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INTRODUCCION

En la actualidad, 1a mortalidad de terneros en granjas de leche supone graves pérdidas
econdmicas. Algunos autores, indicaron que en ganado Holstein, un 7,7 % de mortalidad se producia al
nacimiento (JAMES vy cols., 1984) y en un 36 % de los casos el agente etiolGgico era desconocido y se
atribufa la muerte a diarrea (MORIN vy cols., 1976). En muy pocos de estos casos, se ha diagnosticado
como causa de estas muertes de temeros (principalmente de 1a raza Holstein). el denominado "Sindrome de
Granulocitopatfa Bovina" (NAGAHATA vy cols., 1987). Este sindrome parece tener un modelo de herencia
recesiva (TAKAHASHI y cols., 1987) y caracterizado clinicamente por infecciones de tejidos blandos,
heridas mal cicatrizadas, neutrofilia progresiva, anormalidades en la fagocitosos y motilidad intestinal.
Hoy se sabe que dicho sindrome est4 relacionado con la enfermedad de la raza Holstein objeto de la
presente memoria: BLAD 6 LAD bovino.

Las técnicas reproductivas actualmente utilizadas como la inseminacién artificial (I. A.) y el
trasplante de embriones (T. E.) se estdn haciendo extensivas pricticamente a todas las explotaciones
bovinas de nuestro pais. Dichas técnicas pueden difundir una enfermedad hereditaria rdpidamente, aunque el
nimero de animales portadores o enfermos sea escaso.

Es preciso sefialar también que la mayor parte del semen de calidal que se utiliza en nuestros
circuitos de inseminacion, procede de sementales Holstein importados de Estados Unidos o Canada, paises
en los cuales, segiin un estudio reciente, el 17 % de los mejores toros del ranking de sementales poseen
esta anomalfa genética (SHUSTER vy cols., 1992).

Puesto que hasta ahora no habfa un sistema eficaz para la deteccién de los animales portadores
de la enfermedad, estos toros no han sido eliminados del mercado, con lo cual sus dosis seminales o
embriones obtenidos podrian estar inundando de genes portadores de la enfermedad nuestra cabafia vacuna.

Hoy se sabe que el Sindrome de Granulocitopatia Bovina se debe a un defecto de la expresion de
la proteina CD18 causado, por una secuencia anormal en el gen. Este defecto origina la falta de la
subunidad o en una integrina 87 (proteina que atraviesa la membrana plasmaética) de las membranas de los
neutréfilos aislados de animales enfermos (SHUSTER vy cols., 1992). Todo ello origina una alteracién en
el transporte de los leucocitos desde la sangre a los lugares de infeccion (SMITH y cols., 1989).

En el alelo raro, aparecen dos puntos de mutacién, una silente y otra que origina la sustitucién
de una Adenina por una Guanina en la posicién 28. Esto origina el cambio del amino4cido Glicina por
Acido Aspdrtico en la posicién 128 (D128 G) de la secuencia de la proteina que codifica el gen (KEHRLI
y cols., 1992 ).

En este trabajo presentamos las pruebas necesarias para el diagndstico del BLAD a nivel
individual y a partir de muestras "colectivas”, es decir conseguir que a partir del andlisis de una sola

muestra que contiene material genémico de distintos individuos (recogido a partir de un tanque de leche en

— 233 —



una explotacién de vacas) conocer si existe algdn animal portador, con objeto de abaratar los costes y

evitar el andlisis individual, si el diagnéstico es negativo.

MATERIAL Y METODOS

Se han testado 120 animales de raza Frisona (80 machos y 40 hembras). La extraccién del DNA
se realizé a partir de sangre. semen y leche (VAZQUEZ, 1994). La leche se recogi6 siempre a mitad del
ordefio, ya que existen variaciones en cuanto a la composicién de la leche y nimero de células sométicas
de un mismo animal en funcién del momento de ordefio en el que se toma la muestra. Aproximadamente
250ng de DNA fueron utilizados en la amplificacién.

El método de diagnéstico consiste en la amplificacién especifica de un fragmento del gen CD18
(58bp) mediante PCR. Cada reacci6n de amplificacién presentd un volumen final de 50 pl que contienen
60 mM KCI, 10 mM Tris-HCI (pH 9.0). 0.01p. 100 de gelatina y 0.1 p. 100 Triton X-100, 10 mM
MgCl2, 75 pm de cada oligonucle6tido cebador, 2 pl de mezcla de dNTP (5 mM) y una unidad de Taq
DNA polimerasa. Los oligonucleétidos son los descritos por (Cadwell, comunicacién personal), y la
temperatura de hibridacién fué 692 C. El producto amplificado se puede digerir con distintos enzimas de
restriccién. Asf, cuando el enzima de restriccién es Taq I la temperatura de incubacion es 65°C., esta
enzima reconoce la secuencia y corta de laforma T /C G A. Si por el contrario la enzima de restriccién
usada es Hae III la temperatura de incubacién es 37°C. y reconoce la secuencia G G / CC. La
visualizacién de la amplificacion y digestién se realiz6 en agarosa al 4% y 5%, respectivamente (debido a

que el fragmento es pequefio, es necesario aumentar la concentraccién del gel).

RESULTADOS Y DISCUSION
En las condiciones de nuestro estudio se han obtenido tras la amplificacién de muestras

individuales, un fragmento del gen CD18 de 58bp. El fragmento amplificado al digerir con la enzima de

restriccion Tag 7, reconoce en el alelo D128 un lugar de restriccion (T_/_CGA) en la posicién 25 lo que
origina dos fragmentos de 33 y 25 b. p. El alelo D128G (mutacién) no presenta lugar de corte, dando en
este caso un fragmento de 58bp. A partir de estos resultados se han podido diferenciar claramente tres
genotipos esperados en todos los individuos, segin el control dialélico de este gen (KHERLI y cols.,
1990) : D128/D128: dos bandas de 33 y 25 b. p.. D128/D128G: tres bandas de 58, 33 y 25 b. p.:
D128G/D128G: una banda de 58 b. p.

Cuando el fragmento amplificado se digiere con la enzima de restriccién Hae /1] en el alelo

D128 reconoce un lugar de corte (GG_/ CC)enla posicién 9. lo que origina dos fragmentos de 9 y 49
b. p. El alelo D128G presenta dos lugares de corte en la posicién 9 y 28, lo que origina tres fragmentos
de 9. 19 y 30 b. p. A partir de estos resultados se han podido diferenciar claramente tres genotipos
esperados en todos los individuos seguin el control dialélico de este gen : D128/D128: dos bandas de 49 y
9 b. p.; D128/D128G: cuatro bandas de 49, 30, 19 y 9 bp.; D128G/D128G: tres bandas de 30, 19 y 9bp.

El diagnéstico "colectivo” a partir de una muestra de leche del tanque refrigerado que contiene
leche de una explotacién, nos permitirfa conocer de una manera répida y econémica la existencia de
alguna vaca portadora en la explotacién. A partir del DNA extraido de la leche obtenida de un tanque de

refrigeracion que contenia la leche del ordeiio de 40 vacas. se ha consiguido una buena amplificacién del
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fragmento que tras la digestion con las enzimas de restriccién Hae 1II y Taq I se observa el patrén de
restriccién, para cada uno de los dos enzimas, correspondiente al de un animal portador, con una
intensidad de bandas inferior al que corresponde a un sélo individuo. Esto significa que al menos una de
las vacas es portadora del alelo mutado.

Estos resultados indican que en el caso de que tras un diagndstico "colectivo” de una muestra de
leche del tanque de refrigeracion, el andlisis resulte negativo, no serd necesario realizar un diagndstico
individual de cada una de las vacas en producci6n. Por el contrario si el anélisis fuese positivo seria
aconsejable testar mediante una anilisis individualizado a todas las vacas,

Esta medida esta justificada debido a que se estdn utilizando sementales portadores de esta
enfermedad en los circuitos de I. A. y por lo tanto hay que asegurarse de que ninguna vaca portadora se
insemina con uno de estos sementales.

Estos resultados pueden significar un gran avance desde el punto de vista practico para el
diagnéstico y control de la enfermedad en la cabafia vacuna espafiola. Sin embargo, para ello seria
necesario continuar las experiencias para determinar el nivel de sensibilidad del analisis (méxima
diluccién a la que el diagndstico puede realizarse). Al hacerlo, es. preciso tener en cuenta que en la
proporcién DNA portador/DNA sano presente en el tanque no solo influir el nimero de animales sanos
y portadores sino también el niimero de células sométicas en leche de cada uno de los individuos que se
ordefian.
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