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RESUMEN

La paratuberculosis (PTB) es una enfermedad infecciosa de rumiantes causada
por Mycobacterium avium spp. paratuberculosis (MAP). En los rodeos lecheros
afectados la infeccion por MAP impacta directa o indirectamente en la productividad
debido a la reduccién de la cantidad de leche producida y la alteracion en la
composicion lactea.

El presente trabajo tuvo como objetivo identificar las posibles alteraciones en las
proteinas del suero de leche de muestras de bovinos infectados con MAP. Se estudio la
relacion entre las fracciones de proteina sérica y la presencia de anticuerpos especificos
anti MAP en suero de leche bovina pertenecientes al banco de muestras de la Catedra de
Inmunologia de la FCV-UBA identificadas como positivas o negativas a ADN de MAP
a través de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). La composicion de la
proteina sérica se estudié o evaludé mediante la técnica de electroforesis. Los resultados
de los valores de la proteina sérica en presencia de anticuerpos especificos anti MAP
disminuyeron en 29% vy las fracciones de a-LA y B-LG, disminuyeron en 37, 52 %
respectivamente,

Posteriormente se evaluaron 182 hembras bovinas lecheras de raza Holando
Argentino en produccion, procedentes de tres establecimientos en la provincia de
Buenos Aires, las que fueron agrupados segun el nimero y momento de lactancia.

En las muestras de leche se determind los litros producidos, grasa, proteina,
lactosa, solidos, recuento de células somaticas analizando asociaciones de estas
variables y a la presencia de anticuerpos especificos anti MAP mediante la prueba
inmunoabsorbente ligado a enzimas utilizando antigeno protoplasmatico de PTB
(ELISA-PPA), el nimero y tercio de lactancia. No se hallaron interacciones entre el
estado de MAP, el numero de parto y el tercio de lactacién, por lo que se realizaron los
analisis para factores separados.

La prevalencia del muestreo realizado fue del 9%, la cantidad de produccién
lactea disminuy6 en 19%, el rendimiento de la grasa, proteina, sélidos totales y lactosa
disminuyeron en un 10%, 18%, 18%, 17% respectivamente, mientras que el nimero
total de células somaticas aumentd en un 27%, la concentracion de proteina y lactosa,
no se vio modificada y la concentracion de grasa y sélidos totales aumentaron (10%, 4%
respectivamente); en comparacién con los animales negativos.

Por lo tanto, podemos afirmar que en este trabajo la presencia de anticuerpos
anti MAP, tuvo un impacto negativo en la cantidad de proteinas del suero lacteo;
disminuyendo la calidad de la leche y la cantidad de litros producidos originando una
pérdida econémica.

Palabras clave: Paratuberculosis, Calidad lactea, Produccién de leche, Proteinas
del suero de leche.
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ABSTRACT

Paratuberculosis (PTB) is an infectious disease of ruminants caused by
Mycobacterium avium spp. paratuberculosis (MAP). In dairy cattle affected with MAP
infection has a directly or indirectly impact on productivity due to the reduction of the
quantity of milk produced and the change in the milk composition.

This study aimed to identify possible alterations in serum proteins of milk
samples from infected cattle with MAP. The relationship between serum protein
fractions and the presence of specific antibodies in serum MAP bovine milk samples
belonging to the bank of the Department of Immunology at the FCV-UBA identified as
positive or negative for MAP DNA was studied through the polymerase chain reaction
(PCR). The protein composition of the serum was measured by the technique of
electrophoresis and were rated positive or negative. The results of the values of serum
protein in the presence of specific anti MAP decreased by 29% and fractions of a-LA
and B-LG, decreased by 37 and 52% respectively.

Subsequently 182 dairy female cattle Holando Argentine, were evaluated from
three establishments in the city of Buenos Aires, which will be grouped according to the
number and timing of lactation.

In milk samples, the liters produced, fat, protein, lactose, solids, somatic cell
count were determined by analyzing associations of these variables and the presence of
specific anti MAP by enzyme-linked immunosorbent assay using a protoplasmic antigen
(ELISA-PPA), number and timing of lactation. No interactions between the state of
MAP, the parity and the timing of lactation were found, so analyzes were performed to
separate factors.

The prevalence of sampling conducted was 9%, the amount of milk production
decreased by 19%, the yield of fat, protein, lactose and total solids decreases by 10%,
18%, 18%, 17% respectively, the total number somatic cells increased by 27%, the
concentration of protein and lactose was not altered and the concentration of fat and
total solids increase (10%, 4% respectively); compared to negative cattle.

Therefore we can say that in this work the presence of antibodies anti MAP, had
a negative impact on the amount of whey proteins; decrease the quality and quantity of
milk produced liters causing economic loss.

Keywords: Paratuberculosis, Milk quality, Milk production, Milk whey
proteins.



CAPITULO 1

INTRODUCCION GENERAL, MARCO TEORICO, OBJETIVOS E HIPOTESIS



1.1 Introduccion General

La paratuberculosis (PTB) o enfermedad de Johne es una enteritis
granulomatosa infecto - contagiosa de curso cronico e incurable que afecta a los
rumiantes, causada por Mycobacterium avium spp. paratuberculosis (MAP) (Thorel y
cols., 1990). Fue descripta por primera vez por Johne y Frothingham en 1895. (Salgado
y cols., 2007). La via oro-fecal es la principal forma de transmisién, a través de material
contaminado por materia fecal, como también de calostro y leche provenientes de
bovinos infectados (Sweeney y cols., 1992; Whitlock y Buergelt, 1996; Khare y cols.,
2004; Holzmann y cols., 2004; OIE, 2013). También se ha citado la trasmision via
intrauterina y seminal (Sweeney, 1996).

La PTB es una enfermedad de distribucion mundial. En la Republica Argentina
los datos existentes de prevalencia estimada en rodeos de cria de la Cuenca del Salado
(provincia de Bs. As.) se encuentran entre el 7% y 20% segun Paolicchi y Romano
(2007) o entre el 25% y 51% para Moreira y cols. (1994). En Sampacho (suroeste de la
provincia de Cordoba) es de 5,3% y la prevalencia individual de animales afectados es
de 0,3% en establecimientos de cria y mixtos-ciclo completo (Magnano y cols., 2002).
La prevalencia estimada en rodeos lecheros en los Estados Unidos de América fue de
40% en el afio 2007 (Lombard y cols., 2013) y mayor al 50% en Europa (Nielsen y Toft,
2009).

Debido al aislamiento de MAP en biopsias intestinales de pacientes con la
enfermedad de Crohn, se discute la posible vinculacion e impacto en la salud humana
(Dalziel, 1932; Crohn y cols., 1932; Bihrmann y cols., 2011). El consumo de leche y sus
derivados aun pasterizados es considerado una probable fuente de infeccion humana
(Grant y cols., 2002, Paolicchi y cols., 2007, Cirone y cols., 2007, Shankar y cols.,
2009). Segun la severidad de los signos clinicos, la excrecion de MAP y la probabilidad
de deteccion de la enfermedad, se establecen cuatro estadios de la enfermedad:
silencioso, subclinico, clinico y avanzado, (Whitlock y Buergelt, 1996; Nielsen y Toft,
2008). El signo clinico caracteristico de la PTB bovina es la diarrea, inicialmente
intermitente y luego profusa e incoercible, pérdida progresiva de peso corporal y del
estado general.

Actualmente la prueba de diagnéstico méas frecuentemente usada es la prueba
por inmunoabsorcion ligada a enzimas (ELISA) en suero sanguineo. Esta prueba
presenta varias ventajas, como por ejemplo, el requerir una sola visita al establecimiento
para tomar las muestras a analizar, las que podran ser congeladas y conservadas hasta su
andlisis, facilitando asi, el transporte al laboratorio, la automatizacion de la prueba, su
repetibilidad, la posibilidad de evaluar multiples muestras al mismo tiempo y la rapida
obtencion de los resultados. (Vannuffel y cols., 1994).

La prueba de ELISA se aplica fundamentalmente en animales mayores de tres
afios y la certeza diagnostica corresponde al estadio en el que el animal presenta signos
de diarrea y edema submandibular, periodo donde la eliminacién de MAP por materia
fecal y/o leche es cuantitativamente importante. Puede aplicarse tanto en suero como en
leche, aunque la correlacion entre ellas es moderada. La concentracidn de anticuerpos
varia segun el periodo de lactacion, existiendo concentraciones altas al principio y al
final de la lactacion.

Desde el descubrimiento en 1989 de la secuencia de insercion 1S900 en el
genoma de MAP (Green y cols., 1989; Collins y cols., 1989), los investigadores han
propuesto la utilizacion de esta secuencia en la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) que permite identificar pequefias cantidades de ADN de MAP en una muestra.



Las pérdidas econdmicas por PTB se clasifican en directas: debidas a la
reduccion de las producciones carnica y lactea, disminucion de la fertilidad (Kennedy y
Benedictus, 2001), e indirectas por el incremento en la incidencia de mastitis y otras
enfermedades infecciosas en el animal infectado, menor expectativa de vida productiva
de la hembra, eliminacion prematura de animales, menor valor comercial de canales y
aumento de los costos de reemplazo en el rebafio, etc. (Kennedy y Benedictus, 2001;
Ayele y cols., 2001, Holzmann y cols., 2004, Weber y cols., 2006; Pillars y cols., 2009).

Estudios realizados en Argentina estimaron una reduccién productiva cérnica y
lactea aproximada de 19%, con una estimacion de péerdidas econémicas de 22 millones
de U$S para la zona de cria de la Cuenca del Salado, y de 6.3 millones de U$S para las
cuencas lecheras de la provincia de Buenos Aires (Paolicchi y Romano, 2007). Las
pérdidas en los Estados Unidos de América fueron estimadas en 700 Kg de
leche/vaca/afio y entre 200-250 millones U$D/afio (Coussens, 2004; Losinger, 2005).

El objetivo de esta tesis de maestria fue evaluar el impacto sobre la produccién
lactea (cantidad y calidad) en hembras bovinas en lactacion debidas a la infeccién por
MAP.

1.2. Marco Conceptual, Objetivos e Hipotesis
1.2.1.- Enfermedad de Johne o paratuberculosis
1.2.1.1.- Etiologia
El MAP pertenece al género Mycobacterium, familia Mycobacteriaceae,
suborden Corynebacterineae, orden Actinomycetales, subclase Actinobacteridae y clase
Actinobacteria (Bergey y cols., 1923).

El MAP es un patdgeno intracelular facultativo, Gram positivo, cuya
temperatura Optima de crecimiento es de 37 °C (Chacon y Barletta, 2010). Su
crecimiento lento requiere de varias semanas de incubacion antes que sus colonias sean
detectadas en los medios de cultivo. E1 MAP, es un bacilo (0.5 x 1.5 um), aerobio e
intracelular facultativo. Posee pared celular cerosa rugosa con una estructura trilaminar,
compuesta densamente por una mezcla cérea de lipidos Unicos y polisacaridos. La baja
actividad metabdlica y la compleja pared celular le otorgan resistencia frente a
condiciones ambientales adversas. Puede sobrevivir 5 meses en agua de rio y 9 meses
en aguas de laguna (Holzmann y cols., 2004), entre 5 y 11 meses en materia fecal (MF)
y 1 afio a -14°C (Kazda, 2009). Los suelos humedos, con pH acido y alto contenido en
turba favorecen su sobrevivencia (Johnson-Ifearulundu y Kaneene, 1997; Manning y
Collins, 2001).

La supervivencia intracelular de MAP se debe a su capacidad de alterar la
maduracion fagosomal, evitar la acidificacion progresiva de este compartimiento y su
fusién con los lisosomas (Kuehnel y cols., 2001).

Es un microorganismo capaz de infectar a una gran variedad de especies
animales, entre ellos los animales de produccion de los cuales se destacan los bovinos,
ovinos, caprinos y camélidos.

1.2.1.3- Epidemiologia

La PTB, es una enfermedad que afecta la produccién bovina, no es facilmente
detectable a través de los signos clinicos y presenta una sintomatologia subclinica
inaparente que enmascara el futuro de la enfermedad; esta enfermedad produce pérdidas
en la actividad ganadera tanto en lecheria como céarnica, s6lo algunos paises de Europa,
Estados Unidos y Australia cuentan con un programa sanitario.



La prevalencia de PTB en Europa oscila entre un 7% y un 55%, en Estados
Unidos un 40% de los rodeos de mas de 300 cabezas estan infectados y en Australia la
prevalencia en rodeos lecheros es entre un 9% y un 22%. En el cuadro 1.1 podemos
observar las prevalencias de PTB en los rodeos de algunos paises de Europa.

Cuadro 1.1. Prevalencias de paratuberculosis en los rebafios bovinos de algunos

paises de Europa

Pais Ao Prevalencia
Alemania 2004 42%
Bélgica 1998 18%
Dinamarca 1998 55%
Francia 1999 68%
Italia 2001 65%
Reino Unido 1995 17%

Tomado de Nielsen y Toft (2009).

En el Pert (Cano, 2009), en un trabajo realizado en la regién de Lima, se
encontré una seroprevalencia corregida del 6,9 £ 3.3% en animales con anticuerpos
contra MAP. Benito y Rivera (1999) para la misma region, reporta una prevalencia de
29%, pero con diferentes poblaciones y con diferentes pruebas diagndsticas.

1.2.1.4.- Factores de susceptibilidad

o Edad:

Los animales mas susceptibles a la infeccion son los menores de 6 meses de
vida, especialmente en los primeros 30 a 60 dias por la inmadurez inmunoldgica, el
desarrollo de las placas de Peyer (Takanashi y cols., 2008) y el nivel de exposicion a
MAP (Marcé y cols., 2011), a pesar de que los signos clinicos se presentan en animales
mayores a 3 afios de edad. La susceptibilidad disminuye con la edad, pero también
depende del estado fisioldgico, inmunitario, nutricional y la carga bacteriana. Aunque
con la edad desarrollan resistencia, algunos animales adultos pueden infectarse si hay
suficiente carga bacteriana en el ambiente, pero raramente desarrollan los signos
clinicos porque generalmente se descartan antes por problemas reproductivos o edad
avanzada.

o Numero y momento de lactacion:

Las hembras lecheras de alta produccion y en el pico de lactancia tienen un alto
riesgo de infeccion (Jakobsen y cols., 2000). Esto es debido a que una alta produccion
genera una disminucion en el sistema inmunoldgico, asi mismo los animales con una
lactacion prolongada (mayor a 305 dias), son obligados a producir mas de lo normal
convirtiéndolos en blancos para la enfermedad.

o Estrés:
En situaciones de estrés, el animal infectado puede empezar a eliminar las
micobacterias en heces y mas adelante manifestar la diarrea (Soberon, 2011).
Convirtiéndose asi en una fuente de infeccion para los demas animales.

1.2.1.5.- Transmision:

La principal forma de transmision es cuando el ternero recién nacido esta
expuesto a las ubres contaminadas con materia fecal o directamente por la ingesta de
calostro o leche de vacas infectadas. La transmision transplacentaria también puede



ocurrir en el utero de una vaca positiva ya sea vientre natural o receptora de una
transferencia embrionaria (Manning y Collins, 2001).

1.2.1.6.- Resistencia y persistencia:

En comparacion con otras bacterias, incluidas el resto de micobacterias, MAP se
caracteriza por su extremadamente baja actividad metabdlica, lo que conlleva una
velocidad de crecimiento en condiciones Optimas 24 veces inferior que la de bacterias
como Escherichia coli (Juste y cols., 2009).

Es capaz de sobrevivir en agua corriente con pH no neutro hasta 14 meses
(Larsen y cols., 1972) y en agua destilada hasta 15 meses, reduciéndose la concentracion
inicial en 1 Logl0 cada 68.5 dias (Sung y Collins, 1998). También permanece 55
semanas en ambientes secos y sombrios, y 48 semanas en agua de presa no expuesta a
luz solar. La supervivencia en heces puede llegar hasta los 246 dias (Lovell y cols.,
1944), en purines hasta 287 dias (Jorgensen, 1977) y entre 21 y 28 dias durante la
digestion anaerdbica de purines de una planta de biogas (Olsen y cols., 1985), aunque
supuestamente la mezcla de heces y orina produce un efecto bactericida (Chiodini y
cols., 1984). Ademas, su resistencia le permite soportar tratamientos de esterilizacion
aplicados a la leche y al agua destinada al consumo humano (Whan y cols., 2001).

Por el contrario, parece sensible a la luz solar, las altas temperaturas, la
desecacion, la elevada concentracion de calcio y el hervido (Merkal y Cullogh, 1982).

1.2.1.7.- Patogenia:

La patogénesis describe la manera en la cual el patdgeno ingresa al cuerpo del
hospedador, se multiplica para poder ser liberado y diseminarse por el medio ambiente,
mientras el hospedador esta en la lucha de disminuir los dafios.

La forma en la cual hay mas porcentaje de certeza por la cual el microorganismo
ingresa al cuerpo del hospedador es la via oral, la susceptibilidad de los animales
jévenes estaria relacionada con el gran tamafio de las placas de Peyer, las cuales se van
reduciendo a medida que el animal crece, ya que este es el punto de entrada al
organismo (Momotami y cols., 1988).

Se ha hallado evidencia en la enfermedad en terneros, que el rumen tiende a
mostrar un engrosamiento de las vellosidades, con pérdida de la arquitectura normal; y
el abomaso puede presentar un tamafio del 75% en relacion a una ternera sana. En el
intestino delgado, desde yeyuno, duodeno e ileon, la mucosa tiende a estar
congestionada en algunas zonas y en otras con presencia de equimosis y sufusiones.

La patologia conduce a un engrosamiento del epitelio en la parte baja del
intestino, causa mala absorcion de nutrientes, y eventualmente la muerte de los animales
afectados (Berger y cols., 2006).

El engrosamiento de la pared intestinal principalmente en el ileon es el rasgo
caracteristico en los bovinos, las mucosas se presentan edematosas tumefactas, con
aspecto carnoso, formando gruesos pliegues, que pueden presentar grietas, areas
congestivas, petequias o ulceraciones (Blood y Radostis, 1989).

Especificamente la parte del intestino delgado més afectada por esta enfermedad
es el ileon en donde se deberian absorber los nutrientes digeridos en las porciones
anteriores por las enzimas digestivas, biliares y pancreaticas; en esta zona en un animal
sano se encuentran una serie de pliegues que estan cubiertos por vellosidades
digitiformes, la presencia de esta enfermedad produce una atrofia y fusion de estas
vellosidades lo que conduce a un sindrome de mala absorcion e hipoproteinemia (Liying



y cols., 2008), ya que es en esta zona de la mucosa intestinal donde se realiza la
absorcion de amino&cidos provenientes de las proteinas de la dieta.

Es minima la cantidad de nutrientes absorbidos volcados a la red linfatica y
capilar para su transporte a los tejidos donde se realiza el metabolismo intermedio, la
glandula mamaria también capta en forma minima aminoacidos circulantes en especial
los esenciales, para sintetizar proteinas propias de la leche como la caseina, alfa-
lactoalbumina (a-LA) y beta-lactoglobulina (B-LG) (Trinchero y cols., 2013). Lo que
haria suponer que los animales infectados tendrian menor cantidad de dichas sustancias
por la baja cantidad de aminoéacidos.

La glucosa sintetizada en el higado es la responsable de los niveles de glucemia
en los rumiantes (40-60% m/v; Trinchero y cols., 2013), los animales con
sintomatologia clinica de paratuberculosis al enfrentar periodos avanzados, presentan
linfonddulos en el higado lo que podria ocasionar una disfuncion en la gluconeogénesis,
e inducir una disminucién de la produccion de lactosa.

La micobacteria se ubica en fagosomas o endosomas inmaduros de los
macréfagos del bovino, con mayor preferencia en las placas de Peyer ileales y
yeyunales (Corpa y cols., 2000), después de atravesar la mucosa. De esta manera se
inicia el estadio asintomatico o silencioso de 2 afios 0 mas (Chiodini, 1996).

Segun avanza la enfermedad los fagocitos infectados diseminan las
micobacterias por diferentes partes del cuerpo via sanguineos y linfaticos. (Lugton,
1999). Pudiendo localizarse en la sangre, el higado, nodulos retrofaringeos vy
mandibulares, bazo, pulmones, rifiones, ubres, glandulas mamarias, Utero, epididimo y
semen. (Ayele y cols.,, 2004). Una vez que las bacterias lograron entrar, son
transportadas dentro de la celula de manera libre en leucocitos dentro de vacuolas, y
posteriormente se introducen en fagosomas de macrdéfagos sub e intra epiteliales
adyacentes a la placa de Peyer (Tessema y cols., 2001). La supervivencia y replicacion
de MAP dentro de los macrofagos depende del grado de activacion y diferenciacion de
los mismos. Los macréfagos migran hacia los linfonddulos mesentéricos
desencadenando una respuesta inmune celular, atrayendo nuevos macréfagos al sitio de
la lesion para evitar que progrese la lesion de la infeccion, originando un granuloma
difuso (Coussens, 2004) Esta fase también es conocida como tuberculoide, la cual
coincide con el estadio subclinico donde los animales son bajos excretores fecales y en
leche (Coussens, 2004). La respuesta inmune celular al transcurrir los afios pasa a ser
reemplazada por la respuesta inmune humoral, lo que favorece su diseminacion por la
via linfatica y sanguinea.

La fase lepromatosa se caracteriza por las lesiones granulomatosas extendidas a
la Iamina propia adyacente y otras zonas del intestino, lo que se conoce también como el
estadio clinico y avanzado, se detecta una abundante excrecion fecal, y se produce el
sindrome de la mala absorcion (Chiodini, 1996).

1.2.1.8.- Manifestaciones Clinicas:

El signo patognomanico de la enfermedad es la diarrea e intermitente, a causa
del sindrome de mala absorcion lo que causa una pérdida de peso es decir una
disminucion del estado corporal, ademas de la disminucion de la produccién lactea,
presencia de mastitis e infertilidad.



Podemos distinguir cuatro marcados estadios:

o Infeccion latente:
Tambien llamado estadio silencioso se presenta en terneros, novillos y vacas
hasta los dos afios, no presentan signos clinicos o algiin cambio sobre su peso corporal 0
estado fisico, pero los animales si pueden excretar la bacteria. Las pruebas diagndsticas
dificilmente permiten detectar la infeccion, sin embargo en algunos pocos casos se
puede cultivar el agente a partir de heces o demostrar su presencia en tejidos.

o Enfermedad subclinica:

Son los portadores adultos, no presentan signos clinicos pero pueden presentar
otras anomalias, como mastitis o infertilidad. Durante el estadio subclinico, los sintomas
que pueden llevar a su sospecha son principalmente pérdidas de produccién, que en
bovino lechero como ya se ha mencionado puede variar de un 4 hasta un 14% de leche
dependiendo de la lactacion en que se encuentre (Benedictus y cols., 1985). El cultivo
de heces sera negativo en la mayoria de los casos, siendo solo positivos entre el 15 y
25%. Las pruebas seroldgicas podrian resultar negativas en su minoria, y si los animales
no se sacrifican la enfermedad pasaré al siguiente estadio.

o Enfermedad clinica:

Considerada la punta del iceberg ya que se hace referencia a los pocos casos
sintomaticos en comparacion al ndmero total de individuos infectados. Los signos
clinicos comienzan a aparecer después de los 2 afios de edad, siendo mas frecuentes
entre los 2 y los 6 afios coincidiendo con los partos y el inicio de las lactaciones, y
aunque en pequefios rumiantes pueden comenzar antes, su aparicion también esta
asociada a la introduccidn de estos estreses (Chiodini y cols., 1984).

Son casos esporadicos debido a la lentitud con que se disemina la enfermedad.
Se observa pérdida gradual de peso, y condicion corporal (Taylor, 1945) pero el apetito
es normal. Varias semanas después se presentaran cuadros de diarrea y disminuird mas
evidentemente la produccidén lactea, mientras que las constantes fisioldgicas
permaneceran normales (Frecuencia Cardiaca 40-80, Frecuencia Respiratoria 10-30,
Temperatura 37.7°-39°C,).

o Enfermedad clinica avanzada:

Conforme va avanzando la enfermedad, la emaciacion es el signo mas evidente,
acompafiado de edema intermandibular, que generalmente desaparecera al iniciar las
diarreas, que se observan como heces liquidas expulsadas a chorro. La enfermedad
puede durar de semanas hasta meses, pero siempre terminard en deshidratacion grave,
emaciacién y debilidad, por lo que es necesario el sacrificio del animal.

1.2.1.9.- Lesiones a la necropsia

La pared intestinal tiene un grosor cuatro veces superior al normal, con la
mucosa arrugada y linfonddulos de la serosa muy engrosados. Presenta unas mucosas
edematosas, tumefactas, con aspecto carnoso, formando gruesos pliegues, que pueden
presentar grietas, areas congestivas, petequias o ulceraciones (Buergelt y Duncan,
1978).

La valvula ileocecal presenta enrojecimiento de bordes que puede convertirse en
edema con engrosamiento y degenerar en una posterior formacion de arrugas. Los
linfonodos mesentéricos e ileocecales se encuentran engrosados y edematosos. Se
observan al microscopio grandes cantidades de macréfagos epitelioides y células
gigantes multinucleadas en ldmina propia y submucosa en los segmentos afectados del



intestino, con frecuencia se observa linfangitis granulomatosa. En casos avanzados se
observa una elevada incidencia de arteriosclerosis.

1.2.1.10.- Diagndstico

Las pruebas de diagnostico para detectar la infeccion de MAP, pueden ser
categorizadas en las que identifican el microorganismo, y en aquellas que identifican la
reaccion inmunolégica

El diagnostico de la PTB bovina puede realizarse por los signos clinicos,
estudios anatomohistopatoldgicos, identificacion del agente causal o por pruebas
inmunoldgicas. El resultado de dichas pruebas depende del estadio de la enfermedad y
la prueba de referencia utilizada. (Nielsen y Toft, 2008)

El diagnostico de la PTB es un desafio pues la efectividad de las pruebas
diagnésticas depende directamente del estadio clinico en el que se encuentre el animal.
Los animales en el estadio silencioso y subclinicos se caracterizan por una alta respuesta
inmune celular, mientras en estadios clinicos y avanzados predomina la respuesta
inmune humoral. Los animales con PTB avanzada desarrollan un estado de anergia,
donde las pruebas diagnosticas son menos sensibles.

Dentro del diagndstico clinico se pueden destacar animales de 4 afios 0 mas con
adelgazamiento corporal, y probable disminucién lactea, la diarrea es acuosa e
intermitente, (Chiodini y cols., 1984). Los casos clinicos previamente descritos solo
representan el 1% de los casos presentes en el tambo. En esta circunstancia son
sugerentes los datos de descenso de la produccion lactea, susceptibilidad a trastornos
reproductivos 0 mayor incidencia de mastitis en rodeos lecheros (Chiodini y cols.,
1984).

Los animales clinicamente infectados son grandes excretores y tienen una
respuesta inmune humoral detectable por las técnicas inmunoenzimaticas (ELISA),
inmunodifusion en gel de agar (AGID) y la fijacion del complemento (CFT).

Dentro del diagnostico inmunolégico, especificamente inmuno-enzimatico, se
encuentra la prueba de ELISA para detectar anticuerpos, se aplica fundamentalmente en
animales mayores de tres afios y la certeza diagndstica corresponde al estadio en el que
el animal presenta signos de diarrea y edema submandibular, periodo donde la
eliminaciéon de MAP por materia fecal y/o leche es cuantitativamente importante. Puede
aplicarse tanto en suero como en leche, es el de mayor disponibilidad y el mas
ampliamente utilizado para establecer la situacion de la paratuberculosis en los hatos
(Tiwari y cols., 2006).

La técnica ELISA es, hasta el momento, la prueba mas sensible y especifica para
los ensayos de anticuerpos séricos contra Mycobacterium avium subsp paratuberculosis
en el ganado bovino. Su sensibilidad es comparable con la de la prueba de cultivo fecal
(FC) en los casos clinicos, pero es mayor gque la de la FC en portadores asintomaticos.
(OIE, 2008) La especificidad de la prueba ELISA se incrementa mediante la absorcion
de sueros a M. phlei.

Mediante el ELISA se detecta aproximadamente el 30-40% del ganado bovino
identificado como infectado por el cultivo de heces en medios sélidos (Whitlock y cols.,
2000). De modo similar a los métodos de cultivo, la sensibilidad del ELISA depende del
nivel de liberacion de MAP en las heces y de la edad del animal. Un amplio estudio
realizado en Australia demostrd que la sensibilidad real del ELISA en el ganado bovino
entre 2 y 4- afios de edad fue del 1,2%, 8,9% y 11,6%, respectivamente, y permanecio
entre el 20 y 30% en los grupos de méas edad. Se ha calculado que, globalmente, la



sensibilidad real para todos los grupos de edad es de aproximadamente el 15% (Jubb y
cols., 2004).

La concentracion de anticuerpos varia segun el periodo de lactacion, existiendo
concentraciones altas al principio y al final de la lactacion.

1.2.1.11.- Tratamiento y control

Son escasos los estudios de susceptibilidad a antimicrobianos a causa del
elevado costo, la prolongada duracion de los ensayos, el mantenimiento de animales
portadores y la prohibicion del empleo de determinados farmacos en animales
destinados a consumo humano (Collins, 2010). Algunos de estos estudios in vitro
demostraron la sensibilidad de MAP a ciertos antibidticos (estreptomicina,
ciprofloxacina, etambutol, dapsona, rifabutina y claritromicina), atenuando el cuadro
clinico y las lesiones macroscopicas, sin eliminar la infeccion (Zanetti y cols., 2006;
Shin y Collins 2008). Por lo cual, la antibioticoterapia mantiene los animales como
reservorios de MAP, situacion ya enunciada por Merkal y Larsen (1973).

Una serie de paises han desarrollado programas de sanidad animal con apoyo del
gobierno, para proporcionar ayuda logistica, administrativa y financiera, con el fin de
controlar esta enfermedad. La enfermedad de Johne se ha convertido en una enfermedad
que requiere un programa nacional de control, debido a la creciente evidencia y a la
preocupacion por las pérdidas de produccion y las posibles restricciones internacionales
del ganado.

La falta de tratamientos y pruebas diagnosticas certeras para el control de esta
infeccion, impone la ejecucion de medidas de prevencion para evitar la introduccion y
transmision de MAP al establecimiento (Harris y Barletta, 2001).

Entre estas medidas, son importantes las practicas de bioexclusion para evitar el
ingreso del microorganismo (MO) al establecimiento a través tanto de material
bioldgico (ingreso de animales de reposicion, control de la fauna silvestre, etc.) como no
bioldgico (agua de afluentes, fomites, etc.).

Asi también son significativas las tacticas de gestion interna enfocadas a
mantener buenas préacticas de limpieza y desinfeccidén de las instalaciones (areas de
partos, separacion temprana de las crias y sus madres, etc.) a fin de disminuir y evitar la
diseminacion de MAP dentro del establecimiento. Se debe recordar que una correcta
gestion interna se logra a través de una adecuada capacitacion del personal del
establecimiento.

1.2.2.- Importancia productiva y econémica

La paratuberculosis causa pérdidas econdmicas a través de la disminucién en la
produccién de leche, la que varia de un 14,6 % a un 15,9%, alcanzando hasta un 19,5%
en la Gltima lactacion (Buergelt y Duncan, 1978, Benedictus y cols., 1987, Spangler y
cols., 1992).

En la penultima lactacion de animales con paratuberculosis subclinica, se ha
observado una reduccion en la produccién de leche del 4-6% (Nordlund y cols., 1996),
ascendiendo la pérdida hasta un 14% en la ultima lactacion antes del sacrificio
(Benedictus y cols., 1987, Wilson y cols., 1993). Sin embargo, segin Johnson y su
grupo de trabajo (2001), en rebafios con una media de dos partos 0 menos, las pérdidas
de produccion lechera apenas tienen importancia.

Al ser esta una enfermedad que afecta la absorcion de nutrientes, los animales
consumen normalmente su racion subutilizandola porque se produce una reduccion de



10

la conversidn del alimento, por lo que su condicion corporal comienza a deteriorarse a
medida que la enfermedad progresa, incremento en los honorarios veterinarios y los
medicamentos inutilmente administrados por el error del diagnostico, los reproductores
comienzan a carecer de valor. Finalmente en la fase crénica provoca la muerte del
ganado infectado.

Se puede también nombran muchas mas perdidas inaparentes, como la
eliminacién prematura de animales infectados, menor valor comercial de canales
(Collins, 2010) puesto que disminuyen su condicién corporal, ya sea en la industria
carnica, o en la industria lactea, el incremento de la tasa de descarte, la reduccion a la
mitad de la expectativa de la vida productiva, se genera la pérdida de inversién en el
stock de reposicion que ha sido infectado o expuesto desde el nacimiento, con lo cual se
limita la diversidad genética, el aumento de los costos de reposicion, se genera un
periodo improductivo desde el descarte hasta que el animal de reemplazo comienza a
producir, se incrementa en la susceptibilidad a otras enfermedades y problemas
reproductivos, se disminuye la ganancia de peso y en el valor de recupero en el
frigorifico, y se produce una pérdida de marketing en los animales destinados a venta.

La mayor pérdida econdmica en los establecimientos con alta prevalencia es la
reduccion de la produccidn lactea, tanto en cantidad como en porcentaje de grasa y de
proteinas (Gonda, y cols., 2007; Pillars y cols., 2009). La produccion lactea puede
descender entre un 15% a 20%; segun el estadio de la enfermedad y numero de
lactancia (Spangler y cols., 1992; Nordlund y cols., 1996).

En animales en estadios clinicos y/o avanzados se estima una pérdida de 573 kg
y de 1.273 kg en la 1° y 5° lactancia, respectivamente (Benedictus y cols., 1987; Van
Leeuwen y cols., 2002). Wilson y cols., (1993), Beaudeau y cols., (2007), Aly y cols.,
(2010), entre otros, informan que los animales infectados con MAP presentan un
descenso en su produccidn lactea en relacién a los animales no infectados. Otros
estudios informan la falta de diferencia de produccién entre ambas categorias (Johnson
y cols., 2001; Pillars y cols., 2009), mientras que otros investigadores registran una alta
produccidn lactea alrededor de los dos afios de edad en los animales infectados (McNab
y cols., 1991).

Similares contradicciones se informan en estudios referidos a la composicion de
la leche (contenido en grasa y proteina), recuento de células somaéticas y presencia de
anticuerpos anti MAP, en animales infectados (McNab y cols., 1991; Gonda y cols.,
2007; Baptista y cols., 2008).

1.2.2.1.- Consecuencias economicas de la PTB:
o Disminucién de la produccion lactea:
Las vacas altas productoras clinicas positivas a PTB, son desechadas antes de su
segunda gestacion puesto que la disminucién lactea es de 19.5% (Benedictus y cols.,
1987).

La magnitud de la asociacién entre la infeccion subclinica y la produccion de
leche depende del numero de lactancias del animal asi como de la etapa de la
enfermedad y por ultimo del periodo de lactancia, ampliamente estudiados en esta
investigacion.

Jonson- Ifearulundu y Kaneene en 1997 mencionaron que la evaluacion de la
enfermedad subclinica en la produccion, debe considerar un promedio del nimero de
partos de la muestra de la poblacion. En hatos que tienen un promedio de nimero de
partos de 2 o menos, la infeccion subclinica puede tener un pequefio impacto en la



11

produccidn, puesto que la prevalencia de la enfermedad no es tan alta para animales
jévenes, disminuyendo el impacto en la produccion lactea.

o Muerte de animales.

Chiodini en 1984 estimd que las pérdidas de animales adultos, se encuentran
entre un 3 a 10% por paratuberculosis. El costo econdmico debido a la mortalidad se
estima al determinar la diferencia entre el valor al desecho de los animales con
paratuberculosis y el costo de la adquisicion de vaquillas de reemplazo.

o Desechos prematuros.
Los desechos prematuros ocasionan pérdidas de material genético, aumentan el
namero de animales eliminados voluntariamente, por lo que aumentara el costo por
incremento del rodeo y sobre todo de animales de reemplazo.

La eliminacion temprana de animales en un rodeo infectado con
paratuberculosis, se puede deber a: un control de la enfermedad, presencia de animales
falsos positivos, predisposicion a otras enfermedades (por la inmunosupresion), la cual
no permite a los animales alcanzar su méaximo pico de produccion o fallas
reproductivas.

o Fallas reproductivas.

Se encontrd que existe un alta probabilidad de desechar animales que padecen
paratuberculosis bovina en forma subclinica, (Buergelt y Duncan, 1978) por problemas
de infertilidad. Ademas el intervalo entre partos se alarga en animales asintomaticos.
Esto se puede deber al incremento de balance energético negativo, por la emaciacién a
consecuencia de la PTB (Johnson y cols., 2001).

o Costos médicos:

Esta patologia no tiene tratamiento, los animales pueden mejorar por cierto
tiempo, pero vuelven a decaer con los mismos sintomas y ademas contindan eliminando
el agente. Muchos casos subclinicos pueden obtener un diagnostico incorrecto al no
presentar signos de paratuberculosis bovina, siendo tratados sin ningun sentido,
aumentando los costos médicos.

El tambero necesitard de la visita de un médico veterinario para realizar el
diagnostico lo que representa un costo extra.

o Costos por el diagndstico.
Para realizar el diagnostico se puede realizar la prueba de ELISA, PCR y/o
cultivo bacterioldgico. Estos procedimientos tienen un costo que aumentaria la pérdida
econdmica de esta enfermedad.

1.2.3.- Composicion de la leche

La leche es el producto normal de la secrecion de la glandula mamaria, es un
alimento nutritivo que esta compuesto por caseina, lactosa, grasa y vitaminas. La
composicion de la leche bovina varia considerablemente segun la raza, el estado o
momento de lactancia, alimento, entre otros factores.

A pesar de estas variaciones las relaciones entre los componentes suelen ser muy
estables por ejemplo la densidad normal varia entre 1,023 a 1,040 (Wattiaux y
Armentafio, 2002), pudiendo asi detectar algin tipo de adulteracion.

La glandula mamaria para producir leche, tiene que llevar a cabo por lo menos
tres funciones en su células epiteliales; las cuales son i) obtener energia para realizar su
trabajo, donde la mitocondria juega un papel muy importante; ii) elaborar los
componentes de la leche que no provienen directamente de la sangre; vy iii) regular la
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cantidad de los diferentes elementos que integran la leche (Bath, y cols., 1979). Se
considera que pasan por la glandula aproximadamente 500 volimenes de sangre o 375
volumenes de plasma por cada volumen de leche que se produce (Bath, y cols., 1979).

Se puede decir que en la leche, la proteina esta constituida por la caseina, y el
plasma por la albimina y la globulina (Dukes, 1977). En el cuadro 1.2 se encuentra la
distribucion de componentes propuesta por lturbe (2012).

Cuadro 1.2. Composicion de la leche bovina (agua, grasa, lactosa, minerales y
proteina) expresada en gramos por litro (g I'!). Composicién de la proteina total
tomando en cuenta la caseina y las proteinas del suero. Composicion de las

proteinas del suero expresadas en gramo por litro (g 1) y en porcentaje

1 Litro de leche (g1 %
Agua 879,00
Grasas 34,00
Lactosa 47,00
Minerales 7,00
Proteina total 33,00 100,00%
Caseinas 26,0 79,50%
Proteinas del suero 6,3 19,30% 100%
Alfa lactoalbimina 19 5,82% 30%
Beta lactoglobulina 3,3 10,11% 52%
Seroalbumina 0,4 1,23%
Inmunoglobulinas 0,7 2,14%

Iturbe (2012)

1.2.3.1.- Sintesis de proteina.

Las caseinas lacteas son sintetizadas a partir de aminoacidos que son asimilados
de la sangre bajo el control del material genético (DNA o ADN). Estas proteinas son
envasadas en micelas antes de ser liberadas en el lumen de los alvéolos mamarios
(Wattiaux y Armentafio, 2002).

La proteina de la leche de vaca estd formada en un 2.7% por caseina y un 0.5%
de proteinas del suero. (Valores respecto del total de la composicién lactea). La caseina
ocupa el primer lugar en cantidad y es importante para la estabilidad de las proteinas en
la leche y tiene gran interés para la elaboracion de productos derivados. Concretamente,
las proteinas del suero suponen alrededor del 20% de las proteinas de la leche bovina
(Baro y cols., 2001).

El suero lacteo estd compuesto de proteinas importantes en el primer lugar en
cuanto a cantidad tenemos a la B-lactoglobulinas (B-LA), en segundo lugar en cantidad
en la leche es la a-lactoalbimina (a-LA) (Cuadro 1.2). Una vez que las caseinas se han
retirado de la leche y esta se ha vuelto acida, la a-lactoalbimina se puede separar por
calentamiento para precipitarlas. EI control genético de la leche sintetizada en el alvéolo
proviene de la cantidad de la a-lactoalbumina sintetizada por las células secretoras. Esta
proteina es un regulador importante de la cantidad de lactosa y leche que se produce por
dia (Watiaux y Armentafio, 2002).
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o Beta-Lactoglobulina (B-LG)
La B-Lacto globulina (B-LG) representa cerca del 50% de la proteina del suero y
el 12% de la proteina total de la leche de los bovinos. En el lacto suero se encuentra en
una concentracion de alrededor de 3-4 g It (Conrado y cols., 2005).

La B-LG esta compuesta de una secuencia 162 residuos de aminoacidos con un
peso molecular de 18.4 kDa (Kontopidis y cols., 2004). Debido a su gran valor nutritivo
puede ser usada para la fortificacion de bebidas y jugos de fruta gracias a su gran
solubilidad y estabilidad. (Grasselli y cols., 1997). Ultimamente se demostrado que P-
LG presenta una mediana capacidad antioxidante respecto a la vitamina E y probucol, lo
que incrementa su importancia a nivel nutricional (Lin y cols., 2007).

La B-LG interviene en el metabolismo de los acidos grasos en las crias
facilitando la accién de la enzima lipasas. (Perez y Calvo, 1995). Conjuntamente con su
funcién nutritiva, se ha sugerido que regula el sistema digestivo. Ademas, cumple una
accion antimicrobiana directa (Chaneton y cols., 2008).

o Alfa-Lactoalbimina (a-LA)

Es una calcio metaloproteina que en las células del epitelio mamario forma un
complejo con la B-1,4 galactosiltransferasa, para formar la enzima lactosa sintasa, la
cual sintetiza lactosa en el interior de la vesicula secretora del aparato de Golgi. La
formacion de este complejo es necesaria para la sintesis de la lactosa. (Bawden y
Nicholas, 1999) La lactosa es el principal carbohidrato de la leche. La a-LA es
osmoticamente activa y regula el volumen de la leche producido. (Kuhn y cols., 1980).
Posee otros efectos beneficiosos sobre la salud del ternero lactante debido a su elevada
proporcion de aminoacidos esenciales (triptéfano y cisteina). En el lacto suero se
encuentra en una concentracion de alrededor de 1.5 g I'* (Conrado y cols., 2005).

o Inmunoglobulinas
Las inmunoglobulinas son proteinas que forman parte del sistema de defensa
contra microrganismos. La estructura basica, con forma de Y esta constituida por dos
cadenas ligeras y dos cadenas pesadas (Konecny y cols., 1994). Unidas por puentes di
sulfuros. En el lacto suero se encuentra en una concentracion de alrededor de 0.6 - 0.9
gl (Conrado y cols., 2005).

Las inmunoglobulinas (lgs) son sintetizadas por el sistema inmune, y estas
proteinas generalmente son extraidas desde la sangre. La permeabilidad de las células
secretoras para las Igs es alta durante la sintesis de calostro, pero decrece rapidamente
con el comienzo de la lactancia. Estas proteinas portan las propiedades inmunoldgicas
de la leche y protegen a los pequefios mamiferos hasta que su propio sistema
inmunoldgico esté desarrollado (Troncoso, 2014). La alteracion de las mismas puede
indicar del padecimiento por parte del animal (Hermiday cols., 1992).

o Seroalbumina
La albumina de la leche es la misma que se encuentra en la sangre, y procede de
ella. Es una proteina relativamente grande, con una cadena formada por 528
aminoacidos (Walstra y Jenne, 1987). En el lacto suero se encuentra en una
concentracion de alrededor de 0,2-0,6 g I'* (Conrado y cols., 2005).

1.2.3.2.- Sintesis de grasa.

El acetato y el butirato producido en el rumen son utilizados, en parte, como las
unidades de construccion de los acidos grasos de cadena corta que se encuentran en la
leche (Wattiaux y Armentafio, 2002). El glicerol necesario para unir tres acidos grasos
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en un triglicérido proviene de la glucosa. Cerca del 17-45% de la grasa en la leche se
forma del acetato y 8-25% del butirato (Ruiz, 2010).

La composicién de la dieta posee una influencia muy importante en la
concentracion de grasa. Los lipidos movilizados de las reservas corporales en el
comienzo de la lactancia son unidades de construccion para la sintesis de grasa
(Wattiaux y Armentafio, 2002). Sin embargo, segun Chilliard y cols., (2002),
aproximadamente el 60% de los acidos grasos presentes en la grasa lactea son captados
de la sangre y el 40% son sintetizados en la gldndula mamaria. Por lo tanto, la
composicion de la grasa de la leche puede encontrarse alterada por la manipulacion del
tipo de grasa en la dieta de la vaca (Troncoso, 2014).
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1.3.- Objetivo General:
El objetivo del trabajo fue evaluar el impacto de la infeccién de MAP sobre la
produccién de leche (cantidad y calidad) a partir del estudio individual de las hembras
en produccion.

1.3.1.- Objetivos particulares

1) Identificar alteraciones del perfil proteico en leches de rodeos lecheros
comerciales con aislamiento de MAP por cultivo y su identificacion por PCR y/o
con serologia positiva a MAP por la prueba de ELISA-PPA desarrollado con
antigeno comercial.

2) Analizar los datos productivos (identificacion de alteraciones y asociaciones) de
las hembras en produccion positivas a ELISA-PPA en leche.

3) Analizar la asociacion entre los parametros productivos y las alteraciones
encontradas en el punto anterior.

4) Realizar un ejercicio sobre los resultados econdmicos asociados con el desarrollo
de esta enfermedad.
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1.4.- Hipotesis General
El bacilo de la Paratuberculosis al ingresar a la barrera gastrointestinal, induce
un engrosamiento en la mucosa y posterior atrofia de las vellosidades intestinales en la
parte terminal del intestino delgado, causando una reduccion del &rea de absorcion, mala
absorcion de nutrientes, y alteracion de la permeabilidad.

En virtud de lo anterior es esperable que:

1. La produccion de leche se reduzca debido a que al disminuir el agua corporal se
generaria un cuadro de hipovolemia (se necesita que circulen por la ubre entre 400 a
500 kg de sangre para producir 1 kg de leche), y esto atentaria contra la
disponibilidad de nutrientes para usos metabolicos.

2. EIl sindrome de mala absorcion produce hipoproteinemia y en forma asociada se
espera observar disminucion de los solidos totales y de proteina total ya que la
glandula mamaria veria restringida su capacidad de captar los aminoacidos
circulantes (en especial los esenciales).

3. Los animales infectados puedan ser identificados por la presencia de la respuesta
inmune humoral en el suero de la leche.

4. Los animales que presentan anticuerpos en suero de leche produzcan menor
cantidad de litros (por asociacion entre las predicciones anteriores).

5. La infeccion afecta la composicidn de las fracciones de proteina lactea debido a la
menor cantidad de aminoacidos circulantes captados por la glandula mamaria, esto
disminuye la capacidad de sintesis de proteinas propias de la leche (a-
lactoalbumina, B-lactoglobulina), se espera que la disminucion en las fracciones
proteicas no sea homogénea.
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CAPITULO 2

ALTERACIONES DEL PERFIL PROTEICO DE LA LECHE POR LA
PRESENCIA DE MAP
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2.1.-Introduccion

La composicion de las proteinas presentes en la leche, esta asociada al proceso
de secrecion lactea (Schanbacher y Larry Smith, 1974). Se ha demostrado que se alteran
por distintas patologias, como por ejemplo las mastitis registran una elevada
concentracion de proteinas en el suero sanguineo, mientras las concentraciones de alfa-
lactoalbumina (a-LA) y beta-lactoglobulina (B-LG) se presentan reducidas (Hogarth y
cols., 2004). Los datos de variacion de a-LA y B-LG en el suero de leche no estdn muy
estudiados, la influencia del estado de la infeccién de la glandula mamaria ha sido
relacionado con la mastitis clinica y con infecciones experimentales subclinicas
(Anderson y Andrews, 1977).

La paratuberculosis (PTB) es una enfermedad cronica intestinal, causada por
Mycobacterium avium spp. paratuberculosis (MAP), la cual genera un sindrome de
mala absorcion en el intestino delgado, especificamente en el ileon, donde se produce
una atrofia y fusion de las vellosidades ocasionando un cuadro de hipoproteinemia,
(Liying y cols., 2008). Como consecuencia, podriamos suponer que la cantidad de
nutrientes que ingresan a la red linfatica y capilar estaria disminuida, por lo tanto se
realizaria un metabolismo intermedio deficiente, afectando la llegada de aminoéacidos
circundantes especialmente los esenciales a la glandula mamaria, afectando la sintesis
de proteinas propias de la leche como la caseina, alfa-lactoalbimina (a-LA) y beta-
lactoglobulina (B-LG). La composicion de la leche en general puede ser afectada por
aspectos sanitarios de la vaca, por lo tanto la proporcion en la que se encuentran los
distintos componentes en la leche no serd constante (Alais, 1985; Casado y Garcia,
1985).

La principal proteina del suero de leche es a-LA, juega un papel importante en la
sintesis de lactosa en la glandula mamaria, y consecuentemente del incremento en el
volumen de la leche producida. La a-LA es generada por las células epiteliales de la
glandula mamaria s6lo durante la lactacion y forma un complejo con la enzima
galactosiltransferasa, para formar la lactosa sintetasa, la cual cataliza el Gltimo paso de
la biosintesis de la lactosa en la glandula mamaria (Hill y Brew, 1975). Durante este
proceso, la sintesis de a-LA regula el volumen de la produccion de leche. Ademas a-LA
posee un unico sitio de union ente el calcio y la proteina, lo que es muy conveniente
para los estudios acerca de los efectos del calcio en la interaccion de la proteina con
otras proteinas, péptidos, membranas y compuestos organicos (Hiraoka y cols., 1980),
actualmente se ha encontrado que algunas formas de a-LA pueden inducir apoptosis en
células tumorales, lo que sugiere que esta proteina puede cumplir multiples funciones
bioldgicas (Svensson y cols., 1999).

En términos generales en este capitulo se analizé por la técnica de electroforesis
el perfil proteico del suero de muestras de leche provenientes de rodeos libres e
infectados por MAP y diagnosticados por PCR IS 900 en leche, ELISA (anticuerpos
anti-PPA) en suero de sangre y Cultivo de MF.

El objetivo de este capitulo fue identificar alteraciones del perfil proteico en
leches de rodeos lecheros comerciales con aislamiento de MAP por PCR y con
serologia positiva a MAP por la prueba de ELISA-PPA desarrollado con antigeno
comercial.
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2.2.- Materiales y Métodos:

2.2.1.- Origen de las muestras:

A partir de cuatro rodeos de la provincia de Buenos Aires. (Partidos de General
Pueyrredon, General Viamonte y Lincoln) con un sistema de produccion semi extensivo
pastoril, se seleccionaron dos establecimientos libres y dos establecimientos infectados
por MAP, segun los siguientes criterios: libres cuando no presentaron ninguna
caracteristica de la enfermedad por los ultimos 5 afios y arrojaron resultados negativos
en los diagnosticos complementarios, e infectados cuando tuvieron antecedentes
clinicos de la enfermedad, o con serologia positiva y/o aislamiento de MAP.

El total de muestras de leche (20) fueron obtenidas de bovinos en estado de
lactacion, de raza Holando Argentino, entre 4 y 10 afios de edad; 10 de ellas
provenientes de rodeos libres de MAP y 10 provenientes de rodeos infectados, sin
signos clinicos compatibles con PTB, cursando el estadio | y/o 11, se seleccionaron las
muestras que cumplieron como requisito la positividad a ELISA en suero sanguineo,
PCR en leche individual y cultivo fecal (Anexo 1) (muestras donadas por la Doctora
Med. Veterinaria Liliana Gilardoni de su previa investigacién, 2016).

2.2.2.- Acondicionamiento y preparacion de las muestras de leche

De cada animal (un cuarto mamario anterior y de uno posterior) se tomaron las
muestras de leche (50 ml por extraccion manual post lavado de la ubre y despunte) en
un recipiente estéril.

2.2.3.- Descripcion de las técnicas usadas.

Cada muestra de leche fue centrifugada a 4°C durante 20 minutos (10.000 rpm),
y se generd la precipitacion de la caseina, por adicion de acido clorhidrico al 10%, a pH
4.6 separando a las proteinas del suero, obteniendo tres fracciones: grasa, suero lacteo y
precipitado. Se retird la capa grasa con la espatula de metal y se procedi6 a absorber el
suero de leche. Este suero fue transferido a tubos cénicos de 15 ml, rotulados con el
nimero de muestra y conservados a -20°C hasta su estudio.

Las muestras del suero de leche fueron procesadas por refractometria, la técnica
de electroforesis y la estimacion de las fracciones proteica realizada por densitometria.

a) Evaluacion de proteinas totales

El valor de la proteina total (g I!) se obtuvo por refractometria. Para lo cual se
coloco el refractémetro frente a una buena fuente de iluminacion y una vez comprobado
que los prismas estaban perfectamente limpios, con una pipeta Pasteur y sobre la
superficie del prisma inferior (en posicion horizontal), se colocé 1 o 2 gotas de suero
problema, y se cerr6 el prisma. Se hizo incidir un haz de radiacion y se observo por el
ocular, con el acromatizador se corrigio la aberracion cromética y a continuacion se
ajustd la medida del indice de refraccion.

b) Electroforesis:
Acondicionamiento de la tira:

Las tiras de acetato de celulosa (Cellogel) se conservaron en metanol al 40%,
por lo que fue necesario lavarlas primero con abundante agua y antes de sumergirlas en
la cuba con el buffer de electroforesis Veronal sodico por 4 minutos. Se escurrio el
exceso de buffer, se secaron las tiras con papel absorbente y se coloco la tira sobre el
soporte de la cuba, con la superficie opaca hacia arriba, quedando bien fija y plana.
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Siembra;

Se colocd con una pipeta 20 pl de muestra en un portaobjetos, con el sembrador
se tomd la muestra y se coloco en la zona cétodo, se aplico el volumen que carga en el
espacio del sembrador. Se dejo secar y se realizd una segunda siembra sobre la sombra
de la muestra sembrada anteriormente. La fuente de poder se regulé a 152 voltios por 45
minutos.

Revelado:

Una vez finalizada la corrida, se sumergio la tira 5 minutos en el colorante
Amido schwartz o Negro de Amido (Anedra, Research, AG, Argentina) (0,5 g %
diluido en metanol, agua, acido acético proporcion 4,5: 4,5: 1). Las tiras luego se
decoloraron en solucién decolorante (metanol, agua, acido acético en una proporcion
47,5: 47,5: 5), de tal manera que finalmente solo retuvieron el color las bandas de
proteinas.

Posteriormente se procedio a realizar la lectura en el densitobmetro (Dynex
Technologies, Chantilly, VA, USA) ajustando la cantidad de proteina total para el
calculo de las fracciones proteicas. La figura 2.1 representa la lectura de las fracciones
proteicas.
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Figura 2.1. Representacion grafica de la densitometria lactea a: Inmunoglobulinas
(Igs) b: a-LA, c: B-LG, d: seroalbumina (SA) (Fuente: J. Simal y cols., tomo
XI1X 1967).

2.2.4.- Anélisis Estadistico:

Los resultados (concentraciones de Igs, oa-LA, B-LG, y seroalblimina) se
analizaron por estadistica descriptiva, calculando las medidas de tendencia central
(media y mediana) y de dispersion (desviacion estandar). (Anexo ). En todos los casos
se verifico con los supuestos de independencia, normalidad y Homocedasticidad

Las diferencias entre tambos libres o infectados por MAP para cada una de las
variables fueron testeadas por un analisis de varianza (ANVA) de acuerdo a un modelo
completamente aleatorizado, utilizando el programa Infostat (Versién 2014. Grupo
InfoStat, FCA, Universidad Nacional de Cérdoba, Argentina). Las diferencias entre
medias fueron declaradas significativas para a= 0,05.

Yij = p+ ai + Ejj
Donde:
Yij : Variable observada en cada muestra.

M: Media poblacional de la variable observada estimada por el promedio.
a: Efecto medio poblacional del estado de MAP sobre la variable analizada.

&ij: término de error aleatorio asociado a la observacion Yij.
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2.3.- Resultados

Los sueros lacteos fueron estudiados por electroforesis y los resultados medidos
por densitometria de forma individual, detectdndose diferencias en los patrones
electroforéticos entre las muestras de leche provenientes de animales con resultado
positivo y negativo a PCR en leche, ELISA en suero sanguineo y cultivo fecal. La
figura 2.2 muestra resultados representativos observados en las muestras positivas, en
los cuales se observa una semejanza entre los niveles de a-LA y B-LG, similitud que
difiere del patron hallado para animales normales, donde la B-LG es aproximadamente
el 50% del total de proteina sérica (Figura 2.3, notar la mayor concentracion de B-LG
respecto a la de a-LA).

Los resultados individuales de proteina sérica asi como el diagnostico mediante
las diferentes pruebas a los que estuvieron sujetas estas pruebas se encuentran en el
anexo |.

En el cuadro 8.1.1 tenemos los resultados del diagnostico de tres pruebas
(ELISA, Cultivo y PCR) realizado previamente por la Doctora Gilardoni, cada prueba

Figura 2.2. Resultados representativos de la electroforesis y lectura en
muestras positivas.

SA
B-LG

a-LA

Igs

Figura 2.3. Resultados representativos de la electroforesis y lectura en las
muestras negativas.
diagnostica tiene una sensibilidad y especificidad diferente propia y para cada estadio de
la enfermedad
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El resultado del analisis de las muestras individuales de leche mostré que los
animales no infectados o clinicamente sanos presentaron mayores concentraciones
séricas (p < 0,05) en leche de proteinas séricas totales, a-Lactoalbumina y B-
Lactoglobulina (Cuadro 2.1). Por el contrario no se hallaron diferencias (p> 0,05) en las
concentraciones de Inmunoglobulinas y seroalbuminas. Los histogramas
correspondientes a cada variable se presentan en el Anexo I.

Cuadro 2.1. Comparacion entre las concentraciones de las proteinas séricas

presentes en la leche (g 1) de bovinos MAP positivos y negativos por PCR en leche

Positivos  Negativos EEM'  P-valor
Proteina sérica 3,48 5,77 0,38 0,005
Inmunoglobulinas 0,53 0,60 0,12 0,656
a-Lactoalbdmina 1,05 1,66 0,13 0,006
B-Lactoglobulina 1,77 3,40 0,30 0,001
Seroalbimina 0,16 0,20 0,06 0,437

! Error estandar de la media

2.4.-Discusion
El objetivo central de este capitulo fue identificar alteraciones del perfil proteico
en muestras de leche provenientes de rodeos comerciales con aislamiento positivo de
MAP. Los resultados obtenidos permiten afirmar que el estado de infeccion modifica la
composicion proteica del suero lacteo.

La prueba de ELISA indirecta tiene una sensibilidad y especificidad de 36% y
87% respectivamente Gilardoni y cols., (2016), Whitlock y cols., (2000) y por Buergelt
y Williams (2004). Los animales en estadios tempranos, con baja y/o intermitente
excrecion de MAP, generalmente no producen niveles detectables de anticuerpos (Badi
y cols., 2010). Asi es como la no deteccidn de anticuerpos séricos no implica la ausencia
de excrecion de MAP por leche y/o MF (Whitlock y cols., 2000; Buergelt y Williams,
2004).

Evidentemente la infeccion de PTB tiene un impacto negativo sobre a la proteina
sérica aun en animales subclinicos en los cuales la bacteria comienza a colonizar y
lesionar las placas de Peyer en el intestino delgado (ileon) formando granulomas
difusos, ocasionando una absorcién deficiente de aminoacidos, (OIE, 2008) y por lo
tanto una captacion menor por la glandula mamaria, disminuyendo la capacidad de
sintesis de estas proteinas séricas.

La o-LA y B-LG han sido ampliamente estudiados como biomarcadores de la
funcién de la glandula mamaria (Bortree y cols., 1962; Kiddy y cols., 1968; Randolph y
cols., 1969; Sinha y Mikolajcik, 1974; Harmon y cols., 1975; Anderson y Andrews,
1977). En el caso de la mastitis Hogarth, y cols., (2004) detectaron un aumento de la
concentracion de las proteinas totales (PT) en el suero sanguineo, mientras
concentraciones de a-LA, y B-LG se redujeron en el suero lacteo. Sin embargo, Caffin y
Poutrel (1985) solo identificaron la disminucion de la concentracion de a-LA en las
muestras provenientes de leches mastiticas por coliformes. Segun nuestro conocimiento
estas alteraciones no han sido descritas para las leches provenientes de animales
infectados por MAP.
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La influencia del estado de la infeccion de mastitis clinica por Streptococcus
agalactiae asi como también por infeccion experimental, fue relacionada con la
disminucion de a-LA y B-LG, mientras que la seroalbumina y las Igs aumentaron
(Anderson y Andrews, 1977).

La concentracion de proteina sérica lactea encontrada en este trabajo para los
animales no infectados (MAP negativos) (5,77 g I!) es coincidente con la reportada por
Alais, en 1985 (5,40 g I'Y) y Abd y cols. en el 2009 (6,0 g I'%). Por el contrario, para los
animales MAP positivos se detectd una disminucion en la concentracion de proteina
sérica lactea del 40% (promedio: 3.48 g I'Y). En otras investigaciones realizadas con
suero sanguineo se observa una disminucion de proteina serica sanguinea con la
presencia de MAP (Begara-McGorum y cols., 1988, Fernandez y cols., 2012).

Las concentraciones normales de B-LG en los rodeos PCR negativos fueron de
3,40 g Ity se ubicaron dentro del rango considerado normal segun diversos autores (3 —
4 g I't; Conrado y cols., en el 2005; 2,5-4,0 g I'Y; Meza-Nieto y cols., en el 2006),
mientras que para los animales positivos se observé una disminucion del 52%.

De igual manera, el promedio de la concentracion normal de a-LA fue de 1,66 g
I* resultado que coincide con lo reportado por lturbe (2012, 1,2-1,5 g I'Y), mientras que
los animales positivos presentaron una disminucién del 37%.

Los resultados de Igs (0,60 + 0,42 g 1Y) y seroalbdmina (0,20 + 0,23 g 1)
hallados en este trabajo se encontraron dentro de los rangos normales segun Iturbe
(2012, 0,50-0,70 y 0,20-0,25 g I respectivamente).

La concentracién de seroalbimina en el suero de leche no result6 diferente entre
animales infectados y libres de MAP. Una posible causa, podria ser debido a que esta
fraccion proteica no es sintetizada por las células epiteliales de la glandula mamaria,
sino que son absorbidas desde la sangre y de ella depende la presion osmotica del suero.

También, es razonable especular que al provenir las muestras de animales en
estadio subclinico, este pardmetro fisiologico no se hubiera visto ain afectado por la
patologia. Algo similar ocurri6 con la concentracion de las inmunoglobulinas (1gs), que
pese a verse reducida en los animales MAP positivos (20%), no se detectaron
diferencias estadisticas significativas. La mayoria de Igs se producen a nivel sistémico
pero hay un porcentaje de sintesis local proveniente del sistema inmune de mucosas
representado por linfocitos B del tejido mamario. Estas células plasmaticas (productoras
de 1gs) proveen a la glandula mamaria una inmunidad local y la cantidad elevada
presente en el suero puede deberse a una respuesta inmune a la presencia de
enfermedades concomitantes (Fernandez, 2012).

Por otro lado, es posible especular que considerando la variabilidad propia de
este tipo de respuesta inmune de existir el efecto de la enfermedad sobre las
concentraciones de Igs y seroalbuminas, simplemente no haya sido posible detectarse
debido al escaso nimero de animales empleados.
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2.5.- Conclusiones Parciales

Se lograron identificar las alteraciones del perfil proteico en las muestras de

leche con aislamiento de MAP por PCR y con serologia positiva a MAP por la prueba
de ELISA (anticuerpos anti-PPA).

Se puede afirmar que: existe una relacion entre la presencia de anticuerpos
especificos a Mycobacterium avium spp. paratuberculosis en las muestras de leche y la
disminucion de la concentracion de las fracciones de proteina del suero de leche, siendo
las més afectadas las a-LA, B-LG en comparacion con el resto de las proteinas del suero
de leche.
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CAPITULO 3: ALTERACIONES DE LA CALIDAD Y CANTIDAD DE LA
PRODUCCION DE LECHE EN PRESENCIA DE MAP IDENTIFICADA A
TRAVES DE ELISA PPA
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3.1.- Introduccion

El desafio para quienes trabajan en el sector lechero no s6lo es producir mayor
cantidad de leche, sino optimizar su calidad, considerando los esquemas de
alimentacion, manejo y sanidad del ganado lechero. La calidad de la composicion de la
leche depende principalmente del aporte adecuado de proteina y energia en la dieta de la
vaca en lactacion. La cantidad de la leche estd determinada por el nimero de células
secretorias de leche y su actividad determina la produccion, la forma y duracién de la
curva de lactancia. (Knight y Wilde, 1993; Pollot, 2000).

No todas las razas bovinas tienen la misma duracion ni expresion de la curva de
lactancia, en vacas Holstein de alta produccion se ha observado que la dindmica celular
y la produccion lactea se han prolongado por 305 + 6.4 dias aproximadamente
(Hernandez, 2002). En este ciclo, el nimero de células secretorias aumenta al comienzo
de la lactancia mientras que la produccion de leche por célula baja. La produccién de
leche por célula aumenta significativamente a partir del pico de la lactancia y tiende a
ser constante durante la lactacion. ElI aumento de leche hasta el pico de la lactancia
podria deberse a la continua diferenciacion mas que al aumento de numero de células,
mientras la disminucion de leche después del pico probablemente sea debido a perdida
en el nimero de células secretorias debido al incremento en la tasa de muerte celular por
apoptosis en la ubre, la cual fue descripta por Osterman, 2003.

La PTB es una enfermedad que afecta al ganado lechero ocasionando
disminucion en la produccion de leche, donde la bacteria coloniza y lesiona las placas
de Peyer en el intestino delgado (ileon) engrosando las vellosidades intestinales
ocasionando la deficiente absorcion de nutrientes (OIE, 2008), ademéas de deteriorar su
condicion corporal a medida que la enfermedad progresa.

La condicion corporal constituye un indicador preciso de las reservas de energia
disponible por el animal para enfrentar cualquier proceso productivo. EXiste una
relacion directa entre la condicién corporal y la produccién de leche (Corea y cols.,
2008; Salgado y cols., 2008), es mas por cada 30 kg de incremento de peso vivo se logra
un aumento en la produccion de leche de 122 kg, 8 kg de grasa y 4 kg de proteina
durante las primeras 20 semanas de lactancia (Rearte, 1992). Sin embargo, los efectos
de la condicion corporal sobre los porcentajes de grasa y proteina en la leche son
considerados pequefios (Hess y cols., 1999).

La composicion de la leche estd determinada por muchos factores, uno de los
mas importantes es la alimentacion, la energia necesaria para el metabolismo de los
rumiantes proviene basicamente de los acidos grasos volatiles (AGV) producidos en el
rumen por la diferente fermentacion de los alimentos (Pereira y Armentano, 2000).
Dependiendo de la composicion de la dieta, a nivel ruminal ocurrira una variacién entre
las proporciones de los &cidos acético y butirico, que son metabolitos precursores de una
parte de la grasa en la leche, y el &cido propidnico que es el precursor de la lactosa de la
leche y gran responsable del volumen de leche producido (Backes y cols., 2000).

La PTB, ademéas de producir la mala absorcion de aminoé&cidos, en el estadio
sintomatico, produce diarrea incoercible, al disminuir el agua corporal se genera un
cuadro de hipovolemia, lo que podria reducir la produccién de leche dado que demanda
gran cantidad de nutrientes requiriendo que llegue a la ubre aproximadamente 400 a 500
kg de sangre para producir 1 kg de leche (Wattiaux y Armentafio, 2002). Ademas, esta
patologia podria reducir los solidos totales y la proteina total o hipoproteinemia, en esta
situacion la glandula mamaria captaria en forma minima aminoacidos (AA) circulantes
en especial los esenciales, para sintetizar proteinas propias de la leche como la caseina,
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a-LA y B -LG. Por otro lado, la grasa butirosa, proviene de los componentes producidos
en el rumen (Acetato, Butirato), encontrados como acidos grasos de cadena corta en la
leche, llegan al intestino en forma de acidos grasos libres, y son hidrolizados por las
lipasas pancredticas e intestinales en el duodeno y absorbidos parcialmente por la
mucosa intestinal. Debido a que la paratuberculosis afecta la absorcion intestinal, la
enfermedad aln en estadios subclinicos podria afectar la composicion de la leche.

El conteo de células somaticas es el nimero de células por mililitro de leche, y
constituye un indicador atil para medir la concentracién de leucocitos en leche, y es
comunmente usado como un indicador de la salud de la glandula mamaria (Bradley y
Green, 2005). Las células somaticas provienen de la sangre y del tejido de la glandula
mamaria (Caravaca y cols., 2005). El contenido de células somaticas en la leche nos
permite conocer datos claves sobre la funcion y el estado de salud de la glandula
mamaria lactante y debido a su cercana relacion con la composicion de la leche y se
considera un indicador muy importante de calidad de la leche (Wolter y Kloppert,
2004).

El recuento de células somaticas esta descrito como un factor no relacionado con
la presencia de anticuerpos de MAP, pero sugiere un incremento en el riesgo de
transmision cuando se alimenta animales con leche contaminada (Baptista y cols.,
2008). Villamarino y su grupo de trabajo en el 2014 observaron que las vacas detectadas
como positivas a MAP en el primer parto, producen menos durante toda su vida
productiva.

Dado que las caracteristicas de la leche (e.g. proteinas, grasa, sélidos totales,
células somaticas) y la cantidad de litros producidos, pueden depender de la presencia
de anticuerpos de MAP, nimero de lactancia y tercio de lactacion, seran analizados
teniendo en consideracion estas variables.

El objetivo de este capitulo fue analizar los pardmetros productivos de tambos
comerciales de acuerdo con la presencia de anticuerpos anti MAP en leche.

3.2.- Materiales y métodos

3.2.1.- Origen de las muestras

Las muestras fueron obtenidas de tres establecimientos lecheros que contaban
con los datos de control lechero (Produccion diaria, Grasa, Proteina, Solidos totales,
Células somaticas, Nimero de lactacion y Tercio de lactacion; informacion facilitada
por el Médico Veterinario Marcos Bontd). Las muestras de leche (n=182) fueron
tomadas de bovinos de raza Holando Argentino en lactacién con 3 a 10 afios de edad,
sin signos clinicos aparentes compatibles con PTB. Estos rodeos eran manejados en un
sistema de pastoreo con suplementacion (silo de maiz tipo bolsa), de la provincia de
Buenos Aires (Partido de Navarro y Mercedes).

3.2.2.- Toma de muestras

De cada animal (un cuarto mamario anterior y de uno posterior) se tomaron las
muestras de leche (50 ml por extraccion manual post lavado de la ubre y despunte) en
un recipiente estéril.

3.2.3.- Obtencion del suero de leche

Cada muestra de leche fue centrifugada a 4°C durante 20 minutos (10.000 rpm),
obteniendo tres fracciones: grasa, suero lacteo y sedimento. Se retird la capa grasa con
la espatula de metal y se procedié a absorber el suero de leche con la pipeta de 10 ml.
Este suero fue transportado a tubos conicos de 15 ml, rotulados con el ndmero de
muestra y conservados a -20°C hasta su estudio.
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El suero lacteo se fracciond en dos partes. Una de ellas se procesé por
electroforesis a fin de evaluar la composicion proteica lactea, (Capitulo 4), mientras que
la otra fraccion fue analizada por la técnica de ELISA-PPA con pre-adsorcion, para
identificar presencia de anticuerpos especificos anti-MAP.

3.2.4.- ELISA PPA en suero de leche

Se pre-adsorbieron los sueros con M. phlei con la finalidad de eliminar la
reactividad cruzada (generada por otras micobacterias). Se sensibilizaron microplacas
de 96 hoyos (Greiner Microlon, Greiner Bio-One North America Inc., Monroe, NC,
USA) durante 16 horas a 4°C con 2 pug de PPA (Allied Monitor Laboratories Inc.,
Fallete, Missouri, USA) en buffer carbonato/bicarbonato PH 9,6. Luego de cada
incubacion se realizaron 3 lavados con 100 pL de buffer fosfato salino (PBS) 0,05 %
Tween 20 (solucién de lavado). Los hoyos fueron incubados con 100 pL de solucién de
bloqueo (Ovalbumina al 5%) durante 1 hora a 37°C. Se colocaron 50 pL de los sueros
pre-adsorbidos. Luego de 1 hora a 37°C de incubacion, se colocaron 50 pL del anti-1gG
bovino marcado con peroxidasa (KPL, Kirkegaard & Perry Laboratories Inc.,
Gaithsburg, MD, USA) diluido 1/5000 y se incubaron nuevamente durante 1 hora a
37°C. El sustrato utilizado fue ortophenilendiamina (OPD, Sigma-Aldrich Corp., St.
Louis, MO, USA) en buffer citrato fosfato (Sigma-Aldrich). La reaccién se fren6 con 50
uL de Acido Sulfirico 1 M. Finalmente se realizé la lectura en el espectrofotdmetro
OpsysMR (Dynex Technologies, Chantilly, VA, USA) a 490nm.

El espectrofotdmetro mide cuantitativamente la coloracién de cada hoyo de la
placa de ELISA, estos resultados cuantitativos deben ser analizados para poder realizar
el diagnostico, las muestras estuvieron sembradas por duplicado en el hoyo contiguo.
Primeramente se obtuvo el promedio de todas las muestras (2 siembras por muestra). Se
tomo el promedio de los hoyos “Blanco” (2 primeros hoyos solo con la lectura de
buffer); y esta cantidad fue restada de todos los promedios, (promedio de muestra —
Blanco). Estos datos sirvieron para calcular el valor de corte.

El valor de corte (VC) se obtiene del promedio de los controles negativos
utilizados (muestras con certeza negativa), sumados a dos desvios estandares (DE).

Los animales fueron clasificados como positivos si tuvieron densidades dpticas
(DO) promedio mayores al VC, y negativos si la DO promedio fue menor al VVC.

3.2.5.- Anadlisis de las muestras de leche por solidos totales, grasa, proteina,
lactosa y conteo de células somaticas
La concentraciéon de grasa, proteina y solidos totales se obtuvieron del control
lechero (Lactoscan - Funke Gerber 3510, Alemania) realizado el mismo dia de la toma
de muestras, el dato de la lactosa se obtuvo de la diferencia de los sdlidos totales con las
concentraciones de grasa y proteina.

3.2.6.- Anélisis estadistico:

Los resultados fueron analizados por ANVA de acuerdo a un arreglo factorial (2
x 3 x 3) de Estado de MAP (Positivo, Negativo), numero de parto (G1: un parto, G2:
dos partos y G3: > tres partos) Yy tercio de lactacion (0-100 dias = T1, 100-200 dias =
T2, > 200 dias = T3).

El analisis se efectlo utilizando la Suma de Cuadrados tipo IlI, puesto que no
todos los grupos (Estado de MAP x nimero de parto x tercio de lactacion) tuvieron la
misma cantidad de resultados (dos de ellos tuvieron celdas vacias, i.e. positivos de 2da
lactancia en primer tercio y segundo tercio de lactacién). Las diferencias fueron
declaradas significativas siempre que a < 0,05.
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El andlisis se realizd evaluando las interacciones triple y doble, pero al no
resultar significativas (p > 0,05) fueron descartadas del modelo y se analizaron los
efectos principales, de acuerdo al siguiente modelo:

Yijkl = p + ai + fj + vk + Eijkl
Dénde:

Yij : Variable observada en cada muestra
H: Media poblacional de la variable observada estimada por el promedio.

ai: Estado de infeccion positivo o negativo a anticuerpos anti-MAP en suero de leche

Bj: Numero de Parto
vk: Tercio de Lactacion
£ jjki: Error experimental.

Los resultados (Rendimiento de leche (I) Rendimiento de grasa, solidos totales,
proteina y lactosa (g) Concentracion de grasa, proteina, lactosa y solidos totales (g dI™)
Numero de células somaticas (mil cel. mI)) se analizaron por estadistica descriptiva,
calculando las medidas de tendencia central (media y mediana) y de dispersion
(desviacion estandar). (Anexo I1). En todos los casos se verifico con los supuestos de
independencia, normalidad y Homocedasticidad.
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3.3.- Resultados

1 2 3 4 5 6
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Figura 3.1: Placa representativa del analisis de ELISA-PPA en suero de leche y
lectura parcial por espectofotometria. Donde Al y A2 son los hoyos blanco,
B1 es el control conjugado positivo, B2 es el control conjugado negativo, C1
y C2 son los controles positivos, y D1, D2, E1, E2, F1 y F2 son los controles
negativos.

Las muestras de leche positivas muestran una tincion mas oscura del analisis de
ELISA-PPA en suero de leche, caracteristica que fue medida a través de
espectrofotometria (Figura 3.1).

De los 182 animales muestreados, sélo 16 animales resultaron positivos a
ELISA-PPA en suero de leche para la determinacion de anticuerpos de MAP (Cuadro
8.2.1 del Anexo I1), los que representan el 9% de prevalencia; de estos 16 animales, diez
de los 16 tenian 3 0 mas lactaciones (63%). El anexo Il, muestra los resultados
individuales de las variables dependientes (Litros, Proteina, Grasa, Lactosa, Sélidos
Totales, Células Somaéticas) e independientes (estado de MAP, Tercio de lactacién y
Numero de lactacion), asi como los resultados del analisis de estadistica descriptiva y
las tablas de ANVA.

Los animales MAP negativos presentaron mayores rendimientos de litros,
proteina, grasa, lactosa, sélidos totales y células somaéticas (p < 0,05) y mayor
concentracion de grasa y solidos totales (Cuadro 3.1). Por el contrario no se hallaron
diferencias (p > 0,05) en las concentraciones de proteinas y lactosa.

También se pudo observar que los animales en el primer tercio de lactancia
presentaron mayores (p < 0,05) rendimientos de litros, proteina, lactosa, solidos totales
y menor concentracion de grasa, proteina y solidos totales (Cuadro 3.1); no
registrandose diferencias (p > 0,05) en los rendimientos de grasa, células somaticas, ni
en las concentraciones de lactosa.
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Adicionalmente, se encontrd0 que aquellos animales en la primera lactancia
tuvieron menores (p < 0,05) valores de células soméaticas y mayor concentracion de
lactosa. No detectandose diferencias (p > 0,05) en los rendimientos de litros, grasa,
proteina, lactosa, solidos totales, ni en las concentraciones de grasa, proteina y solidos
totales.



32

Cuadro 3.1. Rendimiento promedio lacteo diario y concentracion g/dl* (litros, grasa, proteina, lactosa, sélidos totales) y recuento de
células somaticas segun estado de MAP, tercio de lactacion y niumero de lactancia.

RENDIMIENTO

MAP Tercio de Lactacion Namero de lactacion EEM!  Signif.?
Positivo  Negativo 1° 20 3° 1 2 >3
Litros (1d?) 17,72 22,0P 23,02 20,3° 17,6° 19,1° 20,7 209 042 T, M
Grasa (kg d) 647,12  719,2® 736,32 672,42 659,72 664,08  706,3% 698,9% 13,35 M
Proteina (kg d%) 5895  724,3° 7353% 667,43 606,0° 6350% 69352 676,9% 1271 T, M
Lactosa (kg d?) 1027,9% 1254,8° 1320,9%  1159,2% 10144 1108,7% 1166,2% 11951% 2508 T,M
Solidos Totales (kg dt) 2264,4% 2698,2° 2791,6% 2499,13P  2280,3® 2407,7% 2566,0° 2570,9% 4825 T, M

Células Somaticas (x 103 cel. mI?) 584,1%  426,8®  496,9° 485,0° 503,3° 301,52 491,13 692,7° 3870 N,M

CONCENTRACION

Grasa 3,72 3,3° 3,3 3,3 3,8 3,5 3,5 352 005 M, T
Proteina 3,32 3,32 3,22 3,3 3,5 3,3 3,42 3,32 0,23 T
Lactosa 5,82 5,7 5,82 5,72 5,7 5,82 5,6° 5,7% 0,03 N
Solidos 12,92 12,4° 12,32 12,42 13,0° 12,72 12,52 1258 0,06 M, T

L Error estandar de la media

2 Significancia, sélo se indican los factores significativos (o < 0,05). M: MAP; T: tercio de lactacion; N: nimero de lactancia.
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3.4.-Discusion
El objetivo de este capitulo fue analizar la asociacion entre los pardmetros
productivos y la condicion de los animales, MAP (Negativo, Positivo).

La prevalencia de Paratuberculosis hallada fue del 9%, resultado que se
encuentra dentro de los limites reportados para Argentina especificamente en la Cuenca
del Salado (Provincia de Buenos Aires) por Paolicchi y Romano (2007; entre 7% y
20%). Adicionalmente, se verifico que el 63% de los animales MAP positivos fueron
provenientes del grupo de 3 o mas partos, lo que concuerda con lo reportado por
Whitlock y Buergelt (1996) quienes describieron que los animales progresan al estadio
de PTB clinica, generalmente entre los 3 - 5 afios post infeccién y manifiestan signos
clinicos de diarrea intermitente, pérdida de peso y de produccién lactea. Estos autores
estiman que por cada caso clinico encontrado puede haber de 15 a 20 animales
infectados.

La produccion de leche de animales libres de anticuerpos de MAP sobrepaso en
un 19% a los litros producidos por los animales positivos a ELISA-PPA en las muestras
de leche, Beaudeau y cols., (2007), informd que las vacas ELISA-positivas a MAP,
basadas en una sola prueba, tuvieron reducciones en el rendimiento de leche entre 10 —
15 %, resultado similar al de esta investigacién, un impacto menor fue hallado por
Hendrick y cols., (2005) quien report6 una disminucion de un 6% de produccion lactea
en las vacas positivas (diagnosticadas por ELISA en leche y cultivo bacterioldgico).

La produccién de leche analizada por numero de lactacion no fue significativa
en esta investigacion, dato contrastado por Wood (1967), que sostiene que las mayores
producciones fueron alcanzadas en los partos 3, 4 y 5 mientras que el parto 1 obtuvo las
menores producciones; de igual modo Cafias y cols., en el 2011, comprob6 en su
investigacion que a medida que aumenta la edad o el nimero de lactaciones aumenta la
produccién de leche; ésta diferencia podria estar explicada por que en el grupo de
primera lactancia se encuentra casi el 50% de animales, dejando para los otros grupos
una menor cantidad de animales, disminuyendo el nimero de animales de 2 y 3
lactancias.

Comparando la produccion de litros de leche en los diferentes tercios de
lactacion es decir la curva de lactancia, podemos subrayar que a medida que aumenta el
periodo de lactacion disminuye la produccion lactea. Informacion descrita por Wood
(1967).

En esta investigacion se obtuvo diferencia estadisticamente significativa para los
resultados de rendimiento total de grasa segun el estado de anticuerpos de MAP.
Observandose una disminucién de 10 % del rendimiento total de grasa para los animales
positivos a MAP. Hendrick y cols., (2005) publicaron resultados de una menor
produccién total de grasa para animales positivos a MAP, en concordancia con nuestra
investigacion. Nuestros resultados muestran un incremento en la concentracion de grasa
ocasionado probablemente por la disminucién del rendimiento de litros, mientras que
Nordlund y cols. 1996, Johnson y cols. 2001 y Lombard y cols. 2013 no detectaron
diferencias estadisticas significativas en la concentracion de grasa en contraste con el
grupo de Gonda y cols., (2007) quienes reportaron una disminucion en la produccién
total de grasa y proteina para animales positivos a MAP al igual que Sweeney Yy cols.,
(1994) coincidiendo con los datos de rendimiento total en esta investigacion.

Cafas y cols., en el 2011, describe que la curva de produccién de grasa y
proteina siguen una relacion inversa a la curva de produccion de leche, a medida que
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aumenta el nimero de lactaciones la cantidad de grasa va aumentando, asimismo en esta
investigacion en la curva de lactancia se observa un incremento del valor de la
concentracion de grasa en los animales de ultimo tercio de lactacion, Cafias también
indica que los valores méas altos son en los partos 5 y 6, difiriendo con nuestros
resultados, donde no se hallo diferencia estadistica en el nimero de lactaciones.

Con respecto al momento de la curva de lactancia en el que se toma la muestra
se observo una disminucion del rendimiento de proteina con respecto a los animales en
segundo tercio manteniéndose luego estable en los animales no infectados, de igual
manera como lo describieron Cafias y cols., en el 2011. Esta investigacion sostiene que
la curva alcanza un pico de produccion de proteina y luego valores constantes durante
toda la lactancia.

Quinn y cols., en el 2006 muestran una gréafica de la concentracién de proteina
que incrementa sus valores hacia el final de la lactancia, resultados que coinciden a los
obtenidos en este trabajo ya que el porcentaje de proteina aumenta en un 5% en los
animales de ultimo tercio de lactacion.

En este trabajo se observo que la proteina también permanece constante entre los
diferentes partos en coincidencia con los resultados encontrados por Cafias y cols.,
(2011).

El analisis del rendimiento de lactosa con respecto al estado de anticuerpos de
MAP, permitié identificar que los animales positivos disminuyeron la produccién de
lactosa en un 18%. El periodo de lactancia afecta la produccién de lactosa ya que se
observo una disminucion de los animales ubicados en el 3er tercio, estos resultados
coinciden con los obtenidos por Cafas y cols., en el 2011; a medida que progresa la
lactancia el rendimiento y la concentracion de lactosa disminuyen.

Para los resultados de rendimiento de los sélidos totales, analizando la variable
estado de anticuerpos de MAP encontramos que en los animales positivos hubo una
diferencia de 17% menos gue los animales negativos.

Los niveles de lactosa asi como los solidos totales no estdn descriptos para
animales subclinicos ni clinicos con PTB.

El conteo de células sométicas (SC) es considerado un indicador de la calidad de
la leche y es usado para estimar el costo econémico de la misma. Para los resultados de
las células sométicas también observamos diferencia estadistica significativa entre los
animales positivos y negativos; las muestras positivas a MAP contienen 27 % mas
cantidad de células somaéticas. Taylor y cols., (1981) mostraron una asociacion entre
altos niveles de SC vy la presencia de anticuerpos de MAP lo que puede ser crucial para
un efectivo control del ganado lechero. McNab y cols., 1991, mostraron también
asociacion entre MAP (ELISA positivo) y alto recuento de células somaticas, Nordlund
y cols., en 1996 y Hendrick y cols., (2005), no encontraron diferencia significativa entre
el recuento de células sométicas y MAP positivas y negativas.

Baptista y cols., (2008), muestra una fuerte asociacion entre el alto nimero de
células somaticas y la presencia de anticuerpos de MAP, cerca del 59% de los animales
revelaron esta asociacién, vacas en un estado de infeccion de PTB asi como vacas con
presencia de anticuerpos MAP estan asociados con un alto numero de SC.

Para el factor nimero de lactacion se observé los animales de segunda lactacion
tuvieron 48% maés cantidad de células somaticas que los animales de primera lactacion.
De la misma manera los animales de 3 lactaciones a méas tuvieron 29% mas cantidad de
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células somaticas que los animales de dos lactaciones, es decir que a méas lactaciones
mayor produccion de células somaticas.

3.5.- Conclusiones Parciales
Se analizaron los datos productivos de los animales que pudieron ser
identificados por la presencia de la respuesta inmune humoral en el suero de la leche. En
las hembras en lactacion positivas a ELISA-PPA se encontrdé una reduccion en la
produccion de leche, una disminucién en su produccion total de Grasa, Proteina,
Lactosa y Solidos totales y un aumento en el recuento de células somaticas.

La presencia de respuesta humoral de Mycobacterium avium spp.
paratuberculosis, disminuyd significativamente la cantidad de litros producidos, en un
19%, el rendimiento total de proteina, grasa, lactosa y solidos totales, disminuyo en
18%, 10%, 18%, 17% respectivamente en comparacion con los animales negativos. Se
concluyé que los factores que generan diferencias son el estado de MAP y el niUmero de
lactancia.

El nimero total de células somaticas, se vio afectado por la presencia de MAP,
aumentando en un 27% en comparacion con los animales negativos.

En cuanto a la concentracién de grasa, respecto al estado de MAP, podemos
afirmar que la presencia de anticuerpos de Mycobacterium avium spp. paratuberculosis
aumentd en 10% la concentracion de la grasa en la leche (menor cantidad de litros
producidos); respecto a los tercios de lactacion podemos afirmar que el Gltimo tercio de
la curva de lactancia tiene mayor concentracion de grasa por la menor cantidad de litros
producidos.

Para la concentracion de proteina podemos afirmar que los cambios de la misma
se debieron al tercio de lactacion, mas no a la presencia de anticuerpos de MAP.

Para la concentracion de lactosa, podemos afirmar que los cambios de la misma
se debieron al nimero de lactacion donde los animales de 3 lactaciones 0 mas poseen
8% mas concentracion de lactosa.

Para la concentracién de sélidos totales, podemos afirmar que los cambios de la
misma se debieron al Tercio de lactacion y el estado de MAP, en donde la presencia de
anticuerpos MAP aumentd la concentracion de los sélidos totales en 3.5%, mientras que
los animales del tercer tercio tienen una concentracion mayor en 5%.

Finalmente viendo los dos analisis, (rendimiento y concentracion) podemos
concluir que la cantidad de litros se vio modificada por el estado de MAP, la menor
produccién lactea de los animales positivos resulta en un menor rendimiento de grasa,
proteina, lactosa y sélidos totales.

La concentracion de proteina y lactosa, no se ve modificada y la concentracién
de grasa y sélidos totales aumenta en consecuencia de la disminucién de los litros de
leche en animales positivos a anticuerpos MAP.

El ndmero de ceélulas somaticas aumenta en los animales con diagndstico
positivo a anticuerpos MAP, por ELISA-PPA en muestras de leche.
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CAPITULO 4

ALTERACIONES DEL PERFIL PROTEICO DE LA LECHE Y SU RELACION
CON PARAMETROS PRODUCTIVOS EN FUNCION DEL DIAGNOSTICO DE
MAP
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4.1.- Introduccion
Las proteinas de la leche son sintetizadas principalmente por la glandula
mamaria durante la galactopoyesis mediante celulas secretoras y en menor cantidad por
células plasmaticas (Schalm y cols., 1971). Dentro de las fracciones de proteinas
sintetizadas por el tejido mamario se encuentran las caseinas que representan el 80% del
total, mientras que las proteinas del suero de leche constituyen aproximadamente el
20% (Fonseca y Santos, 2000).

Hasta hace poco, la determinacion de las fracciones proteicas de la leche no era
considerada una caracteristica importante para el diagndstico de enfermedades de la
glandula mamaria, pero los resultados obtenidos por Sant’Ana (2004) demostraron la
importancia de su determinacién para el diagnostico de la mastitis.

La composicién de la leche y las fracciones de las proteinas de la leche estan
influenciadas por muchos factores, entre otros se reconoce que durante la lactancia la
concentracion mas alta de o-lactoalbumina y R-lactoglobulina se encuentran en el
primer tercio, (Jennes, 1970; Pérez y cols., 1990,).

El objetivo de este capitulo fue evaluar las modificaciones de las fracciones
proteicas del suero de la leche en funcion del nimero de lactancia y de acuerdo a la
presencia de anticuerpos a MAP.

4.2.- Materiales y Métodos

4.2.1.- Origen de las muestras

Las muestras fueron obtenidas de tres establecimientos lecheros de la provincia
de Buenos Aires (Partidos de Navarro y Mercedes) que contaban con los datos de
control lechero (Produccion diaria, Grasa, Proteina, Sélidos totales, Celulas somaéticas,
Numero de lactacion y Tercio de lactacién; informacion facilitada por el Médico
Veterinario Marcos Bontd). Los animales eran bovinos Holando Argentino en lactacion
con un rango de edades entre 3 y 10 afios.

Los animales fueron diagnosticados sobre muestras individuales de leche en las
que se efectud el analisis de ELISA PPA (ya descrito en el Capitulo 3). Se obtuvieron
16 animales positivos, por lo que a los efectos de comparar, se seleccionaron al azar 16
muestras de animales negativos provenientes del mismo muestreo.

4.2.2.- Acondicionamiento de las muestras

De cada animal se tomaron muestras de leche (50 ml por extraccién manual post
lavado de la ubre y despunte) en recipiente estéril, tomado de un cuarto mamario
anterior y de uno posterior. Las muestras fueron rotuladas y se mantuvieron refrigeradas
hasta llegar al laboratorio. Hasta que las muestras fueron procesadas se mantuvieron a -
20°C.

4.2.3.- Descripcion de las técnicas usadas.

Cada muestra de leche fue centrifugada a 4°C durante 20 minutos (10.000 rpm),
y se gener0 la precipitacion de la caseina, por adicion de acido clorhidrico al 10%, a pH
4.6 separando a las proteinas del suero, obteniendo tres fracciones: grasa, suero lacteo y
precipitado. Se retir0 la capa grasa con la espatula de metal y se procedid a absorber el
suero de leche con una pipeta de 100 ml. Este suero fue transportado a los tubos cénicos
de 15 ml, rotulados con el numero de muestra.

Estas muestras fueron previamente analizadas en el capitulo I, en donde se
obtuvieron los resultados del ELISA PPA, se procedio a separar las 16 muestras de
resultados positivos, asi como también se selecciond aleatoriamente 16 muestras de
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resultado negativo; de estas 32 muestras se obtuvo el valor de la proteina sérica total por
refractometria, y electroforesis desarrollados de la misma manera que en el capitulo 2.

4.2.4.- Analisis estadistico:

Los resultados se analizaron por ANVA de acuerdo a un arreglo factorial de
Estado de MAP (Positivo, Negativo), Ndmero de parto (G1, G2, > 3 = G3) y tercio de
Lactacion (0-100 dias = T1;-200 dias = T2, > 200 dias = T3). Ninguna de las
interacciones de segundo y primer orden, resultaron significativas por lo que se
analizaron solamente los factores principales. EI modelo resultante corresponde al
siguiente modelo matematico:

yij = p+ ai + Eij
Dénde:

Yij : Variable observada en cada muestra.
K: Media poblacional de la variable observada estimada por el promedio.
a: Efecto medio poblacional del estado de MAP sobre la variable analizada.

&ij término de error aleatorio asociado a la observacion Yij.

Los resultados (concentraciones de Igs, o-LA, B-LG, y seroalbimina) se
analizaron por estadistica descriptiva, calculando las medidas de tendencia central
(media y mediana) y de dispersion (desviacion estandar) (Anexo I1). En todos los casos
se verifico con los supuestos de independencia, normalidad y Homocedasticidad.

Las medias entre tratamientos se declararon diferentes cuando P < 0,05. Se
utilizé el programa Infostat (Version 2014. Grupo InfoStat, FCA, Universidad Nacional
de Cordoba, Argentina).

Las variables respuesta analizadas fueron los niveles de Inmunoglobulinas (Igs),
a-lactoalbumina (a-LA), B-lactoglobulina (B-LG), y seroalbdmina (SA).

4.3.- Resultados

Los animales MAP negativos presentaron mayores (p < 0,05) concentraciones
séricas en leche de proteinas séricas totales, a-Lactoalbdmina y B-Lactoglobulina e
Inmunoglobulinas (Cuadro 4.1), por el contrario no se hallaron diferencias (p > 0,05) en
las concentraciones de seroalblimina.

Cuadro 4.1 — Proteinas séricas de la leche en animales MAP positivos y

negativos’
MAP
Variable EEM? Valor P
Positivo Negativo

PS totales 4,4° 6,4° 0.27 0.0001
Inmunoglobulinas 0,52 0,8° 0.10 0.0245
a-lactoalblimina 1,6° 2,1° 0.11 0.0005
B-lactoglobulina 2,1° 3,4 0.13 0.0001
Seroalblmina 0,3 0,2 0.04 0.9004

T'Los valores medios predichos para nimero de lactancia y tercio de lactacion se encuentran
en el cuadro 8.3.4 del Anexo Il
2 Error estandar de la media

Los resultados de los analisis de estadistica descriptiva, los histogramas y los resultados
de los analisis de electroforesis y refractometria, asi como los datos productivos
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correspondientes reportados individualmente y promediado por factor principal se
encuentran en el Anexo I11.

4.4.- Discusion

El proposito de este capitulo fue analizar las posibles interacciones de los
cambios en la composicion de las fracciones proteicas con los factores analizados
(Estado de MAP, Numero de lactacion y tercio de lactacion).

Un aspecto de importancia es considerar el valor de estas proteinas lacteas como
bioindicadores de la presencia de una enfermedad, dado que se ha observado diferencias
entre animales positivos y negativos para ciertas patologias.

Los cambios dependen del estado de lactacion, por ejemplo en presencia de
Corynebacterium, la a-Lactoalbimina disminuye especialmente en la lactacion
temprana, mientras que la B- lactoglobulina no disminuye a medida que el periodo de
lactacion progresa. Las infecciones por Stafilococo no influencian el contenido de f-
lactoglobulina en la leche, la disminucion de a-lactoalbumina observada puede ser
explicada por la disminucion en la produccion de leche al final de la lactacion (Caffin y
Poutrel, 1985).

Los animales MAP negativos presentaron 6,4 g I de proteina sérica en leche,
mientras que los animales MAP positivos mostraron 4,41 g I (i.e. una reduccion de 31
%).

Para Swaisgood (1982) la cantidad de proteinas séricas es de 6,6 gr, donde hay
un porcentaje importante de a-lactoalbumina y p-lactoglobulina, por lo tanto los
animales positivos a MAP se encuentran con un valor menor a los antecedentes de
animales negativos y a los controles incluidos en esta investigacion.

La composicion de estas dos proteinas fue hallada por Ng-Kwai-Hang y Kroeker
en 1984, mediante el mismo método usado en este estudio, se encontré que estas dos
proteinas correspondian al 15% de la proteina total, coincidiendo al rango detectado en
esta investigacion, donde estas fracciones principales corresponden al 16,5%. Estos dos
autores sefialan que a medida que aumenta el nimero de lactacion, la proteina sérica
también aumenta, datos que no coinciden con la presente investigacion, en donde no se
halla diferencia estadistica para el nimero de lactacion. Esto podria deberse al reducido
namero de muestras, puesto que la prevalencia de la PTB es baja, no se pudo realizar a
mayor escala.

Se podria afirmar que la presencia de PTB esta relacionada con la disminucion
de litros producidos, ademas podria estar relacionada con la disminucién de la proteina
sérica en la leche pero la variacion de la proteina sérica, no explica en su totalidad la
diferencia en la produccion de leche (Gellrich y cols., 2014).

Auldist cols., (1995), sefialaron que estas dos proteinas tienen los valores mas
altos al inicio de la lactacion, pero ningun valor fue significativo, en concordancia con
esta investigacion. Sin embargo, Sant’Ana en el 2004 y Fraga en el 2009 encontraron
diferencia estadistica entre el primer tercio con el segundo y el tercero por lo que
concluye que la proteina sérica decrece a medida que progresa la lactancia.

Los datos promedio de esta investigacion para animales negativos a anticuerpos
MAP: Inmunoglobulinas (0,25g/1), a-LA (2,03g/1), B-LG (3,39 g/l) y seroalbumina
(0,25g/1) coinciden con los datos obtenidos por Iturbe (2012) y Fraga (2009).
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No hay antecedentes de las fracciones proteicas séricas reportadas para la
Paratuberculosis. En esta investigacion se observa que los animales positivos para
anticuerpos de MAP presentan disminuidos los niveles de Proteina seérica,
Inmunoglobulinas, o-lactoalbimina y B-lactoglobulina en 31%, 35%, 24% y 38%
respectivamente.

Este analisis se asemeja al estudio realizado en el capitulo Il, donde se
encuentran las mismas diferencias estadisticas significativas, salvo para las
Inmunoglobulinas, en donde para este analisis los valores fueron mas altos, en animales
negativos y se encontrd DES. Esta diferencia puede deberse al aumento de Igs a causa
de enfermedades concomitantes como la mastitis provocando una respuesta inmune,
esta caracteristica es propia de tambos de baja calidad sanitaria.

4.5.- Conclusiones Parciales
La presencia de anticuerpos de Mycobacterium avium spp. paratuberculosis en
las muestras de leche, disminuyd significativamente la concentracion de proteinas
séricas, o-LA, B-LG e inmunoglobulinas en cambio las concentraciones de
seroalbumina no presentaron diferencia significativas.

La concentracion de estas variables no estuvo asociada con el nimero de
lactacion, ni con el tercio de lactancia.

Podemos concluir que la presencia de anticuerpos MAP, ocasiona la
disminucion de la Proteina sérica, Inmunoglobulinas, a-LA, B-LG, lo que podria ser un
recurso importante al momento de realizar un diagnoéstico como el ELISA en muestras
de leche, facilitando asi el reconocimiento de los animales positivos subclinicos a
Paratuberculosis.
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CAPITULO 5

IMPACTO ECONOMICO DE LA PARATUBERCULOSIS BOVINA
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5.1.- Introduccion:

La paratuberculosis es una enfermedad que impacta en forma importante sobre
la produccion lactea, debilitando al animal y caracterizada por la pérdida de peso
progresiva debido a las diarreas profusas. Esta categorizada como una enfermedad de
seria importancia tanto econémica como para la salud publica (OIE, 2008). Su
distribucion es mundial y se considera una enfermedad emergente a pesar de haber sido
reconocida desde hace mas de un siglo. La PTB es comun en el ganado lechero y ha
sido relacionada con el sistema de manejo (Radostits cols., 1994). Hasta hoy no existe
tratamiento, por lo tanto el control deberia fundamentarse en el diagnostico y en la
eliminacién de los animales positivos, ademas de la aplicacion de medidas de
bioseguridad (Alfaro, 2001).

Las pérdidas econdmicas directas para esta enfermedad provienen de la muerte
del ganado infectado, disminucion de la produccion de leche, bajas en la produccién de
terneros y por los incrementos de honorarios profesionales (diagnéstico y
medicamentos). Dentro de las perdidas indirectas se pueden sefialar la subutilizacion de
nutrientes, ya que esta enfermedad afecta la absorcion, aunque el consumo permanezca
normal. También se puede sefialar, la perdida de la condicion corporal que se va
deteriorando a medida que avanza la patologia.

Existen otras pérdidas que no son evidentes y se denominan costos ocultos o
inaparentes, como:

e Laventa prematura de los animales enfermos clinicos o infectados.

e Reduccién en el valor de venta de animales menos productivos e incremento de
la tasa de descarte.

e Reduccion a la mitad de la expectativa de vida productiva.

e Reduccion del stock de reposicion, con lo cual se limita la diversidad genética,
incremento de los costos de reposicion.

e Periodo improductivo desde el descarte hasta que el animal de reemplazo
comienza a producir. Sumado a la suboOptima utilizacién de los salarios,
maquinarias y edificios.

e Reduccidn en la produccion lactea en las vacas asintomaticas de hasta un 25 %
en la primera lactacion.

e Incremento en la susceptibilidad a otras enfermedades y problemas
reproductivos.

e Pérdida de inversién en el stock de reposicion que ha sido infectado o expuesto
desde el nacimiento.

El objetivo de este capitulo fue evaluar el impacto econémico de las pérdidas directas

asociadas con la MAP sobre la poblacién en estudio.

5.2.- Materiales y Métodos:
Se realizd el andlisis de la pérdida econémica tomando como poblacion a los 182
animales de los tres rodeos muestreados en la provincia de Buenos Aires (Partido de
Mercedes y Navarro).

Se realizaron los siguientes supuestos:

e El ciclo anual de produccion lactea se establecid en 305 dias.
e El factor de correccion de Litros a Kilos fue de 1,032 g I'*.
e El precio del litro de leche se consideré 2,5 $ARS.
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La evaluacion del impacto econdmico de la enfermedad se realizo calculando la
variacion en el ingreso bruto asociado con la disminucidn en produccion causada por la
enfermedad (reportada en el Capitulo 3). A los efectos del calculo s6lo se tomé en
cuenta la variacion directa en el rendimiento lechero, i.e.

A Pesos = An X VE
En donde:

A Pesos ($): Variacion de ingreso
An: variacion en rendimiento (i.e. rendimiento de animales sanos (I. totales) —
rendimiento de animales afectados por la enfermedad).

5.3.- Resultados:

En base al célculo de la variacion en el ingreso bruto asociado con la
disminucion en produccién causada por la enfermedad se determin6é la pérdida
econdmica de la Paratuberculosis, (Cuadro 8.4.1, Anexo 1V), donde se obtuvo la
produccién anual por vaca negativa a MAP de 6.934 kg; mientras que para la
produccion anual por vaca positiva a MAP se obtuvo un valor de 5.561 Kkg.

La pérdida econdémica solo en cuanto a produccién anual de leche para este
rodeo de 182 animales ascenderia anualmente a 54.894,14 Pesos Argentinos ($Ar).

5.4.- Discusion
Frecuentemente se discute cual es el valor econdmico de la incidencia de la PTB
en rodeos de produccidn lechera, debido a la baja frecuencia de casos clinicos, a que las
pérdidas en los casos subclinicos no estan claramente visibilizadas y fundamentalmente
a las dificultades de realizar diagnosticos certeros en los distintos periodos de la
enfermedad. En este capitulo se pretendié realizar un ejercicio de analisis econémico
sobre los resultados obtenidos en los muestreos antes informados.

El andlisis econémico para esta poblacion (182 animales) permitié estimar una
pérdida econdmica del 20%, solo considerando la disminucion en produccién de leche
(6.934 - 5.561 = 1373 kg de leche lactancia?), lo que representaria unos 92 U$A por
animal lactancia® (considerando 8 $Ar / U$A).

A pesar que es dificil estimar las pérdidas a nivel individual, en EEUU para el
afio 2000 se calculd que el impacto de PTB caus6 un déficit de 1.5 billones de ddlares al
afio, y 100 USD por vaca (OIE 2008), lo que muestra una magnitud similar a la hallada
en este estudio.

El costo del analisis de ELISA en leche en el laboratorio de Inmunologia de la
Facultad de Ciencias Veterinarias es aproximadamente de 20 pesos por animal. Este
proceso se desarrolla con materiales y equipamiento del propio laboratorio, y algunos
insumos importados (Antigeno, anticuerpo conjugado y placas de ELISA), protocolo
desarrollado en nuestro laboratorio; en comparacion con laboratorios extranjeros donde
el costo alcanza los 6 USD, o 5,25 €.

5.5.- Conclusiones Parciales:

La presencia de anticuerpos de Mycobacterium avium spp. paratuberculosis en
las muestras de leche, impactd econdmicamente en esta poblacion al disminuir la
cantidad de litros producidos, resultando en un costo econdmico que para estudio
ascendi6 a 92 U$A por animal lactancia™.

Podemos concluir que es importante realizar un diagnostico de esta enfermedad,
para el reconocimiento de los animales positivos subclinicos a Paratuberculosis, a fin de
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realizar una estrategia de control sanitario, evitando el contagio de mas animales y las
pérdidas econdmicas asociadas.
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CAPITULO 6

CONCLUSIONES FINALES
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El objetivo principal de este trabajo fue evaluar el impacto de la infeccion de
MAP sobre la produccion de leche a través del estudio individual de vacas lecheras en
produccién.

El objetivo especifico 1, fue tratado en los capitulos 2 y 4, que permitieron
demostrar alteraciones del perfil proteico en la leche de rodeos lecheros comerciales con
aislamiento de MAP por PCR o con serologia positiva. En el presente estudio se
atribuye a la presencia de anticuerpos de MAP en las muestras de leche, la disminucion
de la proteina del suero lacteo, en especial a a-LA y B-LG, pudiendo evidenciar
disminuciones del 37 y 52 % respectivamente. A través de estos resultados pudimos
validar la hipotesis que afirmaba que “la infeccion afecta la composicion de las
fracciones de proteina lactea debido a la menor cantidad de aminoacidos circulantes
captados por la glandula mamaria”. Se confirm6 ademas, que “la disminucion en las
fracciones proteicas no fue homogénea”.

En todos los casos, los valores pertenecientes a las muestras de leche
provenientes de vacas no infectadas (controles negativas a MAP) los resultados
coincidieron con los reportados por otros autores, lo que convalida los valores de
referencia utilizados.

Considerando la ausencia de resultados previos de proteina sérica lactea en
animales positivos a MAP, este estudio resultd innovador ya que aport6 una descripcién
del comportamiento de las fracciones de proteinas séricas. Estas alteraciones en los
perfiles proteicos de la leche podrian utilizarse como una herramienta de ayuda o un
biomarcador para el diagnéstico o pre diagndstico de la enfermedad.

Ademas del conocimiento de la composicion de proteina sérica podria ser de
interés el analisis de las demas fracciones de la proteina asi como la caseina, para
obtener un perfil completo de la composicion lactea. Este trabajo ha contribuido con
resultados novedosos sobre la concentracion en leche sélidos totales y lactosa, dado que
las investigaciones reportadas en la literatura en general s6lo informan los contenidos de
proteina y grasa, para animales infectados con MAP.

Los objetivos especificos 2 y 3 fueron tratados en el Capitulo 3. Primeramente se
demostrd la presencia de anticuerpos MAP en muestras de suero de leche, y se asocio la
presencia de anticuerpos especificos a MAP en el suero de leche con los diferentes
parametros productivos de calidad de la leche analizados, se obtuvo un porcentaje de
positividad del 9% calculando la muestra total como una poblacién. Para los casos
subclinicos analizados (positivos a MAP) se identificd el impacto negativo en la
produccién lactea (disminucién de 19%), y en el rendimiento de la grasa, proteina,
solidos totales y lactosa (respectivamente 10%, 18%, 18%, 17%). Ademas, el numero
total de células sométicas aument6 en un 27% y la concentracién de sélidos totales y
grasas aumentaron (10% y 4% respectivamente). Estos resultados verificaron la
hipétesis de que “los animales positivos a ELISA PPA puedan ser identificados por la
presencia de la respuesta inmune humoral en el suero de la leche” y que “La presencia
de los anticuerpos especificos se encuentra asociada con la disminucion de la
produccion de leche y el rendimiento de proteina, grasa, lactosa y solidos totales”.

Existe una ventaja importante en la deteccion de la enfermedad en el estado
subclinico para contribuir al control de la enfermedad, y de este modo disminuir las
pérdidas economicas asociadas. Mas aun, si ésta prueba diagndstica se puede realizar
con muestras de leche, esto facilitaria la toma de muestra, evitaria punciones y estrés en
el animal.
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El analisis de los costos directos asociados con la presencia de PTB indico la
importancia econémica de la existencia de animales en estado subclinico en rodeos
productivos.

El diagnostico clinico es una herramienta Util y econdmica a fin de proponer un
control sobre esta enfermedad. Un control adecuado podria permitir que el tambo quede
libre de PTB evitando las pérdidas econémicas que conduce esta enfermedad. Lo que
deberia llevar en un futuro a investigaciones abocadas a la produccién de vacunas, y a
un estricto control del tambo basado en el diagnostico.
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8.1. - Anexo |

Cuadro 8.1.1. Medicion de la Proteina sérica total en el suero de leche expresados
en gramo por litro (g 1Y) de los animales escogidos de establecimientos libres e
infectados de MAP, diagnosticados a través de la prueba de ELISA, Cultivo fecal y
PCR

Numero Proteina
Establecimiento de ELISA Cultivo PCR Total
caravana
El 5788 + + + 1,6
El 6084 + - + 1.4
El 6616 + + + 3,2
El 6873 S + + 4,0
E2 1784 S + + 4,2
E2 1595 + + + 4,0
E2 2106 + + + 4,0
E2 2185 + + + 54
E2 2390 + + + 2,5
E2 1977 S + + 45
E3 1 - - - 4.4
E3 9 - - - 4.8
E3 17 - - - 45
E3 26 - - - 7,8
E3 10 - - - 53
E4 301 - - - 52
E4 1744 - - - 6,6
E4 1512 - - - 5,7
E4 2131 - - - 6,6

E4 1913 - - - 6,8
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Cuadro 8.1.2. Medicion individual de Inmunoglobulinas, a-Lactoalbimina, pB-Lactoglobulina y Seroalbimina en el suero de leche,
expresados en gramo por litro (g I't) de los animales escogidos de establecimientos libres e infectados de MAP

Caravanas Caravanas Inmunoglobulinas a-Lactoalbumina p-Lactoglobulina Seroalbdamina
Positivas Negativas Positivos  Negativos Positivos Negativos Positivos Negativos Positivos Negativos
5788 1 0,837 0,096 1,63 0,963 2,92 4,072 0,14 0,069
6084 9 0,06 0,74 1,06 2,03 1,06 3,62 0,00 0,4
6616 17 0,28 0,46 0,96 1,29 1,21 2,25 0,06 0,4
6873 26 0,31 0,32 1,13 1,62 2,44 4,86 0,12 0,00
1784 10 0,19 0,25 0,95 1,63 2,14 3,29 0,05 0,13
1595 301 1,09 0,91 1,35 1,57 1,62 5,29 0,13 0,03
2106 1744 0,77 0,16 1,30 1,60 1,63 2,96 0,31 0,07
2185 1512 0,95 0,79 1,47 2,57 1,72 2,63 0,36 0,25
2390 2131 0,58 0,93 0,91 1,74 2,38 1,65 0,13 0,68
1977 1913 0,22 1,43 0,30 1,53 0,59 3,45 0,29 0,18
Promedio 0,53 0,6 1,05 1,60 1,77 3,40 0,16 0,20
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Cuadro 8.1.3. Histogramas para la frecuencia relativa de las clases de las proteinas
séricas lacteas, Inmunoglobulinas, a-Lactoalbimina, p-Lactoglobulina vy
SeroalbUmina expresadas en gramos por litro (g I'') comparadas por la presencia
de anticuerpos MAP

Estrado MAP = Negativo
Ajuste: Nomeal(5, 770, 1,282)

Estado MAF = Positivo
Ajuste: Nomal(3,480, 1,662}
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Cuadro 8.1.4. Estadistica descriptiva considerando la media, desviacion estdndar, coeficiente de variacion, cuantil 1y 3 de la proteina
sérica, Inmunoglobulinas, a-Lactoalbumina, B-Lactoglobulina y Seroalbimina expresados en gramo por litro (g I'Y) comparadas por la
presencia o ausencia de anticuerpos MAP

Proteina Sérica Inmunoglobulinas a-Lactoalbumina p-Lactoglobulina Seroalbumina

Positivos Negativos Positivos Negativos Positivos Negativos Positivos Negativos Positivos Negativos

Media 3,48 5,77 0,53 0,61 1,05 1,66 1,77 3,41 0,16 0,22

Desviacion. Estandar 1,29 1,13 0,36 0,42 0,37 0,42 0,71 1,12 0,12 0,22

C‘i?;'ﬁ':g‘igende 37.04%  1963%  6871%  69.65%  3357%  2566%  4008%  33.02%  7585%  97.42%
Q1 25 48 0.22 0.25 0.95 153 121 263 0,06 0,07

Q3 4,2 6,6 0,84 0,91 1,35 1,74 2,38 4,07 0,29 0,40




Salida InfoStat para la Proteina total:
Anélisis de la varianza

Variable N R2 R2A] CV
Proteina Total 20 0,50 047 26,23
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I11)

F.V. SC al CM F p-valor
Modelo. 26,22 1 26,22 17,81 0,0005
MAP St. 26,22 1 26,22 17,81 0,0005
Error 26,50 18 1,47

Total 52,72 19

Salida InfoStat para la Inmunoglobulinas:
Anélisis de la varianza

Variable N R2 RzZA] CV
Inmunoglobulinas 20 0,01 0,00 6942
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I11)

F.V. SC al CM_ F p-valor
Modelo. 0,03 1 0,03 0,20 0,6562
MAP Estado 0,03 1 0,03 0,20 0,6562
Error 2,80 18 0,16
Total 2,84 19

Salida InfoStat para la a-Lactoalbumina
Anélisis de la varianza

Variable N R2  Aj cv
Alfa Lactoalbumina 20 0,34 0,31 28,90
Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo I11)

F.V. SC al CM F p-valor
Modelo. 151 1 1,51 9,48 0,0065
MAP Estado 151 1 1,51 9,48 0,0065
Error 2,86 18 0,16

Total 437 19

Salida InfoStat para la 3-Lactoglobulina:
Andlisis de la varianza

Variable N R2 Aj CcVv
Beta Lacto globulina 20 0,46 043 36,33
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo 1)

F.V. SC al CM_ F p-valor
Modelo. 13,39 1 13,39 15,13 0,0011
MAP Estado 13,39 1 13,39 15,13 0,0011
Error 15,92 18 0,88

Total 29,31 19
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Salida InfoStat para la seroalbdmina:

Andlisis de la varianza

Variable N

R2

RzZA] CV

Seroalbimina 20

0,03

0,00 91,83

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo IlI)

F.V. SC al CM_ F p-valor
Modelo. 0,02 1 0,02 0,63 0,4378
MAP Estado 0,02 1 0,02 0,63 0,4378
Error 0,55 18 0,03
Total 0,57 19
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8.2.- Anexo |1

Cuadro 8.2.1. Resultados de las mediciones de la produccion de litros de leche del dia de la toma de muestras, expresados en litros (L),
rendimiento de la grasa total (GT), Proteina total (PT), Lactosa total (LcT), Solidos totales (ST); expresados en gramos totales.
Concentracion de grasa (G%), Proteina (P%), Lactosa (Lc%), Sélidos (5%), expresados en gramos por decilitro g dI' y recuento de
células somaticas RCS expresadas en mil. Cel. /ml. en bovinos libres 0 no de MAP por la prueba ELISA-PPA (Positivos, Negativos) en
suero de leche. Ubicacion de estos animales en los grupos formados para numero de Lactacion (G1=1 lactancia, G2=2 lactancias, G3=3
lactancias a mas) y por el tercio de lactacion (T=1=1 tercio, T=2=2 tercio, T=3=3 tercio)

MAP L GT G% PT P % LcT Lc % ST S % RCS N T
Negativo 23,6 802,40 34 743,40 3,15 1347,56 5,71  2893,36 12,26 113 3 2
Negativo 16,2 589,68 3,64 579,96 3,58 1040,04 6,42 2209,68 13,64 1844 2 2
Negativo 23,8 730,66 3,07 759,22 3,19  1399,44 5,88 2889,32 12,14 160 1 2
Negativo 23,8 825,86 3,47 859,18 3,61 138278 5,81 3067,82 12,89 4 1 3
Negativo 22,4 815,36 3,64 705,6 3,15 1534,4 6,85 3055,36 13,64 2356 3 3
Negativo 27,2 799,68 294 927,52 3,41 156944 5,77 3296,64 12,12 187 3 1
Negativo 17 569,50 3,35 532,1 3,13 1030,2 6,06 2131,8 12,54 977 3 2
Negativo 29 814,90 2,81 957 3,3 1606,6 554  3378,5 11,65 182 1 3
Negativo 29 1099,1 3,79 968,6 3,34 1664,6 5,74 37323 12,87 317 3 2
Negativo 21,2 591,48 2,79 631,76 2,98 1132,08 5,34 235532 11,11 544 3 2
Negativo 25,2 808,92 3,21 793,8 3,15 1486,8 5,9 3089,52 12,26 210 1 3

Positivo 25 992,50 3,97 800 3,2 1867,5 1,47 3660 14,64 150 3 1
Negativo 27,4 649,38 2,37 863,1 3,15 1561,8 5,7 3074,28 11,22 235 3 2
Positivo 15,6 781,56 5,01 530,4 3,4 921,96 591 2233,92 14,32 208 2 3
Negativo 28 8960 3,2 842,8 3,01 1601,6 5,72 33404 11,93 352 3 2




MAP L GT G % PT P % LcT Lc % ST S % RCS N T
Negativo 154 751,52 4,88 566,72 3,68 896,28 5,82 221452 14,38 180 1 1
Negativo 18,6 764,46 4,11 604,5 3,25 1043,46 5,61 2412,42 12,97 340 3 2
Negativo 22 712,8 3,24 693 3,15 1328,8 6,04  2734,6 12,43 77 1 2
Negativo 15,4 566,72 3,68 498,96 3,24 863,94 5,61 1929,62 12,53 223 3 3
Negativo 29,4 905,52 3,08 961,38 3,27  1567,02 5,33 3433,92 11,68 92 1 2
Negativo 32 841,6 2,63 956,8 2,99 1782,4 5,57  3580,8 11,19 1034 3 1

Positivo 27 850,5 3,15 845,1 3,13 1601,1 593  3296,7 12,21 215 3 2
Positivo 20 886 4,43 634 3,17 1134 5,67 2654 13,27 162 1 1
Positivo 16,8 638,4 38 577,92 3,44 952,56 5,67 2168,88 12,91 336 3 3
Negativo 16 721,6 4,51 604,8 3,78 878,4 5,49  2204,8 13,78 434 3 3
Positivo 25,8 869,46 3,37 851,4 3,3 1434,48 5,56 3155,34 12,23 1311 3 2
Negativo 21,8 839,3 3,85 767,36 3,52 1166,3 5,35 2772,96 12,72 416 3 2
Negativo 20,6 801,34 3,89 756,02 3,67 1143,3 5,55 2700,66 13,11 1681 1 1
Negativo 17,6 674,08 3,83 563,2 3,2 990,88 5,63 2228,16 12,66 128 1 2
Negativo 25,6 780,8 3,05 806,4 3,15 141824 5,54 3005,44 11,74 199 1 2
Negativo 29,6 840,64 2,84 932,4 3,15 157472 5,32 3347,76 11,31 122 3 2
Negativo 17,8 708,44 3,98 651,48 3,66 1039,52 5,84 2399,44 13,48 55 1 2
Negativo 22 844,8 3,84 772,2 3,51 1216,6 5,53  2833,6 12,88 281 3 3
Negativo 12,4 504,68 4,07 386,88 3,12 685,72 5,53 1577,28 12,72 313 3 3
Negativo 13,6 501,84 3,69 412,08 3,03 787,44 5,79 1701,36 12,51 59 1 2
Negativo 25,6 1072,6 4,19 855,04 3,34 141312 5,52  3340,8 13,05 593 3 3
Positivo 11 451 4,1 401,5 3,65 572 5,2 14245 12,95 630 3 2
Negativo 23,2 874,64 3,77 816,64 3,52  1340,96 5,78 3032,24 13,07 116 1 2
Negativo 20 658 3,29 676 3,38 1142 5,71 2476 12,38 87 1 2
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MAP L GT G % PT P % LcT Lc % ST S % RCS N T
Negativo 28,4 988,32 3,48 826,44 2,91 1553,48 5,47 3368,24 11,86 173 2 1
Positivo 12,6 395,64 3,14 367,92 2,92 643,86 5,11 1407,42 11,17 1232 3 2
Negativo 26,2 830,54 3,17 841,02 3,21 1498,64 5,72  3170,2 12,1 452 3 2
Positivo 27 688,5 2,55 904,5 3,35 1525,5 5,65  3118,5 11,55 81 1 2
Negativo 22 737 3,35 710,6 3,23 1221 5,55  2668,6 12,13 237 3 2
Negativo 17,4 722,1 4,15 591,6 3,4 976,14 5,61 2289,84 13,16 1209 3 3
Negativo 26 824,2 3,17 837,2 3,22 1474,2 5,67 31356 12,06 195 1 2
Negativo 31 889,7 2,87 976,5 3,15 1574,8 5,08 3441 111 673 3 2
Negativo 20,6 836,36 4,06 665,38 3,23 1102,1 5,35 2603,84 12,64 91 1 2
Negativo 21,6 635,04 294 764,64 3,54 1229,04 5,69 2628,72 12,17 121 1 2
Negativo 19 855 4,5 617,5 3,25 1081,1 5,69  2553,6 13,44 108 1 2
Negativo 25,2  1035,72 4,11 879,48 3,49 1471,68 5,84 3386,88 13,44 87 1 3
Negativo 22,2 683,76 3,08 721,5 3,25 1258,74 5,67 2664 12 336 1 2
Negativo 34,4  1001,04 2,91 1028,56 2,99 1957,36 5,69 3986,96 11,59 100 2 2
Negativo 21 653,1 3,11 661,5 3,15 1224,3 5,83  2538,9 12,09 144 3 3
Positivo 19,8 603,9 3,05 633,6 3,2 1017,72 5,14  2255,22 11,39 1517 3 2
Negativo 17 664,7 3,91 646 3,8 926,5 545  2237,2 13,16 977 3 2
Negativo 29 1000,5 3,45 928 3,2 1682 58  3610,5 12,45 872 1 2
Negativo 17,6 566,72 3,22 554.,4 3,15 950,4 54 2071,52 11,77 54 1 2
Negativo 34,2 813,96 2,38 1008,9 2,95 1928,88 5,64 375174 10,97 694 3 1
Negativo 27 918 3,4 823,5 3,05 1517,4 562  3258,9 12,07 686 3 2
Negativo 24 765,6 3,19 816 3,4 1440 6 30216 12,59 221 2 2
Negativo 13,2 489,72 3,71 436,92 3,31 761,64 5,77 1688,28 12,79 462 3 2
Negativo 20 738 3,69 700 3,5 1118 5,59 2556 12,78 290 3 3
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MAP L GT G % PT P % LcT Lc % ST S % RCS N T
Negativo 27,6 786,6 2,85 883,2 3,2 1636,68 5,93 3306,48 11,98 275 3 1
Positivo 24,6 880,68 3,58 752,76 3,06 1345,62 5,47 2979,06 12,11 549 3 2
Negativo 11,6 736,6 6,35 432,68 3,73 581,16 5,01 1750,44 15,09 702 3 2
Negativo 16,4 570,72 3,48 547,76 3,34 959,4 5,85 2077,88 12,67 49 1 3
Negativo 22,2 892,44 4,02 825,84 3,72 1303,14 5,87 3021,42 13,61 132 1 3
Negativo 22,2 692,64 3,12 745,92 3,36 1238,76 5,58 2677,32 12,06 89 1 2
Negativo 21,6 524,88 2,43 613,44 2,84 1101,6 5,1 2239,92 10,37 2515 3 2
Negativo 13 288,6 2,22 442 3,4 726,7 5,59 14573 11,21 1652 3 2
Negativo 11,2 481,6 4,3 4144 3,7 580,16 5,18 1476,16 13,18 733 2 3
Negativo 30 1074 3,58 1047 3,49 1734 5,78 3855 12,85 188 3 2
Negativo 30,2 854,66 2,83 884,86 2,93 1754,62 5,81 349414 11,57 59 3 2
Negativo 21 735 3,5 726,6 3,46 1253,7 5,97 27153 12,93 754 1 1
Negativo 17 775,2 4,56 595 3,5 887,4 522  2257,6 13,28 721 2 3
Negativo 20,4 940,44 4,61 714 3,5 1187,28 5,82 2841,72 13,93 354 3 2
Negativo 19,2 935,04 4,87 733,44 3,82 1054,08 5,49 2722,56 14,18 223 2 3
Negativo 25 752,5 3,01 857,5 3,43 1430 5,72 3040 12,16 249 3 2
Negativo 23,8 759,22 3,19 766,36 3,22 1349,46 5,67 2875,04 12,08 221 1 2
Negativo 19,8 613,8 3,1 683,1 3,45 1138,5 5,715 24354 12,3 102 1 3
Negativo 15 517,5 3,45 450 3 739,5 4,93 1707 11,38 1661 3 2
Negativo 18,6 582,18 3,13 658,44 3,54 1056,48 5,68  2297,1 12,35 160 2 2
Negativo 22,2 703,74 3,17 699,3 3,15 1411,92 6,36 2814,96 12,68 136 1 2
Negativo 27,4  1175,46 4,29 909,68 3,32 1611,12 5,88 3696,26 13,49 8 3 2
Negativo 11,4 540,36 4,74 436,62 3,83 616,74 5,41 1593,72 13,98 1317 3 2
Negativo 31 1069,5 3,45 1041,6 3,36 2117,3 6,83  4228/4 13,64 293 3 1
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MAP L GT G % PT P % LcT Lc % ST S % RCS N T
Negativo 23 687,7 2,99 798,1 3,47 1304,1 5,67  2789,9 12,13 80 1 2
Positivo 15,6 464,88 2,98 519,48 3,33 767,52 4,92 1751,88 11,23 1677 3 1
Negativo 29,4 682,08 2,32 926,1 3,15 1614,06 5,49 322224 10,96 323 3 1
Negativo 19,2 848,64 4,42 652,8 34 111744 5,82 2618,88 13,64 58 1 3
Negativo 27 823,5 3,05 896,4 3,32 1549,8 5,74  3269,7 12,11 72 1 2
Negativo 21,2 750,48 3,54 746,24 3,52 1255,04 5,92 275176 12,98 120 1 2
Negativo 19 556,7 2,93 589 31 1094,4 5,76  2240,1 11,79 731 1 2
Negativo 24 674,4 2,81 756 3,15 1320 5,5  2750,4 11,46 64 1 2
Negativo 28,8 711,36 2,47 907,2 3,15 1673,28 581 329184 11,43 74 1 2
Negativo 22 871,2 3,96 693 3,15 1271,6 5,718  2835,8 12,89 335 1 1
Negativo 23,2 716,88 3,09 721,52 3,11 1334 5,75 27724 11,95 101 1 2
Negativo 22,4 770,56 3,44 667,52 2,98 1301,44 5,81 2739,52 12,23 52 1 2
Negativo 24 720 3 796,8 3,32 1387,2 5,78 2904 12,1 68 1 3
Negativo 24,2 648,56 2,68 745,36 3,08  1406,02 5,81 2799,94 11,57 64 1 1
Negativo 16,6 511,28 3,08 529,54 3,19 903,04 5,44 1943,86 11,71 933 3 2
Negativo 26,4 784,08 2,97 889,68 3,37 1599,84 6,06 3273,6 12,4 117 3 2
Negativo 21,8 732,48 3,36 747,74 3,43 1172,84 5,38 2653,06 12,17 968 1 3
Positivo 9,8 422,38 4,31 338,1 3,45 624,26 6,37 1384,74 14,13 365 3 1
Negativo 31,2 1045,2 3,35 982,8 3,15 1107,6 3,55 31356 10,05 234 1 1
Negativo 19,4 711,98 3,67 719,74 3,71 1096,1 5,65 2527,82 13,03 3716 2 2
Negativo 16 564,8 3,53 571,2 3,57 881,6 551  2017,6 12,61 260 3 3
Negativo 26 611 2,35 891,8 3,43 1458,6 5,61 29614 11,39 253 3 2
Negativo 30 1005 3,35 945 3,15 1512 5,04 3462 11,54 145 3 2
Negativo 19,4 481,12 2,48 595,58 3,07 1098,04 5,66 217474 11,21 68 1 2
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MAP L GT G % PT P % LcT Lc % ST S % RCS N T
Negativo 31,8 1001,7 3,15 973,08 3,06 1666,32 524 36411 11,45 9 2 1
Negativo 22,6 720,94 3,19 781,96 3,46 1288,2 5,7 27911 12,35 773 2 2
Negativo 9,2 277,84 3,02 331,2 3,6 504,16 548  1113,2 12,1 616 3 3
Negativo 24 554,4 2,31 842,4 3,51 1329,6 5,54  2726,4 11,36 239 3 1

Positivo 16,6 581 3,5 675,62 4,07 954,5 5,75 2211,12 13,32 1143 2 3
Negativo 23 676,2 2,94 828 3,6 1336,3 5,81  2840,5 12,35 130 2 2
Negativo 16,2 451,98 2,79 594,54 3,67 801,9 4,95 1848,42 11,41 1823 3 3
Negativo 25 862,5 3,45 787,5 3,15 1462,5 5,85 31125 12,45 15 1 2
Negativo 29,2 1007,4 3,45 957,76 3,28 1696,52 5,81 3661,68 12,54 147 1 2
Negativo 23 768,2 3,34 839,5 3,65 1336,3 5,81 2944 12,8 321 1 2
Negativo 16,4 616,64 3,76 565,8 3,45 1038,12 6,33 2220,56 13,54 19 3 1
Negativo 20,8 700,96 3,37 707,2 34 1275,04 6,13  2683,2 12,9 2074 1 1
Negativo 18,6 801,66 4,31 652,86 3,51 1032,3 5,55 2486,82 13,37 442 2 3
Negativo 17 538,9 3,17 588,2 3,46 1016,6 5,98 21437 12,61 13 1 2

Positivo 11,4 505,02 4,43 393,3 3,45 691,98 6,07 1590,3 13,95 413 1 3
Negativo 27,6 596,16 2,16 855,6 3,1 1592,52 5,77 3044,28 11,03 163 2 1
Negativo 26 611 2,35 808,6 3,11 1622,4 6,24 3042 11,7 81 3 2
Negativo 28,2 640,14 2,27 871,38 3,09 1562,28 5,54  3073,8 10,9 2097 3 1
Negativo 31,8 1001,7 3,15 973,08 3,06 1666,32 524 36411 11,45 9 2 1
Negativo 13,4 444,88 3,32 412,72 3,08 806,68 6,02 1664,28 12,42 33 1 1
Negativo 13 491,4 3,78 462,8 3,56 741 5,7 16952 13,04 164 1 2

Positivo 12,2 420,9 3,45 384,3 3,15 788,12 6,46 1593,32 13,06 518 1 3
Negativo 20,4 599,76 294 671,16 3,29 1189,32 5,83 2460,24 12,06 20 1 2
Negativo 27,2 938,4 3,45 856,8 3,15 1591,2 5,85 33864 12,45 121 1 1
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MAP L GT G % PT P % LcT Lc % ST S % RCS N T
Negativo 20 548 2,74 704 3,52 1178 5,89 2430 12,15 566 1 2
Negativo 14,8 544,64 3,68 510,6 3,45 858,4 5,8 1913,64 12,93 121 1 2
Negativo 26 657,8 2,53 735,8 2,83 1492,4 5,74 2886 11,1 791 3 2
Negativo 24,4 888,16 3,64 768,6 3,15 1671,4 6,85 3328,16 13,64 171 3 2
Negativo 17,8 364,9 2,05 560,7 3,15 989,68 5,56 191528 10,76 36 1 2
Negativo 27 772,2 2,86 880,2 3,26 1576,8 5,84  3229,2 11,96 295 2 2
Negativo 19,2 624 3,25 683,52 3,56 1092,48 5,69 2400 12,5 20 1 1
Negativo 13 408,2 3,14 465,4 3,58 768,3 591 16419 12,63 75 1 2
Negativo 26,6 835,24 3,14 848,54 3,19 1625,26 6,11 3309,04 12,44 121 1 2
Negativo 22 662,2 3,01 693 3,15 1293,6 5,88  2648,8 12,04 55 1 3
Negativo 23 830,3 3,61 680,8 2,96 1373,1 597  2884,2 12,54 12 1 1
Negativo 27,2 938,4 3,45 856,8 3,15 1591,2 5,85 33864 12,45 121 1 1
Negativo 16,6 585,98 3,53 542,82 3,27 974,42 5,87 2103,22 12,67 67 1 1
Negativo 22,8 686,28 3,01 731,88 3,21 1297,32 5,69 2715,48 11,91 221 1 2
Negativo 19,2 579,84 3,02 622,08 3,24 1163,52 6,06 236544 12,32 79 1 2
Negativo 20,8 422,24 2,03 711,36 3,42 1183,52 5,69 2317,12 11,14 75 1 2
Negativo 19,6 652,68 3,33 676,2 3,45 1103,48 5,63 2432,36 12,41 777 1 2
Negativo 7,6 227,24 2,99 270,56 3,56 342 4,5 839,8 11,05 2258 2 2
Negativo 26 624 2,4 800,8 3,08 1466,4 564  2891,2 11,12 168 3 2
Negativo 11,6 498,8 4,3 446,6 3,85 664,68 5,73 1610,08 13,88 237 1 2
Negativo 23,6 759,92 3,22 755,2 3,2 1307,44 5,54 2822,56 11,96 85 1 1
Negativo 17,6 668,8 3,8 598,4 3,4 987,36 5,61 2254,56 12,81 846 1 1
Negativo 22 616 2,8 774,4 3,52 1278,2 581  2668,6 12,13 82 2 3
Negativo 20,6 628,3 3,05 739,54 3,59 1240,12 6,02 2607,96 12,66 77 1 2
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MAP L GT G % PT P % LcT Lc % ST S % RCS N T
Negativo 13,2 407,88 3,09 468,6 3,55 786,72 596  1663,2 12,6 137 1 2
Negativo 13,8 434,7 3,15 409,86 2,97 560,28 4,06 1404,84 10,18 144 2 2
Negativo 20,6 473,8 2,3 669,5 3,25 1320,46 6,41 2463,76 11,96 121 1 1
Negativo 14 557,2 3,98 509,6 3,64 788,2 5,63 1855 13,25 152 1 3
Negativo 23 793,5 3,45 706,1 3,07 1363,9 593  2863,5 12,45 16 1 1
Negativo 33 858 2,6 966,9 2,93 1943,7 5,89  3768,6 11,42 486 3 1
Negativo 21,2 674,16 3,18 731,4 3,45 1170,24 5,52  2575,8 12,15 2174 3 2
Negativo 20,4 622,2 3,05 660,96 3,24  1248,48 6,12 2531,64 12,41 121 1 3
Negativo 18,6 637,98 3,43 643,56 3,46 1084,38 5,83 2365,92 12,72 416 1 1
Negativo 31,2 914,16 2,93 982,8 3,15 172224 5,52  3619,2 11,6 84 2 1
Negativo 13,4 375,2 2,8 422,1 3,15 795,96 5,94 1593,26 11,89 138 1 2
Negativo 25 680 2,72 787,5 3,15 1537,5 6,15 3005 12,02 76 2 3
Negativo 33 858 2,6 966,9 2,93 19437 5,89  3768,6 11,42 486 3 1
Negativo 13,4 407,36 3,04 419,42 3,13 802,66 5,99 1629,44 12,16 19 1 2
Negativo 22,2 856,92 3,86 725,94 3,27 131424 592 2897,1 13,05 121 2 2
Negativo 26 774,8 2,98 845 3,25 1492,4 5,74  3112,2 11,97 995 2 1
Negativo 19 619,4 3,26 592,8 3,12 1103,9 581  2316,1 12,19 145 3 1
Negativo 23,6 759,92 3,22 755,2 3,2 1307,44 5,54 2822,56 11,96 85 1 1
Negativo 12,6 391,86 3,11 437,22 3,47 723,24 5,74 155232 12,32 368 2 3
Negativo 24,4 631,96 2,59 768,6 3,15 1490,84 6,11 28914 11,85 49 1 3
Negativo 13,4 407,36 3,04 419,42 3,13 802,66 5,99 1629,44 12,16 19 1 2
Negativo 20 464 2,32 640 3,2 1168 5,84 2272 11,36 374 3 1
Negativo 21,2 722,92 3,41 756,84 3,57 1265,64 597 27454 12,95 977 1 2
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Cuadro 8.2.2. Estadistica descriptiva (media, desviacion estdndar, coeficiente de variacion, cuantil 1 y 3) de la produccion de litros de
leche del dia de la toma de muestras expresados en litros (L), rendimiento de la grasa total (GT), Proteina total (PT), Lactosa total (LcT),
Solidos totales (ST); expresados en gramos totales. Concentracion de grasa (G%), Proteina (P%0), Lactosa (Lc%), Sélidos (S%),

expresados en gramos por decilitro g dI' y recuento de células somaticas RCS expresadas en mil. Cel. /ml. en animales libres o no de
MAP por la prueba ELISA-PPA (Positivos +, Negativos -) en suero de leche

Litros Grasa Proteina
- + -
* G% GT G% GT P% PT P% PT
Media 17,7 22,0 3,68 647,1 3,30 719,2 3,33 589,5 3,31 7243
Desviacion Estandar 6,11 5,60 0,16 200,70 0,63 17793 0,27 19153 0,23 166,53
Coeficiente de Variacion 33,61 25,60 17,90% 30,78% 19,01% 25,12% 8,02% 31,89% 6,82% 23,22%
Q1 1220 17,80 2,94 451,00 2,94 589,68 3,15 393,30 3,15 598,40
Q3 2460 26,00 3,64 850,50 3,64 830,30 3,44 752,76 3,49 842,40
Soélidos totales Lactosa Cely I_as
Somaticas
+ - + -
S% ST S% ST Lc% LcT Lc% LcT i
Media 12,88 2264,4 12,35 26982 5,77 10279 5,70 12548 584,1 426,8
Desviacion Estandar 1,13 755,71 0,83 633,08 0,63 393,92 0,03 328,67 534,47 516,51
Coeficiente de Variacion 8,85% 32,78% 6,73% 23,67% 10,88% 37,42% 6,65% 26,32% 81,39% 132,20%
Q1 1155 1590,30 11,79 225456 5,20 691,98 555 1039,52 208,00 87,00
Q3 13,32 2979,06 12,81 3089,52 593 134562 5,87 1492,40 1143,00 442,00




Salida InfoStat para la Litros producidos:
Anélisis de la varianza

Variable N R2 R2ZA| CV
Litros 182 0,94 0,11 25,01

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo IlI)

F.V. SC al CM _ F p-valor
Modelo. 824,39 5 164,885,68 00,0001
MAP Estado 199,62 1 199,626,87 0,0095
Ter. Lactancia 505,65 2 252,838,71 00,0002
Num Lac 119,11 2 59,56 2,05 0,1317
Error 5110,53 176 29,04
Total 5934,91 181

Comparacién de medias
Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=2,76804
Error: 29,0371 gl: 176

Map Status  Mediasn E.E.
Positivo 17,67 16 136 A
Negativo 2203 166 0,50 B

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=2,62173
Error: 29,0371 gl: 176

Num Lac Mediasn E.E.
1 19,07 87 0,88 A
2 20,67 26 1,09 A
3 20,81 69 0,84 A

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=2,52814
Error: 29,0371 gl: 176

Dias Lactancia Mediasn E.E.

3 1758 38 1,03 A

2 20,31 102 0,72 B

1 2298 42 094 C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
Salida InfoStat para el rendimiento de grasa:
Anélisis de la varianza

Variable N R2 RzZA] CV
Grasa 182 004 0,01 2544

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo 1)

F.V. SC al CM F p-valor
Modelo. 240559,98 5 48112,00 1,50 0,1911
MAP Estado  46139,25 1 46139,25 1,44 0,2315
Ter. Lactancia 142152,20 2 71076,10 2,22 0,1116




Num Lac 52268,53 2 26134,27 0,82 0,4436
Error 5633458,98 176 32008,29
Total 5874018,95 181

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=84,55927
Error: 27097,6135 gl: 176

MAP Estado Media. n E.E.
Positivo 589,49 16 41,66 A
Negativo 724,28 166 15,37 B

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=77,23066
Error: 27097,6135 gl: 176

Ter. Lactancia Media. n E.E.

3 606,03 38 31,38 A

2 667,42 102 22,04 A B
1 734,33 42 28,73 B

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=80,08975
Error: 27097,6135 gl: 176

Num Lac Media. n E.E.

1 634,96 87 26,96 A
3 676,89 69 25,63 A
2 693,46 26 3345 A

Media. con una letra comun no son significativamente diferentes (p >0,05)

Salida InfoStat para la concentracion de grasa:
Anaélisis de la varianza

Variable N R? R2ZA| CV
Grasa 182 0,09 0,07 18,48

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I11)

F.V. SC CM_ F p-valor
Modelo. 6,70 5 1,34 3,53 0,0045
MAP Estado 2,09 1 2,09 552 0,0199
Ter. Lactancia 4,52 2 2,26 596 0,0031
Num Lac 0,08 2 0,04 0,11 0,8950
Error 66,71 176 0,38
Total 73,40 181

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=0,31625
Error: 0,3790 gl: 176

MAP Estado Media. n E.E.
Negativo 3,34 166 0,06 A
Positivo 3,72 16 0,16 B

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=0,28884
Error: 0,3790 gl: 176
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Ter. Lactancia Media. n E.E.

1 3,32 42 011 A

2 3,38 102 0,08 A

3 3,78 38 0,12 B
Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=0,29953

Error: 0,3790 gl: 176

Num Lac Media. n E.E.

3 3,49 69 0,10 A

2 3,52 26 0,13 A

1 3,53 87 0,10 A

Media. con una letra comln no son significativamente diferentes (p > 0,05)
Salida InfoStat para el rendimiento de proteina:
Anélisis de la varianza

Variable N R? R2ZA| CV
Proteina 182 0,10 0,08 23,28

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I11)

F.V. SC al CM F p-valor
Modelo. 555710,63 5 111142,13 4,10 0,0015
MAP Estado 198554,14 1 198554,14 7,33  0,0075
Ter. Lactancia278947,32 2 139473,66 5,15 0,0067

Num Lac 78209,16 2 39104,58 1,44 0,2390
Error 4769179,97 176  27097,61
Total 5324890,60 181

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=84,55927
Error: 27097,6135 gl: 176

MAP Estado Media. n E.E.
Positivo 589,49 16 4166 A
Negativo 724,28 166 15,37 B

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=77,23066
Error: 27097,6135 gl: 176

Ter. Lactancia Media. n E.E.

3 606,03 38 31,38 A

2 667,42 102 22,04 A B
1 734,33 42 28,73 B
Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=80,08975

Error: 27097,6135 gl: 176

Num Lac Media. n E.E.

1 634,96 87 26,96 A

3 676,89 69 25,63 A

2 693,46 26 3345 A

Media con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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Salida InfoStat para la concentracion de proteina:

Andlisis de la varianza

Variable R2 RZA| CV
Proteina 0,12 0,10 6,57
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I11)

F.V. sC dl CM F p-valor
Modelo. 1,15 5 0,23 4,86 0,0003
MAP Estado 0,01 1 0,01 0,17 0,6827
Ter. Lactancia 0,95 2 0,48 10,08 0,0001
Num Lac 0,19 2 0,09 1,98 0,1407
Error 8,31 176 0,05
Total 9,46 181
Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,11163
Error: 0,0472 gl: 176
MAP Estado Media. n E.E.

Negativo 3,33 166 0,02 A
Positivo 3,35 16 005 A

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=0,10195

Error: 0,0472 gl: 176

Ter. Lactancia Media. n E.E.

1 3,23 42 0,04 A

2 3,31 102 0,03 A

3 3,45 38 0,04 B
Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=0,10573

Error: 0,0472 gl: 176

Num Lac Media. n E.E.

3 3,29 69 0,03 A

1 3,34 87 0,04 A B
2 3,41 26 0,04 B

Media. con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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Salida InfoStat para el rendimiento de lactosa:
Anélisis de la varianza
Variable N R2 R2A] CV

Lactosa 182 0,12 0,10 26,12

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I11)

F.V. SC_ dl CM F p-valor
Modelo. 249717343 5 499434,69 4,83 0,0004
MAP Estado 562145,06 1 562145,06 5,43 0,0209
Ter. Lactancia 1655330,64 2 827665,32 8,00 0,0005
Num Lac 279697,73 2 139848,86 1,35 0,2616
Error 18216678,74 176  103503,86

Total 20713852,17 181

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=165,26237
Error: 103503,8565 gl: 176

MAP Estado Media. n E.E.
Positivo 1027,85 16 81,42 A
Negativo 1254.,74 166 30,04 B

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=150,93935
Error: 103503,8565 gl: 176

Ter. Lactancia Media. n E.E.

3 1014,47 38 61,33 A

2 1159,26 102 43,07 A

1 1320,90 42 56,16 B

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=156,52714
Error: 103503,8565 gl: 176

Num Lac Media. n E.E.

1 1108,72 87 52,68 A

2 1166,18 26 65,37 A

3 1195,09 69 50,10 A

Media. con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Salida InfoStat para la concentracion de lactosa:
Anélisis de la varianza

Variable N R2 R2ZA] CV
Lactosa 182 0,05 0,02 7.03

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo I11)

F.V. SC CM F p-valor
Modelo. 140 5 0,28 1,74 0,1284
MAP Estado 0,07 1 0,07 0,42 0,5185

2
2

Ter. Lactancia0,24 0,12 0,74 0,4793
Num Lac 1,09 0,55 3,40 0,0357
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Error 28,34 176 0,16
Total 29,74 181

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=0,20614
Error: 0,1610 gl: 176

MAP Estado Media.n E.E.
Negativo 568 166 0,04 A
Positivo 580 16 0,10 A

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=0,18828
Error: 0,1610 gl: 176

Ter. Lactancia Media. n E.E.

2 569 102 005 A
3 574 38 0,08 A
1 5,78 42 007 A

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=0,19525
Error: 0,1610 gl: 176

Num Lac Media. n E.E.

2 5,61 26 0,08 A
3 5,72 69 0,06 A B
1 5,84 87 0,07 B

Media. con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
Salida InfoStat para el rendimiento de solidos totales:

Anélisis de la varianza

Variable N R2  R?2A] CV

Sélidos 182 0,10 0,07 2370
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I11)

F.V. SC_d CM F p-valor
Modelo. 7701662,47 5 1540332,49 3,93 0,0021

MAP Estado 198854550 1 1988545,50 5,07 0,0255
Ter. Lactanciad674598,87 2 2337299,43 5,96 0,0031
Num Lac 1038518,10 2 519259,05 1,32 0,2685
Error 68982997,84 176  391948,85

Total 76684660,31 181

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=321,59583
Error: 391948,8514 gl: 176

MAP Estado Media. n E.E.
Positivo 2264.,42 16 158,45 A
Negativo 2698,23 166 58,45 B

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=293,72364
Error: 391948,8514 gl: 176

Ter. Lactancia Media. n E.E.
3 2280,26 38 119,35 A
2 2499.14 102 83,81 A B
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1 2791,55 42 109,28 B

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=304,59733
Error: 391948,8514 gl: 176

Num Lac Media. n E.E.

1 2407,66 87 102,52 A

2 2565,96 26 127,20 A

3 2570,87 69 9749 A

Media. con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Salida InfoStat para la concentracion de solidos totales:
Anélisis de la varianza

Variable N R2 R2ZA| CV
Solidos 182 0,11 0,08 6,71

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo 111)

F.V. SC CM_ F p-valor
Modelo. 1463 5 2,93 4,26 0,0011
MAP Estado 3,22 1 3,22 469 0,0317
Ter. Lactancia9,77 2 489 7,11 0,0011
Num Lac 164 2 0,82 1,19 0,3061
Error 120,89176 0,69
Total 135,52 181

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=0,42573
Error: 0,6869 gl: 176

MAP Estado Media. n E.E.
Negativo 12,35 166 0,08 A
Positivo 12.88 16 0,21 B

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=0,38883
Error: 0,6869 gl: 176

Ter. Lactancia Media. n E.E.

1 12,33 42 0,14 A

2 12,37 102 0,11 A

3 12,97 38 0,16 B
Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=0,40323

Error: 0,6869 gl: 176

Num Lac Media. n E.E.

3 12,50 69 0,13 A

2 12,54 26 0,17 A

1 12,70 87 0,14 A

Media. con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Salida InfoStat para la cantidad de células somaticas:
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Analisis de la varianza

Variable N R2 R2ZA] CV
Cel som 182 0,14 0,11 118,65

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I11)

F.V. SC al CM F p-valor
Modelo. 6854468,04 5 1370893,61 5,68 0,0001
MAP Estado 1032483,39 1 1032483,39 4,28 0,0401
Ter. Lactancia5249,23 2 2624,61 0,01 0,9892
Num Lac 5816735,43 2 2908367,71 12,05 <0,0001
Error 42482375,72 176  241377,13
Total 49336843,76 181

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=252,37351
Error: 241377,1348 gl: 176

MAP Estado Media. n E.E.
Negativo 426,75 166 4587 A
Positivo 584,07 16 124.34 A

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=230,50071
Error: 241377,1348 gl: 176

Ter. Lactancia Media. n E.E.

2 484,98 102 65,77 A
1 496,88 42 85,76 A
3 503,33 38 93,66 A

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=239,03388
Error: 241377,1348 gl: 176

Num Lac Media. n E.E.

1 301,51 87 80,45 A

2 491,08 26 99,82 A B
3 692,65 69 76,51 B

Media. con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

8.3.- Anexo Il

Cuadro 8.3.1. Medicién individual de Proteina sérica (PS), Inmunoglobulinas (1gs),
a-Lactoalbumina (a-LA), B-Lactoglobulina (-LG) y Seroalbumina (SA) en el
suero de leche expresados en gramo por litro (g 1Y) de los animales escogidos de
establecimientos libres e infectados de MAP por la prueba ELISA-PPA (Positivos,
Negativos) en suero de leche. Ubicacion de estos animales en los grupos formados
para numero de Lactacion (G1=1 lactancia, G2=2 lactancias, G3=3 lactancias a
mas) y por el tercio de lactacion (T=1=1 tercio, T=2=2 tercio, T=3=3 tercio)

Numero EstadoMAP PS Igs a-LA B-LG SA N
1 Positivo 340 0,13 129 1,76 022 3
2

1

2 Positivo 500 089 1,71 202 0,39
3 Positivo 520 0,71 192 244 0,12

Wk —
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13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32

Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo

3,80
5,40
5,20
6,00
4,20
4,20
4,50
5,00
4,60
5,50
6,60
6,00
7,40
7,00
7,20
6,50
6,80
7,20
6,50
9,00
7,50
4,20
3,80
3,40
2,61
5,60
5,40
5,00
5,00

0,41
0,68
0,45
0,80
0,37
0,44
0,28
0,58
0,58
0,98
0,77
0,83
1,73
1,29
0,88
0,63
0,73
0,40
0,44
1,73
0,80
0,52
0,22
0,42
0,39
0,27
0,24
0,45
0,47

1,50
2,19
1,35
2,27
1,74
1,68
1,45
1,80
1,23
1,80
1,98
1,79
2,39
2,29
2,37
1,79
2,71
1,71
1,67
2,68
2,54
1,45
1,30
1,24
0,76
2,05
1,88
1,72
1,82

1,63
2,30
2,94
2,56
1,98
1,74
2,58
2,20
2,41
2,64
3,76
3,70
3,19
3,29
3,62
3,98
3,25
4,61
4,06
3,89
3,73
2,12
2,15
1,57
1,32
3,16
3,09
2,68
2,43

0,25
0,22
0,46
0,33
0,11
0,34
0,18
0,42
0,38
0,07
0,06
0,28
0,09
0,13
0,33
0,08
0,10
0,49
0,34
0,69
0,43
0,11
0,11
0,16
0,14
0,12
0,19
0,16
0,27
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Cuadro 8.3.2. Histogramas para la frecuencia relativa de las clases de las proteinas
séricas lacteas, Inmunoglobulinas, a-Lactoalbumina, p-Lactoglobulina y
SeroalbUmina expresadas en gramos por litro (g I'Y) comparadas por la presencia
de anticuerpos MAP por la prueba ELISA-PPA (Positivos, Negativos) en suero de
leche.
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Estado MAFP = Negativo
Ajuste Mom J[2.443.0 240
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Cuadro 8.3.3. Estadistica descriptiva considerando la media, desviacion estandar, coeficiente de variacion (%), cuantil 1 y 3 de la
proteina sérica, Inmunoglobulinas, a-Lactoalbumina, B-Lactoglobulina y Seroalblimina expresados en gramo por litro (g I?%)
comparadas por la presencia o ausencia de anticuerpos MAP por la prueba ELISA-PPA (Positivos, Negativos) en suero de leche

Proteina Sérica Inmunoglobulinas a-Lactoalbumina p-Lactoglobulina Seroalbumina

Positivos Negativos Positivos Negativos Positivos Negativos Positivos Negativos Positivos Negativos

Media 4,41 6,51 0,49 0,79 1,56 2,07 2,11 3,44 0,25 0,24

Desviacion. Estandar 0,88 1,07 0,21 0,46 0,38 0,36 0,43 0,58 0,12 0,18

C‘ij’;'ﬁ'ae;gende 20,00%  16.42%  4213%  5808%  2474%  1757%  20.45%  16.93%  49.89%  7520%
01 3.80 5,50 0,37 0.44 1.29 1.79 174 3.09 012 0,09

Q3 5,00 7,20 0,58 0,88 1,74 2,37 2,41 3,76 0,34 0,33
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Cuadro 8.3.4.- Comparacion entre las concentraciones de las proteinas séricas presentes en la leche (g I') de bovinos respecto respecto a:
estado de MAP analizado por la prueba ELISA-PPA (Positivos, Negativos) en suero de leche; tercio de lactacion (T1=1 tercio, T2=2
tercio, T3=3 tercio) y al nUmero de Lactacion (G1 = 1 lactancia, G2=2 lactancias, G3=3 lactancias a mas)

MAP Tercio de Lactacién NUmero de lactacion
EEM!? Signif. 2
+ - T1 T2 T3 Gl G2
PS 4,42 6,4b 5,52 5,92 4,78 5,62 5,62 5,12 0,25 M
1GS 0,52 0,8b 0,78 0,72 0,52 0,72 0,62 0,62 0,07 M
a-LA 162 271° 1,82 2,02 1,52 1,82 1,82 1,72 0,08 M
B-LG 2,148 3,4b 2,78 3,0? 2,48 2,82 2,82 2,62 0,15 M
SA 0,32 0,28 0,32 0,22 0,32 0,32 0,32 0,3? 0,03

L Error estandar de la media

2 Significancia, solo se indican los factores significativos (o < 0,05). M, MAP; T, tercio; N, niimero de lactancia.



Salida InfoStat para la Proteina sérica:
Anélisis de la varianza

Variable N R2 R2ZA| CV
Proteina sérica. 32 058 0,50 18,72

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo IlI)

F.V. SC al CM_ F p-valor
Modelo. 37,13 5 743 7,11 0,0003
Estado MAP 3547 1 35,47 33,96 <0,0001
Ter. lactacion 086 2 0,43 0,41 0,6653
Numero Lac 0,79 2 0,40 0,38 10,6876
Error 27,15 26 1,04
Total 64,28 31

Salida InfoStat para la Inmunoglobulinas:
Anaélisis de la varianza

Variable N R? Aj CVv
Inmunoglobulinas 32 0,19 0,03 58,68

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo 111)

F.V. SC CM_ F p-valor
Modelo. 084 5 0,17 1,18 0,3450
Estado MAP 0,71 1 0,71 5,03 0,0337
Ter. lactacion 0,02 2 0,01 0,06 0,9380
Numero Lac 0,11 2 0,05 0,38 0,6897
Error 3,68 26 0,14
Total 451 31

Salida InfoStat para a-Lactoalbumina:
Analisis de la varianza

Variable N R? R2ZA| CV
ALA 32 040 0,29 2110

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I11)

F.V. SC CM_ F p-valor
Modelo. 256 5 0,51 3,49 10,0152
Estado MAP 2,16 1 2,16 14,72 0,0007
Ter. lactacion 0,31 2 0,15 1,06 0,3624
Numero Lac 0,09 2 0,05 0,31 0,7375
Error 3,81 26 0,15
Total 6,37 31
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Salida InfoStat para B-Lactoglobulina:
Anélisis de la varianza

Variable N R2 R2ZA| CV
BLG 32 0,66 0,60 19,35

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo IlI)

F.V. SC al CM F p-valor
Modelo. 14,64 5 2,93 10,16 <0,0001
Estado MAP 14,26 1 14,26 49,45 <0,0001
Ter. lactacion 0,37 2 0,18 0,64 0,5351
Numero Lac 0,01 2 0,01 0,03 10,9751
Error 7,50 26 0,29
Total 22,14 31

Salida InfoStat para Seroalbumina:
Anaélisis de la varianza

Variable N R? R2ZA| CV
Sero 32 0,03 0,00 67,03

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo 111)

F.V. SC al CM F p-valor
Modelo. 0,02 5 4,8E-03 0,18 0,9668
Estado MAP 3,8E-04 1 3,8E-04 0,01 0,9058
Ter. lactacion 3,0E-03 2 1,5E-03 0,06 0,9446
Numero Lac 0,02 2 0,01 0,39 0,6800
Error 0,69 26 0,03

Total 0,71 31




8.4.- Anexo IV

Cuadro 8.4.1. Datos econémicos de los rodeos en estudio

Ndmero de vacas

Numero de Vacas Negativas

Leche diaria promedio (litros)

Produccion anual esperada por vaca (1)

Produccidn anual esperada por el rodeo (1)

Precio promedio de la leche (ARS)

Ganancia Anual esperada del rodeo($)

NUmero de Vacas Positivas

Leche diaria promedio litros Positivas (1)

Dias de produccion aproximado (d)

Factor de correccion de Litros a Kilos. (kg)

Produccion anual de kilos de leche vaca Negativa (kg/vaca)
Produccion anual de vacas Negativas rodeo (kg)
Produccion anual de kilos de leche vaca Positiva (kg/vaca)
Produccion anual de vacas Positivas rodeo (kg)
Produccion Total del rodeo muestreado (Kg)

Ganancia del rodeo infectado (3)

Diferencia de produccion total Kilos anuales ($)

Pérdida Econémica anual Pesos ($)

182

166

22,03
6934,1628
1262017,63
2,5
3155044,074
16

17,67

305

1,032
6934,1628
1151071,025
5561,8092
88988,9472
1240059,972
3100149,93
21957,6576
54894,144
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