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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 alteracién 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 estudié 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 composicién de la proteina sérica se
estudio o evalu6 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.

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.

Palabras clave: Paratuberculosis, Calidad lactea, Produccion de leche, Proteinas del suero de leche,
Electroforesis.

ABSTRACT

Paratuberculosis (PTB) is an infectious disease of ruminants caused by Mycobacterium avium spp.
paratuberculosis (MAP). In affected dairy herds, MAP infection directly or indirectly impacts productivity due to
the reduction in the amount of milk produced and the alteration in the milk composition.

The objective of this work was to identify the possible alterations in the whey proteins of samples from bovines
infected with MAP. The relationship between serum protein fractions and the presence of anti-MAP specific



antibodies in bovine milk serum belonging to the sample bank of the Immunology Chair of the FCV-UBA
identified as positive or negative to MAP DNA was studied. the polymerase chain reaction (PCR). The
composition of the serum protein was studied or evaluated by the electrophoresis technique. The results of
the serum protein values in the presence of anti-MAP specific antibodies decreased by 29% and the a-LA and
B-LG fractions decreased by 37, 52% respectively.

Therefore, we can affirm that in this work the presence of anti MAP antibodies, had a negative impact on the
amount of whey proteins.

Key words: Paratuberculosis, Milk quality, Milk production, Whey proteins, Electrophoresis.

1.-Introduccién

La composicion de las proteinas presentes en la leche, estd asociada al proceso de secrecion lactea
(Schanbacher y cols., 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 variacién de a-LA y B-LG en el suero de leche no estan 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 crénica 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 aminoécidos circundantes especialmente los
esenciales a la glandula mamaria, afectando la sintesis de proteinas propias de la leche como la caseina,
alfa-lactoalbumina (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 proporcién en la que se encuentran los distintos
componentes en la leche no sera constante (Alais, 1985,Casado y Garcia, 1985).

1.1.-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 composicibn de la leche bovina varia
considerablemente segln la raza, el estado 0 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 algun 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 cantidad de los diferentes elementos que integran la leche (Bath y cols., 1979). Se considera que
pasan por la glandula aproximadamente 500 volumenes de sangre o 375 volimenes 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 la tabla 1 se encuentra la distribucion de componentes (lturbe, 2012).

Tabla 1. Composicién de la leche bovina (agua, grasa, lactosa, minerales y proteina) expresada en gramos
por litro (g I'Y). Composicion de la proteina total tomando en cuenta la caseina y las proteinas del suero.
Composicién de las proteinas del suero expresadas en gramo por litro (g I'1) en porcentaje



1 Litro de leche (@™ %

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 33 10,11% 52%
SeroalbUumina 0,4 1,23%
Inmunoglobulinas 0,7 2,14%

Iturbe (2012)

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 esta formada en un 2.7% por caseina y un 0.5% de proteinas del suero.
(Valores respecto del total de la composicion 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 esta 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-lactoalbumina (a-LA) (Tabla 1).
Una vez que las caseinas se han retirado de la leche y esta se ha vuelto acida, la a-lactoalbumina se puede
separar por calentamiento para precipitarlas. El control genético de la leche sintetizada en el alvéolo proviene
de la cantidad de la a-lactoalbimina sintetizada por las células secretoras. Esta proteina es un regulador
importante de la cantidad de lactosa y leche que se produce por dia (Wattiaux y Armentafio, 2002).

o] Beta-Lactoglobulina (8-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 I-1
(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 fortificacién de bebidas y
jugos de fruta gracias a su gran solubilidad y estabilidad. (Grasselli y cols., 1997). Ultimamente se
demostrado que B-LG presenta una mediana capacidad antioxidante respecto a la vitamina E y probucol, lo
gue 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 funcion nutritiva, se ha sugerido que regula el sistema
digestivo. Ademas, cumple una accién antimicrobiana directa (Chaneton y cols., 2008).

o] Alfa-Lactoalbumina (a-LA)

Es una calcio metaloproteina que en las células del epitelio mamario forma un complejo con la (3-1,4
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. (Kuhn y cols., 1980) La lactosa es el principal carbohidrato de la leche. La a-LA es osméticamente
activa y regula el volumen de la leche producido. (Konecny y cols., 1994). Posee otros efectos beneficiosos
sobre la salud del ternero lactante debido a su elevada proporcién de aminoAcidos esenciales (triptéfano y
cisteina). En el lacto suero se encuentra en una concentracién de alrededor de 1.5 g I-1 (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 estd constituida por dos cadenas ligeras y dos cadenas pesadas
(Troncoso, 2014). Unidas por puentes di sulfuros. En el lacto suero se encuentra en una concentracion de
alrededor de 0.6 - 0.9 gl-1 (Conrado y cols., 2005).



Las inmunoglobulinas (Igs) 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 inmunolégicas de la leche y protegen a los pequefios mamiferos hasta que su propio sistema
inmunolégico esté desarrollado (Hermida y cols., 1992). La alteraciéon de las mismas puede indicar del
padecimiento por parte del animal (Walstra, 1987).

o] Seroalbimina

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 aminoéacidos (Hill y Brew, 1975). En el lacto suero se
encuentra en una concentracion de alrededor de 0,2-0,6 g I-1 (Conrado y cols., 2005).

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 sé6lo durante la lactacién y forma un complejo con
la enzima galactosiltransferasa, para formar la lactosa sintetasa, la cual cataliza el dltimo paso de la
biosintesis de la lactosa en la glandula mamaria (Hiraoka y cols., 1980). Durante este proceso, la sintesis de
a-LA regula el volumen de la produccién de leche. Ademas a-LA posee un Unico sitio de unién 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 (Svensson y cols., 1999),
actualmente se ha encontrado que algunas formas de a-LA pueden inducir apoptosis en células tumorales, lo
gue sugiere que esta proteina puede cumplir multiples funciones bioldgicas (Whitlock y cols., 2000).

En términos generales en esta investigacion 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 esta investigacion 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.

2.- Materiales y Métodos:
2.1.- Origen de las muestras

A partir de cuatro rodeos de la provincia de Buenos Aires. (Partidos de General Pueyrreddon, General
Viamonte y Lincoln) con un sistema de produccién 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 diagnésticos 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 lactacién, 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 Il, 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
investigacion, 2016).

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.

2.3.- Descripcién de las técnicas usadas

Cada muestra de leche fue centrifugada a 4°C durante 20 minutos (10.000 rpm), y se genero 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 espéatula de metal
y se procedid 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-1) se obtuvo por refractometria. Para lo cual se colocé el refractometro frente
a una buena fuente de iluminacién 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 cerré el prisma. Se hizo incidir un haz de radiacién y se observé por el ocular, con el
acromatizador se corrigid la aberraciébn cromatica y a continuacion se ajusté 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 sédico por 4 minutos. Se escurrié 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.

Siembra:

Se colocd con una pipeta 20 Ol de muestra en un portaobjetos, con el sembrador se tomé la muestra y se
coloco en la zona cétodo, se aplico el volumen que carga en el espacio del sembrador. Se dej6 secar y se
realiz6 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, &cido 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 sdlo retuvieron el color las bandas de proteinas.

Posteriormente se procedio a realizar la lectura en el densitémetro (Dynex Technologies, Chantilly, VA, USA)
ajustando la cantidad de proteina total para el célculo de las fracciones proteicas. La figura 1 representa la
lectura de las fracciones proteicas.

g2 |{
01 [

a b c ?
(+) —

Figura 1. Representacion grafica de la densitometria lactea a: Inmunoglobulinas (lgs), b: a-LA, c: B-LG, d:
Seroalbumina (SA)

2.4.- Analisis Estadistico:

Los resultados (concentraciones de Igs, a-LA, B-LG, y seroalbumina) se analizaron por estadistica
descriptiva, calculando las medidas de tendencia central (media y mediana) y de dispersion (desviacion
estandar). . 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 andlisis de varianza (ANVA) de acuerdo a un modelo completamente aleatorizado, utilizando el programa
Infostat (Version 2014. Grupo InfoStat, FCA, Universidad Nacional de Coérdoba, Argentina). Las diferencias
entre medias fueron declaradas significativas para a= 0,05.

Yij = p+ ai + €ij



Doénde:

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.

3.- Resultados

Ies olA BLG SA

Figura 2: Resultados representativos de la electroforesis y lectura en muestras positivas

Los sueros lacteos fueron estudiados por electroforesis y los resultados medidos por densitometria de forma
individual, detectandose 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 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 patrén hallado para animales
normales, donde la B-LG es aproximadamente el 50% del total de proteina sérica (Figura 3, notar la mayor
concentracién de B-LG respecto a la de a-LA).

Figura 3: Resultados representativos de la electroforesis y lectura en las muestras negativas

En la tabla 2 tenemos los resultados del diagnostico de tres pruebas (ELISA, Cultivo y PCR) realizado
previamente por la Doctora Gilardoni, cada prueba diagndstica tiene una sensibilidad y especificidad diferente
propia y para cada estadio de la enfermedad.



Tabla 2. Medicion de la Proteina sérica total en el suero de leche expresados en gramo por litro (g I't) de los
animales escogidos de establecimientos libres e infectados de MAP, diagnosticados a través de la prueba de
ELISA, Cultivo fecal y PCR

- Namero . 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 + + + 5,4
E2 2390 + + + 2,5
E2 1977 S + + 4,5
E3 1 - - - 4,4
E3 9 - 4,8
E3 17 - - - 4,5
E3 26 - - - 7.8
E3 10 - - - 53
E4 301 - - - 52
E4 1744 - - - 6,6
E4 1512 - - - 57
E4 2131 - - - 6,6
E4 1913 - - - 6,8

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 p-Lactoglobulina (Tabla 3). Por el contrario no se hallaron diferencias (p> 0,05) en
las concentraciones de Inmunoglobulinas y seroalbuminas.

Tabla 3. Comparacién entre las concentraciones de las proteinas séricas presentes en la leche (g I'Y) 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-Lactoalbimina 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

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 en leche tiene una sensibilidad y especificidad de 36% y 87% respectivamente
(Buergelt y Williams, 2004; Badi y cols., 2010). Los animales en estadios tempranos, con baja y/o intermitente
excrecion de MAP, generalmente no producen niveles detectables de anticuerpos (OIE, 2008). Asi es como



la no deteccion de anticuerpos séricos no implica la ausencia de excreciébn de MAP por leche y/o MF
(Buergelt y Williams, 2004; Badi y cols., 2010).

Evidentemente la infeccién de PTB tiene un impacto negativo sobre a la proteina sérica ain 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 aminoécidos,
(Bortree y cols., 1962) y por lo tanto una captacion menor por la glandula mamaria, disminuyendo la
capacidad de sintesis de estas proteinas séricas.

La a-LA y B-LG han sido ampliamente estudiados como biomarcadores de la funcién de la glandula mamaria
(31,32,33,34,35). En el caso de la mastitis (2) detectaron un aumento de la concentracién de las proteinas
totales (PT) en el suero sanguineo, mientras concentraciones de a-LA, y 3-LG se redujeron en el suero
lacteo. Sin embargo, Caffin y Poutrel (Caffin y Poutrel, 1985) sélo identificaron la disminuciéon de la
concentracion de a-LA en las muestras provenientes de leches mastiticas por coliformes. Segln nuestro
conocimiento estas alteraciones no han sido descritas para las leches provenientes de animales infectados
por MAP.

La influencia del estado de la infeccion de mastitis clinica por Streptococcus agalactiae asi como también por
infeccion experimental, fue relacionada con la disminuciéon de a-LA y B-LG, mientras que la seroalbimina y
las Igs aumentaron.

La concentracién de proteina sérica lactea encontrada en este trabajo para los animales no infectados (MAP
negativos) (5,77 g I-1) es coincidente con la reportada por Alais, en 1985(5) (5,40 g I-1) y Abd y cols. en el
2009(Bergara y cols., 1998) (6,0 g I-1). Por el contrario, para los animales MAP positivos se detecté una
disminucién en la concentracion de proteina sérica lactea del 40% (promedio: 3.48 g |-1). En otras
investigaciones realizadas con suero sanguineo se observa una disminucion de proteina sérica sanguinea
con la presencia de MAP (Fernandez y cols, 2010, Meza-Nieto y cols., 2006).

Las concentraciones normales de B-LG en los rodeos PCR negativos fueron de 3,40 g I-1 y se ubicaron
dentro del rango considerado normal segun diversos autores (3 — 4 g I-1; (Conrado y cols., 2005)5; 2,5-4,0 g
I-1;(Kiddy y cols., 1968)), mientras que para los animales positivos se observo una disminucion del 52%.

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

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

La concentracion de seroalbumina 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
parametro fisiolégico no se hubiera visto aun afectado por la patologia. Algo similar ocurrié con la
concentracion de las inmunoglobulinas (Igs), 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 Igs) 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 (Meza-Nieto y cols., 2006).

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 seroalbdiminas, simplemente no haya
sido posible detectarse debido al escaso nimero de animales empleados.

5.- Conclusiones

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 disminucién de la concentracion de las fracciones
de proteina del suero de leche, siendo las mas afectadas las a-LA, B-LG en comparacion con el resto de las
proteinas del suero de leche.
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