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ABSTRACT. 75 Holstein cows were studied between their eighth and
nineth months of pregnancy. In each of the animals studied the pro--
teins were determined and so was electroforesis in celiulose acetate.
Absolute and relative values wer obtained for four fractions of serum
proteins and these were: Albumen, Alpha, Beta and Gamma Globulins.
The average and the standard deviations were calculated for each
fraction. The Gamma globulin values of each animal are compared with
the inhibition values of hemaglutination to PI-3 obtained by the Virclogy
Department at CNIC. The results obtained are correlated and discussed
with their significance physiopathological.

RESUMEN. Se estudiaron 75 vacas de la raza Holstein entre el 8vo, y
9no. mes de gestacidon. A cada uno de los animales estudiados se le rea-
lizé determinacion de proteinas séricas y electroforesis en acetato de
celulosa. Se obtuvieron valores absolutos y relativos para cuatro frac-
ciones de proteinas séricas que fueron: Alblmina, Alfa, Beta y Gamma
Globulinas y se calcularon la media y la desviacion standard de cada
una de las fracciones. Los valores de globulinas Gamma de cada uno
de los animales se comparan con los titulos de inhibicién de la hema-
glutinacién a PI-3 obtenidos por el Dpto. de Virologfa del CNIC. Se
correlacionan y discuten los resultados obtenidos con su 51gn1f1cac10n
fisiopatologica.

INTRODUCCION

Este trabajo tiene como objetivo el conocimiento de los valores de pro-
teinas séricas de un grupo de vacas gestantes de la raza Holstein y su
relacién con titulos de inhibicién de la hemaglutinacién a PI-3. Estos
datos deben permitir el establecimiento de un criterio con respecto a la
importancia del papel etiolégico del virus en la masa ganadera de los
centros estudiados, asi como su relacién con el estado inmunolégico de
los animales. Finalmente nos ofrece los conocimientos de partidas para
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estudios pre y postnatales de terneros desde un punto de vista inmuno-
l6gico y clinico.

MATERIALES Y METODOS

Electroforesis de seroproteinas. Las electroforesis se realizaron en ace-
tato de celulosa Oxoid y camara horizontal.

Se utilizé tampén Tris-Veronal-Veronal Na, pH 84 (7.20; 2.5; 9.65 gra-
mos por litro) y una distancia entre puentes de 8 cm.

Se efectué la corrida con una diferencia de potencial de 12.5 voltios/cm
durante 135 minutos. Las muestras se depositaron sobre las tiras con un
aplicador rectangular de 1.5 microlitros por 9 mm.

Coloracion. Las tiras se colorearon con una solucién de 0.5 g de Pon-
ceau S en 100 ml de acido tricloroacético al 5% durante 10 minutos y se
decoloraron por lavadds sucesivos en una solucién de 4cido acético al
5%. Se dejaron secar a temperatura ambiente entre dos hojas de papel
de filtro grueso.

Evaluacion. Para obtener valores precisos de las fracciones, éstas se
cortaron cuidadoszmente y se depositaron en tubos de ensayo con tapa
roscada, donde fueron disueltas afiadiéndoles 3 ml de una mezcla de
cloroformo-ctanol (90/10 v/v).

Se utilizaron como blanco fragmentos de acetato de celulosa de las mis-
mas tiras, de tamafio proporcional y no continentes de alguna fraccién
proteica.

Todas las fracciones disueltas fueron evaluadas en un espectrofotémetro
Unicam SP-600 con una longitud de onda de 5,130 Angstroms.

Se obtuvieron valores en % de cada una de las fracciones de los cuales
posteriormente se pasé a valores absolutos por determinacién de pro-
teinas totales.

Determinacion de proteinas. Se utilizé un micrométodo de determina-
cién de proteinas por reaccién de Biuret (modificado de Henry, 1969).

La curva de calibracién se confeccioné con diluciones de un pool de
suero bovino con concentracién de Nitrégeno determinado por el método

de Kjeldahl.
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Inhibicion de la hemaglutinacion a PI-3. Los titulos de inhibicién de la
hemaglutinacién a PI-3 se obtuvieron.por la técnica tomada de “Diag-
nostic Procedures for Viral and Rickettsial Infections” (7969).

Todos los sueros znalizados fueron tratados con IKQ,.

La cepa viral es la No. 31 de la PI1-3 del Laboratorio de Veterinaria de
Alfort, Francia.

La obtencién de estos titulos estuvo a cargo del Dpto. de Virologia del
CNIC y son parte de los presentados por Martinez y cols. (1973).

RESULTADOS

Los valores relativos (%) de las cuatro fracciones plasmaticas estudiadas
en un grupo de animales de la raza Holstein entre el 8vo. v 9no. mes de
gestacidn aparecen en el cuadro 1 y el griafico 1.1. A partir de estos valo-
res se obtuvo el indice albamina/globulinas relativo, que fue 0.8368 para
las medias de los valores.

CUADRO 1
Fraccién X S 852 C.V.
o Albun:i; o 7)45.16 3.1_5 73.58 1882
H—AE_ F)10.86 43—6_;) 13.67 34.02
Beta 6.49 281 7.90 43.30
Gamma 37.08 8.49 7222 2291

Prot. Tot. 7.86 1.35 1.82 17.15
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Los valores obtenidos por nosotros en estos animales son superiores en
albimina v gammaglobulinas a los obtenidos en animales no gestantes
de la misma raza por electroforesis en papel por Granado y cols. (1971).
A partir de los valores relativos de las electroforesis y determinando la
concentracién de proteinas séricas se obtuvo el valor absoluto para cada
una de las fracciones del grupo de los 75 animales. Los resultados del
proceso estadistico de estos datos aparecen en el Grafico 1.2.

La media de proteinas totales fue de 7.8680 g/100 y su desviacién stan-
dard 1.3501.
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Graf. 1.1. Valores en %. Graf. 1.2. Valores en g/100.

Para 60 de los 75 animales obtuvimos del Dpto. de Virologia titulos de
inhibicién de la hemaglutinacién a PI-3; los valores de las proteinas
séricas tanto relativos como absolutos de estos 60 animales no diferfan
significativamente del conjunto de los 75. Con estos titulos y los valores
de proteinas séricas de este grupo de animales se hicieron varios estu-
dios comparativos.

En el grifico 2 aparecen las frecuencias en nimero de animales por lo-
garitmo del titulo de inhibicién de la hemaglutinacién y concentracién
de gammaglobulinas.
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Graf, 2. Distribuciéon por [ ] de v glob. en g/100 y log, tit. Aglutinacién.

En los graficos 3 y 4 aparecen ordenadas las medias de los valores rela-
tivos y absolutos de las fracciones Beta y Gamma por titulo de inhibicién
de la hemaglutinacién y la frecuencia de animales por cada titulo.

La media del titulo de 'inhibicién de la hemaglutinacién se aproxi-
ma a 1/64.
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Graf. 3. Valores en % Beta-Gamma,
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Graf. 4. Valor en g/100 Beta-Gamma.

Se hicieron test de regresién con los valores de Beta y Gamma tanto ab-
solutos como relativos y los titulos de inhibicién de la hemaglutinacién
a PI-3. Sélo se encontr6 una relacién significativa con una r = — 0.9757
(p < 0.001) entre el valor en % de gammaglobulinas y el logaritmo de
los titulos de inhibicién de la hemaglutinacién.

Existe pues una relacién negativa entre los valores de titulos de inhibi-
cion de la hemaglutinacion a PI-3 y los valores en % de gammaglobulinas.
Esto implica que en el grupo de animales estudiados por nosotros coin-
ciden significativamente titulos altos anti PI-3 medidos por su capacidad
de inhibir la hemaglutinacién con valores bajos pero normales de globu-
linas Gamma.

No se obtuvo significacién, sin embargo, en la regresion de los valores
absolutos de Gamma con titulos de inhibicién de la hemaglutinacién, a
pesar de que las curvas se asemejan. Esta pérdida de significacion la
hemos atribuido a la dispersién de los valores que se produce al introdu-
cir un nuevo factor de variacién que es el de conversién a valor absoluto
(proteinas totales). Las diferencias en las desviaciones de la media se
hacen evidentes al comparar los gréficos 5y6 (valor relativo y absolutg
respectivamente).
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

1. La relacién inversa entre los titulos de inhibicién de la hemaglutina-
cién PI-3 y los valores en % de gammaglobulinas y la no existencia
de la misma entre el valor absoluto de Gamma, asi como de los valo-
res de Beta tanto absoluto como relativo indican que no seria un virus
de la PI-3 el responsable de la elevacién de los valores de gamma-
globulinas en los animales estudiados por nosotros.

2. En nuestro medio no parece utilizable la determinacién del titulo de

inhibiciéon de la hemaglutinacién a PI-3 como medio de deteccién
de animales hipogammaglobulinémicos como han planteado Prevost
y cols. (1967) debido a esta relacién inversa existente entre titulos de
inhibicién de la hemaglutinacién a PI-3 y valor de gammaglobulinas.
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3. Veiga y cols,, (1974) han aislado recientemente un virus de un ternero
con sintomatologia de neumoenteritis, que reacciona cruzadamente
con el PI-3 dando titulos bajos. Esto plantea la posibilidad de la exis-
tencia de dos poblaciones virales que estén mezcladas en este estudio,
una de ellas produciendo titulos altos contra PI-3 con poca elevacién
de gammaglobulinas séricas y la otra, que dando titulos bajos anti
PI-3 (cruzados) produce mayores ascensos en los valores séricos de
gammaglobulinas.

Esta coexistencia de titulos directos y cruzados hace necesario un
estudio similar en el que se testen a la vez las dos poblaciones virales.

4. Smith y cols., (1967) han reportado que en la PI-1 los anticuerpos
séricos sufren poco aumento y tienen una prevalencia menor, por lo
que en un estudio futuro para hacerlo mas concluyente deberdn es-
tudiarse también los anticuerpos en las secreciones respiratorias ¢ in-
testinales,
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