y en las subpoblaciones afectada y no afectada.

Promedio SCS

Alelo 191 N Poblacién total N Afectadas N No afectadas
0 copias 178 4.71 (2.87DE) 109 5.41 (2.89 DE) 69  3.62(2.49 DE)
1 copia 34 6.07 (2.75DE) 27 6.37 (2.75 DE) 7 4.56 (2.44 DE)

N = Ndmero de animales

0 copias = ninguna copia del alelo 191

1 copia = Una copia del alelo 191

DE = desviacion estandar

Afectadas = con mastitis segun los registros histéricos
No afectadas = no mastitis seguin los registros histéricos

El efecto significativo del alelo 191 sobre el alto
recuento de células somaticas, también fue encontrado
en estudios realizados por Dietz et al (13) en la raza
Holstein, quienes determinaron la asociacion de
DRB3.2*22 con un alto conteo de células somaticas
y susceptibilidad a mastitis. En otras investigaciones,
DRB3.2*22 también fue asociado con un bajo riesgo
de presentar ovario quistico (30).

La comparacion entre los hatos muestreados con
respecto al alelo 191, permitio establecer que este alelo

es menos frecuente en el hato uno que en el hato dos
(véase Figura 1). La menor frecuencia de este alelo en
el hato uno coincide con un menor promedio de SCS
en este mismo hato (véase Tabla 4).

En investigaciones sobre susceptibilidad a
mastitis, algunos alelos de la region BoLA han
sido asociados con la enfermedad. Sharif et al (28),
encontraron asociacion del alelo DRB3.2*23 con
mastitis severa.
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En otros estudios, los alelos 207 y DRB3.2*24
fueron significativamente asociados con susceptibi-
lidad a esta enfermedad (9, 11).

Figura 1.Comparacion de las frecuencias para cada uno de los
alelosenlos hatos 1y 2.
1= Hato 1
2= Hato 2
DRB3 = Alelos mas frecuentes en la poblacién analizada.

En este estudio, el analisis de asociacion de la
mastitis clinica reconocida por registros histéricos,
con cada uno de los alelos DRB3 determinados en
la poblacion Lucerna, utilizando el procedimiento
CATMOD de SAS (28), no se encontrd asociacion
significativa (p>0.05), para ninguno de los alelos
determinados.

Resultado que puede ser consecuencia de
considerar los registros histdricos de mastitis clinica.
Estos registros historicos pueden presentar errores de
apreciacion de los evaluadores de la enfermedad.

Cuando se analizan conjuntamente el SCS y
mastitis clinica, considerando la clasificacion por
rangos para el conteo de células somaticas establecido
por Shook (32) y la clasificacion de animales con
respecto a mastitis clinica en afectados y no afectados
segun los registros historicos, los resultados indican
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que en la poblacion total, un 70% de animales del
grupo NA se encuentran ubicados en los cuatro
primeros rangos (< 300000 cel/ml) (véase Figura 2).
Estoquieredecirqueenlasubpoblaciéncondiagnostico
negativo de mastitis clinica historica, la mayor
proporcion de animales presentd bajo conteo de
células somaticas y una mayor tendencia a salud
en la ubre. Para el grupo A una mayor proporcion
de animales se encuentra entre los rangos 5 — 9
(véase Figura 2), es decir, un conteo de células
somaticas superiora300000 cel/ml. Este resultado
corrobora lo encontrado en otros estudios donde
un alto recuento de células somaticas es indicativo
de la incidencia de mastitis (20).

0,8 -
0,7 A
0,6
0,5 ~
0,4 -
0,3
0,2
0,1 -

O _

W Rango 0-4
O Rango 5-9

LivuuLiiviaw

Figura 2. Frecuencia de animales en los rangos de SCS segln
Shook (30), para afectadas y no afectadas.

1 = Animales con diagnéstico negativo de mastitis clinica (NA).
2 = Animales con diagnéstico previo recurrente de mastitis clinica (A)
Rango = Clasificacion de SCS de 0-4 y 5-9
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BoLA-DRB3 Polymorphism in Colombian synthetic cattle Lucerna and association with somatic cell

counts and mastitis.

Previous studies have demostrated an association between BoLA-DRB3, infectious diseases and
somatic cells counts in cattle. Polymorphism at the level of the microsatellite intron 2 of synthetic Bovine
Colombian Lucerna was investigated. Twentyfour alleles were identified using PCR and poliacrylamide
gels; their frequencies ranged from 0.02 to 0.26 among 308 individuals studied. Allele 161 was the most
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firequent and 159 was the least prevalent. Both subgroups mastatis affected and non affected presented
similar frequencies for most alleles, indicating that the population is not in hardy Weinberg equilibrium
(p< 0.05). The mean somatic cells score (log, (CCS / 100000) + 3) for the population was 4.8(+/- 2.89).
There was found a significant association between allele 191 and high somatic cell scores but not with
clinical mastitis. But mastitis did present a significant association with the variables herd and number of

deliveries.

Key Words: BoLA, DRB3, mastitis, somatic cells.
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