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Prefacio

Prefacio

El ganado caprino de las Islas Canarias, que ha supuesto
tradicionalmente un recurso econémico importante (Capote, 1989), en la

actualidad aporta el 30% de la produccion del subsector ganadero.

Antes del ano 1985 se consideraba oficialmente que toda la
poblacién caprina canaria estaba englobada dentro de una raza, si bien con
posterioridad este término fue sustituido por el de Agrupacion Caprina
Canaria. Recientemente se ha modificado el Catdlogo Oficial de Razas de
Ganado de Espaina (Orden APA/2420/2003), suprimiéndose la tltima
denominacion y reconociéndose la existencia de tres razas caprinas insulares:

Majorera (Figura 1), Palmera y Tinerfeia.

Figura 1.- Cabras de raza Majorera

La principal aptitud del ganado caprino canario es la lechera, mientras
que la cdrnica esta relegada a un segundo término. No obstante, este tipo de

produccién puede ser mejorada tanto cuantitativa como cualitativamente.

Debido a la marcada condicion lechera de la ganaderia caprina canaria
y a que en gran medida el destino final de este producto es su

transformacion en queso, la practica de la lactancia artificial se hace necesaria
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Prefacio

para poder aprovechar la mayor cantidad de leche posible, bien vendiéndola
o0, como ocurre en muchos casos, transformindola en las propias

explotaciones, lo cual permite el incremento de su rentabilidad.

Por estas razones en la Unidad de Produccion Animal de La Facultad
de Veterinaria de La Universidad de Las Palmas de Gran Canaria se han
estado investigando, desde hace mds de una década, diferentes aspectos
relacionados con las técnicas de la lactancia artificial (Arglello, 2000).
Tanto el manejo del calostro como la transferencia de inmunidad pasiva en
los cabritos han sido dos de las lineas que se han considerado como

prioritarias y que han generado especial motivacion.

Bibliografia

Argliello, A., 2000. Lactancia artificial de cabritos, encalostrado,
crecimiento, calidad de la canal y de la carne. Tesis Doctoral.
Universidad de Las Palmas de Gran Canaria, Espaiia, 356 pp.

Capote, ]., 1989. Agrupacién Caprina Canaria. Libro de actas del 1|
Simposium Internacional de la explotacién caprina en zonas aridas.
Fuerteventura, Espafia, 17-33.

Orden APA/2420/2003 de 28 de agosto por la que se modifica el
catalogo oficial de razas de ganado de Espafia, contenido en ¢l anexo
del Real Decreto 1682/1997 de 7 de noviembre, por el que se

actualiza el catalogo oficial de razas de ganado de Espafa.
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Revision Bibliogrdfica

1.~ Revisioén bibliografica

1.1.- Definicion de calostro e importancia del encalostrado

El calostro es la primera secrecion que se forma en la glindufa
mamaria de las hembras de los mamiferos unas semanas antes del parto
(Labadia y Tovar, 1996). En los rumiantes la ingesta de calostro es
especialmente importante debido a que la placenta tiene unas caracteristicas
histologicas que la hacen impermeable al paso de las inmunoglobulinas (1g).
Por ello, los neonatos son muy sensibles a las infecciones y necesitan adquirir
su proteccién inmunologica de forma pasiva a través del calostro (Brambell,
1970; Levieux, 1984).

1.2.- Sintesis del calostro

Alrededor de las diez ultimas semanas de gestacién, la ubre empieza a
manifestar los signos externos propios de 1a produccion de leche. Asi en este
momento comienza la formacion de un liquido, con unas caracteristicas
similares a las de la leche, que contiene una elevada concentracion de
inmunoglobulinas (Fleet et al.,, 1975). Dentro de los diferentes tipos de
inmunoglobulinas, 1a que aparece en una mayor concentracion (80-90%),
en el suero sanguineo y calostro bovino, es 1a inmunoglobulina G {igG)
{Klaus et al, 1969). Asimismo su presencia es mayoritaria en el suero
sanguineo (88,64%) y calostro (?1,65%) del ganado ovino (Smith et al.,
1975).

La concentracidn de IgG del calostro caprino es superior a la del suero
sanguineo y la subclase 1gGi representa un 95-98% del total de la IgG
(Micusan y Borduas, 1977). Durante la formacién del calostro la
incorporacion de la citada lgGi al mismo parece estar regulada por los

niveles de estrogenos y progesterona existentes en esta fase de la gestacion y
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Revisidn Bibliografica

se realiza mediante un transporte selectivo desde la sangre (Butler, 1969;
Butler et al., 1971; Kiddy et al., 1971; Smith y Larson, 1975; Micusan y
Borduas, 1977), provocando que los niveles de inmunoglobulinas en la
misma disminuyan. En vacas lecheras, Lacetera et al. (1996) observaron la
mencionada reduccion de inmunogiobulinas en suero sanguineo, con una
disminucion de la concentracion entre 3,2 y 2,6 mg/ml en las tres iitimas
semanas de gestacion. Por el contrario Sawyer et al. (1977) no encontraron,
en ganado ovino, ninguna correlacion entre la concentracion de IgG e 1gM
en sangre y calostro, si bien trabajando con esta mima especie Ciupercescu
(1977) describid un descenso brusco en la concentracion de IgG: e IgM del

suero sanguineo en las dos ultimas semanas de gestacion.

Este mecanismo de transferencia selectiva de 1a 1gG,, se ha utilizado
en ganado caprino para obtener calostros, con gran cantidad de inmunidad
especifica, frente a determinados patogenos, procedentes de madres
previamente vacunadas (Vihan, 1993).

Respecto al transporte de 1gG, durante la formacion del calostro,
Mayer et al. (2002b) han descrito la presencia de un receptor en la glanduia
mamaria de las ovejas que puede jugar un papel importante cuando la citada
inmunoglobulina es transportada hacia la ubre durante la sintesis del calostro.
Este mismo receptor ha sido encontrado en las células epiteliales del duodeno
de los corderos. Asimismo se ha observado que estos receptores cambian su
distribucién en la glandula mamaria antes y después del parto, hecho gue
lleva a pensar su relacion con el transporte de lgG durante la formacion del
calostro (Mayer et af,, 2002a).

1.3.- Concentracion de inmunoglobulinas en sangre

Micusan y Borduas (1977) observaron que la concentracion media de
1gC en el suero sanguineo de cabras adultas no gestantes era de 19,97+1,55
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mg/ml (representando la lgGi el 55% de las Ig), mientras la concentracion
de esta inmunoglobulina en el calostro era de 53,27+5,30 mg/ml. Estos
mismos autores encontraron que la evolucién de la concentracién de IgG en
sangre de cabras prefadas fue ascendente desde las ocho a las cinco semanas
antes del parto, produciéndose desde este momento hasta el parto un
descenso en sus niveles. Tras el parto la concentracion de 1gG en el suero
sanguineo de estos animales experimenté de nuevo un ascenso. Ha et al.
(1986) encontraron un tenue incremento en la concentracion sérica de 1gG
de cabras nativas coreanas, pasando de 7,36 y 6,58 mg/ml en el momento
del parto a 11,58 y 12,86 mg/ml (primiparas y multiparas respectivamente)

a las 120 horas postparto.

En este sentido Martin (1998), trabajando con cabras de raza
Majorera, encontrd que la concentracion de IgG en el suero sanguineo fue
de 11,66+3,06 mg/ml en el momento del parto y de 14,01+4,05 mg/mi
cinco dias después del mismo. Similares resultados han sido descritos en
animales de la misma raza por Castro (2000) quien encontré un ascenso del
44,87% en la concentracion de IgG del suero sanguineo desde el parto
hasta las 132 horas postparto.

Este ascenso en los niveles de la 1gG sérica tras el parto, también
descrito por Rabbani et al. {1990), puede ser explicado por el cese en el
transporte masivo de IgG desde la sangre al calostro o bien por Ia
desaparicion de la degradacién provocada por el estrés del parto, e incluso
por la accién de ambos fendmeno simultineamente (Meiron et al., 1977;
Logan et al., 1981a).

En ovejas Finnish x Dorset Horn, Ciupercescu (1977) halld una
evolucidn similar, si bien la concentracidon de inmunoglobulinas sanguineas
mostraba un incremento en su nivel hasta dos meses antes del parto,

descendiendo posteriormente de forma ligera hasta los 15 wltimos dias de
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gestacion y de forma drastica desde este momento hasta el parto. Si bien esta
evolucion fue experimentada por la igGi, la concentracion de 1gG: no

mostré cambios significativos a lo largo de este periodo.

En este sentido, Kiddy et al. (1971) observaron en ganado bovino
que existia una correlacién negativa (r=-0,43) entre las concentraciones de
lgG sanguinea y calostral, de forma que al final de la gestacién la
concentracién sérica de inmunoglobulinas descendia y la del calostro
aumentaba, proceso que se invertia tras el parto. En ganado caprino esta
correlacion (r=-0,27) ha sido descrita por Ha et al. (1986).

1.4.- Funciones del calostro

Una de las funciones del calostro mds citada en la bibliografia es la
transmision de inmunidad pasiva, pero ademas de ésta el calostro cumple
otras funciones esenciales como la elevacion de la temperatura corporal y la

eliminacion del meconio, entre otras.
1.4.1.- Transferencia de inmunidad pasiva

El calostro es una importante fuente de inmunoglobulinas y en el caso
de los rumiantes, Tizard (1992) estimé que las vehiculadas en el calostro
que consumian los terneros, durante las primeras 24 horas de vida, suponian
la mayor fuente de [as encontradas en el suero sanguineo de los mismos

durante las primeras semanas tras el parto.

Evaluando la concentracion de IgG en el suero sanguineo de los
cabritos en el momento del nacimiento, mediante inmunodifusion radial, se
encontrd que los cabritos son agammaglobulinémicos (Constant et al., 1994;
Dos Santos et al,, 1994; Argiiello, 2000). Sin embargo, algunos autores,
empleando el test de turbidez del sulfato de Zinc, han sefialado pequeiias
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concentraciones de inmunoglobulinas en suero de cabritos antes de la
ingestion de calostro (Guerrault, 1990; Sherman et al.,, 1990). Los cabritos
dependen de la absorcién de las inmunoglobulinas del calostro para su
proteccion contra las enfermedades infecciosas durante las primeras semanas
de vida (Nandakumar y Rajagopalaraja, 1983; Vihan, 1988). A pesar de
ello, Rowan et al. (1994) afirmaron que a crianza con éxito de cabritos sin
consumo de calostro (alimentandolos con leche de vaca) es posible siempre y

cuando se les provea de tratamientos antiinfecciosos adecuados.

Las inmunoglobulinas presentes en el calostro, aportan al neonato una
fuente de anticuerpos que éste es atn incapaz de sintetizar. Asimismo, estos
anticuerpos calostrales, ademds de la accidn sistémica, desempefian una
accion a nivel local (IgM e IgA) tal y como observaron en terneros Babiuk et
al. (1990). La mencionada actividad ha sido descrita como profildctica y no
como curativa, al evaluar su efecto frente a diarreas producidas por rotavirus

en terneros (Osame et al., 1991).
1.4.2.- Viabilidad

Tal y como se ha citado con anterioridad, una de las principales
funciones que cumple el calostro es el aporte de inmunoglobulinas con el
objetivo de incrementar las posibilidades de supervivencia de la cria (Tizard,
1992). La mayoria de los mamiferos, exceptuando los humanos, conejos y
conejillos de indias, adquieren inmunidad pasiva en las primeras etapas de su
vida s6lo a través de la ingesta de calostro (Lampert, 1975; Smith y Larson,
1975; Hunter et al,, 1977; Muller y Ellinger, 1981; Stott et al., 1981;
Stott y Fellah, 1983). Asi, son muchos los autores (Halliday, 1971;
McGuire et al., 1976; Sawyer et al.,, 1977; Gay, 1983; Nandékumar y
Rajagopalaraja, 1983; Morand-Fehr, 1984; Nocek et al., 1984; Morand-

Fehr, 1989) que han demostrado que la supervivencia de cabritos, corderos
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o terneros depende de la adecuada adquisiciébn de inmunidad a través del

calostro.

De este modo, en ganado caprino, Dos Santos et al. (1994)
trabajando con cabritos mestizos criados en Brasil, encontraron que los
niveles de 1gG en el suero sanguineo eran inferiores en los animales que
murieron durante la experiencia (25,6 y 33,11 mg/ml de 1gG, muertos y
vivos respectivamente). Asimismo Q’Brien y Sherman {1993) observaron,
en cabritos de raza Alpina Francesa, diferencias significativas en los niveles de
inmunoglobulinas en sangre entre los animales gque morian y los que
sobrevivian (medidos con test de turbidez en el primer mes de vida) siendo
las concentraciones 75,07 mg/ml en los muertos y 143,91 mg/ml en los

vivos.

Por el contrario, Al-Jawad y Lees (1985), trabajando con corderos,
han afirmado que el nivel de inmunoglobulinas en sangre (valoradas mediante
el test de turbidez del sulfato de zin¢) no fue un factor tan determinante en
la viabilidad de fos mismos ya que los animales sobrevivieron, al menos
durante ocho semanas, habiéndose obtenido concentraciones muy bajas de
inmunoglobulinas (5,6 mg/ml aproximadamente) en sangre en las primeras
36 horas de vida.

Algunos autores coinciden en la afirmacion de que la falta de
consumo de una adecuada cantidad de calostro con una concentracion
suficiente de inmunoglobulinas es la causa principal de la aparicion de ciertas
patologias, en corderos y cabritos, tales como el sindrome de boca mojada
{Garcfa de Jaldn et af., 1990) o la criptosporidiosis (Molina et al., 1994;
Goyena et al,, 1997).
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1.4.3.- Transferencia de inmunidad celular

La bibliografia existente respecto al estudio de la pobfacion celular en
el calostro es muy escasa. En este sentido Gonzalo et al. {1988) realizaron
un estudio detallado de los componentes celulares del calostro ovino en el
que encontraron que éste presentaba una mayor cantidad de linfocitos y
macréfagos que la leche. Los mismos autores observaron que la cantidad de
finfocitos del calostro casi doblaba su presencia en fa leche, hecho que para
ellos podria estar asociado a un mecanismo de transferencia de inmunidad
celular al neonato, lo que ha sido también apuntado por otros autores
(Parmely y Beer, 1977; Lee y Outteridge, 1981; Outteridge y Lee, 1981).
Por otra parte los macrofagos del calostro, debido a su elevada capacidad
fagocitaria, realizarian fundamentalmente una funcién de proteccién del
intestino de los corderos recién nacidos frente a las infecciones bacterianas
(Lee y Qutteridge, 1981).

1.4.4.- Elevacién de la temperatura corporal

Ademas de las funciones anteriormente descritas, el calostro también
desempena un papel importante como fuente de energia, lo que favorece el
incremento de la temperatura corporal de los terneros (Vermorel et al.,
1983). Estos autores encontraron que la produccion de calor en terneros
mantenidos a 10°C se incrementaba en un 18 y 9% en la primera y segunda
hora tras el consumo de calostro respectivamente. Asimismo, Godfrey et al.
(1991) observaron que el consumo temprano de calostro por parte de los
terneros supone un aporte de energla, glucosa y moléculas precursoras de
ésta, resultando todos ellos elementos fundamentales para los terneros

nacidos en condiciones ambientales desfavorables.

Eales et al. (1982), trabajando con corderos, encontraron que una de
las principales causas de mortaiidad, en las primeras horas de vida de fos
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mismos, fue la pérdida de temperatura corporal, por lo que recomendaron
como medida profilictica para la hipotermia un adecuado encalostrado de
los animales en esta etapa critica. Hamadeh et al. (2000) tras realizar
estudios con corderos, afirmaron que la ingesta temprana de calostro es

primordial para la induccién de la termogénesis en corderos neonatos.

En el caso de los cabritos, éstos sufren una evaporacion de liquidos
durante sus primeras horas de vida produciéndose una disminucion en la
temperatura rectal de los animales (Dos Santos et al., 1994). Posteriormente
Morand-Fehr (1989) y Dos Santos et al. (1994) encontraron que un aporte
temprano de calostro a los cabritos favorece la elevacion de su temperatura

rectal durante las primeras horas de vida.

Muller y McCutcheon (1991), en una experiencia en la que
compararon la resistencia al frio de cabritos y corderos, observaron que la
ingesta temprana de calostro era esencial (fundamentalmente en cabritos)
como aporte energético ya que, como ellos describen, el bajo peso al
nacimiento de los cabritos, la inhabilidad de estos animales para mantener la
temperatura corporal elevada (tras un estrés por frio) y su menor capacidad
para la produccion de calor, sugiere que los cabritos tienen una mayor

dificultad para resistir condiciones ambientales desfavorables (Figura 1).

Figura 1.- Cabritos con foco de calor
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A todo lo descrito anteriormente hay que sumarle que Sanz et al.
(1995) apuntaron que los cabritos tienen unas necesidades energéticas muy

superiores a las de los corderos para el mantenimiento de la vida.

1.4.5.- Establecimiento del vinculo materno-filial

El establecimiento del vinculo materno-filial se instaura después del
parto (Figura 2) en un periodo muy especifico y breve (Ramirez et al.,
1996). Existen varios trabajos al respecto que afirman que en varias especies
de ungulados los primeros diez minutos tras el nacimiento son bdsicos para el

establecimiento de esta relacion (Collias, 1956; Klopfer et al., 1964).

Figura 2.- Vinculo materno-filial tras el parto

Para algunos autores el consumo temprano de calostro hace que los
corderos presenten una mayor actividad y estén mas vigorosos, viéndose de
esta forma favorecido el reconocimiento materno (Nowak et al., 1990). En
cambio, Garcia y Goddard (1998) no mejoraron el establecimiento de la
relacionn materno-filial mediante el aporte de una dosis extra de calostro
comercial en el momento del nacimiento del cordero. Segin sus
consideraciones la existencia de un reflejo de saciedad por replecién
estomacal reduce las posibilidades de que se produzcan mejoras en la citada

relacidon entre la madre y la cria.
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1.4.6.- Expulsion de los meconios

La importancia de la ingesta de calostro para proporcionar una
adecuada inmunidad pasiva es conocida, pero no se puede olvidar el papel
que desempedta €l calostro como estimulador del peristaltismo de la mucosa
intestinal en el neonato. Esta accion es de vital importancia para la expuision
de las heces, que durante los ultimos meses de gestacidn se han ido
acantonando en el intestino de los cabritos y corderos, evitando asi que se
favorezca la colonizacidon bacteriana de la mucosa intestinal (Garcia de Jalon
et al., 1990; Barza et al., 1993).

1.5.- Composicion quimica del calostro

La composicion quimica del calostro, en relacién a la de la leche, se
caracteriza por presentar un mayor contenido de proteina, grasa, vitaminas y
una menor concentracién de lactosa. La composicién del calostro cambia
gradualmente durante los tres primeros dias después del parto para

transformarse en leche (Labadia y Tovar, 1996).

Desde un punto de vista cualitativo la fraccidbn mas importante de las
proteinas presentes en calostro corresponde a las inmunoglobulinas por su
papel en la transmisién de inmunidad al recién nacido. En este sentido
Gawad et al. (1986} valoraron que de las proteinas presentes en el suero del

calostro un 58% eran inmunoglobulinas.

Por otra parte, dentro de las proteinas presentes en el calostro,
destacan algunas enzimas, hormonas y factores de crecimiento que pudieran
jugar un papel muy importante a la hora de favorecer o dificultar la
absorcion de las macromoléculas por parte del intestino (Bainter, 1986;
Besser y Osborn, 1993). Brock et al. (1977), trabajando con terneros,

describieron la presencia de un inhibidor de la tripsina que acelera la
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absorcién de IgG a la par que protege su degradacion. Este inhibidor ha sido
hallado por Soares-Filho et al. (2002) en el calostro de vacas en una

concentracion de 0,957 mg/ml.

1.6.- Inmunoglobulinas

Las inmunoglobulinas son las glucoprotelnas de mayor peso molecular
y de cuya sintesis se encargan las células del sistema reticulo endotelial. Son
las principales responsables de la denominada inmunidad humoral, que es

aquella que no estd mediada por células.

1.6.1.~ Clasificacién de las inmunoglobulinas

Las inmunoglobulinas pueden clasificarse atendiendo a diversos
aspectos, tales como su movilidad electroforética, su peso molecular y su
estructura antigénica. No obstante, 1a clasificacidn mas extendida
actualmente estd basada en I3 presencia de diferentes tipos de epitopos

{antigenos de las cadenas pesadas de las inmunoglobulinas).

De esta forma se diferencian distintos isotipos {Alberts et al., 1986)
entre los que se encuentran las inmunoglobulinas G, M y A (lgG, 1gM e IgA
respectivamente) y otras inmunoglobulinas de menor importancia (IgD, IgE).
Todos los mamiferos tienen lgG, IgM e IgA. Las caracteristicas de los
distintos isotipos son iguales en todas las especies, pero el niimero y tipo de

los subisotipos varia segin la especie animal a Ia que se haga referencia.
Inmunoglobulina G (1gG)
Se trata de una inmunoglobulina con un peso molecular de 160 kDa

que presenta en su superficie epitopos tipo Gamma. La 1gG contiene cuatro

cadenas polipeptidicas enlazadas, dos de ellas son idénticas y cada una pesa
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entre 50 y 60 kDa, denominindoseles cadenas pesadas. Las otras dos
cadenas también son idénticas, pero de menor peso molecular y se

denominan cadenas ligeras.

La 1gG es €l isotipo que se encuentra en mayor concentracion en
sangre, desempefiando por ende, el papel mas importante en los mecanismos
de defensa mediados por anticuerpos (Tizard, 1992). Debido a su tamaio
relativamente pequeito (160 kDa), la IgG escapa de los vasos sanguineos con
mayor facilidad que las demas inmunoglobulinas, participando por ello con

rapidez en la defensa de los espacios tisulares y de las superficies corporales.

En el caso de los rumiantes la gl es la que aparece en una mayor
cantidad en sangre y calostro, pudiendo llegar a representar entre el 80 y
20% del total de las inmunoglobulinas (Klaus et al., 1969; Neubauer y
Schiéne, 1979; Lacetera et al,, 1996). La IgG se puede subdividir en dos
subisotipos {lgG: e IgG2) diferenciables mediante el uso de métodos
electroforéticos (Meckenzie, 1970; Butler e¢ al., 1971; Kehoe, 1971).

En ganado bovino la 1gG1 supone el 50% de las inmunoglobulinas del
suero sanguineo, siendo la més predominante en leche (Tizard, 1992). En el
caso del ganado ovino (Finnish x Dorset Homj la lgG:z representa
escasamente el 1% de las inmunoglobulinas presentes en [a sangre en las

primeras etapas de la vida del cordero (Ciupeicescu, 1977).

La IgG y la IgG2 presentes en el calostro son de origen sanguineo.
Lascelles et al. (1980) observaron un mecanismo de transporte selectivo
para fa IgGi y uno de difusién pasiva para la IgG: en varias especies (ovejas,
vacas, etc). Estos mismos autores encontraron que fa concentracion de IgG:
en el calostro de vaca y oveja era de 48,24 y 94,10 mg/ml,
respectivamente, mientras la concentracion de 1gG: en el calostro de estas

mismas especies era de 3,98 y 2,50 mg/ml.
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En el suero sanguineo, calostro y leche de cabra fueron encontradas
unas concentraciones de IgG de 22,0, 58,0 y 0,25 mg/ml respectivamente
(Pahud y Mach, 1970).

Asimismo en ganado ovino Smith et al. {(1975) observaron que la
presencia de lgG es mayoritaria en suero sanguineo (88,64%), leche
(84,29%) y calostro (?1,65%).

Inmunoglobulina M (IgM)

La IgM es una inmunoglobulina de gran tamafio, posee un peso
molecular de 200 kDa y tiene epitopos Mu. En ¢l suero de la mayoria de los
mamiferos ocupa el segundo lugar en concentracion después de la 1gG. Las
moléculas de IgM encontradas en el calostro se producen locaimente
{Lascelles et al., 1980).

En ganado ovino, la presencia de IgM es minoritaria, de forma que

representa tinicamente el 9,5% en el suero sanguineo (Smith et af,, 1975).

En ganado caprino, Pahud y Mach (1970} encontraron que en leche,
calostro y suero sanguineo las concentraciones de I1gM eran de 0,03, 3,8 y

0,16 mg/mi respectivamente.
Inmunoglobulina A (IgA)

La IgA es también denominada inmunogiobulina de secrecion debido
a que se encuentra casi exclusivamente en secreciones del organismo. Tiene

un peso molecular de 360 kDa y epitopos tipo Alfa. Al igual que ocurria

con la IgM, esta inmunoglobulina también es producida localmente.
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Trabajando con calostro, suero sanguineo y leche de cabra, Pahud y
Mach (1970} estimaron que la concentracion de 1gA en cada uno de estos
fluidos era la siguiente: 1,70 mg/ml en cajostro, 0,06 mg/ml en leche y

0,32 mg/ml en suero sanguineo.

Otras Inmunoglobulinas

Se trata de inmunoglobulinas de menor importancia debido a las
pequeiias cantidades sintetizadas. En mamiferos se describen la IgE y fa IgD
que actian fundamentalmente como anticuerpos ligados a membranas
(Tizard, 1992).

1.6.2.- Evolucidn de la concentracion de 1gG en el calostro

La evolucidn seguida por la IgG del calostro en ganado bovino ha sido
estudiada por Oyeniyi y Hunter (1978) quienes comprobaron que la
concentracion de IgG presente en € calostro era decreciente segtin
transcurre el tiempo postparto. Asi fa 1gG encontrada en el calostro de las
vacas por estos autores a las 12 y 24 horas del nacimiento representaba
solamente et 78,3 y el 47,5%, respectivamente, de la IgG observada en el

momento del parto.

En ganado caprino, explotado en Brasil, los niveles de IgG (analizados
mediante inmunodifusion radial) disminuyeron rapidamente (Dos Santos et
al., 1994) entre la primera y décima hora postparto (125,98+11,39 y
34,07£4,26 mg/ml respectivamente), destacando ademds la gran
variabilidad existente en los valores encontrados para la concentracién de 1gG
en la primera hora tras el parto, que oscilaban entre 69,3 y 217,8 mg/ml.

En razas especializadas en la produccion de leche (Saanen y

Camosciata), Ubertalle et al. {1987) observaron unas concentraciones de
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1gG algo menores una hora después del parto (51,7 mg/ml), que descendian
hasta niveles de 3,6 mg/ml a las 24 horas postparto. En este sentido
Argiiello (2000), trabajando con cabras de raza Majorera, también encontro
que los niveles IgG en el calostro seguian una evolucidn descendente segtin
transcurria el tiempo postparto. Asi, este mismo autor cita concentraciones
de 1gG en el calostro de 45 mg/ml en el momento del parto mientras tres

dias después este valor es cercano a cero.

Chen et al, (1998) trabajando con calostro caprino de raza Nubia,
analizado con métodos electroforéticos, observaron que la concentracion de
gammaglobulinas en el calostro evolucionaba desde 72,2+11,0 mg/ml en el

momento del parto hasta 17,9+3,6 mg/ml 36 horas después del mismo.

En otros trabajos O’Doherty y Crosby (1996), utilizando técnicas de
inmunodifusion radial (Fahey y McKelvey, 1965; Mancini et al.,, 1965)
encontraron grandes coeficientes de variacién en la concentracion de 1gG
(95,48%) en calostro bovino. Estas amplias variaciones también han sido
descritas por otros autores (Kruse, 1970; Logan, 1977; Petrie, 1984). En
ganado caprino (raza Majorera) Argiiello (2000), empleando técnicas de
cuantificacion de IgG similares, observd coeficientes de variacion del 77% en
los cinco dias postparto. Variabilidades andlogas han sido descritas
recientemente por Levieux et al. (2002) quienes encontraron en calostro

caprino concentraciones de IgG que oscilaban desde 19,9 a 94,5 mg/ml.
1.6.3.- Factores de variacién de la concentracién de 1gG del calostro
1.6.3.1.- Genotipo

En ganado bovino hay muchos trabajos que han descrito diferencias

en la concentracién de IgG entre diferentes razas (Tennant et al., 1969;
Newstead, 1976; Halliday, 1978; Losonczy et al., 1979; Muller y Ellinger,
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1979). Cabe destacar el estudio realizado por Shearer et al. (1992) quienes
trabajando con 2045 vacas encontraron que el calostro procedente de las de
raza Holstein poseia una concentracion de inmunoglobulinas dos veces

superior al de otras razas estudiadas.

En este sentido Argiiello (2000) afirmd que, si bien las razas caprinas
seleccionadas para la aptitud lechera (Figura 3) presentan concentraciones de
I1gG calostral menores, esto no implicaba que la produccién total de la citada
inmunoglobulina sea inferior, ya que la produccién total de calostro es

generalmente mayor.

Figura 3.- Aptitud lechera de la raza Majorera

1.6.3.2.- Nutricion durante el periodo de secado

Shearer et al. (1992), trabajando con ganado vacuno, observaron que
aquellos animales que durante el secado incrementaban su condicidn
corporal, posefan una mayor concentracion de inmunoglobulinas en su
calostro que los que mantenian o vefan reducida la citada condicién corporal
durante dicho periodo. En este sentido Quigley y Dewdry (1998) afirmaron

que se debe incrementar la calidad de la racion de las vacas lecheras entre las
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dos y cuatro tltimas semanas de gestacién, para aumentar la concentracion

de inmunogiobulinas.

En cuanto a la calidad de la dieta antes del parto, Hough et al.
(1990) estudiaron la influencia que tenia Ia restriccion en el aporte de
protefna en la misma sobre [a cantidad de inmunoglobulinas presentes en el
calostro. Asi tras alimentar dos lotes de vacas Angus con el 100 y 57% de
las necesidades proteicas, comprobaron que la calidad inmunolégica del
calostro producido no se alteraba. Sin embargo, la cantidad de
inmunoglobulinas absorbidas por los terneros era de un 21,8% menos en los
que consumian calostro de vacas alimentadas con la dieta de restriccion en
proteinas, Estos mismos autores apuntaron que debia existir algin
componente en el calostro que, con la restriccion proteica, afectaba a la

absorcidn intestinal de inmunoglobulinas.

De acuerdo con lo anteriormente expuesto O'Doherty y Crosby
{(1996) y O’Doherty et al. {1997) trabajando con ovejas {cruces de Suffolk
y Texel) encontraron que los animales alimentados con un suplemento
proteico antes del parto, poseian una mayor concentracion de IgG en su
calostro, si bien no hicieron pruebas de la asimilacion de esta 1gG. De forma
andloga Pattinson et al, (1991) observaron que en ovejas Cambridge existia
una ligera tendencia (P=0,064) a incrementar {a cantidad de proteina en €l
calostro si los animales recibian una dieta mas rica en proteina en el periodo
de secado. En este mismo sentido Mazzone et al. (1999) encontraron que el
calostro de ovejas Ramboulliet, cuya dieta estaba suplementada con proteina
cruda en un 115% de sus necesidades basicas, presentaba una mayor
concentracion de 1gG que el calostro de los animales que recibian un 85%

de la citada proteina.

18

it realizada por ULPEC. Bitlioteca Lnversitaria, 2006

. o3 gutares Digitali

o 0el



Revision Bibliogrifica

1.6.3.4.- Ntimero de lactacién

El aumento del nimero de lactacion en ganado bovino producia un
incremento en la concentracién de 1gG presente en el calostro (Kruse,
1970; Oyeniyi y Hunter, 1978). No obstante esta diferencia slo se puso
de manifiesto entre las tres primeras lactaciones y las posteriores. De forma
analoga Shearer et al. (1992) encontraron que las vacas primiparas poseian
una concentracion menor de inmunoglobulinas en su calostro que las de

segunda o posteriores lactaciones.

Vijil et al. {19868) estudiando el calostro ovino, indicaron que el
nimero de lactacion no tenia influencia sobre ninguno de sus constituyentes,
si bien denotaron una cierta tendencia, sin diferencias significativas, de tal

forma que las ovejas de mayor edad presentaban valores mdis elevados de

IgG.

Sin embargo, en ganado caprino explotado en Brasil Dos Santos et al.
{1994), valorando el efecto del nimero de lactacién sobre la concentracion
de 1gG del calostro, no observaron diferencias estadisticas en la citada
concentracion entre cabras de segunda y posteriores lactaciones. Ha et al.
(1986) afirmaron que la concentracion de IgG del calostro de cabras nativas
coreanas primiparas, era inferior a la de cabras multiparas (115,09+17,24 y
153,28:39,89 mg/ml de 1gG en el momento del parto, primiparas y
multiparas respectivamente). No obstante, estas diferencias sélo se

mantenian en las primeras 24 horas tras el nacimiento.

En este sentido Argiiello (2000) estudiando e} calostro de cabras de
raza Majorera, de primera lactacién y de segunda y posteriores lactaciones,
no encontrd diferencias significativas en la concentracion de IgG
(39,88+£23,18 y 34,24+19,51 mg/ml, primera y posteriores lactaciones

respectivamente) desde el momento del parto hasta las 132 horas postparto.
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1.6.3.5.- Prolificidad

Halliday (1978) apunté que en ovejas con gestacién multiple, la
mayor parte de los nutrientes aportados a la madre son dirigidos a la
formacién de los embriones, quedando asi una menor cantidad de proteina
disponible para la sintesis de las inmunoglobulinas destinadas al calostro. Sin
embargo, Csapo et al. (1989) trabajando con cabras y ovejas, encontraron
que el calostro procedente de hembras cuya descendencia habfa sido multiple
tenfa un contenido mayor en 1gG que el de hembras con descendencia

simple.

Argiello (2000) también evalué el efecto de la prolificidad sobre la
concentracion de IgG del calostro de cabras de raza Majorera. Este autor no
encontré diferencias significativas, pero si una cierta tendencia a
concentraciones superiores en el calostro procedente de animales de parto
simple, coincidiendo con Halliday (1978) al sugerir que los animales con una
sola crfa tienen unas menores necesidades nutritivas lo cual puede favorecer

la incorporacién de IgG al calostro.,

1.6.3.6.- Longitud de la gestacion

La longitud de la gestacion ha sido estudiada por Castro (2000) en
ganado caprino, comprobando la existencia de una correlacién positiva
(r=0,156) entre la misma y la concentracién de IgG presente en el calostro.
De esta manera los animales con gestaciones superiores a 146 dlas
presentaron concentraciones superiores de 1gG en su calostro que aquellos

Cuyo parto se presentd antes.
No obstante, Hoerlein y Jones {1977} trabajando con ganado bovino

habian observado que la concentracion de I1gG del calostro de animales, cuyo
parto era inducido mediante inyeccion de corticosteroides (el parto se
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producia entre 3 y 22 dias antes de la fecha prevista) no era diferente de la

concentracion de IgG de las vacas que parian a término.

1.7.~ Transferencia de inmunidad pasiva a los cabritos

En la especie humana, en los primates y los roedores las
inmunoglobulinas empiezan a transferirse desde la circulacidn materna a la
fetal a partir del Gitimo tercio de la gestacidn (Gitin et al., 1964). Este
transporte de inmunoglobulinas es selectivo para las IgG, de forma que los
recién nacidos de estas especies, poseen altas cantidades circulantes de 1gG
en sangre {Bernier et al., 1967; Virella et al,, 1972},

Al contrario de lo descrito anteriormente, las caracteristicas de la
placenta de los ungulados impiden el paso de inmunogiobulinas al feto
(Brambell, 1970), por lo que el consumo de calostro, por parte de la
progenie de estas especies, es esencial para la adquisicion de una proteccién
inmunologica en las primeras semanas de vida. Estos anticuerpos calostrales
no solo desempefian una accion sistémica {Babiuk et al, 1990) sino que
ademads actian a nivel local evitando la aparicidon de diarreas viricas durante

la primera semana de vida del ternero.

Desde hace tiempo es sabido que el transporte de inmunoglobulinas,
en las primeras etapas de [a vida de los ungulados, no es un proceso selectivo
(Balfour y Comline, 1959; Pierce, 1961; Brandon y Lascelles, 1971), si
bien existen algunos factores presentes en el calostro que ayudan o colaboran
para que su absorcion sea maxima. Entre los primeros que se descubrieron
destaca el inhibidor de la tripsina (Laskowski y Laskowski, 1951) que impide
en fas primeras 24-36 horas la accion de dicha enzima gastrica sobre las
inmunoglobulinas. También hay que citar el papel de los “Insulin Growth
Factors” (1GF) en el recién nacido (Baumrucker y Blum, 1993). En este

mismo sentido Mayer et al. (2002b) observaron, en la glandula mamaria de
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las ovejas, un receptor que podria participar en el transporte de IgG hacia la

ubre durante la sintesis del calostro.

La evolucién de [a concentracién sérica de inmunoglobulinas tras el
nacimiento ha sido bien estudiada en terneros. En este sentido Bush y Staley
(1980) observaron que, fruto de la ingestidn de calostro durante las
primeras horas de vida, la concentracion de inmunoglobulinas en sangre era
mucho mayor que la encontrada en los animales al nacimiento. En terneros
Lacetera et al. (1996) encontraron concentraciones de inmunoglobulinas en
sangre menores a los 28 dlas de vida que a los dos dias postparto, lo cual se
explica por la degradacién fisiologica de las inmunoglobulinas en la sangre y
porque los animales son aun incapaces de sintetizar sus propias
inmunoglobulinas (Logan et al., 1972). A partir del dia 28 y hasta los 56
dias de vida de los terneros, Lacetera et al. (1996) apreciaron un ligero
incremento en la concentracion de inmunoglobulinas en sangre debido tal vez

a la produccién endégena de fas mismas.

Los cabritos son agammaglobulinémicos en el momento del
nacimiento segin Constant et al. (1994) y Argiello (2000), aunque para
Guerrault (1990), Rabbani et al. (1990) o para Sherman et al. (1990)
existan minimas concentraciones de inmunoglobulinas en €] suero sanguineo
al nacimiento. En este sentido Logan 2t al. (1972) encontraron niveles de
IgG e 1gM en sangre de terneros recién nacidos que no habfan consumido
calostro. Este hecho contrasta con lo descrito posteriormente por los mismos
autores, al detectar por primera vez inmunoglobulinas en sangre a las 4 horas
de vida, considerando a los terneros agammagiobulinémicos hasta este
momento (Logan et al., 1978b).

Logan y Pearson (1978) han estudiado en terneros la localizacion de
la zona de mdxima absorcion de inmunoglobulinas, Estos autores

demostraron, mediante el uso de técnicas de inmunofluorescencia, que la
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misma se encuentra en la regién pilosa del intestino delgado. La duracién de
la permeabilidad intestinal a las macromoléculas en los ungulados es breve,
estimandose entre 24 y 48 horas (McCarthy y McDougall, 1953; Pierce,
1955; Lecce y Morgan, 1962; Jeffcott, 1971). Algunas experiencias
realizadas con ganado porcino, han conseguido, mediante el ayuno o la
Ingestion de agua en las primeras horas tras el parto, alargar el periodo de
absorcion de las inmunoglobulinas hasta las 86-106 horas de vida {Lecce y
Morgan, 1962; Payne y Marsh, 1962). Al contraric de lo que sucede en
ungulados, el periodo de absorcion de inmunoglobulinas en ratas o ratones,
se puede alargar hasta los 14 & 18 dias de vida (Halliday, 1958; Bamford,
1966).

El mecanismo de absorcién de macromoléculas en el recién nacido se
cree que se realiza mediante pinocitosis en el lumen intestinal y pinocitosis
inversa en la parte basal de la célula, Asi, las macromoléculas son vertidas a
los conductos linfiticos aferentes hasta alcanzar el conducto toracico (Sibalin
y Bjorkman, 1966; Krahenbuhl y Campiche, 1969; Yoffey y Courtice,
1970). Por otra parte, parece que el mecanismo de cierre intestinal esta
mediade por la accion de la gldndula suprarrenal que es activada en el
momento del nacimiento (Clark, 1959; Halliday, 1959). Con posterioridad,
Nightengale y Stott (1981) encontraron una correlacidn negativa parcial
entre el nivel de cortisol en los terneros a las 24 horas de vida y la
concentracion de 1gG, completando io publicado por Stott (1980) quien, en
una revision sobre el efecto del estrés en la absorcion de inmunoglobulinas de
los terneros neonatos, explicd que la relacion entre los glucocorticoides y el
cierre intestinal no estaba clara. Sin embargo, en un trabajo mas reciente
realizado en cabritos, Chen et al. (1999b) observairon que el nivel del pico
de gammaglobulinas, alcanzado 18 horas después de la primera toma de
calostro, fue superior en [os animales que habian nacido con mayor

concentracion de cortisol en su suero sanguineo, por lo que concluyeron que
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es deseable la presencia de elevados niveles de cortisol al nacimiento de los

cabritos, si bien el mecanismo por €l cual ocurre todo esto estd en discusion.

Algunas de las teorias mas actuales sobre el final del periodo de
absorcion de macromoléculas en el intestino del recién nacido, apuntan hacia
la maduracién de las células de [a mucosa intestinal y el desarrollo del
aparato digestivo intracelular, tal como indicaron Jochims et al. (1994). Asi,
una de las mejores descripciones del proceso de cierre intestinal ha sido la
citada por estos autores quienes afirmaron que el mismo puede ser
interpretado como un evento multifactorial que comprende el reemplazo de
los enterocitos fetales (capaces de absorber macromoléculas) por una
poblacién madura, un cese retrégrado de la transferencia y un incremento de
la actividad proteolitica intracelular a cargo de los lisosomas. Ademas hay
que tener en cuenta que el factor inhibidor de la tripsina esti mas presente
en la fase inicial del calostro y segun éste disminuye, aumenta la actividad de

la tripsina en el abomaso (Quigley et al,, 1995).

1.7.1.- Evolucion de la concentracién de inmunoglobulinas en el suero

sanguineo de rumiantes neonatos

Respecto a la evolucion de la concentracion de 1gG en los neonatos,
en el caso de fos terneros (Logan et al., 1978b) los niveles maximos de 1gG
se alcanzaron entre las 16 y 48 horas (21,5+2,6 mg/ml). En corderos
Finnish x Dorset Horn (Ciupercescu, 1977) se alcanzé la mdaxima
concentracion de 1gGr a los 3 dias de vida {22 mg/ml), descendiendo el
nivel hasta casi el 50% en las primeras 2 semanas (12 mg/mi), y
manteniéndose este descenso a lo largo del primer mes (8 mg/ml). A partir
de este momento la concentracién de IgG incrementd ligeramente su valor
hasta las 14 semanas de vida (12 mg/mli). La IgG2 con una evolucién inicial
similar (0,25 mg/ml a los 3 dias de vida) sufrié un gran incremento hacia el
final del periodo de estudio {1 mg/ml a las 14 semanas de vida).
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En ganado caprino Chen et al. (1999a} trabajando con cabritos de
raza Nubia encontraron un pico en la concentracién de inmunoglobulinas en
suero sanguineo de 33,3 mg/ml a las 24 horas de vida. Sin embargo O’Brien
y Sherman (1993) describieron fallos en la transferencia de inmunidad
pasiva en cabritos, cuando los niveles en sangre no superaban los 120
meg/ml, st bien en este Gltimo trabajo no se hace referencia a la técnica
empleada para la determinacion de inmunoglobulinas. En cabritos de raza
Majorera, Argliello et al. (2004) observaron que €l pico en la concentracion
de 1gG en el suero sanguineo se producia entre las 24 y 60 horas de vida de
fos animales. Los niveles de 1gG encontrados por estos autores en este
momento fueron de 22,21, 17,89 y 18,34 mg/ml, en animales
encalostrados con su madre y en lactancia artificial (ad libitum y restringida)

respectivamente.

Al igual que sucede en el calostro hay muchos autores que describen
grandes coeficientes de variacion (55,82, 62,44 y 51,20%) en fa
concentracion de inmunoglobulinas en el suero sanguineo de cabritos
(Sherman et al., 1990; O’Brien y Sherman, 1993; Chen et al.,, 1999a).
Coeficientes de varlacion andlogos han sido observados por Argiello
{2000), en cabritos de raza Majorera, quien encontrd valores del 60% en
cabritos encalostrados con sus madres, 50% en cabritos encalostrados en
lactancia artificial ad libitum y del 20% en los cabritos que recibieron el

calostro en cantidad restringida.

1.7.2.- Comienzo de la produccion enddgena de inmunoglobulinas

Logan et al. (1972) tras experimentar con terneros, y citando varias
fuentes, afirmaron que podia existir una influencia de la presencia de
inmunoglobulinas procedentes del calostro en sangre sobre el comienzo en la
produccién de inmunoglobulinas enddgenas, de forma que en animales
encalostrados con calostro de buena calidad inmunolégica (alta

25

iGn realizada por ULPGE Biblictaca Unweraitaria, 2006

Iog autares Digitali

&Dal



Revisién Bibliogrdfica

concentracion de inmunoglobulinas}, 1a sintesis propia comenzaba a las
cuatro semanas de vida, mientras que los terneros agammaglobulinémicos
privados del consuro de calostro comenzaban la sintesis enddgena pocos
dias después de su nacimiento. Este hecho fue reafirmado posteriormente
por Logan y Pearson (1978) quienes observaron que las placas de Peyer del
intestino delgado de terneros privados del consumo de calostro producian
inmunoglobulinas a los pocos dias del nacimiento del animal. Sin embargo,
en los terneros que habian consumido calostro, no se producia lIa citada
sintesis en los primeros dias de vida. Este hecho lo corrobora la revisién
realizada por Roy (1990), donde se afirma que la produccidon propia de
inmunogliobulinas en terneros privados del consumo de calostro comienza
antes (hacia los diez dias de vida) que en aquellos que si tienen acceso al
mismo. En este sentido Abel Francisco y Quigley Ill (1993) trabajando con
terneros que consumieron calostro y comparando los niveles de absorcion
con otros alimentados con calostro al que se le afiadia un suplemento de
inmunoglobulinas, observaron que el aporte extra de éstas no influia sobre el

comienzo de la sintesis enddégena de las mismas.

1.7.3.- Efecto de los niveles de inmunoglobulinas en sangre sobre el
crecimiento de fos animales

En terneros en los que se utilizaron dos fuentes de inmunogtobulinas
(calostro e inyeccion endovenosa de inmunoglobulinas) Crawford et af.
{1995) no encontraron diferencias en la velocidad de crecimiento aunque si
apreciaron cierta tendencia a un mayor desarrollo en animales que
consurttieron calostro con respecto a los que no tuvieron acceso al mismo.
Estos mismos autores afirmaron que la tendencia observada se debia mis a
una reduccion de la velocidad de crecimiento, por una mayor sensibilidad a
enfermedades, que a [a presencia de factores de crecimiento en el calostro.

Por el contrario Odde {1986) observé correlaciones significativas entre la
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concentracion de IgG sérica y el peso alcanzado a los 60, 120 y 180 dias de

vida.

En cabritos con diferentes concentraciones sanguineas de IgG a las 24
horas de vida (14,6 mg/ml y 8,51 mg/ml) Constant et al. (1994) no
encontraron diferencias de peso a los 42 dias de vida (7,3+1,5 kg y
7,5+2,1 kg). Resultados anilogos fueron descritos por O’Brien y Sherman

(1993), también en ganado caprino.

En el caso de corderos, Ciupercescu (1977) observé una correlacion
negativa entre los niveles de lgGi e lgG:z a las 14 semanas y la ganancia
media diaria (GMD) entre las é y las 12 semanas de vida. El citado autor
explicaba 1a existencia de esta correlacién en el hecho de que la produccion
endégena de inmunoglobulinas esta favorecida por el estimulo antigénico, de
forma que los corderos que presentaron un mayor crecimiento fueron los
que estuvieron expuestos a una menor tasa de antigenos lo que influyd

positivamente en su desarrollo.

1.7.4.- Eficacia aparente en la absorcidn de inmunogiobulinas

La eficacia aparente en la absorcion (EAA) aporta mayor informacion
sobre la absorcidn de inmunoglobulinas que la concentracién sérica de las
mismas a las 24 o 48 horas de vida, La EAA se define como el porcentaje
de las inmunoglobulinas consumidas que son realmente absorbidas (Quigley
et al,, 1998). Para el cdlculo de 1a EAA es necesario conocer la cantidad de
calostro ingerida, la concentracion de inmunoglobulinas de éste, la
concentracién de inmunoglobulinas en el suero sanguineo de la cria y €l
volumen de suero del animal. A menudo el volumen total del suero
sanguineo es estimado, obteniéndose valores del 6,5 al 2,3% del peso vivo
(McEwan et al., 1970a; Mollerberg et al., 1975; Quigley et al., 1995).
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En este sentido Crawford et al. (1995), trabajando con temeros
Holstein que fueron encalostrados con suficiente cantidad de calostro natural,

han afirmado que el 24,4% de las I1gG fueron absorbidas.

1.7.5.- Factores que afectan a la transferencia de inmunidad pasiva en los

cabritos

1.7.5.1.- Edad a la primera toma de calostro

Tal y como se cita con anterioridad en esta revision bibiiogrifica el
primer factor limitante de la transferencia de inmunidad pasiva es el
denominado cierre intestinal que ha sido estudiado detalladamente por Staley
y Bush (1985) y Jochims et al. (1994). Sobre este tema Nightengale
(1979) y Stott et al. (1979b), wabajando con terneros, afirmaron que
seguin incrementa la edad a la primera toma de calostro disminuyen tanto la
concentracion maxima de inmunoglobulinas en sangre como la eficacia en su

absorcion.

Otro de los factores (también citado anteriormente) es I3 secrecion de
enzimas digestivas que degradan las inmunoglobulinas y reducen la absorcion
de las mismas (tripsina). Asi quedd demostrado por Quigley et al. (1995)
quienes adicionaron un inhibidor de la tripsina al calostro proporcionado a
terneros de raza Jersey, obteniendo de esta forma una mayor absorcién de

inmunoglobulinas.

También en terneros, Logan et al. (1979) observaron que la presencia
de bacterias patdgenas (Escherichia coli), que alteran las células de las
microvellosidades intestinales, reducia la absorcién de inmunoglobulinas ¢n el
intestino. Asimismo James et al. (1981) comprobaron que el comienzo del
desarrollo de la flora microbiana intestinal disminuia absorcién de

inmunoglobulinas.
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El fendmeno del cierre intestinal ha sido explicado por Rajala y
Castrén (1995) mediante la creacion de un modelo en el que
correlacionaban el tiempo transcurrido entre el nacimiento de los terneros y
la primera ingesta de calostro con los niveles de inmunoglobulinas en el suero
sanguineo. Segun estos autores cada 30 minutos de retraso en el consumo de
calostro disminuye la concentracion de inmunoglobulinas en el suero
sanguineo en 2 mg/ml. Sin embargo, Orsel et al. (2000), trabajando con
cabritos, no encontraron diferencias en los niveles de gammaglobulinas en el
suero sanguineo cuando el calostro era suministrado a los 30, 60 6 90

minutos postparto (Figura 4).

Figura 4.- Encalostrado con biberon

1.7.5.2.- Separacién temprana de la madre

Stott et al. (1979b), utilizando terneros para sus estudios,
encontraron que la proporcion en la absorcion de inmunoglobulinas era
mayor en aquellos criados con sus madres (forzados a una alimentacion
temprana) que en los que se alimentaban con balde. En cambio Brignole y
Stott (1980) y Logan et al. (1981b) observaron lo contrario, afirmando
incluso que los terneros criados con sus madres comenzaban a mamar
calostro mds tarde (sin intervencién humana) que los encalostrados con balde

o biberon.
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La separacion temprana de corderos (2 dias) mostro en los animales
menores tasas de anticuerpos en comparacion con los resultados de una
separacién mas tardia {15 dias), tal vez provocada por un aumento en la tasa
de cortisol enddégeno (Napolitano et al.,, 1995). Estos mismos autores
estimaron que l[a separacidon temprana sélo era viable cuando las condiciones
del medio fueron altamente saludables. En contraste con lo anterior y
separando a los corderos al nacimiento, Dos Santos et al. {1994) no
encontraron diferencias significativas entre las O y las 19 horas postparto, en
los niveles de cortisol e IgGi, entre corderos criados con sus madres y

separados al nacer.

En ganado caprino son escasas las referencias existentes al respecto.
En este sentido Ramirez et al. {1996) afirmaron que el vinculo matesmo-filial,
en numerosas especies de ungulados, se establece en los diez primeros
minutos tras el parto, lo cual puede explicar la diferencia entre los dos
experimentos anteriores. Asf, mientras Napolitano et al. {1995) separaron a
los animales tras dos dias de contacto con las madres, permitiendo de esta
forma el establecimiento del vinculo materno-filial, Dos Santos et al. (1994)
realizaron fa separacion justo tras el nacimiento, no permitiendo Ia

instauracion de dicho vinculo.

1.7.5.3.- Tamafio de la camada y peso al nacimiento

Chen et al. {1999a) trabajando con cabritos de raza Nubia
encontraron menores concentraciones de inmunoglobulinas en el suero de los
animales procedentes de parto simple (14,3 y 35,0 mg/ml, parto simple y
doble respectivamente) a las 24 horas de vida. En cambio Rabbani et al.
(1990) no observaron diferencias entre cabritos procedentes de parto simple
o doble. Sin embargo Argiiello (2000) encontré mayores concentraciones

de 1gG en el suero de cabritos de raza Majorera procedentes de parto simple
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(20,24 y 18,40 mg/mi a las 24 horas de vida, parto simple y maultiple

respectivamente) si bien las diferencias no fueron significativas.

No obstante, resulta curioso tener en cuenta que ef comportamiento
de los cabritos procedentes de parto simple normalmente es algo precoz
(tiempo al primer intento de puesta en pie, primera puesta en pie con éxito
y primer amamantamiento) con respecto a los de parto doble (Ramirez et al.,
1998), lo que podria respaldar lo encontrado por los autores citados

anteriormente.

En corderos, Ciupercescu (1977) y Bekele et af. (1992) constataron
que el tamafio de la camada no afectaba a la tasa de inmunoglobulinas séricas
siempre que la cantidad de calostro no fuera limitante, afirmacién en la que
coincidieron con Halliday (1976).

Respecto al peso al nacimiento, Bekele et al. (1992) no hallaron
diferencias, en la concentracién de inmunoglobulinas en suero sanguineo a las
48 horas de vida, entre corderos nacidos con un peso de 1t a 1,5 kg (36,3
mg/ml) y los animales cuyo peso al nacimiento superaba los 3 kg (40,8
mg/ml). Resultados andlogos han sido descritos por Argiiello (2000) quien
no encontrd correfaciones significativas entre el peso nacimiento y Ila
concentracién de lgG sérica en cabritos de raza Majorera. Si bien no
aparecieron diferencias estadisticamente significativas, existia una tendencia a
incrementar la concentracion de inmunoglobulinas segiin aumentaba el peso
al nacimiento (Argiiello, 2000). Sin embargo, Cabello y Levieux (1981)
encontraron, trabajando con corderos, que el peso al nacimiento estaba
correlacionado positivamente con la eficiencia en [a absorcion de
inmunoglobulinas. Tal vez la explicacién pueda haber estado nuevamente en
lo descrito por Halliday (1976) quien, al igual que Bekele et al. (1992),
afirmé que el tamaio de la camada no afectaba a la tasa de anticuerpos en

sangre de los corderos, siempre y cuando la cantidad de calostro no fuera
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limitante. Asi, Halliday (1976) encontré que, en razas ovinas con escasa
produccion de calostro, Merino o Caras negras, el tamafio de la camada y
como consecuencia el peso al nacimiento de los corderos, si afectaba a la

concentracién de inmunoglobulinas en sangre de los mismos.

1.7.5.4.- Sexo

En terneros, existen opiniones contradictorias respecto al efecto del
sexo sobre la concentracion de inmunoglobulinas. De esta manera para Roy
(1990} las hembras posefan una mayor capacidad de absorcion que los
machos. Sin embargo, Vann et al. {(1995) no encontraron diferencias entre

géneros ni en Bos indicus ni en Bos taurus.

En ganado caprino Chen et al. (199%a), si bien no observaron efecto
del sexo en cabritos de raza Nubia sobre la concentracion sérica de
inmunogiobulinas, apuntaron una tendencia a una mayor concentracion en
las hembras (37,3 y 29,7 mg/ml, hembras y machos respectivamente,
medidas mediante electroforesis). Por el contrario, aunque O’Brien vy
Sherman {1993) tampoco encontraron diferencias estadisticas entre sexos en
cuanto a la concentracion de inmunoglobulinas séricas, mostraron la
existencia de una mayor concentracion en los machos 135,2 mg/ml que en
las hembras 21,4 mg/ml (medidas realizadas con test de turbidez). En
trabajos mas recientes Argiiello (2000) afirmaba que el sexo no afectd a los
niveles séricos de 1gG en cabritos de raza Majorera, a la vez que tampoco
observo efecto alguno sobre la concentracidon mdxima ni sobre el pico de
aparicion de !a misma. En el comportamiento inicial de los cabritos Ramirez

et al. (1998) tampoco encontraron diferencias entre sexos.

Resultados analogos a los descritos en caprino han sido encontrados
por Ciupercescu (1977} en ganado ovino, al no observar diferencias en los

niveles sanguineos de 1gGs, IgG2 e I1gM, entre sexos en corderos Finnish x
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Dorset Horn. Akdogan et al. {2000) tampoco observaron diferencias en las
concentraciones de 1gG del suero sanguineo entre corderos machos y

hembras.

1.7.5.6.- Cantidad y calidad del calostro consumido

Dos Santos et al. (1994) no encontraron, en cabritos cruzados de raza
Saanen y Anglonubia con cabras locales de Brasil, relaciébn entre la
concentracion de 1gG en el calostro a [a hora postparto y los niveles de 1gG
en el suero de los cabritos a las 25 horas de vida. Asimismo Chen et al.
{1999a) tampoco encontraron diferencias, en cabritos Nubios, cuando los
animales tomaban un calostro de alta concentracion proteica (200 mg/ml) y
baja (100 mg/ml}. Por el contrario, teniendo en cuenta las concentraciones
de inmunoglobulinas, estos autores observaronn que aquellos alimentados
con calostros ricos en inmunoglobulinas (aproximadamente 100 mg/ml)
obtenian mayores tasas de las mismas en sangre a las 24 horas de vida (40,1
y 21,8 mg/ml de lgG, encalostrados con calostro rico y pobre en
inmunoglobulinas respectivamente)}, que los alimentados con calostro de baja
concentraciéon de inmunoglobulinas (65 mg/ml). En este sentido Arglello
(2000) encontré una alta correlacion positiva (r=0,79) entre la cantidad de
1gG consumida y la encontrada en el suero sanguineo de cabritos de raza

Majorera, principalmente en las primeras 72 horas de vida.

Para Stott et al. (1979a), ingestas superiores a los 2 litros de calostro
en terneros estdn relacionadas positiva y linealmente con la proporcion de
inmunoglobulinas absorbidas. Respecto a la cantidad de calostro Orsel et al.
(2000) encontraron que los cabritos que ingerian 100 ml del mismo, tenian
una menor concentracion de inmunoglobulinas en sangre que los que
consumian entre 150 y 200 ml. Asimismo en ganado caprino, Argiiello et
al. (2004) no encontraron diferencias estadisticas en los niveles de IgG en el
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stiero sanguineo de cabritos de raza Majorera, aportando calostro ad fibitum o

calostro de forma restringida (109% del peso nacimiento/dia).

Si bien los autores citados anteriormente hacian referencia a la
cantidad de calostro consumido, Stott y Fellah (1983}, trabajando con
terneros, afirmaron que la concentracién de inmunoglobulinas presentes en el
calostro era un factor fundamental en la absorcion de las mismas. Asi, los
terneros que consumian un litro de calostro con una concentracion de 60
mg/ml, poseian un mayor nivel de inmunoglobulinas en sangre que aqueilos
que consumian dos litros con una concentracidén de inmunoglobulinas de 30
mg/ml. De igual forma, Muller y Ellinger (1981) encontraron coeficientes
de correlacidn positivos entre la concentracion de [gG (0,52), igA (0,56) e
IgM (0,36) presentes en ei calostro y la resuitante en el suero de los
terneros. En contra de lo expuesto anteriormente, Michanek et af. (198%a y
b) observaron que en terneros la ingesta de grandes cantidades de
inmunoglobulinas, en las primeras tomas de calostro, podia provocar el cese

de ia transferencia de inmunidad pasiva.

También en terneros otros autores encontraron que la relacion entre
las inmunoglobulinas consumidas y la concentracién de las mismas en el

suero sangulneo era lineal (McEwan et al., 1970b; Stott y Fellah, 1983).

Por el contrario, Al-Jawad y Lees (1985) no encontraron diferencias
en fa eficacia de absorcion en corderos Clun Forest al proporcionaries
inmunoglobulinas, procedentes de diferentes fuentes, que oscilaban en su
concentracidn entre 139 mg/ml (calostro ovino) y 38 mg/ml (suero
sanguineo ovino). Este hallazgo concuerda con lo expresado por Sawyer et al.
(1977} quienes, trabajando también con corderos, afirmaron que si la
cantidad de calostro suministrada no era limitante, [a concentracién no
jugaba un papel fundamental en la absorcién, sino que lo serian factores de

absorcién intestinales.
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El consumo de leche no calostral previo a la ingesta de calostro, no
afectd a la absorcion de IgG por parte de terneros Holstein (Michanek et al.,
1990). En este caso las concentraciones halladas fueron de 10,2+2,3 y
9,6+2,7 mg/ml de 1gG, en terneros gue no ingirieron leche antes del

calostro y en los que si lo hicieron respectivamente.

1.8.- Alternativas al uso de calostro natural

El uso de fuentes alternativas de calostro esta especialmente indicado
en casos de ausencia de la produccion de éste por parte de las madres,
partos miiltiples, crias débiles ¢ con escaso peso al nacimiento, asi como en
caso de muerte de la madre o en el manejo propio de la lactancia artificial, el
cual, como ya se ha citado reiteradamente con anterioridad, se ve dificultado
por una relacién larga entre la cria y la madre (Larson et al., 1974; Eales et
al.,, 1982; Al-Jawad y Lees, 1985; Sherman et al.,, 1990; Winter y
Clarkson, 1992; Argiiello et al., 1998).

Asimismo el empleo de alternativas al calostro de 1a madre (Figura 5)
estd también establecido como método de profilaxis ante ciertas patologias,
como la artritis-encefalitis caprina (CAEV) cuya principal via de transmision
es galactogénica (Peretz, 1992; Greenwood et al., 1995; Nord et al,, 1998;
Contreras et al., 2003).
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Figura 5.- Cabrito mamando de su madre

Tampoco se debe obviar, como ya se ha mencionado, que el calostro
ademds del aporte de inmunidad cumple otra serie de funciones, entre las
cuales estd la de actuar como laxante al estimular el peristaltismo de la
mucosa intestinal (Garcia de Jalén et al., 1990). En este sentido Heath
(1985) afirmo que el aporte de la misma cantidad de calostro bovino que de
calostro ovino a un cordero, disminuye a la mitad la cantidad de grasa
ingerida, reduciendo el efecto laxante de la misma, por lo que recomienda
afnadir aproximadamente 55 g de aceite vegetal por litro de calostro bovino

que se proporcione a corderos.

En el ganado caprino el uso de calostro bovino también se encuentra
extendido. Greenwood (1993) realizdé un estudio con animales de raza
Saanen y Alpina Britdnica, en Australia, donde un lote de cabritos fue
encalostrado con un producto de origen bovino, no observindose ningtin
efecto adverso. Sin embargo, Nord et al. (1998) tras encalostrar a 229
cabritos con calostro de vaca, encontraron un ligero aumento en los
problemas respiratorios, achacables a la ausencia de ingesta de calostro
caprino. El uso de calostro bovino para encalostrar cabritos es un manejo
seguido habitualmente como medida profilictica del contagio de la artritis
encefalitis caprina (Nord et al., 1998) o de la enfermedad de Jonh

(paratuberculosis). Guerrault (1990) trabajando con cabritos, probo cuatro

36

ion realizada por ULPGC. Blblicteca Universitaria, 2006

loe autores. Digh

@ Dal



Revision Bibliografica

tipos de calostro, caprino pasteurizado, bovino sin tratar, calostro en polvo y
una preparacion comercial a base de calostro liofilizado, encontrando que las
concentraciones séricas de los cabritos eran de 15, 11, 1t y 3 mg/ml el
segundo dia.

En el caso del ganado ovino (Logan et al., 1978a; Eales et al 1982;
Al-Jawad y Lees, 1985; Sherman et al.,, 1990; Winter y Clarkson, 1992)
uno de los principales substitutivos del calostro materno ha sido también el
de origen bovino, dada la gran produccién por parte de las vacas y el escaso
uso comercial que se hace de él. Asi, Larson et al. {1974) demostraron la
efectividad del calostro bovino liofilizado en Ja transferencia de
inmunoglobulinas especificas contra antigenos de Escherichia coli. El suero
sanguineo bovino también ha sido usado satisfactoriamente como alternativa
al calostro ovino en corderos (Al-Jawad y Lees, 1985}, si bien estos autores
lo acompafiaron en su experiencia de un lactorreemplazante que actuaba
como fuente energética. Por el contrario, estos mismos autores no
recomendaron el uso de sangre entera (bovina u ovina) como reemplazante
del calostro ovino en corderos, ya que ésta que no aportaba los suficientes
niveles de inmunidad.

Uno de los principales problemas que ocasiona el uso de calostros
heteroespecificos, es la aparicion de anemias hemoliticas en los animales
recién nacidos. Este hecho se debe a la ingesta de anticuerpos sensibilizados a
la propia especie. La anemia hemolitica por consumo de calostro bovino ha
sido descrita en cabritos y corderos por Winter (1990) y Perrin et al.
{1995).

Como una nueva alternativa en el encalostrado, se considera el uso de
calostros comerciales, cada vez mas ampliamente distribuidos, principalmente
en ganado ovino (Solanes et al., 1995}, si bien se encuentran ademds en la

bibliografia algunas referencias vespecto al uso de calostros comerciales en
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ganado bovino (Chelack et al,, 1993; Wereme et al., 2001) y, aunque en

menor medida, también en ganado caprino (Zadoks et al., 2001).

Generalmente se trata de productos concentrados y esterilizados
procedentes de ganado bovino u ovino y, hasta el momento, su utilizacién
como Uunica fuente de inmunoglobulinas no ha tenido resultados
satisfactorios. Asi, usando calostro comercial de origen caprino, Constant et
al. (1994) no obtuvieron en su experiencia concentraciones sanguineas de
IgG en cabritos superiores a las encontradas en cabritos encalostrados con
calostro natural caprino pasteurizado. La presencia de ciertas enzimas,
hormonas y factores de crecimiento podrian explicar este hecho o, tal vez,
porque el mecanismo de absorcion de macromoléculas en €l intestino no es
selectivo para las inmunoglobulinas, con Jo que una mayor proporciéon de
albumina en los calostros comerciales podria competir con la absorcion de
inmunogiobulinas, tal y como sucede en termercs, donde la adicién de
albumina al calostro disminuye la absorcidén de 1gG: de un 59 a un 36%
(Besser y Osborn, 1993). Zadoks et al. (2001), tras probar distintos
calostros comerciales en cabritos, concluyeron que ninguno de ellos era
adecuado para sustituir al calostro de cabra como fuente de
inmunoglobulinas.

Solanes et al. (1995) encontraron mayores mortalidades en lotes de
corderos, criados sélo con calostro comercial (60 g/animal), que en lotes
donde se habia usado como complemento del encalostrado natural.
Asimismo Bernabé et al. (1998} asociaron el uso de un calostro comercial

con la aparicién de casos de poliartritis asociada a Klebsiella pneumoniae en
cabritos.

Quigley y Welborn {1996) han utilizado la via parenteral {intravenosa
y subcutinea), con cierto éxito, para solucionar problemas de fallo de

transferencia pasiva de inmunidad en terneros. Estos autores emplearon

38

ifin realizada por ULPGC. Biblickeca Unissraitaria, 2006

1. In% aubsred. Cigitali

& Dal



Revision Bibliografica

soluciones concentradas de inmunoglobulinas, procedentes de sangre bovina
obtenida en mataderos. Los resultados encontrados difirieron seguiin se tratase
de inyeccion endovenosa ¢ subcutanea. Asi, mientras la solucidn
administrada por via intravenosa incremento la concentracion de IgG de los
terneros en 2,9 mg/mi, cuando ésta se administraba por via subcutinea los
niveles séricos de los terneros no variaron. La diferencia probablemente
estribaba en el método de obtencion del concentrado de inmunoglobulinas,
No obstante, el uso de concentrados de inmunoglobulinas por via parenteral
puede ser empleado como fuente de inmunidad en terneros en los que ha
concluido el periodo de transporte intestinal de macromoléculas (Crowley et
al., 1994; Crawford et al., 1995; Quigley y Welborn, 1996).

1.9.- Métodos de conservacién del calostro

El manejo de la lactancia artificial lleva asociada la necesidad de
conservar calostro para tener suficientes reservas en el momento del
nacimiento de las crias. Actualmente hay varios métodos de conservacidén
descritos en la bibliografia, si bien las referencias hasta el momento son

€5Casds.

Congelacién

Chelack et al. (1993) consideraron que la congelacion del calostro no
es un método Sptimo en ganado bovino, debido a que habitualmente se
solian congelar los calostros de los seis ordefios postparto sin contrastar su
contenido en inmunoglobulinas, Otra de las razones que aportaban estos
autores es que se necesitaba un amplio espacio en condiciones de
congelacién y, ademds, a 1a hora de proporciondrselo a los terneros era
necesario realizar tareas de descongelacion y atemperado que podian ser
largas y tediosas, por lo que proponian como alternativa los calostros
deshidratados. En cambio Klobasa et af. (1998) encontraron que no habia
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diferencias ni en los niveles de inmunoglobulinas en el suero de terneros ni en
su coeficiente de absorcidn independientemente de que los terneros hubieran
sido encalostrados con calostro congelado o liofilizado, si ambos tenian [a

misma concentracion,

Deshidrataciéon

La elaboracion de concentrados de calostro mediante diversos
métodos de deshidrataciéon ha sido una priactica comtin en el ganado bovino.
Chelack et al. (1993) testaron tres métodos de deshidratacion, liofilizado,
evaporacion por microondas y evaporacion por secado, encontrando que el
de mayor eficacia y retencién de anticuerpos, y con menor costo y gasto
energético, era la evaporacién por secado. No obstante observaron que la
liofilizacion resulté muy efectiva para la conservacién de la funcion de las
inmunoglobulinas, pero que tenia la desventaja de que era un proceso lento y

con alto consumo de energia.

Acidificacién

En lugares con clima calido fa acidificacién del calostro con
formaldehido es una alternativa viable cuando los métodos de refrigeracion o
deshidratacion no estan disponibles (Mbuthia et al., 1997}.

1.10.~ Acido Linoleico Conjugado (CLA)

El 4cido Linoleico conjugado, mds conocido con el acrénimo CLA es
un acido graso derivado del 4cido Linoleico. El 4cido Linoleico {icido 9,12-
octadecadienocico) es un icido graso esencial de 18 4dtomos de carbono con
dos insaturaciones (dobles enlaces) situados en las posiciones 9 y 12 y en
configuracién cis.
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De esta forma, 4cido Linoleico conjugado es un término genérico que
se usa para definir a un grupo de isémeros posicionales y estructurales del
dcido Linoleico (Figura 6). De entre todos los isdmeros hay que destacar el
trans-10, cis-12 (t10,c12) y el cis-9, trans-11(c9,t11), siendo este iitimo
uno de los isémeros bioldgicamente mds activo {Cook, 1999). Asimismo
Martin y Valeille (2002) han descrito que los diferentes isémeros del CLA
ejercen efectos fisiolégicos diferentes.

Figura .- C18:2 (t10,c12; c9,¢11;¢c%,c12)

Kepler et al. {1966) observaron que el isomero c2,t11 era producido
por Butyrivibrio fibrisolvens, de la flora gastrointestinal de los rumiantes,
cuando esta bacteria era incubada con 4cido Linoleico. De esta forma
McGuire et al, (1997) propusieron que se denominara icido Bovinico,
nombre que no se considerd apropiado ya que este isbmero también es
sintetizado en el rumen de otras especies. Por ello, Kramer et al. (1998)
sugirieron denominarlo icido Ruménico, que es el nombre que tiene mayor
aceptacion e la actualidad.

Recientemente, en relacion a [a nomenclatura del CLA, Ellen y
Elgersma (2004) han propuesto utilizar diferentes términos para denominar
al CLA, y ya que, en leche, el principal isdémero es el c¢is-?,trans-11, estos

autores plantearon utilizar el término dcido Ruménico en lugar de CLA. Esto
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fue planteado para evitar que erroneamente se asocie a los productos [dcteos
con consecuencias negativas sobre la salud debido al hallazgo de efectos
perjudiciales sobre el higado en animales de experimentacion producidos por
el isémero trans-10,cis-12 (De Dekere et al., 1999; Warren et al., 2003).
De la misma forma, Ellen y Elgersma (2004) propusieron utilizar €l nombre
de icido Vacénico para denominar al icido graso C18:1 trans-11, con el fin
de evitar que se asocie a éste con los efectos negativos de los acidos grasos
trans en general. En este sentido estos mismos autores afirmaron que los
acidos Ruménico y Vacénico producian unos efectos beneficiosos similares
sobre la salud, porque ambos son omega-7, los cuales se encuentran
presentes de forma natural casi exclusivamente en leche y came de

rumiantes,

La grasa y la leche de jos rumiantes son la mayor fuente alimenticia de
CLA. Parodi (1977} establecié que el isdmero ¢9,t11 estaba presente de
forma abundante en la leche de vaca. No obstante, la mayor concentracién
de CLA en leche fue encontrada (Jahreis et al., 1999) en la lfeche de oveja
(1,2% del total de dcidos grasos metil ésteres) seguida de la de vaca {0,7%)
y la de cabra (0,6%).

1.10.1.- Actividades bioldgicas

Dentro de las multiples actividades biologicas atribuibles al CLA
(Pariza, 1999) son varios los autores que citan su efecto beneficioso frente, a
la carcinogénesis (Ha et al,, 1990; Ip et al, 1991; Pariza, 1991) ya la
aterosclerosis {Lee et al., 1994; Nicolosi et al, 1997). También ha sido
descrito el efecto del CLA sobre el metabolismo lipidico y la composicion
corporal (Pariza, 1997; Park et al, 1997) asi como su efecto
inmunomodulador (Sugano et al,, 1998; Bassaganya et al., 1999; Hayek et
al., 1999).
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Efecto anticarcinogénico

Los primeros estudios realizados acerca del efecto del CLA en la
prevencion del ciancer de mama en ratas, fueron realizados por Ip et al.
(1991). En este sentido uno de los primeros hallazgos fue que el CLA
suprimia la actividad proliferativa en la glindula mamaria de la rata (Ip et al,,
1994). Mis recientemente, Banni et al. (1999) han publicado que el CLA
en la dieta afectaba al metabolismo del retinol, encontrando asi que tenia un
claro efecto anticarcinogénico. Cesano et al. (1998) también han observado
que el CLA en la dieta inhibia el crecimiento de células de carcinoma
humano que fueron inyectadas a ratones inmunodeficientes. Aunque las
evidencias entre la ingesta de CLA v la reduccion del cancer en humanos son
aun limitadas. Knekt et al. {(1996) encontraron una relacidn inversa entre el

consumo de leche y el cincer de mama en mujeres.

Efecto antlaterogénico

Lee et al. (1994) trabajando con conejos que fueron alimentados con
una dieta hipercolesterolémica con y sin la adicién de CLA, observaron, al
finalizar [a experiencia, que el grupo de animales que tomd CLA presentd
niveles inferiores de colesterol total, colesterol-LDL y triglicéridos que el
grupo que sirvié de control, Ademas las aortas de los conejos que tomaron
CLA presentaban en la necropsia menos aterosclerosis que las aortas del
grupo control. En este mismo sentido Nicolosi et al. (1997) observaron que

el CLA reducia las lipoproteinas plasmaticas y la aterosclerosis aértica
temprana en hamster.

Efecto sobre la composicion corporal

Son varios los autores que han descrito que el CLA en la dieta

producia cambios en la composicidn corporal en varias especies animales
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entre las que se incluyen ratones (Park et al,, 1997) ratas (Sisk et al., 1998}
y cerdos (Pariza, 1997). Estos cambios consistian en una reduccion de grasa
corporal y en un incremento de [a masa libre de grasa. Al parecer el CLA
ejerce un efecto directo sobre los adipocitos (lugar de almacenamiento de la

grasa} y sobre las células def musculo esquelético (lugar de combustion de la

grasa).

Efecto sobre el sistema inmune

El efecto del CLA sobre el sistema inmune no estd bien estudiado
hasta el momento. Sin embargo Bassaganya-Riera et al. {2001) afirmaron
que se trataba de un producto natural que incrementaba la funcion inmune
mientras reducla los efectos negativos de la respuesta inflamatoria. Estos
mismos autores afirmaron también gue el efecto inmunomodulador del CLA
no era inmediato. Otros autores también coinciden en que el CLA regula la
funcion inmune. Asi, Ha et al. (1987) trabajando con ratones y Sugano et al.
(1998), en ratas, encontraron que en los animales, en cuya dieta se incluia
CLA, se producia una reduccion significativa de acido Araquidénico que es
precursor de la Prostaglandina E2 (PGE:). Esta prostaglandina es supresora de

la inmunidad celular y disminuye la produccién de Interleukina 2 (IL-2).

Cook et al. (1993) y Miller et al. {1994) trabajando con ratas
observaron que los animales alimentados con CLA mostraban incrementada
su funcién inmune y que el CLA servia como un factor de crecimiento en
idividuos jovenes. Estas observaciones denotaban que el sisterma inmune
competia por la energia con otras funciones metabdlicas, como el
crecimiento o la regeneracién tisular. También Hensler et al. (1997)
encontraron que, tras un fuerte traumatismo, el sistema inmune estaba
suprimido y esto podia ocurrir asi porque la energia estaba dividida entre la
funcién inmune y la regeneracion del tejido. En el mismo sentido Cook et al,
{(1993) y Miller et al. (1994) afirmaron que el CLA en la dieta
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incrementaba la funcidon del sistema inmune y al mismo tiempo protegia
frente a los efectos catabolicos de la respuesta inmune, por lo que estos
autores sugirieron que se debe aplicar el potencial del CLA como
favorecedor de la salud.

Sugano et al. (1999) evaluaron el efecto de la inclusion de CLA en la
dieta de ratas sobre la produccion de inmunoglobulinas de las mismas. En la
experiencia estos autores trabajaron con tres grupos de animales: un grupo
control (0% CLA) y otros dos que recibian la suplementacién de CLA en un
0,5 v 1% respectivamente. Transcurridas tres semanas, observaron que la
concentracion de IgA e IgM de las ratas que tomaron CLA (1%) fue de tres
a cincuenta veces mayor que la del grupo control. Asimismo 1a 1gG no fue
detectable en el grupo control. Sin embargo en los grupos que tomaron CLA
si se encontraron concentraciones de ésta, siendo nueve veces mayor en el
grupo CLA 1% que en las ratas que tomaron 0,5% de CLA. Por el
contrario observaron que en los animaies que tomaron CLA se producia una

disminucion de la concentracion de IgE siendo este descenso mads notable en
el grupo CLA 1%.

Resultados andlogos fueron sefalados por Corino et al. (2002),
trabajando con cerdos destetados, quienes afirmaron que la suplementacion
de la dieta con CLA incrementaba los niveles de 1gG de los animales de
forma significativa.

Por otra parte, como ya se ha sefialado, el CLA disminuye Ia
produccion de Prostaglandina Ez2 (PGE:z) porque interfiere 1a sintesis de acido
Araquidénico (precursor de la PGE:) desde el acido Linoleico (Belury y
Kempa-Steczko, 1997). La citada prostaglandina es supresora de Ia
inmunidad celular (Goldyne y Strobo, 1982) y disminuye la produccién de

Interleukina 2 (IL-2). En este sentido Cook et al. {1993) observaron que los
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pollos que recibian una dieta con un 0,5% de CLA reducian de forma

sﬁgniﬁcativa sus niveles de dcido Araquiddnico.
1.11.- Inmunidad celular medida por el éxido nitrico

El &xido nitrico es un compuesto inorganico de corta vida, unos pocos
segundos, que debido a su elevada solubilidad difunde a través de las
membranas bioldgicas. La produccion controlada del citado Oxido nitrico
juega un importante papel en el sistema inmune y vascular de los mamiferos.
Se trata de una molécula nitrégeno reactiva que fue estudiada inicialmente en
el sistema nervioso (Garthwaite, 1991).

La sintesis de éxido nitrico se realiza a partir de la L-arginina mediante
una reacciéon dependiente de oxigeno y nicotinamida adenin dinucledtido
fosfato (NADPH) produciendo &xido nitrico y L-citrulina de forma
equimelar (Bush et al., 1992). Asimismo la sintesis de éxido nitrico depende
de la accidon de la enzima oxido nitrico sintasa. Existen tres isoformas de Ia
citada enzima que se han clasificado segin sus propiedades funcionales y el
tejido donde se originan. Asi, las isoformas endotelial y neuronal de la éxido
nitrico sintasa son constitutivas y parece que responsables, de la fiberacion
continua de niveles basales de éxido nitrico. La tercera isoforma es inducible
y es expresada en respuesta a citokinas y lipopolisaciridos inflamatorios
(Morris y Billiar, 1994). Las tres isoformas han sido encontradas en tipos
celulares variados entre los que se incluyen neuronas, epitelio gastrico y
bronquial, musculo esquelético, macrofagos, cardiomiocitos, hepatocitos y
condrocitos. La produccion de dxido nitrico es por lo tanto casi ubicuitaria.
En los mamiferos se ha descrito la presencia de esta isoforma denominada
dxido nitrico sintasa inducible (INOS) en los wmacréfagos y células
endoteliales {Schmidt et al., 1992).
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El 6xido nitrico una vez sintetizado puede difundir rdpidamente a
través de las membranas celulares {Lancaster, 1997). Una tasa elevada de
dxido nitrico contribuye a la muerte celular por apoptosis © necrosis (en
funcién del dano celular producido) de la misma (Murphy, 1999). Una de
las causas de dafio celular asociada a la presencia de niveles elevados de
axido nitrico es el estrés oxidativo (Gross y Wolin, 1995). No obstante el
oxido nitrico también afecta a las mitocondrias de diferentes formas
(Murphy, 1999).

Sin embargo, el o6xido nitrico puede también producir efectos
protectores, incrementando el flujo sanguineo o inhibiendo la agregacién
plaquetaria (ladecola, 1997), lo cual complica la interpretacién de los
efectos del compuesto en animales sanos. En este sentido Lacasse et al.
(1996), trabajando con cabras de raza Saanen, sobre las que realizd una
infusion intraarterial de oxido nitrico, observaron que la glandula mamaria
respondia al ¢xido nitrico y fomentaba la posibilidad de que el epitelio

pudiera controlar su suministro de sangre, secretando 6xido nitrico.

Algunos autores que han estudiado la actividad del éxido nitrico
frente a diversos patogenos, entre ellos Escherichia coli, Brunelli et af. (1995),
observaron que era mas sensible a otra molécula nitrégeno reactiva

(peroxinitritos) que al éxido nitrico puro.

En el caso de infecciones viricas, Lechner et al. {1999), trabajando
con ganado caprino, infectado con el virus de la artritis encefalitis caprina
(CAEV), observarcn la expresion de fa éxide nitrico sintasa inducible sélo en
aquellos animales que tenian una artritis clinica severa y no en las cabras que
lievaban un corto periodo de tiempo infectadas, lo que hizo afirmar a estos
autores que el virus que inducia esta patolegia podria desarrollarse en
ausencia de pronunciados niveles de dxido nitrico sintasa inducible y que la

expresion de ésta era una caracteristica de inflamacién crénica.
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Capitulo 1.- Uso de calostros alternativos en ganado caprino

Resumen

Para Ja realizaciéon del presente estudio se disefaron cuatro
experimentos diferentes, En el primero de ellos se utilizaron 45 cabritos de
raza Majorera que fueron agrupados en tres lotes segin el tipo de calostro
que recibian (refrigerado, congelado o comercial). Tanto el calostro
refrigerado como el congelado fueron propotcionados en dos tomas diarias
durante dos dias, recibiendo cada cabrito un volumen igual al 5% de su peso
al nacimiento en cada toma. Ambos calostros (refrigerado y congelado)
tenian la misma concentracion de IlgG. EI calostro comercial fue
proporcionado siguiendo las recomendaciones del fabricante. Se tomaron
muestras de sangre, desde el nacimiento hasta las 84 horas postparto, cada
12 horas y a continuacién a los 15 y 30 dfas de vida. El pico de 1gG fue
detectado a las 24 horas en los cabritos encalostrados con calostro caprino
congelado (25,47 mg/ml) y a las 36 horas para los que ingirieron calostro
caprino refrigerado (15,84 mg/ml), mientras que los animales encalostrados

con calostro comercial ovino mostraron la mayor concentracién de IgG a los
30 dias de vida (0,84 mg/mil).

Para el segundo experimento se utilizaron 40 cabritos gque fueron
divididos en dos lotes: uno de elios {(GL) recibié calostro liofilizado, 16,84
mg/ml 1gG y el otro (GF) calostro congelado, 61,041 mg/mi 1gG. Todos
fos cabritos recibieron la misma cantidad de IgG (3368 mg/kg de peso
nacimiento) y el manejo seguido durante el encalostrado fue idéntico en
ambos grupos. Se tomaron muestras de sangre desde el nacimiento hasta las
120 horas de vida cada 12 horas. La concentracion de 1gG del suero

sanguineo de los cabritos del lote GL fue estadisticamente mayor.
En el tercer experimento participaron &0 cabritos que fueron

agrupados en tres lotes, cuyos individuos recibieron calostro liofilizado. Las
cantidades de IgG aportadas fueron 3368, 1684 y 842 mg de I1gG por Kg
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Capftulo .- Uso de calostros altemativos en ganado caprino

de peso nacimiento en cuatro tomas durante dos dias (lotes GLA, GLM vy
GLB respectivamente}. Se tomaron muestras de sangre desde el nacimiento
hasta las 120 horas de vida cada 12 horas. La concentracién de 1gG en el
suero sanguineo del lote GLA fue estadisticamente mayor que 1a de los otros
dos lotes y no se observaron diferencias estadisticas en la cantidad de IgG del

suero sanguineo entre los lotes GLM y GLB.

Para el cuarto experimento se utilizaron 80 cabritos que Ffueron
divididos en cuatro lotes y todos los animales recibieron calostro liofilizado.
Dos de los lotes (GLA-1D y GLA-2D) recibieron 1684 mg de 1gG por kg de
peso nacimiento y los otros dos lotes (GLB-1D y GLB-2D) recibieron 842
mg de IgG por kg de peso nacimiento. Los grupos GLA-1D y GLB-1D
recibieron dos tomas de calostro en un dia y los otros dos lotes, GLA-2D y
GLB-2D, recibieron cuatro tomas de calostro en dos dias. Se tomaron
muestras de sangre desde el nacimiento hasta las 120 horas de vida cada 12
horas. Los cabritos del lote GLA-1D presentaron una concentracion de 1gG
en su suero sanguineo estadisticamente mayor que los del lote GLA-2D y no
se observaron diferencias estadisticas en la concentracién de lIgG entre los
grupos GLB-1D y GLB-2D.
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Capitulo {.- Uso de calostros altermativos en ganado caprino

Summary

Four different experiments were designed for this study. In the first of
these 45 Majorera kids were allotted in three groups according to the type
of colostrum fed. The refrigerated and frozen goat colostrum were
administered twice daily for 2 days, each kid receiving 5% of the body
weight per feed. Both refrigerated and frozen colostrum had the same IgG
concentration before refrigerating or freezing. The commercial colostrum was
administered according to the recommendations of the manufacturer, Blood
samples were taken every 12 hours from birth to 84 hours postpartum and
two additional samples were taken at 15 and 30 days of age. The peak 1gG
was at 24 hours with frozen goat colostrum fed kids (25.47 mg/ml), 36
hours for kids fed with refrigerated goat colostrum {15.84 mg/ml) while

those fed commercial sheep colostrum peaked at 30 days (0.84 mg/ml).

In the second experiment 40 kids were allotted in two groups, a
lyophilized colostrum group (LG) and a frozen colostrum group {(FG). The
kids (n=40) received the same management and 1gG mass (3368 mg per kg
of body weight-BW) during the colostrum feeding period. Blood samples
were taken every twelve hours from the time of birth to 120 hours
postpartum. The 1gG blood serum from LG kids was statistically higher.

In the third experiment 60 kids were allotted into three groups, the
kids (n=60) all receiving lyophilized colostrum. Three groups of animals
received 3368, 1684 and 842 mg of IgG per kg of BW in 4 feeds during 2
days (H-lIgG, M-lgG and L-1gG, respectively). Blood samples were taken
every twelve hours from the time of birth to 120 hours postpartum. IgG
blood serum in the H-IgG group was statistically higher than other two
groups and no statistical differences were found for IgG blood serum
between M-IgG and L-1gG kids.
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Capitulo 1.- Uso de calostros alternativos en ganado caprino

In the fourth experiment 80 kids were allotted into four groups, and
the kids (n=80) recelved lyophilized colostrum. Two groups received 1684
mg of 1gG per kg of BW (HL-1D and HL-2D), and the other two received
842 mg of 1gG per kg of BW (LL-1D and LL-2D). Two groups received two
feeds in one day (HL-1D and LL-1D) and the other two groups received four
feeds in two days (HL-2D and LL-2D). Blood samples were taken every
twelve hours from birth to 120 hours postpartum. HL-1D kids presented
statistically higher 1gG blood serum concentration than HL-2D kids and no
statistical differences were found between LL-1D and LL-2D kids.
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Capitulo 1.- Uso de calostros alternativos en ganade caprinc

1.- Introduccion

En los rumiantes las caracteristicas tisulares de la placenta impiden la
transferencia de inmunoglobulinas desde la madre al feto (Brambell, 1970).
Por ello en estas especies fas inmunogiobulinas proporcionadas con e} calostro
juegan un papel fundamental en la adquisicién de inmunidad pasiva de las
crias. En este sentido Abel Francisco y Quigley lll {1993), empleando como
técnica de cuantificacion la inmunodifusiéon radial, encontraron que las
concentraciones de inmunoglobulinas en el suero de terneros, antes de
consumir calostro, estaban por debajo de los niveles de deteccion de la
técnica (menor que 0,11-0,12 mg/ml de 1gG). Asimismo son diversos los
trabajos que avalan el hecho de que los cabritos son agammaglobulinémicos
al nacimiento (Constant et al., 1994; Argielio, 2000). Sin embargo otros
autores han encontrado pequeias concentraciones de inmunoglobulinas en el
suero en el momento del nacimiento {(Guerrault, 1990; Rabbani et al.,
1990; Sherman et al.,, 1990).

El uso de calostros comerciales en el manejo de terneros y corderos se
encuentra en la actualidad ampliamente distribuido (Solanes et al,, 1995).
En general se trata de productos esterilizados que proceden de calostro
bovino u ovino, sin embargo, su usec como unica fuente de inmunoglobulinas
no ha proporcionado resultados satisfactorios. Solanes et al. {1995} han
observado tasas de mortalidad superiores en corderos encalostrados
unicamente con calostro comercial y, asimismo, Bernabé et af. (1998)
pudieron relacionar el uso del calostro comercial con la aparicion de ciertas

patoiogias (Klebsiefla pneumoniae).

Constant et al. (1994}, empleando un calostro comercial, observaron
que los niveles de IgG en la sangre de los cabritos no eran superiores a los
hallados en animales encalostrados con la madre. Esto podria deberse a que

la absorcion intestinal de las macromoléculas no es selectiva para la 1gG con
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Capitulo 1.- Uso de calostros alternativos en ganado caprino

lo cual la albamina, presente en la mayor parte de estos productos, compite
con las inmunoglobulinas (Besser y Osborn, 1993). De la misma forma
Argiiello (2000) no detecté presencia de 1gG a los tres dfas de vida de los
cabritos que habian ingerido exclusivamente calostro comercial como fuente

de inmunidad.

En el manejo de la lactancia artificial no se recomienda realizar el
encalostrado directamente de la madre, debido a que el vinculo materno-filial
se establece en las primeras horas tras el parto (Ramirez et af., 1996), lo que
tendria como consecuencia una peor adaptacion de los cabritos a las tetinas
artificiales, produciéndose posteriormente un retraso en el crecimiento de los
animales. Dada la necesidad de encalostrar a los cabritos fuera del entorno de
la madre, podria estar justificado et uso de calostros comerciales. En segundo
lugar, proporcionar el calostro de forma artificial minimizarfa ¢ eliminarfa ¢l
contagio de enfermedades como la artritis encefdlitis caprina, fa
paratuberculosis o 1a micoplasmosis, que se transmiten por via calostral. Esto
resulta de especial interés en aquellos lugares donde existe 1a presencia de

este tipo de enfermedades (Guerrauit, 1990).

En este sentido Argiliello (2000) encontré que era posible
proporcionar a los cabritos el calostro en biberdn, utilizando cantidades
restringidas del mismo y reduciendo asi el tiempo empleado en esta tarea.
Otros trabajos han afirmado que el calostro liofilizado es un producto
estable, de facil manejo y adecuado para la transferencia de inmunidad pasiva
en terneros (Husu et al,, 1993; Klobasa et al., 1998).

Por otra parte Dos Santos et al. (1994) no encontraron relacion entre
la concentracion de IgG presente en el calostro y la concentracidn de la
citada inmunoglobulina en el suero de los cabritos al dia de vida. Chen et al.
(1999) observaron diferencias estadisticas en la concentracién de IgG del

suero sanguineo entre cabritos que habfan ingerido calostro con alta (20
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Capitulo |.- Uso de calostros alternativos en ganado caprino

mg/ml} o baja (10 mg/ml) concentracion de IgG. En temeros se ha
detectado que es mas importante la concentracion de 1gG presente en el
calostro que la cantidad del mismo (aportando la misma cantidad total de
inmunoglobufinas). Asi hay autores gue han observado niveles mayores de
lgG en suero sanguineo de terneros que habian tomado un litro de calostro
que contenia 60 mg/mi de 1gG, que en los animales que ingirieron dos litros
de calostro con un contenido en 1gG de 30 mg/ml (Stott y Fellah, 1983).
En este sentido en cabritos de raza Majorera la cantidad de 1gG consumida
mostré una elevada correlacién positiva con la presente en sangre, lo que
ocurria especialmente dentro de las 72 primeras horas de vida de los
cabritos. No obstante, la citada correlacion disminuia de forma significativa a
fas 84 horas postnacimiento (Argiiello et al., 2004b).

Es por todo lo anteriormente expuesto que [os objetivos planteados en
el presente capitulo son:

1.- Evaluar la capacidad de transmisidén de inmunidad pasiva de un calostro
comercial de origen ovino en comparacion con el calostro caprino

refrigerado y calostro caprino congelado.

2.- Evaluar el efecto de la liofilizacion del calostro sobre Ia transferencia de
inmunidad pasiva en cabritos.

3.~ Examinar el efecto de la cantidad de 1gG presente en el calostro sobre la

obtencion de inmunidad pasiva de los cabritos.

4.- Evaluar la influencia del nimero de tomas y tiempo de encalostrado

sobre los niveles de inmunidad pasiva adquiridos por los cabritos.
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Capitulo .- Uso de calostros alternativos en ganado caprino

2.- Material y métodos

El presente trabajo ha sido realizado en las instalaciones de Ja Unidad
de Produccién Animal, Pastos y Forrajes del Instituto Canario de
Investigaciones Agrarias ubicada en el municipio de La Laguna al norte de ia
isla de Tenerife (Espaia), la cual se encuentra a 28° 28’ latitud Norte y
16°20 longitud Oeste y a una altura sobre el nivel del mar de 653 m.

2.1.- Preparacion del calostro

Para la realizacidn de las experiencias que componen este capitulo fue
necesario preparar los calostros refrigerado, congelado y liofilizado que se
iban a proporcionar a los cabritos. El proceso de la preparacion se describe a

continuacion y el calostro resultante se denomind pool.

Preparacion del calostro para el experimento 1 (refrigerado y congelado)

Para elaborar ¢l pool con el que se iba a encalostrar a los dos lotes de
animales, incluidos en el experimento, se recogieron calostros caprinos
procedentes del primer ordefio tras el parto. Con elfos se elabord un pool
que contenia 30,69 mg/ml de IgG. La mitad de este poof se conservd en
refrigeracion (4°C) y la otra parte fue congelada (-20°C) hasta el comienzo

de la experiencia.

En el momento de suministrar el calostro a los cabritos, el que estaba
conservado a —20°C se descongeld a temperatura ambiente y a continuacion
fue atemperado (40°C) en microondas (temperatura final 55°C). El calostro

refrigerado fue atemperado de la misma forma,
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Capitulo .- Uso de calostros alternativos en ganado caprino

Preparacion del calostro para los experimentos 2, 3 y 4 (liofilizado)

Para la elaboracion de este pool se recogieron calostros de cabra
procedentes del primer ordefio tras el parto. Cuatro litros de este pool
fueron congelados (—20°C) y 30 litros fueron liofilizados (Figura 1) en un
liofilizador Telstar Cryodos 80. La concentracion de IgG del calostro
congelado fue de 16,84 mg/ml mientras que el calostro liofilizado tenia una
concentracion de 61,04 1mg de IgG/g de calostro.

Figura 1.- Liofilizador procesando el calostro

Para el proceso de liofilizacion del calostro, el pool inicialmente era
congelado a —80°C y a continuacién se colocaba en el liofilizador. Tras cinco
dias en el mismo, el calostro liofilizado era envasado al vacio hasta el
momento de su uso. Una vez nacidos los animales que formaban el grupo
experimental, el calostro liofilizado era reconstituido con agua atemperada
(40°C). EI calostro congelado era descongelado a temperatura ambiente y se

atemperaba en microondas (55°C temperatura final).

2.2.- Animales

En las cuatro experiencias que forman parte de este capitulo

participaron un total de 225 cabritos machos y hembras de raza Majorera
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Capitulo I.- Uso de calostros alternativos en ganado caprino

que fueron criados en régimen de lactancia artificial. Estos animales
procedian de partos vigilados de forma que eran separados de sus madres,
justo tras el nacimiento y trasladados a una sala de lactancia. Tras la limpieza
y secado del animal y posterior desinfeccién del cordén umbilical, los
cabritos fueron pesados, identificados con una cadena numerada vy

posteriormente asignados a un lote experimental.

Experimento 1

Para la primera experiencia que conforma este capitulo se
establecieron tres lotes de 15 cabritos cada uno (8 machos y 7 hembras), tal

y como se describe a continuacidn:

Lote CR: a los cabritos se les suministré en biberdn, durante dos dias,
calostro caprino refrigerado (4°C), previamente atemperado (40°C). Todos
los animales reciblan dos tomas diarias ingiriendo un volumen igual al 5% de

su peso nacimiento en cada una {Argiello, 2000).

Lote CF: a los cabritos se les proporciond, en biberdn, calostro
caprino congelado (-20°C), previamente descongelado y atemperado
(40°C). Cada animal recibia dos tomas diarias durante dos dias, ingiriendo
en cada toma un 5% de su peso al nacimiento {Argiello, 2000).

Lote CC: se suministré un calostro comercial de origen ovino cuya
composicion estaba formada por 32,88% de humedad, 6,62% de proteina
bruta, 22,50% de grasa (hidrolizada), 0,15% de celulosa, 1,34% de
materias minerales, 2,76% de sacarosa, 0,94% de cenizas, 0,79% de
nitrogeno total, 0,14% de calcio, 0,11% de fésforo y 0,1% de sodio
{datos suministrados por el fabricante). Cada animal recibia la cantidad de
calostro recomendada por el fabricante, 20 g, divididos en dos dosis {al

nacimiento y a las ¢inco horas de vida).
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Capitulo |- Uso de calostros alternativos en ganado caprino

Experimento 2

Para 1a segunda experiencia 40 cabritos {20 machos y 20 hembras)
fueron distribuidos en dos lotes. En este experimento se valoré el efecto del
uso de calostro liofilizado frente a calostro congelado sobre la concentracion
de 1gG del suero sanguineo de los cabritos. A todos los animales se les

suministrd el calostro en biberon.

Lote GL: A este grupo se le suministrd calostro caprino liofilizado
repartido en dos tomas diarias durante dos dias, aportidndosele en cada toma
el 5% del peso al nacimiento. La pasta elaborada con el calostro liofilizado,
una vez reconstituido, tenia una concentracion de 1gG de 22,88 mg/g. Cada
cabrito recibfa, por toma, 36,80 g de calostro reconstituido por kg de peso
al nacimiento. Como consecuencia, los animales de este grupo experimental
recibieron un total de 3368 mg de 1gG en la fase de encalostrado por kg de

peso nacimiento.

Lote GF: A estos animales se les suministré 50 ml por kg de peso al
nacimiento en cada toma de calostro caprino congelado (16,84 mg/ml de
1gG), previamente atemperado. En total recibieron dos tomas diarias durante

dos dias. La cantidad de 1gG proporcionada fue de 3368 mg.

Experimento 3

La tercera experiencia se disefid para valorar el efecto que pudiera
tener la cantidad de lgG ingerida por los cabritos, durante la fase de
encalostrado, sobre la concentracion de IgG en el suero sanguineo de los
mismos. Para ello se establecieron tres lotes de animales con 20 cabritos (10
machos y 10 hembras} cada uno. Todos los cabritos de esta experiencia
recibieron dos tomas diarias (en biberon) de calostro liofilizado durante dos

dias. Los tres [otes fueron:
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Capitulo 1.- Uso de calostros alternativos en ganado caprino

Lote GLA: El calostro reconstituido que se aporto a los animales de
este lote tenia una concentracién de IgG de 22,88 mg/g. Cada cabrito
recibia 36,80 g de calostro liofilizado por kg de peso al nacimiento en cada
toma, lo cual representd 842 mg de 1gG por toma. La cantidad total de 1gG
que recibian los animales durante los dos dias que durd su encalostrado fue

de 3368 mg/kg de peso al nacimiento.

Lote GLM: El calostro fiofilizado reconstituido que se empled para
este grupo de animales tenia una concentracion de 1gG de 11,44 mg/g, lo
que supuso la mitad de la cantidad ofertada al grupo anterior. Cada cabrito
de este lote recibia 36,80 g de calostro por kg de peso al nacimiento en
cada toma, lo cual representaba una cantidad de IgG de 421 mg por kg de
peso al nacimiento y toma. De esta forma, la cantidad total de lgG recibida

por los cabritos del lote era de 1684 mg por kg de peso al nacimiento.

Lote GLB: Los cabritos recibian 36,80 g de calostro reconstituido por
toma y kg de peso al nacimiento. La concentracién de 1gG del calostro
reconstituido utilizado con este grupo de animales era de 5,72 mg/g. Esto
representaba 210,5 mg de lgG por toma y kg de peso nacimiento. Como a
los animales se les suministraron cuatro toias, recibieron un total de 842

mg de 1gG por kg de peso nacimiento a lo largo de la experiencia.

Experimento 4

En este experimento se utilizd calostro liofilizado para evaluar el efecto
del nimero de tomas y del tiempo en que los cabritos recibian calostro,
sobre la concentracion de IgG del suero sanguineo de los mismos. La citada
valoracion se realizé aportando dos niveles de 1gG (alto y bajo). En este caso
se trabajé con cuatro lotes de 20 cabritos cada uno (10 machos y 10

hembras).
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Capitulo L.- Uso de calostros alternativos en ganado caprino

Lote GLA-1D: Este grupo de animales recibié calostro con elevada
cantidad de 1gG un solo dfa, suministrandose en dos tomas. La concentracion
de 1gG en el calostro gue se proporcionaba era de 22,88 mg/g. Asi, cada
cabrito del lote ingirid 36,80 g de calostro liofilizado reconstituido por kg de
peso al nacimiento en cada toma, lo que representaba una cantidad de IgG
de 842 mg por kg de peso nacimiento y toma. Por lo tanto la cantidad total
de 1gG que se ofert6 a los cabritos GLA-1D fue de 1684 mg por kg de peso

nacimiento.

Lote GLA-2D: Este lote de cabritos recibié un total de 1684 mg de
I1gG por kg de peso al nacimiento pero durante dos dias. A cada animal se le
suministraban dos tomas diarias de calostro, por lo que la fase de
encalostrado de los cabritos de este lote constaba de 4 tomas. La
concentracion de lgG del calostro reconstituido que se aportaba era de
11,44 mg/g. Cada cabrito recibié 36,80 g de este calostro por kg de peso
nacimiento, lo que representaba 421 mg de 1gG por toma y kg de peso

nacimiento.

Lote GLB-1D: Este lote recibid calostro liofilizado un dia repartido en
dos tomas. La cantidad total de lgG aportada a los cabritos fue de 842
mg/kg peso nacimiento. La concentracién del calostro reconstituido
proporcionado era de 11,44 mg de IgG/g. Cada cabrito recibia 36,80 g de
calostro por kg de peso al nacimiento en cada toma, lo que representa 421

mg de lgG por toma y kg de peso al nacimiento.

Lote GLB-2D: A este grupo se le proporciond calostro durante dos
dias, suministrindose en dos tomas diarias. La concentracion de IgG del
calostro liofilizado reconstituido era de 5,72 mg/g. Cada animal recibia
36,80 g de calostro por kg de peso al nacimiento en cada toma, lo que

representaba 210,5 mg de IgG por toma y kg de peso nacimiento. De esta
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Capitulo .- Uso de calostros alternativos en ganado caprino

forma, Ya cantidad de total de IgG proporcionada a los cabritos, de este

grupo experimental, fue de 842 mg por kg de peso al nacimiento.

Tabla 1.- Manejo empleado en los experimentos 2, 3 y 4

Experimento 2 Experimento 3 Experimento 4

GF GL GLA GLM GLB GLA-1D GLA-2D GLB-1D  GLB-2D
Dias de
encalostrado 2 z 2 2 2 ] 2 ] 2
Tomas por dia 2 2 2 2 2 2 2 2
Tomas totales 4 4 4 4 4 2 4 2 4
mg de lgG por
toma y kg de 842 842 842 421 210,5 842 421 421 210,5
PN
Total de IgG
ingerida (mg/kg 3368 3368 33468 1684 842 1684 1684 842 842

PN)

PN.- Peso nacimiento. GF.- Giupo calostro congelado. GL.- Grupo calostro liofilizado,
GLA.- Alto nivel de IgG. GLM.- Nivel medio de IgG. GLB.- Bajo nivel de IgG. GLA-1D.-
Alto nivel de 1gG en 1 dia. GLA-2D.- Alto nivel de 1gG en 2 dias. GLB-1D.- Nivel bajo de
IgG en 1 dia. GLB-2D.- Nivel bajo de 1gG en 2 dfas.

Una vez finalizada la fase de encalostrado, que tal y como se describe
anteriormente para unos cabritos fue de dos dias y para otros fue de uno
solo, todos los animales fueron alimentados con lactorreemplazante (4,5%
humedad, 23,6% proteina, 22,7% grasa, 0,1% fibra y 3,3% almidén)
preparado al 16% p/p en una nodriza automdtica {Mini Robot, Divasa
Farmavic, S.A.}, siguiendo lo propuesto por Argiiello et al. (2004a), hasta
finalizar cada experiencia.

2.3.- Toma de muestras
Se recogieron muestras de sangre de todos fos cabritos incluidos en las
cuatro experiencias. Estas muestras fueron obtenidas mediante puncion de la

vena yugular. A continuacidén la sangre se centrifugd (Figura 2) a 3500
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Capitulo I.- Uso de calostros alternativos en ganado caprino

r.p.m. durante cinco minutos en una centrifuga Kubota 5100. El suero
obtenido tras la centrifugacion era dividido en dos partes alicuotas que se

conservaron a —20°C hasta el momento de la cuantificacion de IgG caprina.

Asimismo se testd la concentracion de IgG ovina presente en el

calostro comercial utilizado en el experimento 1.

Figura 2.- Muestras de sangre de los cabritos en la centrifuga

Todas las muestras se recogian desde el momento del nacimiento con
una periodicidad de 12 horas, siempre antes de la ingesta. No obstante el

tiempo de muestreo varid segun la experiencia.

A los animales del primer experimento (Lotes CR, CF y CC) se les
recogio sangre desde el nacimiento hasta las 84 horas de vida cada 12 horas
y a continuacion se obtuvieron dos muestras mds los dias 15 y 30 de vida.
Los cabritos de los restantes lotes fueron muestreados desde el nacimiento

hasta las 120 horas de vida cada 12 horas.

2.4.- Cuantificacion de IgG

La técnica empleada para determinar la cantidad de IgG presente en
las muestras de suero ha sido la inmunodifusién radial, que es actualmente la

mds aceptada y utilizada para la determinacion y cuantificacion de
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Capitulo 1.- Uso de calostros afternativos en ganado caprino

inmunoglobulinas en suero sanguineo y leche. Existen dos protocolos: fa
inmunodifusién radial cronometrada (Fahey y McKelvey, 1965) vy la
inmunodifusion radial limitada {Mancini et al., 1965)}. En este trabajo se ha
empleado esta ultima ya que, ademds de ofrecer una mayor facilidad para la

lectura de los resultados, es la técnica de referencia actualmente.

Esta técnica consiste en distribuir de forma uniforme una determinada
cantidad de antiinmuniglobulina G {(antilgG) en agar que se coloca en placas
de Petry. Después de solidificarse se realizan en €l una serie de pocillos en los
que introducen las muestras patron y problema. A medida que las muestras
van difundiendo a través del agar seé va produciendo una reaccion antigeno-
anticuerpo (la 1gG presente en las muestras se va uniendo a la antilgG
colocada en el agar). Como resultado de esta reaccién se produce la
precipitacion de fa molécula resultante y asi se forma un halo circular
alrededor del pocillo cuya dimensién va a depender de la estequiometrfa

antigeno-anticuerpo.

La técnica empleada en el presente trabajo y descrita por Mancini et
al. (1965) tiene la dificultad derivada de que el anticuerpo difundido en el
agar debe estar en bajas concentraciones para que se puedan determinar
pequefios niveles de antigeno. No obstante, la concentracion de anticuerpo
difundida en el agar debe ser lo bastante elevada como para medir niveles
altos de antigeno.

Asimismo las muestras patrén deben ser de amplio rango para gue

puedan englobar las diversas concentraciones de las muestras a determinar,

Preparacion de los reactivos

Para la puesta en marcha de la mencionada técnica ha sido necesaria
{a preparacion de los siguientes reactivos:
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Capitulo 1.- Uso de calostros alternativos en ganado caprino

- Anti-lgG caprina

Para su preparacion se siguieron las indicaciones descritas por Harlow
y Lane (1988). Se inocularon 14 conejos cruzados California x Neozelandés
con una solucion homogeneizada que contenia 1,2 ml de IgG, a una

concentracion de 0,67 mg/ml, y 2 ml de adyuvante de Freund completo.

En el momento de la inoculacion se rasurd el lomo de los animales y
se deposité el indculo en 10 localizaciones subcutaneas a lo largo del mismo,
teniendo especial cuidado de no inocular en musculo subcutineo o bien en
pared costal (Figura 3). Asimismo se evitaba que tras la retirada de la aguja
se produjese reflujo del indculo depositado. El objetivo de esta inoculacion
era que los conejos creasen un suero hiperinmune frente a la 1gG caprina. El
adyuvante de Freund (Harlow y Lane, 1988) ha sido considerado

fundamental para obtener una respuesta de estimulacion fuerte y prolongada
por parte de los conejos.

Figura 3.- Inoculacién de los conejos

A las cinco semanas postinoculacion, los conejos fueron sangrados
mediante puncion en la vena marginal de la oreja. La sangre obtenida fue
centrifugada durante tres minutos a 3500 r.p.m. para controlar el grado de
reaccion de los conejos frente al indculo. Si bien el resultado de esta primera
inoculacion fue bueno, debid realizarse una reinoculacion para mejorar el

antisuero producido. A diferencia de la inoculacién inicial en Ia
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Capitio 1.- tso de calostros alternativos en ganado caprino

reinoculacién, se empleé adyuvante de Freund incompleto con el fin de

evitar los efectos indeseables del mismo.

Una vez transcurridos quince dias de la reinoculacién los conejos
fueron anestesiados y sangrados mediante puncidn cardiaca hasta su muerte.
La sangre obtenida de los 14 animales fue centrifugada durante quince
minutos a 3500 r.p.m. y el suero resultante se dividid en partes alicuotas
que fueron conservadas a —20°C hasta el momento de su uso.

- EDTA 0,4M (icido etilendiaminotetraacético)

A 900 ml de agua destilada se le afadieron 152 g de EDTA (sal
tetrasédica) y 148,9 g de EDTA (sal disddica). Todo esto se mezcld en un
agitador magnético aportindole calor para facilitar la disolucion de las sales.
Una vez disuelto se Hevo a un litro ajustando el pH a 7,8.

- Tampén de Glicina

Por cada litro de buffer preparado se afadieron 7,5 g de glicina a
600 mi de agua destilada colocdndose en un agitador con calor para facilitar
la disolucion. Posteriormente se agregaron 100 mi de EDTA 0,4M. La
disotucion se lievd a un litro ajustando el pH a 7.

- Agarosa al 2%

Para preparar un litro de agarosa al 2% se afadieron 20 g de agarosa
a 150 ml de tampodn de glicina frio y posteriormente se agregaron 850 ml
de dicho tampén previamente calentado. Todo esto se mezcld en un agitador
con aporte de calor (sin dejar que la agarosa hirviera) hasta que se obtuvo
una solucién clara {casi transparente},
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Capitule 1.- Uso de calostros alternativos en ganado caprino

Preparacién de las placas

Cuando estuvo preparada la agarosa al 2% se atemperd a 55°C y en
ese momento se le aiadio la anti-lgG caprina (la concentracion se describe
en el siguiente apartado). En cada placa de Petry se vertieron 20 ml de la
mezcia resultante. A continuacion las placas se dejaron enfriar y, cuando se
solidificé el medio, se introdujeron 24 horas en refrigeracion (4°C).
Transcurridas las mismas se realizaron los diez pocillos en el agar, utilizando
una plantilla. Los pocillos, estaban equidistantes entre si 2 cm de forma que
se impedia la interferencia entre los halos de cada uno. Los pocillos eran
identificados con un numero del uno al diez por la parte posterior de la

placa. Asimismo las placas también se identificaban correlativamente.

Puesta a punto de la técnica

En 1a puesta a punto de la técnica se determind la concentracién de
anti-IgG necesaria. Para ello se tuvieron que realizar varios ensayos. En
primer lugar se diluyeron 0,8, 0,6, 0,4 y 0,2 ml de anti-gG a 55°C en
19,2, 19,4, 19,6 y 19,8 ml de agarosa al 2% a 55°C. A continuacién
estas diluciones fueron vertidas en varias placas de Petry que se identificaron
con la concentracién resultante de anti-IgG (0,004, 0,032, 0,02 y 0,01
mg/ml de anti-1gG). Posteriormente, y tras la maduracidon durante 24 horas
a 4°C, se realizaron los pocillos en los que se introdujeron concentraciones
conocidas de 1gG caprina. Tras 24 horas de incubacion a 37°C la
concentracion de antl-lgG que mejor resuitado mostrd fue la de 0,032
mg/ml, aprecidindose una buena definicién de los halos asi como una

discriminacion entre las diferentes concentraciones de 1gG.
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Capitulo I.- Uso de calostros alternativos en ganado caprino

Realizacion de la técnica

Para la cuantificacion de la concentracion de IgG caprina de las
muestras de suero sanguineo de los cabritos de los lotes experimentales, se

prepararon las placas siguiendo las indicaciones citadas con anterioridad.

Asi, en cada placa se introducian 10 microlitros de cada una de las
tres muestras patron, cuya concentracion en IgG caprina era conocida (50,
25 y 1 mg/ml), y la misma cantidad de las siete muestras problema. Los

patrones ocupaban siempre distintas localizaciones en las placas.

Tras la colocacion de todas las muestras, las placas se incubaron
durante 24 horas en una estufa a 37°C en condiciones de mixima humedad
(Figura 4). Transcurrida la incubacion, el didmetro de los halos formados
alrededor de cada pocillo fue medido empleando un calibre. Cuando los
halos no eran circulares o mostraban una morfologia irregular se repetia la
muestra correspondiente. Si esto sucedia con una muestra patron la placa era

desechada y se repetia por completo.

Figura 4.- Incubacion en estufa a 37°C

Una vez medidos todos los halos, con los valores obtenidos de las

muestras patréon se calculaba una recta de regresion, de forma que
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Capitulo .- Uso de calostros alternativos en ganado caprino

extrapolando las medidas de los didmetros de las muestras problema de cada
placa en la citada recta se determinaban los resultados en concentracion de
lgG caprina.

2.5.- Tratamiento estadistico

Para el andlisis estadfstico de la primera experiencia, el efecto del tipo
de calostro utilizado, se valord empleando un modelo lineal general mediante
andlisis de medidas repetidas.

En la segunda experiencia, el efecto del uso de calostro liofilizado o
calostro congelado, se analizd empleando un modelo lineal general con

analisis de medidas repetidas.

El efecto de la cantidad de 1gG recibida por los cabritos durante el
encalostrado (tercera experiencia) se analizd empleando un modelo lineal

general y haciendo una prueba post-hoc Tukey.

Por dltimo el efecto del numero de tomas se evalué empleando un
modelo lineal general con andlisis de medidas repetidas entre los grupos de

alto nivel de 1gG {(GLA-1D y GLA-2D) y de bajo nivel de 1gG (GLB-1D y
GLB-2D).

Para todos los andlisis estadisticos se emples el Programa estadistico
SPSS (v. 11.0).
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Capitulo .- Uso de calostros alternativos en ganado caprino

3.- Resultados y discusion

3.1.- Experimento 1: Uso de calostro refrigerado, congelado y comercial

Los cabritos de los lotes estudiados en este experimento no
presentaron niveles detectables de 1gG en el suero sanguineo en €l momento
del nacimiento (Tabla 2 y Griéfica 1), lo cual coincide con lo ya descrito por
Constant et al. (1994} en ganado caprino (sin especificar el genotipo), asi
como con lo encontrado por Argliello (2000) en cabritos de la misma raza.
Este hecho puede explicarse debido a que las caracteristicas histolégicas de la
placenta de las hembras rumiantes impiden la transferencia de
inmunoglobulinas al feto a través de ella. En contra de lo descrito
anteriormente Sherman et afl. (1990), empleando como método de
determinacién el test de turbidez del sulfato de Zinc, encontraron niveles

bajos de 1gG en cabritos justo tras el nacimiento.

En la Tabla 2 y en 1a Grafica 1 se muestran los resultados obtenidos
con el uso de calostro caprino refrigerado, congelado y calostro comercial. El
pico de absorcion de 1gG se alcanzé a las 24 horas de vida en los cabritos
encalostrados con el pool congelado (25,5+19,2 mg/ml) mientras el lote de
animales encalostrade con el pool refrigerado tuvo su maxima absorcion a las

36 horas postnacimiento (15,8+5,9 mg/mt).
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Capitulo I.- Uso de calostros alternativos en ganado caprino

Tabla 2.- Niveles de I1gG (mg/ml) en el suero sanguineo de los cabritos

Lotes
Tiempo CR CF CC
Nacimiento ND ND ND
12 h 6,4+4,7 16,4+10,1 ND
24 h 12,8+4,6 25,5:19,9 ND
36 h 15,8+5,9 14,7+3,4 ND
48 h 12,2+4,7 15,8+4,9 ND
60 h 13,149,4 12,3+3,8 ND
72 h 12,445,3 12,8+3,5 ND
84 h 15,0+6,7 13,7+3,3 ND
15 dias 8,314,6° 9,3+3,4° 0,4+0,4°
30 dias 6,1+2,7° 6,2+1,5° 0,8+0,6°

Mediat+desviacion estindar. Letras diferentes en la misma fila indican diferencias
estadisticamente significativas (P<0,001). CR.- Calostro refrigerado. CF.- Calostro
congelado. CC. Calostro comercial. H.- horas de vida. ND.- No detectable.

Griéfica 1.- Evolucion de los niveles de IgG (mg/ml) del suero sanguineo de los

N N W
o o O

IgG (mg/mi)
o © o
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CR.- Calostro refrigerado. CF.-Calostro congelado. CC.- Calostro comercial.

95

itn realizada por ULPGC. Biblioteca Universitaria, 2006

los autores. Digitali

@ Del



Capitulo 1.- Uso de calostros alternativos en ganado caprino

Por otra parte, y debido a la gran variabilidad que presentaron [os
resultados, no se observaron diferencias estadisticamente significativas entre
los tres lotes en estudio (CR, CF y CC) tras las primeras 84 horas de vida de
los cabritos, manifestindose éstas en las muestras tomadas a los 15 y 30 dias
de vida de los animales (Tabla 2 y Grifica 1). La alta variabilidad en los
niveles de inmunoglobulinas del suero sanguineo de los cabritos coincidié con
lo observado por Argiiello (2000), quien trabajando con cabritos de raza
Majorera habia encontrado coeficientes de variacion del 60, 50 y 20% en el
suero sanguineo de animales encalostrados con la madre, en lactancia
artificial ad fibitum y suministrando calostro de forma restringida,
respectivamente. Asimismo otros autores como Sherman et al. (1990),
O " Brien y Sherman {1993} o Chen et al. {1999), han descrito coeficientes
de variacion similares en suero sanguineo de cabritos encontrando
porcentajes del 56, 62 y 51% respectivamente.

Los resultados observados en este trabajo, respecto al momento en
que se produce el pico de absorcién de 1gG (24-36 horas de vida) fueron
acordes con los hallados por Argiiello et al. {1998) en cabritos que habfan
sido encalostrados ad libitum durante tres dias, fuera del ambito de la madre.
De la misma forma Logan et al. (1978) encontraron que el pico de IgG en
sangre de terneros (21,5+2,6 mg/ml) se producia entre las 16 y 48 horas
postnacimiento, pero Clupercescu (1977) observd la concentracion mas
elevada de IgGi (22 mg/ml) en el suero sanguineo de corderos Finnish x
Dorset Horn a las 72 horas de vida. Este mismo autor describié como el
nivel de la citada inmunoglobulina habia decrecido en un 50% a lo largo de
las dos primeras semanas encontrandose valores de 12 mg/ml que
continuaban en descenso hasta el mes de vida (8 mg/mi).

En la presente experiencia se ha observado una evolucién similar de la

concentracion en IgG del suero sanguineo de los cabritos a lo largo del

tiempo (Tabla 2 y Grifica 1), aprecidndose una reduccion desde el pico de
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Capituto L.- Uso de calostros alternativos en ganado caprino

absorcién hasta el mes de vida del 62% en los animales del lote CR y del
72% en los del lote CF. En este sentido Lacetera et al. (1996) encontraron
que la concentracion de inmunoglobulinas en el plasma de terneros era
mayor a las 48 horas que a los 28 dias de vida. Sin embargo, estos mismos
autores describieron un ligero incremento de las mismas desde los 28 a los
56 dias de vida de los terneros. La reduccién inicial fue considerada, por
Logan et al. (1972), debida a la degradacién fisiologica de las
inmunoglobulinas en sangre y a que los animales aln son incapaces de
producir sus propias inmunoglobulinas. El incremento posterior debe
atribuirse al comienzo de la producciébn propia de inmunoglobulinas
(Lacetera . et al., 1996).

Con respecto a los cabritos del lote CC, no se detectd presencia de
IgG en suero sanguineo en las primeras 84 horas de vida (Tabla 2 y Grifica
1}. A los quince y treinta dias fue cuando comenzaron a observarse ligeros
niveles de IgG en suero sanguineo (0,4+0,4 y 0,8+0,6 mg/ml, 15 y 30 dias
de vida respectivamente) posiblemente de produccién propia. Resultados
analogos han sido descritos por Argiiello {2000) en cabritos de la misma
raza a los que se les suministré calostro comercial. En este sentido,
trabajando con terneros, Logan et al. (1972) apuntaron que 1a presencia de
inmunoglobulinas en sangre, procedentes del calostro influia sobre el inicio
de la produccion endogena de las mismas. Los autores observaron que los
terneros a los que se les aportaba calostro de buena calidad comenzaban la
produccion de inmunoglobulinas a las cuatro semanas de vida. Sin embargo
aguellos animales a los que no se les proporcionaba calostro comenzaron a
sintetizar sus propias inmunoglobulinas pocos dias después de nacer. Asf lo
afirmaron Logan y Pearson (1978}, quienes observaron que las placas de
Peyer del intestino delgado de terneros, privados del consumo de calostro,
sintetizaban inmunoglobulinas, mientras que la citada sintesis no ocurria en
aquellos animales que habian ingerido calostro. Este hallazgo fue correborado

por Roy (1990) quien establecié como inicio de la sintesis endégena de
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inmunoglobulinas en terneros que no habian consumido calostro los diez dias

de vida, aproximadamente.

Estos resultados sugieren gue, en cabritos, debe estudiarse con detalle
el comienzo de la produccion enddgena de inmunoglobulinas ya que hasta el
momento solo existen estimaciones del mismo, alrededor de los 15-30 dias
de vida en cabritos de raza Majorera (Lopez et al., 1999; Argtliello, 2000).

Las tasas de mortalidad encontradas en el presente experimento
fueron del 10, O y 50% en los lotes CR, CF y CC respectivamente. Como se
puede observar en estos porcentajes, el lote de animales encalostrados con
calostro comercial fue el que presenté un mayor nimero de animales
muertos, lo cual fue consecuencia del fallo en la transferencia de inmunidad
pasiva ya menciohada anteriormente (Tabla 2 y Grifica 1). Esta relacién
entre los bajos niveles de inmunoglobulinas en sangre y la tasa de mortalidad
de los cabritos, concuerda con lo descrito por otros autores. O Brien y
Sherman (1993) trabajando con cabritos French Alpine criados en Estados
Unidos encontraron que los animales saludables presentaban niveles de lgG
de 14,39 mg/ml frente a los 7,51 mg/ml de aquellos que morfan. Dos
Santos et al. (1994} encontraron también niveles inferiores de 1gG en el
suero sanguineo de cabritos mestizos criados en Brasil que morian. La causa
de esta mayor mortalidad era atribuida a la mayor susceptibilidad a las
afecciones por microorganismos. Por su parte Argitelio (2000) observo en
cabritos de raza Majorera tasas mas bajas de 1gG en el suero sanguineo de ios
animales que morfan durante la experiencia que en la sangre de los
supervivientes, llegando a ser estas diferencias estadisticamente significativas a

las 12 horas de vida.
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3.2.- Experimento 2: Uso de calostro caprino congelado y liofilizado

Los resultados obtenidos respecto al efecto del uso de calostro caprino
congelado y calostro caprino liofilizado, sobre la concentracién de 1gG del
suero sanguineo de los cabritos, se muestran en la Tabla 3 y en la Grifica 2.
Si bien la concentracion del calostro liofilizado era mds elevada que la del
calostro congelado, tanto la pauta de manejo para el suministro de calostro
{2 tomas/dia durante 2 dias}, como la cantidad de IgG proporcionada (842
mg/kg de peso nacimiento en cada toma) fueron idénticas para ambos lotes
(GL y GF), tal y como se esquematizé en el apartado de material y métodos
del presente capitulo (Tabla 1). Sin embargo la concentracion de IgG en el
suero sanguineo mostré diferencias estadisticamente significativas entre
ambos grupos (P=0,009).

Tabla 3.- Efecto del tipo de calostro utilizado sobre la concentracion de lgG
{mg/mi}

Lote GF Lote GL

Tiempo {horas) Media Error Estindar p
0 ND ND L 0,009
12 7,52 8,82 0,83
24 511 9,72 1,25
36 5,44 10,07 1,09
48 4,87 7,87 0,65
60 6,09 8,85 0,95
72 593 8,24 0,63
84 4,32 7,30 0,66
26 5,38 7,06 0,59

108 5,46 5,79 0,59

GF.- Calostro congelado. Gl..- Calostro liofilizado. ND.- No detectable.
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Grdfica 2.- Evolucion de los niveles de IgG (mg/ml) en el suero sanguineo de los

cabritos segtin el tipo de calostro utilizado
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G_F.- Calostro con;Iado. _GL.- Calostro liofilizado

De acuerdo con lo ya descrito en ganado caprino por otros autores
(Constant et al., 1994; Argiiello, 2000), en el momento del nacimiento, los
cabritos del presente experimento no presentaron concentraciones
detectables de IgG en el suero sanguineo, lo que tiene su explicacion en las
caracteristicas tisulares de la placenta de los rumiantes. La primera muestra
con niveles detectables de 1gG fue la recogida a las 12 horas postnacimiento.
Esta y la tomada a las 108 horas de vida, presentaron valores cercanos, entre
ambos lotes, con respecto a la concentracion de IgG. Sin embargo, a las 36
horas de vida los cabritos del lote GL presentaban un 85% mas de 1gG
(10,07 mg/ml) que los animales del lote GF (5,44 mg/ml). En contra de lo
observado en este trabajo, Klobasa et al. (1998), trabajando con terneros
recién nacidos, encontraron que las inmunoglobulinas eran absorbidas con la
misma eficiencia, independientemente de si el calostro usado era liofilizado o
congelado. La diferencia fundamental entre ambos resultados puede
explicarse por el hecho de que los calostros congelados y liofilizados
empleados en la experiencia descrita por Klobasa et al. (1998) tenian la
misma concentracion de IgG, mientras en el presente trabajo el calostro

liofilizado reconstituido, tenia una mayor concentracion de IgG que el
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congelado (16,84 y 22,88 mg/ml calostro congelado y liofilizado
reconstituido respectivamente). Esta diferencia en la concentracion puede ser
la razén de la discrepancia hallada en los resultados de ambos trabajos.
Asimismo y segun los resultados obtenidos por Muller y Ellinger (1981) o
Stott y Fellah (1983), siempre y cuando se aportase la misma cantidad de
IgG, por animal, era la concentracion de IgG y no la cantidad de calostro
suministrada, la que tenia una mayor influencia sobre la absorciéon de la

citada inmunoglobulina.

3.3.- Experimento 3: Cantidad de 1gG suministrada con el calostro

La tabla 4 y la Grifica 3 muestran el efecto de la cantidad total de
1gG consumida por los cabritos durante el encalostrado sobre los niveles de la

misma en el suero sangufneo de los cabritos.

La concentraciéon de lgG del suero sanguineo de los cabritos del lote
GLA fue estadisticamente mayor (P<0,001) que la de los lotes GLM vy
GLB. Estos resultados coinciden con lo descrito por Chen et al. (1999)
quienes encontraron niveles superiores de inmunoglobulinas en el suero de
cabritos Nubios que habfan ingerido un calostro con mas cantidad de las
mismas que en los animales que ingirieron un calostro con menos. Sin
embargo no hubo diferencias estadisticas en la concentracion de IgG del
suero sanguineo entre los grupos GLM y GLB, si bien los cabritos del grupo
GLB presentaron, en todas las muestras recogidas a lo largo del periodo de
estudio, menor cantidad de IgG en su suero sanguineo. El hecho de que no
se hayan encontrado diferencias estadisticamente significativas entre los lotes
GLM y GLB puede deberse a que el error estandar fuera elevado.
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Tabla 4.- Concentracion de IgG (mg/ml) en suero sanguineo de los lotes que

recibieron alta, media y baja cantidad de IgG

GLA GLM GLB
Tiempo(horas) Media Error i
Estandar
0 ND ND ND L 0,001
12 9,02 4,03 1,55 0,36
24 9,53 4,69 3,26 0,36
36 10,28 5,63 4,54 0,51
48 8,85 4,42 3,65 0,34
60 8,43 3,99 2,81 0,27
72 8,14 3,63 2,39 0,23
84 7,50 3,24 2,02 0,27
96 7,23 3,26 2,34 0,27
108 6,79 3,42 2,26 0,24

GLA.- Alta cantidad de IgG. GLM.- Cantidad media de IgG. GLB.- Cantidad baja

de 1gG. ND.- No detectable.

Griéfica 3.- Evolucion de los niveles de IgG (mg/ml) en el suero sanguineo de los

IgG (mg/mi)

cabritos que recibieron alta, media y baja cantidad de IgG
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GLA.- Alta cantidad de IgG. GLM.- Cantidad media de 1gG. GLB.- Cantidad baja de 1gG.
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Los resultados observados en el presente experimento mostraron que
los cabritos del grupo GLA tenian las concentraciones mds altas de I1gG en el
suero sanguineo, lo gue coincide con lo descrito en terneros por Abel
Francisco y Quigley Ill {1993) y en cabritos criados en Brasil por Dos Santos
et al. (1994). En este sentido Abel Francisco y Quigley Il (1993)
apuntaron que la relacién entre ia concentracién de inmunogiobulinas
presentes en €l suero y las inmunoglobufinas consumidas debia ser curvilinea.
Sin embargo los resultados encontrados en el siguiente apartado del presente
trabajo (Tabla 5) indican una relacion lineal. Este hecho se debe
probablemente a que la cantidad de lgG ingerida por los cabritos de la
presente experiencia fue baja y seria necesario realizar mas ensayos
suministrando mayores cantidades de IgG.

3.4.- Experimento 4: Tiempo de encalostrado y nimero de tomas

En esta cuarta experiencia se valoré el efecto, sobre las
concentraciones de IgG del suero de los cabritos {Tabla 5 y Grifica 4), de la
reduccion del periodo de encalostrado de dos dias a uno (2D vs 1D),
aportando en ambos casos la misma cantidad de IgG, pero utilizando un

calostro de mayor calidad inmunolégica que et otro (GLA vs GLB).

103

it realizada por ULPGC. Bitlioteca Lintesraitaria, 2006

Ins auborea Digitali

&Dal



Capitulo 1.- Uso de calostros alternativos en ganado caprino

Tabla 5.- Efecto de fa reduccion del tiempo de encalostrado a un dia vs dos dfas,

utilizando dos niveles concentraciones de IgG (mg/mi)

IgG a Alta 1gG a baja
concentracion concentracién
GLA-1D GLA-2D GLB-1D  GLB-2D
Tiempo Media ES P Media ES P
Qh ND ND ND 0,011 ND ND ND 0,252
12 h 7,73 3,55 0,93 3,28 1,22 0,24
24 h 6,96 4,49 0,85 3,86 3,49 0,38
36h 9,01 4,83 1,01 3,68 3,29 0,62
48 h 9,43 4,43 1,21 3,37 3,17 0,36
60 h 8,32 4,27 1,06 3,43 2,70 0,22
72 h 5,93 3,84 0,41 3,30 2,49 0,20
84 h 5,92 3,30 0,52 3,39 2,13 0,33
96 h 5,82 3,45 0,49 3,62 2,74 0,34
108 h 6,02 3,52 0,53 3,53 2,06 0,28

GLA-1D.- Alta concentraciéon de lgG un dia. GLA-2D.- Alta concentracion de lgG
dos dias. GLB-1D.- Baja concentracién de IgG un dia. GLB-2D.- Baja concentracion
de IgG dos dias. ES.- Error estdndar. h.- horas. ND.- No detectable.

Los cabritos del grupo GLA-1D presentaron durante la experiencia
concentraciones de 1gG estadisticamente mayores que el lote GLA-2D. Los
animales de ambos lotes recibieron la misma cantidad de calostro liofilizado
reconstituido por toma (36,80 g/kg peso nacimiento y toma) y la
concentracion total de IgG recibida por los cabritos de ambos lotes fue la
misma (1684 mg/Kg peso nacimiento). La diferencia estaba en que los
animales del lote GLA-1D recibieron dos tomas y los del lote GLA-2D
cuatro tomas. Una vez mas cuando se comparaba con la misma masa de 1gG
suministrada, la cantidad de calostro ingerido ejercia una menor influencia
sobre la absorcién de la citada inmunoglobulina que la concentracién de la
misma {Muller y Ellinger, 1981; Stott y Fellah, 1983).
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Capitulo I.- Uso de calostros alternativos en ganado caprino

Grdfica 4.- Evolucion de los niveles de IgG (mg/ml) en el suero sanguineo de los

cabritos que recibieron calostro un dia y dos dias
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GLA-1D.- Alta concentracion de IgG un dia. GLA-2D.- Alta concentracion de 1gG
dos dias. GLB-1D.- Baja concentracién de 1gG un dia. GLB-2D.- Baja concentracion de IgG
dos dias.

Por otra parte entre las concentraciones de IgG del suero sanguineo
de los cabritos de los lotes GLB-1D y GLB-2D no se detectaron diferencias
estadisticas, si bien el grupo GLB-2D presenté valores inferiores en la
concentracion de IgG en todas las muestras testadas. Resultados similares
fueron encontrados por Chen et al. (1999) trabajando con cabritos Nubios a
los que les proporcionaba un calostro rico en inmunoglobulinas y otro pobre.
En esta ocasion también los elevados valores de error estdndar hallados han
podido impedir que se detecten diferencias estadisticamente significativas.
Elevados coeficientes de variacion en los niveles de IgG del suero sanguineo
fueron encontrados también por Klobasa et al. (1998) en terneros y por

Argiliello (2000) trabajando con cabritos de raza Majorera.

En un trabajo realizado recientemente con terneros, Jaster (2005)
observo que los animales a los que se les proporcinaba un calostro rico en
IgG presentaban tasas de inmunidad superiores en su suero sanguineo que

aquellos terneros que consumian un calostro de peor calidad inmunoloégica.
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De igual forma este mismo autor encontré que se producia una mayor
absorcion de 1gG si el calostro era sumistrado en dos tomas en vez de en una

sola.

En sentido contrario a lo observado en el presente trabajo, Al-Jawad y
Lees {1985) no encontraron diferencias estadisticas entre corderos que
recibieron calostro comercial con alta (139 mg/ml)} o baja (38 mg/ml}
concentracion de IgG. No obstante, estos resultados podrian tener su
explicacion en el hecho de que algunos calostros comerciales no permiten la
transferencia pasiva de inmunoglobulinas (Arghello, 2000) como asi lo
muestran los resultados presentados anteriormente en este mismo texto.
Pickel et al. (1989} relataron resultados andlogos al hallar bajas
concentraciones de inmunoglobulinas en el suero de terneros a los que se les
habia proporcionado calostro comercial con una alta concentracién de las
mismas.
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Capitulo .- Uso de calostros alternativos en ganado caprino

4.- Conclusiones

1.- El uso exclusivo de calostros comerciales de origen ovino compromete fa
transferencia de inmunidad pasiva y por ende eleva la tasa de mortalidad. Sin
embargo, suministrar dos tomas diarias del 5% del peso al nacimiento
durante dos dias es un método de encalostrado vilido y que no presenta
diferencias entre el calostro caprino refrigerado y congelado en el primer mes

de vida de los cabritos de raza Majorera.

2.- La liofilizacion es un método adecuado de conservacion del calostro
caprino y su utilizacion muestra una tasa de inmunidad pasiva superior a la

del calostro congelado.

3.- La cantidad de 1gG presente en el calostro tiene mayor influencia sobre
los niveles séricos de 1gG en los cabritos que la cantidad de calostro

suministrado.

4.- En relacion al tiempo de encalostrado, proporcionando la misma cantidad
de IgG, el encalostrado se puede reducir a dos tomas en un dfa, con la

consecuente disminucion de manejo y mano de obra que ello supone.
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Capitulo 1l.- Conservacion e higienizacion del calostro caprino

Resumen

Para el presente trabajo se disefiaron tres experimentos diferentes. En
el primero de ellos se utilizaron 50 muestras de calostro caprino que fueron
conservadas a 4°C durante tres meses. A lo largo de este periodo no se
observaron diferencias estadisticas en la concentracion de IgG del calostro, si
bien se aprecid una reduccién de los niveles de la misma (32,98 y 25,11

mg/ml de 1gG, al inicio y final de 1a experiencia respectivamente).

Para el segundo experimento fueron usadas 20 muestras de calostro
caprino que se congelaron a —20°C y posteriormente fueron descongeladas
empleando cuatro métodos diferentes de descongelacidén, agua caliente
(60°C), refrigeracion (4°C), temperatura ambiente (27°C) y microondas
{55°C). El proceso de congelacion y descongelacion se repitié siete veces
con cada uno de los métodos. El método de descongelacién no afecté a la
concentracién de IgG del calostro. Sin embargo, el nimero de veces {ciclo)
que la muestra era congelada y descongelada si mostré una tendencia a la
reduccién de los niveles de IgG (15,50 y 10,73 mg/ml de 1gG, primer y
séptimo ciclo respectivamente).

En el tercer experimento se utilizaron 30 muestras de calostro caprino
que fueron pasteurizadas mediante dos métodos de pasteurizacion diferentes,
observandose una reduccidn de aproximadamente el 35% en la
concentracion de 1gG del calostro tras Ja pasteurizacion,
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Capitulo 11.- Conservacién e higienizacién del calostro caprino

Summary

Three different experiments were designed for this study. In the first
of them, 50 samples of goat colostrum were stored in a cold-storage room at
a temperature of 4°C for a three-month period. No statistically significant
effects were observed within this time, although there was a slight reduction
in the above-mentioned 1gG concentrations {32.98 and 25.11 mg/ml IgG
at day O and 21 respectively).

In the second experiment, 20 samples of goat colostrum were frozen
and subsequently thawed using four different methods; hot water (60°C),
refrigeration (4°C), room temperature {(27°C) and microwave (55°C). The
process was carried out seven times for each of the four methods. The
method of thawing did not affect the colostrum IgG concentration, while in
contrast, the freezing-thawing cycle tended to reduce lgG concentrations,
albeit to no significant degree (15.50 and 10.73 mg/ml IgG at cycle O and
7 respectively).

In the third experiment 30 goat colostrum samples were used and a

reduction of approximately 35% of 1gG concentration after pasteurization

was observed.
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Capitwlo 1l.- Conservacldn e higienizacidén del calostro caprino

1.- Introduccién

En el manejo de la lactancia artificial, y con el objetivo de minimizar
los efectos negativos que supone el establecimiento del vinculo materno-filial
en las primeras horas tras el parto (Ramirez et al.,, 1996), los cabritos deben
ser separados de sus madres justo tras el nacimiento. Esta practica facilita la
adaptacion de Yos recién nacidos a las tetinas artificiales y por ende su mejor
crianza. Todo lo anteriormente expuesto implica que el encalostrado debe

realizarse fuera del entorno materno.

En aquellas dreas donde estin presentes enfermedades como la artritis
encefalitis caprina (CAEV), resulta especialmente interesante suministrar el
calostro fuera del entorno materno, ya que la via galactogénica (calostro y
leche)} es uno de los principales mecanismos de transmisién de este virus
{Adams et al,, 1984; Guerrault, 1990; Contreras et al., 2003). El calostro
proporcionado a los cabritos en lactancia artificial puede ser fresco {obtenido
de la madre) o conservado (refrigerado o congelado). En este sentido la
pasteurizacién puede jugar un papel importante en la prevencién de la citada
transmision. Asi, autores como Adams et al. {1983) observaron que tras
someter el calostro a un tratamiento de pasteurizacion a 56°C durante 60
minutos, el virus de la artritis encefalitis caprina parecia no tener capacidad
infectante. Asimismo Moore et al. {1996) obtuvieron buenos resuiltados de
inactivacion del virus intersticial bovino pasteurizando a 47°C durante treinta
minutos, mientras Meylan et al. {1996), trabajando con calostro bovino,
observaron una reduccion en los niveles de Micobacterium paratubercuiosis

tras un tratamiento de pasteurizacion de 62°C durante treinta minutos.

El uso de la temperatura también se realiza en la prictica, asi, en
algunas granjas caprinas de Canada, calientan el calostro a 57°C durante diez
minutos y posteriormente 1o transfieren a un termo precalentado con agua
hirviendo durante una hora mds (Kafidi, 2000).
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Capitulo .- Conservacién e higienizacion del calostro caprino

Tanto Meylan et al. (1996) como Tyler et al. (2000) han estudiado
el efecto de la pasteurizacion del calostro bovino sobre la concentracion de
inmunogiobulina G (lgG). En ese caso se observé una reduccion significativa
en los niveles de IgG del calostro pasteurizado, hecho que se corresponde
con el efecto sobre la transferencia de inmunidad pasiva en terneros descrito
por Lakritz et al. (2000}). Sin embargo y en contraste con lo anteriormente
descrito, Steinbach et al. (1981) no observaron diferencias en la
concentracién de lgG del calostro bovino tras pasteurizarlo a 55°C durante

treinta minutos.

Con respecto a los métodos de conservacion del calostro, los citados
en la bibliografia de forma habitual son la congelaciéon (Voigtlander, 1981;
Skrivanova et al., 1984; Morand-Fehr, 1989; Holloway et al., 2001),
refrigeracion (Valenta, 1982), la liofilizacion (Chelack et al., 1993; Klobasa
et al., 1998), la adicion de sustancias acidificantes (Muller y Shyre, 1975} y
la inclusién de sustancias con capacidad tamponante {Jenny et al., 1984).
Asimismo, Foley y Otterby {1978) han recomendado los métodos de
conservacion quimica para almacenar el calostro a temperatura ambiente

(cuando no sea posible congelar).

A la vista de lo anteriormente expuesto, los objetivos que se

plantearon para la realizacion del presente trabajo fueron:

1.- Determinar el efecto de la refrigeracién del calostro caprino a largo plazo

sobre la concentracion de IgG del mismo.

2.- Evaluar el efecto de diferentes métodos de descongelacion del calostro

caprino.

3.- Valorar la concentracién de 1gG del calostro caprino tras someterlo a

dos tratamientos de pasteurizacion diferentes.
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Capituio 1.- Conservacién e higienizacién del calostro caprino

2.- Material y Métodos

El presente estudio ha sido realizado en las instalaciones de la Granja
de la Facultad de Veterinaria de [a Universidad de Las Palmas de Gran
Canaria, ubicada en Montafia Cardones, al noroeste de 1a ista de Gran
Canaria (Espaia), la cual se encuentra a 28° latitud Norte y 15° 35’

longitud Oeste y a una altura sobre el nivel del mar de 100 m.

2.1.- Toma de muestras y metodologfa empelada

Para realizar las tres experiencias que componen este capitulo se
emplearon un total de 100 muestras de calostro procedente de cabras de
raza Majorera.

Experimento 1

Para la realizacién de este experimento se utilizaron 50 muestras de
calostro, de 500 ml cada una, obtenidas de dos rebafios diferentes de cabras
de raza Majorera. Todas las muestras fueron recogidas dentro de las 24

horas siguientes al parto y fueron conservadas en refrigeracion (4°C) durante
@1 dias.

Sobre cada muestra se cuantificé 1a concentracién de 1gG justo tras la
recogida y a continuacién a los 3, 7, 14, 21, 28, 35, 42, 63 y 91 dias de
refrigeracién. La técnica empleada para la determinacién de la concentracién
de 1gG se realizé segiin el método descrito por Mancini et al. (1965).

Experimento 2

En esta experiencia se tomaron 20 muestras de calostro, de 200 ml
cada una, de dos rebafos diferentes de cabras de raza Majorera. Estas
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Capitulo Il.- Conservacion e higienizacién del calostro caprino

muestras fueron recogidas justo después del parto y cada una de ellas fue

dividida en cuatro partes alicuotas que se congelaron a —20°C (Figura 1).

Figura 1.- Calostro congelado

Posteriormente, cada una de estas partes alicuotas fue descongelada
con un método de descongelacion diferente, tal y como se describe a

continuacion:

- En agua caliente (60°C)
- A temperatura ambiente (27°C)
- En una cdmara de refrigeracion (4°C)

- En microondas (55°C temperatura final)

Después de la descongelacion, las muestras se volvian a congelar
nuevamente y este proceso de congelacion-descongelacion se repitié de

forma idéntica siete veces.

La concentracion de IgG se valoré inmediatamente después de la
recogida de cada muestra y posteriormente tras cada ciclo de congelacion-
descongelacion. Todas estas determinaciones de IgG se realizaron siguiendo

el método descrito por Mancini et al. (1965).
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Capitulo .- Conservacion ¢ higienizacién del calostro caprino

Experimento 3

En este experimento se emplearon 30 muestras de calostro recogidas
tras el parto de cabras de raza Majorera pertenecientes a dos rebafios
diferentes. Los 200 mli de cada muestra fueron divididos en dos partes
alicuotas que fueron posteriormente pasteurizados empleando dos métodos

distintos.

El primer tratamiento de pasteurizacion consistié en calentar el
calostro a 56°C durante 60 minutos. Las muestras pasteurizadas con el
segundo tratamiento fueron sometidas a 57°C durante diez minutos y a
continuacion se introdujeron durante una hora en un termo que habia sido

calentado, previamente, con agua hirviendo.

La concentracién de IgG de cada muestra se determind antes y
después de ser sometidas al tratamiento de pasteurizacion, siguiendo el
método descrito por Mancini et al. (1965). Asimismo se evalué el numero
de unidades formadoras de colonias presentes en €l calostro antes y después
de ser pasteurizado segin el método descrito por Beerens y Luquet {1987).

2.2.- Cuantificacién de la concentracion de inmunoglobulina G

Las multiples determinaciones de la concentracion de 1gG realizadas
para el presente trabajo se realizaron segin el método descrito por Mancini
et al. (1965). Las caracteristicas de la técnica y preparacién de la misma
fueron andlogas a las descritas en el apartado de material y métodos del

Capitulo 1.
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Capitulo I1.- Conservacion e higienizacion del calostro caprino

2.3.- Valoracioén de las unidades formadoras de colonias

Para contar el niimero de unidades formadoras de colonias se utilizé el
método descrito por Beerens y Luquet (1987). Se trata de una técnica de
diluciones sucesivas, que como su nombre indica, estd basada en la dilucion

sucesiva de la muestra en solucion salina.

Para cada muestra a analizar se preparaban ocho tubos, con 9 ml cada
uno, de solucion salina estéril. Asi, al primero de los tubos se le afiadia 1 ml
de la muestra original y se agitaba por rotacién en un vortex. A continuacion
se tomaba de este tubo 1 ml que era pasado al segundo de los tubos con
solucion salina, repitiendo la misma operacidon anterior y asi sucesivamente

hasta el octavo de los tubos.

ot
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Figura 2.- Esquema de las diluciones sucesivas
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Capitulo 1l.- Conservacidn e higienizacion del calostro caprino

Uina vez realizadas las diluciones sucesivas descritas anteriormente, de
cada tubo se vertian 0,1 ml en una placa de petry {esta operacién se

realizaba por triplicado), realizando una siembra en césped (Figura 2).

Una vez preparadas todas las placas de petry se incubaban durante 24
horas a 37°C y tras la incubacion se utilizaban aquellas placas que contenfan
entre 30 y 300 colonias para realizar 1a cuantificacion. El numero de
colonias bacterianas contado en la placa se multiplicaba por el factor de

dilucion correspondiente para obtener asi la cifra real presente en ta muestra.

2.4.- Tratamiento estadistico

En la primera experiencia la metodologia estadistica empelada fue un
modelo lineal general con medidas repetidas para valorar el efecto del

tiempo sobre la concentracion de IgG.

En el segundo experimento se utilizé un modelo lineal general con
medidas repetidas incluyendo el ciclo y el método de descongelacién como

efectos fijos.
Por ultimo, en la tercera experiencia el efecto de la pasteurizacidn
sobre la concentracién de lgG se valord mediante un andlisis lineal general,

analizando las diferencias entre medias mediante [a prueba de la ¢ de Tukey.

Todos los andlisis estadisticos descritos anteriormente se realizaron
utilizando el paquete estadistico SPSS (v. 11.0).
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Capittlo 11.- Conservacion e higienizacién del calostro caprino

3.- Resultados y discusién
3.1.- Experimento 1: Conservacién del calostro en refrigeracion

Los resuitados obtenidos respecto a la evolucion de la concentracién
de 1gG en el calostro conservado en refrigeracion (4°C) durante 91 dias se

muestran en [a Tabla 1 y en la Gréfica 1.

Tabla 1.- Concentracién de IgG (mg/ml) en calostro caprino durante ef periodo
de refrigeracion (4°C}

Dias lgG P
0 32,98+14,39 0,579
3 31,08+14,01
7 30,44+15,16
14 29,23+14,48
21 28,75+12,67
28 27,70+£10,25
35 27,36x10,41
42 26,13+14,32
63 25,53+10,07
21 25,11+9,35

Media + desviacién estandar

Tal y como se puede observar (Tabla 1 y Grifica 1) no se encontré
efecto estadisticamente significativo del tiempo de refrigeracion sobre la
concentracion de 1gG del calostro sometido a tratamiento durante el periodo
de estudio (P=0,579), si bien se advierte una tendencia a la disminucion en
los niveles de la inmunoglobulina al final de [a experiencia (24%). No

obstante, la principal reduccién (17%) se produjo durante el primer mes,
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Capitulo I1.- Conservacion e higienizacion del calostro caprino

Este hecho se debié probablemente a que los fendmenos de fermentacion

natural se produjeron durante ese periodo de tiempo.

Gréfica 1.- Evolucioén de la concentracion de IgG (mg/ml) en el calostro durante

el periodo de refrigeracion (4°C)

0 —a— |gG

lgG (mg/mil)

20 e
0 3 7 14 21 28 35 42 63 91

Dias

Los resultados hallados en el presente trabajo coinciden con lo
descrito por Valenta (1982), quien trabajando con calostro bovino
conservado en refrigeracion (-2 a +2°C), durante catorce dias, observé sélo
una ligera variacion en la concentraciéon de 1gG. Por el contrario Mbuthia et
al. (1997) al almacenar calostro bovino a 28°C si encontraron una

significativa disminucion en la concentracion de IgG del mismo.

3.2.- Experimento 2: Congelacién y descongelacién del calostro

En la Tabla 2 se muestran los resultados obtenidos en el presente
trabajo sobre la evolucion de la concentracion de IgG durante los siete ciclos
de congelacion-descongelacion a que fue sometido el calostro para los cuatro
métodos de descongelacion ensayados (agua a 60°C, temperatura ambiente

a 27°C, refrigeracion a 4°C y microondas a 55°C de temperatura final).
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Capftulo Il.- Conservacion e higienizacién del calostro caprino

En el presente trabajo se observd que el nimero de veces que el
calostro fue congelado y descongelado {ciclo} mostraba una tendencia a la
reduccién de la concentracidon de lgG del calostro (Tabla2) ya que la
disminucion advertida tras los siete ciclos de congelacidn-descongelacion fue
del 27, 33, 34 y 30% (descongelando en agua caliente, refrigeracion,

temperatura ambiente y microondas respectivamente).

La reduccidbn en los niveles de 1gG, tras sucesivos ciclos de
congelacion-descongelacion, observados en este estudio, han podido deberse
probablemente al efecto de los cambios de temperatura sufridos por el
calostro, aunque en ningun caso se superod los 60°C que es la temperatura a

partir de la cual las inmunoglobulinas empiezan a desnaturalizarse tal y como

ya ha sido demostrado por Anema (2000).

Tabla 2.- Concentracién de IgG en el calostro (mg/ml) segin los diferentes

métodos de descongelacion
Método de descongelacion Efectos*
Ciclo AC TR TA MO Ciclo Método
0 15,50+8,36 15,50+8,36 15,50+8,36 15,50:8,36 0,069 0,959
1 15,25+7,77 15,05+4,34 14,3445,39 14,3912, 84
2 14,4018,54 14,96+£10,01 14,16+6,00 14,38+5,09
3 13,65+5,30 14,29:8,67 14,11+6,35 14,38+3,61
4 12,96+2,98 12,82+3,60 13,04:5,14 14,37+7,48
5 12,28+3,89 10,92+4,37 12,61+7,12 12,45+6,33
6 11,84+7,69 10,70+2,82 10,97+1,84 11,84:4,18
7 11,38+2,85 10,40:2,89¢ 10,23+0,93 10,9115,69

Mediatdesviacion estindar. AC.- Agua caliente {60°C), TR.- Refrigeracion {4°C),
TA.- Temperatura ambiente (27°C), MO.- Microondas {55°C temperatura final).
* Valor de P.
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Capitulo .- Conservacion e higienizacién del calostro caprino

Por otra parte, no hubo efecto del método de descongelacion usado
sobre la concentracion de IgG (P=0,959). Resultados similares han sido
descritos por Jones et al. {1987} quienes encontraron que las
concentraciones de caseina, 1gM e 1gG del calostro bovino, descongelado en
microondas, no se vieron afectadas de forma significativa respecto a los
niveles de los citados componentes hallados en el calostro descongelado en
agua a 25°C durante 45 minutos. Asimismo, en el presente trabajo tampoco
se observé interaccidn estadistica entre los dos efectos estudiados (ciclo y
método de descongelacion).

Diversos autores han sehalado la congelacibn como un método
adecuado de conservacién del calostro. En este sentido Morand-Fehr (1989)
observd que fas inmunoglobulinas presentes en el calostro caprino congelado
no se alteraban durante al menos un periodo de dos afios. Asimismo Bilbao
et al. (2001) afirmaron que el periodo de conservacion de Ilas
inmunoglobulinas en calostro bovino congelado era superior a los quince
afios.

3.3.- Experimento 3: Pasteurizacion del calostro

Los resultados obtenidos en el presente trabajo respecto al efecto de
los dos tratamientos de pasteurizacion ensayados (56°C una hora y 57°C
diez minutos y una hora en termo precalentado con agua hirviendo) sobre la
concentracién de 1gG en el calostro y las unidades formadoras de colonias

(ufc) presentes en el mismo se muestran en fa Tabla 3.

125

it realizada por ULPGC. Bitlioteca Lintesraitaria, 2006

Ins auborea Digitali

&Dal



Capitulo Il.- Conservacion e higienizacion del calostro caprino

Tabla 3.- Concentracién de IgG (mg/ml) antes y después de la pasteurizacion

Antes Tratamiento 1 Tratamiento 2
1gG 33,59£11,91° 21,1945,70° 20,87+7,24°
ufc 39.300+54340° 100+316° 0+0°

Mediatdesviacion estandar. Leiras diferentes en la misma fila indican diferencias
estadisticamente significativas (P<0,05). Tratamiento 1.- 56°C, 60 minutos.
Tratamiento 2.- 57°C, 10 minutos y termo precalentado 60 minutos.

Los niveles resultantes manifestaron el efecto negativo de la
pasteurizacién sobre la concentracion de 1gG, observindose una reduccién
en la citada concentracion del 36,92% y 37,84% en el tratamiento 1{56°,
60 minutos) y tratamiento 2 (57°C, 10 minutos+60 minutos en termo)
respectivamente. Tal y como se desprende de estos resultados se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en la concentracion de [gG antes y
después de la pasteurizacion si bien no se apreciaron estas diferencias entre
los dos tratamientos de pasteurizacion ensayados (21,19x5,70 vy
20,87+7,24 mg/ml de IgG, tratamiento 1 y 2 respectivamente).

La disminucién en la concentracion de 1gG encontrada en el presente
trabajo tras la pasteurizacion fue mayor que la descrita por Meylan et al.
(1996) en calostro bovino. Estos autores observaron una reduccién del
12,3% en la concentracién de 1gG del calostro sometido a 63°C, si bien la
duracion del tratamiento (30 minutos) fue inferior a la utilizada en este
trabajo. También en calostro bovino y empleando el mismo tratamiento de
pasteurizacion (63°C, 30 minutos) Godden et af. (2003) encontraron una
reduccion del 26,2% en la concentracion de IgG. La diferencia entre los
resultados descritos por los autores citados anteriormente con respecto a los
observados en el presente trabajo podria deberse a la menor duracidn del
proceso de pasteurizacién al que fue sometido el calostro bovino. Sin
embargo, Steinbach et al. (1981), trabajando con calostro bovino no

hallaron reduccion alguna en la concentracion de IgG del calostro tras el
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Capitvlo 11.- Conservacidn e higienizacién del calostro caprino

proceso de pasteurizacion, si bien el tratamiento aplicado por estos autores
fue de 55°C durante 30 minutos.

Por ultimo en este trabajo se observd como los dos tratamientos de
pasteurizacion ensayados producian una brusca reduccidon de las unidades

formadoras de colonias presentes en el calostro (Tabla 3).
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Capitulo 11.- Conservacién e higienizacion del calostro caprino

4.- Conclusiones

1.- La refrigeracion (4°C) es un buen método de conservacion de la calidad
inmunoldgica del calostro caprino durante al menos tres meses, aunque los
niveles de 1gG disminuyen en un 25%. No obstante, lo aconsejable seria no

afmacenarlo a esta temperatura durante mas de un mes tras la recogida.

2.- El método de descongelacion {agua 60°C, refrigeracién, temperatura
ambiente o microondas) del calostro caprino no afecta a la concentracién de
1gG del mismo. Sin embargo el niimero de veces que el calostro es congelado
y descongelado si reduce los niveles de IgG.

3.- La pasteurizacién del calostro (56°,60 minutos o 57°C, 10 minutos y
una hora en termo precalentado) tiene un efecto negativo sobre la

concentracion de IgG, produciendo una reduccidn en los niveles de la citada

inmunoglobulina.
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Capitulo .- Acido Linoleico conjugado e inmunidad humoral y celular en ganado caprino

Resumen

Para 1a realizacion del presente trabajo se disefiaron tres experimentos.
En el primero de ellos participaron 20 cabras gestantes de raza Majorera que
fueron divididas en dos grupos. El lote CLA recibié 20g/kg de materia seca
de CLA-60 y el grupo control Og/kg de CLA-60, desde el tercer mes de
gestacion hasta el parto. Se recogieron muestras de sangre, cada quince dias,
desde un dia antes a la inclusion de CLA hasta el momento del parto. Desde
el parto hasta fas 96 horas postparto se recogio sangre y calostro cada 24
horas. Antes del parto los niveles de 1gG del suero sanguineo fueron de
15,56 y 9,42 mg/ml {lotes CLA y control respectivamente), observandose
efecto estadistico en funcion del tiempo pero no del CLA. A las 96 horas
postparto la concentracién de IgG del suero sanguineo fue de 15,49 y
10,56 mg/ml (CLA y control respectivamente), habiendo sido el efecto del
CLA estadisticamente significativo.

Para el segundo experimento se utilizaron 30 cabritos machos que
fueron agrupados en dos lotes. El lote control fue encalostrado con calostro
caprino congelado el lote CLA recibié 20g/1 de calostro de CLA-60. Se
recogieron muestras de sangre desde el nacimiento hasta las 120 horas de
vida de los animales, no habiéndose encontrado efecto estadistico de la
inclusion de CLA en el calostro sobre la concentracion de IgG del suero
sanguineo de los cabritos.

En el tercer experimento participaron 40 cabritos machos que fueron
divididos en dos lotes. El lote control no recibié suplementacion de CLA-60
y el lote CLA recibié 20¢g/I de calostro de CLA-60 durante el encalostrado
(48 horas) y a continuacion 20g/kg de materia seca de CLA-60 con el
lactorreemplazante hasta el mes de vida. Las muestras de sangre fueron
tomadas los dias 1, 8, 15, 22 y 29 de vida. Los niveles de los metabolitos

de dxido nitrico (nitrito/nitrato) en el suero sanguineo oscilaron desde
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21,93 a 26,15 y 3490 a 40,59 pumol, lote control y CLA
respectivamente. La L-citrulina presenté unos valores que variaron desde
0,3020,40 y 15,54 a 19,81 umol (control y CLA respectivamente). Los
niveles observados para el oxido nitrico y la L-citrulina fueron

estadisticamente mayores en el lote CLA.
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Summary

Two experiments were designed for the present study. In the first
experiment, 20 Majorera goats were allotted in two groups. The CLA group
received 20g/kg of dry matter of CLA-60 and the control group received O
g/kg of CLA-60 from the third month of gestation until partum. Blood
samples were taken every fortnight from one day before CLA inclusion to
partum. Blood and colostrum samples were taken every 24 hours from
partum until 96 hours. Before partum 1gG serum blood levels were 15.56
and 9.42 mg/ml (CLA and control respectively), the time effects were
statistically significant, but no CLA effect was observed. After partum (96
hours) 1gG serum blood levels were 15.49 and 10.56 mg/ml (CLA and
control), the effect of CLA dietary inclusion was statistically significant.

in the second experiment 30 male new born kids were allotted in two
groups, control group were fed with frozen goat colostrum and CLA group
received CLA, 20g/1 of colostrum of CLA-60. Blood samples were taken
from birth to 120 hours postpartum every 12 hours. No statistical effect of
CLA colostrum inclusion was found.

In the third experiment 40 male new born kids were allotted in two
groups. The control group received no supplement CLA-60 and treatment
groups received 20g/1 of colostrum of CLA-60 from birth to the second day
of age and 20g/kg DM of CLA-60 from the third day to one month of age.
Kids were fed colostrum for two days and milk replacer from day 3 to 29.
Blood samples {(n=40) were taken at 1, 8, 15, 22 and 29 days of age. NO
metabolite (nitrite + nitrate) values In serum ranged from 21.93 to 26.15
and 34.90 to 40.59 pmol in O and 20 g/kg DM CLA-60 kids respectively,
being statistically higher in 20 g/kg CLA-60 kids. L-Citrulline values ranged
from 0.30 to 0.40 and 15.54 to 19.81 umol in O and 20 g/kg DM CLA-
60 kids respectively, being statistically higher in 20 g/kg CLA-60 kids.
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Capitulo l1l.- Acido Linoleico conjugado ¢ inmunidad humoral y celular en ganado caprino

1.- Introduccion

Cuando se realiza lactancia artificial con ganado caprino no es
recomendable que los cabritos tomen el calostro directamente de sus madres
debido a que el vinculo materno-filial se establece rapidamente (Ramirez et
al.,, 1996), lo cual dificulta la posterior adaptacion de los animales a las
tetinas artificiales produciéndose un retraso en su crecimiento (Argiello,
2000). Asimismo este manejo es particularmente importante en aquellas
areas en las que existe Ja presencia del virus causante de la artritis encefalitis
caprina (CAEV), ya que el calostro es una de las vias de transmision del
mismo (Contreras et al., 2002}.

E} 4cido Linoleico conjugado (CLA) estd formado por un conjunto de
isomeros geométricos (cis o trans) y posicionales (9,11; 10,12; 11,13)
derivados del acido Linoleico. Al CLA se le supone una amplia actividad
bioldgica y se considera que el principal de los isdmeros con esta capacidad
es el cis-9,trans-11 (c9,t11). Debido a esto, en los Ultimos afios el CLA ha
suscitado una especial atencidbn debido a las miltiples propiedades

beneficiosas para 1a salud que se le han atribuido.

En este sentido, dentro de las diversas actividades del CLA, su faceta
beneficiosa frente al cincer (Ha et al., 1990) o frente a la diabetes
(Houseknecht et al, 1998), asi como su papel en la prevencién de
enfermedades cardiovasculares, han sido las mds estudiadas (Ha et al.,
1987).

Igualmente existen algunos estudios que sugieren que el CLA puede
regular la funcién inmune (Sugano et al.,, 1998) y aunque el efecto del CLA
sobre el sistema inmune no ha sido bien estudiado, Bassaganya et al. (1999)
afirmaron que se trata de un producto natural que incrementa la funcién

inmune mientras reduce los efectos negativos de la respuesta inflamatoria.
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Por otra parte, €l oxido nitrico es un compuesto inorginico de corta
vida (pocos segundos) que debido a su alta solubilidad difunde libremente a
través de las membranas. El citado compuesto es sintetizado a partir de 1a
L-arginina mediante una reaccion dependiente del oxigeno y la nicotinamida
adenin dinucledtido fosfato (NADPH) cuyos productos resultantes son oxido
nitrico y L-citrulina (Bush et al., 1992).

El oxido nitrico esta envuelto en un amplio rango de funciones, entre
las que cabe destacar que favorece la vasodilatacién, inhibe la agregacién
plaquetaria y la adhesion de los reutrdfilos a las células endoteliales, reduce
la proliferacién y migracién de las células de musculo liso, controla la
apoptosis, sostiene la funcion de barrera del endotelio (Rosselli et al., 1998)

y actlia como antimicrobiano.

Debido a la escasez, o inexistencia en algunos casos, de informacién
respecto a la relacion entre la inclusion de CLA en la dieta y los niveles de
inmunoglobulina G y produccién de éxido nitrico en ganado caprino, en el
momento de realizar el presente trabajo se plantearon los siguientes

objetivos:

1.- Evaluar €} efecto de la inclusién de icido Linoleico conjugado en la dieta
de cabras gestantes sobre la concentracion de Inmunoglobulina G del

calostro.
2.- Valorar el efecto de la inclusion de CLA en la dieta de cabras gestantes
sobre 1a concentracién de Inmunoglobulina G en el suero sanguineo antes y

después del parto.

3.- Evaluar el efecto de la inclusién de CLA en el calostro sobre la

transferencia de inmunidad pasiva a los cabritos.
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4.- Estimar el efecto de la adicion de CLA al calostro y factorreemplazante

de los cabritos sobre la sintesis de oxido nitrico.
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2.- Material y Métodos

Este trabajo se ha realizado en las instalaciones de la Granja de la
Facultad de Veterinaria de la Universidad de Las Palmas de Gran Canaria,
situada en Montafia Cardones, al noroeste de la isla de Gran Canaria
(Espaha), que se encuentra a 28° latitud Norte y 15° 35’ longitud Oeste y a

una altura de 100 m sobre el nivel del mar.

2.1.- Animales y metodologfa

Experimento 1

En esta experiencia participaron veinte cabras gestantes de raza
Majorera que se dividieron en dos lotes de diez animales cada uno segtn el
tratamiento (inclusion o no de CLA en la dieta). Todas fas cabras estaban en
su tercer mes de gestacion al comienzo del experimento y fueron alimentadas
con maiz, soja 66, alfalfa deshidratada, remolacha deshidratada, paja de trigo
y corrector vitaminico-mineral, todo ello racionado de acuerdo con lo
establecido por el INRA (Jarrigue, 1990). La preparacién comercial de
dcido Linoleico conjugado (CLA-60) con fa que se supiementaba la raciéon
contenia un 60% de isdbmeros de CLA.

El primer lote, denominado lote CLA, estaba formado por diez cabras
que recibieron la dieta descrita anteriormente a la que se anadieron 20 g/kg
de materia seca de CLA-60, lo que suponia una cantidad de CLA de 12
g/Kg de materia seca. Este CLA fue adicionado desde el tercer mes de

gestacién hasta el momento del parto (Figura 1).
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Figura 1.- Suministrando CLA a la cabra

Las otras diez cabras formaron el lote control (O g/kg CLA) al que se

proporciond la misma dieta sin la adicion de CLA.

Experimento 2

Para la realizacion de este experimento se utilizaron 30 cabritos
machos de raza Majorera. Estos animales fueron separados de sus madres
inmediatamente después del nacimiento y, tras secarlos, desinfectarles el
cordon umbilical, pesarlos e identificarlos, fueron asignados aleatoriamente a

uno de los dos lotes que conformaron esta experiencia.

Tras realizar las tareas descritas anteriormente, los cabritos fueron
encalostrados con calostro caprino congelado (8,95% de proteina bruta,
8,66% de grasa, 3,91% de lactosa y 30,69 mg/ml de 1gG). Este calostro
fue obtenido después de mezclar varios calostros frescos de cabra (pool) y
congelar la citada mezcla a —20°C, hasta el momento de usarla. Todos los
animales recibieron la primera toma de calostro dentro de la primera hora de
vida. En el momento de proporcionar el calostro a los cabritos, éste era
descongelado en microondas (55°C temperatura final). El calostro se
suplementaba con una preparacion comercial de dcido Linoleico conjugado
(CLA-60) que contenia un 60% de isomeros de CLA (Figura 2).
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Figura 2.- Preparacion comercial de CLA

Quince cabritos fueron asignados al lote CLA en el que a los animales
se les suministro el calostro anteriormente descrito durante dos dias, con la
adicion de 20 g/l de calostro de CLA-60, lo que suponia 12 g/l de CLA.
Cada cabrito recibia dos tomas diarias ingiriendo un volumen igual al 5% de
su peso nacimiento (Argiiello, 2000). El CLA fue adicionado desde el
nacimiento hasta el segundo dia de vida, una vez que los animales

comenzaron la ingesta de lactorreemplazante dejaron de recibir CLA.

Los otros quince cabritos formaron el grupo control (0O g/l CLA).
Estos animales recibieron dos tomas diarias de calostro, consumiendo un 5%
de su peso nacimiento en cada toma durante dos dias (Argiiello, 2000), sin
la adicion de CLA.

Tras los dos dias que durd la fase de encalostrado, los cabritos de
ambos lotes (CLA y control) fueron alimentados con lactorreemplazante
(4,5% humedad, 23,6% proteina, 22,7% grasa, 0,1% fibra y 3,3%
almidén sobre materia seca) preparado a 16% p/p en una nodriza
automdtica (Mini Robot, Divasa Farmavic, S.A.), hasta el final de Ia

experiencia, de acuerdo con lo propuesto por Argiiello et al. (2004).
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Experimento 3

Para la realizacion de esta experiencia se utilizaron 40 cabritos machos
recién nacidos. Estos animales fueron separados de sus madres
inmediatamente después del parto y a continuacion fueron secados, se les
desinfectd el cordén umbilical, se pesaron e identificaron y se asignaron

aleatoriamente a uno de los dos lotes experimentales con los que se trabajo.

Tras realizar las tareas descritas anteriormente todos los cabritos
recibieron calostro caprino congelado (8,95% de proteina bruta, 8,66% de
grasa, 3,91% de lactosa y 30,69 mg/mi de 1gG). Este calostro {(pool) se
obtuvo a partir de la mezcla de varios calostros frescos de cabra,
congelandose a —20°C hasta su uso. En el momento de proporcionar €
calostro a los cabritos, éste fue descongelado en microondas (55°C
temperatura final), Asimismo en la presente experiencia se utilizé una
preparacion comercial de icido Linoleico conjugado (CLA-60) que contenia
un 60% de isdémeros de CLA.

Veinte de los cabritos empleados en este experimento formaron el
denominado lote CLA. Estos animales fueron encalostrados durante dos dias,
recibiendo dos tomas diarias, ingiriendo un volumen igual al 5% de su peso
nacimiento en cada una (Argiiello, 2000). A partir de las 48 horas de vida
los cabritos recibieron lactorreemplazante (4,5% humedad, 23,6% proteina,
22,7% grasa, 0,1% fibra y 3,3% almiddn sobre materia seca) preparado 2
16% p/p en una nodriza automatica (Mini Robot, Divasa Farmavic, S.A.),
segun lo propuesto por Argiiello et al. (2004), hasta finalizar la experiencia
(al mes de vida de los cabritos). Tanto al calostro como al
lactorreemplazante consumido por estos animales se adicioné CLA-60. Al
calostro fueron afiadidos 20 g/I de CLA-60 lo cual supuso 12 g/l de CLA ¥
al lactorreemplazante se le adicionaron 20 g/kg de materia seca de CLA-60
con lo que se proporcionaban 12 g/kg de materia seca de CLA.
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Los otros veinte cabritos formaron el lote control {no recibieron CLA
ni con el calostro ni con el lactorreemplazante). Estos animales fueron
encalostrados con el poo! descrito anteriormente, recibiendo dos tomas
diarias del 5% de su peso nacimiento cada una durante dos dias (Argiielio,
2000}, A partir de este momento fueron alimentados con un
lactorreemplazante (4,5% humedad, 23,6% proteina, 22,7% grasa, 0,1%
fibra y 3,3% almidon sobre materia seca) preparado a 16% p/p en una
nodriza automatica (Mini Robot, Divasa Farmavic, 5.A.) segin lo propuesto

por Arglello et al. (2004) hasta el mes de vida, momento en que concluyd
la experiencia.

2.2.- Toma de muestras y analisis realizados

Para la elaboracion del presente trabajo se recogieron muestras de
sangre mediante puncién de la vena yugular de todos los animales (cabras y
cabritos) que formaron parte de los diferentes grupos experimentales. Los

muestreos se realizaron tal y como se describe a continuacién.

Experimento 1

Antes de la inclusion del CLA en la dieta se recogié una muestra de
sangre de cada cabra y a partir de ese momento se tomaron tres muestras
mds, cada quince dias, hasta el momento del parto. Posteriormente, desde el
nacimiento de las crias hasta las 96 horas postparto, se recogié calostro y
sangre cada 24 horas.

Sobre las muestras de calostro (inmediatamente después de Ila
recogida) se determiné la concentracién de IgG, de acuerdo con la técnica
descrita por Mancini et af. (1965).
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Las muestras de sangre fueron centrifugadas a 3500 r.p.m. durante
cinco minutos en una centrifuga Kubota 5100. El suero obtenido tras la
centrifugacion se dividié en dos partes alicuotas que se conservaron a ~20°C
hasta el momento de realizar la cuantificacion de 1gG de acuerdo con el
método de Mancini et al. (1965).

Experimento 2

Se recogieron un total de once muestras de cada cabrito. La primera
de ellas fue tomada justo tras el nacimiento y las siguientes cada doce horas
hasta las 120 horas de vida.

Tras su obtencidn, 1a sangre era centrifugada a 3500 r.p.m. durante
cinco minutos en una centrifuga Kubota 5100 y el suero resultante fue
dividido en dos partes alicuotas que se conservaron a —20°C hasta la
determinacién de la concentracion de 12G, la cual fue realizada siguiendo el

protocolo descrito por Mancini et al. {1965).

Experimento 3

Para este experimento se recogieron cinco muestras de sangre de cada
cabrito, la primera se tomdé 24 horas después del nacimiento de los animales
y a continuacion se recogiod una muestra cada semana hasta el mes de vida de
los cabritos, oseaalos 8, 15, 22 y 29 dias.

Tras la toma de sangre las muestras fueron centrifugadas a 3500
r.p.m. durante cinco minutos en una centrifuga Kubota 5100 (Figura 3). El
suero resultante se dividioé en dos partes alicuotas que fueron conservadas a —

20°C hasta el momento de su analisis.
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Capitulo Ill.- Acido Linoleico conjugado e inmunidad humoral y celular en ganado caprino

Figura 3.- Muestras de sangre tras centrifugacion

Sobre cada una de las muestras se determind la cantidad de o6xido
nitrico (nitritos y nitratos) mediante el método de la nitrato reductasa
descrito por Schmidt et al. (1989). Asimismo se realizd la cuantificaciéon de
L-citrulina (coproducto de la biosinteis del éxido nitrico) mediante un ensayo

colorimétrico estandar (Boyde y Rahmatullah, 1980).
2.3.- Cuantificacién de la concentracion de IgG

La determinacion de la concentracion de IgG de las multiples muestras
analizadas (sangre y calostro) se realizd mediante la técnica descrita por
Mancini et al. (1965). Las caracteristicas de la citada técnica y Ila

preparacion de la misma son las ya descritas en el apartado de Material y

métodos del Capitulo 1 del presente trabajo.

2.4.- Determinacién de la concentracion de dxido nitrico y L-citrulina

Oxido Nitrico (nitritos/nitratos)

Los nitritos presentes en el suero sanguineo se combinan con mucha

facilidad con el oxigeno formando nitratos. Por esta razon, el suero fue
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tratado previamente con el fin de convertir todos los radicales en nitritos,

facilitando de esta forma su cuantificacion.

El método empleado para la determinacion de los nitratos/nitritos fue
el de Ila nitrato reductasa descrito por Schmidt et al. (1989). El

procedimiento seguido es el que se detalla a continuacion.

El suero sanguineo de los cabritos fue descongelado en frio y se diluyé
en tampon fosfato salino (PBS) en una proporcion 1:20, A continuacién se
colocaron 100 ul de este suero en cada uno de los pocillos de una placa de
26. Con el objetivo de transformar los posibles nitratos en nitritos, a fos
pocillos de l1a placa se le afiadieron 3 pl de una solucion elaborada con los

siguientes reactivos:

- 1,5 pg de nitrato reductasa
- 3,3 mg de nicotinamida adenin dinucleétido fosfato (NADPH)
- 0,13 mg de dinucledtido flavina adenina

- 1 ml de agua destilada

Posteriormente las muestras fueron incubadas a 27°C durante una

hora.

Como es necesario inducir la oxidacion de la NADPH afadida, ya que
ésta interfiere en el cdlculo de los nitritos, se adiciond 1,5 pul de una
solucion de -Lactic deshidrogenasa Tipo 1 (25mg/ml) y 10 pl de una
soluciéon 100 mM de piruvato sodico. A continuacién se realizd una
incubacion de una hora a 37°C.

Una vez concluidas estas reacciones los nitratos fueron totalmente

reducidos a nitritos y entonces se realizé la cuantificacion.
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Capitulo 111.- Acido Linoleico conjugado e inmunidad humoral y celular en ganado caprino

Realizacién de la técnica

Para comenzar el cdlculo de la concentracion de nitritos se afiadieron
100 pl de reactivo de Griess en cada pocillo de la placa. La funcién de este
reactivo es convertir los nitritos en compuestos Azo ya que éstos se pueden
medir ficilmente en un espectrofotdmetro utilizando una longitud de onda
de 540 nm. El citado reactivo de Griess estd formado por dos componentes
(componente 1: 1 g de sulfanilamida en 100 ml de una solucion de dcido
fosforico (HsPO4) al 5% y componente 2: 0,1 g de Naftil-etilenediamina en
100 ml de agua destilada). Es necesario mezclar volimenes iguales de ambos

componentes.

Para la cuantificacidn se utilizo un lector de placas PerkinElmer Victor®

(Figura 4) y la absorbancia fue medida a una longitud de onda de 540 nm.

Figura 4.- Espectrofotometro

La curva patrén fue elaborada a partir de soluciones seriadas de
nitrato sédico, tal y como se muestra en la Tabla 1. Estas diluciones
permitieron conocer con exactitud la cantidad de nitritos presentes en el
suero sangufneo mediante la extrapolaciéon de la absorbancia medida con
respecto a la curva patrén. Para ello se preparé una soluciéon madre que tenia

una concentracion 1 mM de nitrato sddico en medio minimo esencial.
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Finalmente se hicieron partes alicuotas de 500 pl que fueron conservadas a —
20°C.

Tabta 1.- Diluciones seriadas de la curva patrén de nitrato sodico

Concentracién Volumen a pasar Volumen de medio
100 pM 250ul de SM 2250ul
80uM 1600l 400ul
60uM 1200 400ul
40uM 800ul 400ul
20uM 400l 400l
10uM 400l 400yl
5uM 4000 400ul
2,5uM 400l 400l
Blanco {Medio) 800pl

S$M.- Solucién Madre.

L-citrulina

La determinacién de este coproducto de la biosintesis del ¢xido nitrico
se realizd mediante el método colorimétrico descrito por Boyde y
Rahmatullah (1980).

Para ello se utilizaron 400 (d de suero sanguineo de cada una de las
muestras. A este volumen de suero se le afadié ureasa tipo Il a una

concentracion final de 45 Ul/ml.
Tras incubar durante treinta minutos a 37°C, la mezcla fue

desproteinizada con 1a adicion de una solucidn fria de acido tricloroacético.

A continuacién se realizé una centrifugacion a 5000 r.p.m. durante quince
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Capitulo Ill.- Acido Linoleico conjugado e inmunidad humoral y celular en ganado caprino

minutos en una centrifuga Kubota 5100, recogiéndose posteriormente el
sobrenadante (400 pl).

El volumen obtenido del citado sobrenadante fue mezclado con 3 mi
de solucion cromogénica (una parte de solucion | y dos partes de solucién
I1). Esta solucién cromogénica estaba a su vez formada por dos soluciones, 1a
solucién | (0,5% diacetiimonoxime, 0,01% tiosemicarbacide en agua
destilada) y la solucion 1l (0,025% FeCls en una solucion al 25% de acido
sulfurico y al 20% de acido fosférico en agua destilada).

La mezcla resultante del sobrenadante y la solucion cromogénica fue
calentada hasta 96°C durante cinco minutos y a continuacién se dejo enfriar

a temperatura ambiente.

Finalmente se midié la absorbancia empleando una longitud de onda

de 570 nm en un espectrofotometro PerkinElmer Victor® (Figura 4).

Para realizar la curva patrén se elaboraron diluciones conocidas de L-
citrulina (2,5-100 uM). En este caso se prepard una solucion madre 1 mM
de L-citrulina de la cual se hicieron partes alicuotas de 2000 nl cada una que
se conservaron a —20°C.
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Tabla 2.- Diluciones seriadas de 1a curva patrén de L-citrulina

Concentracion Volumen a pasar Volumen de medio
100 M 1000ul de SM 2000l
80uM 6400yl 1600
60uM 4800pi 1600yl
40uM 3200ul 1600ul
20uM 24004 160041
10uM 2400l 16004
5uM 2400l 1600
2,5.M 2400l 1600l
Blanco (Medio) 2000ul

SM.- Solucidén Madre.

2.5.- Tratamiento estadistico

El tratamiento estadistico realizado para los tres experimentos

descritos anteriormente consistio en un modelo lineal general mediante

andlisis de medidas repetidas. Para ello se utilizd el programa estadistico SPSS

(v. 11.0).
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Capitulo ll.- Acido Linoleico conjugado e inmunidad humoral y celular en ganado caprino

3.- Resultados y discusion

Experimento 1: Concentracion de 1gG en suero sanguineo y calostro

La evolucidn de 1a concentracion de la IgG del suero sangufneo de las
cabras, desde el tercer mes de gestacion hasta quince dias antes del parto, se
muestra en fa Tabla 3 y Grifica 1. Tal y como se puede apreciar, se
encontrdé un efecto estadisticamente significativo (P=0,021) del tiempo
sobre la concentracién de la mencionada inmunoglobulina. Estos resultados
coincidieron con lo descrito por Ha et al. (1986), quienes trabajando con
cabras nativas coreanas, observaron que la 1gG del calostro es transportada

selectivamente desde el suero sanguineo.

Tabla 3.- Evolucién de la concentracién de IgG (mg/mi) del suero sanguineo

antes del parto
Tiempo IgG Efectos*
Control CLA Tiempo Tratamiento
Im 15,36+5,55 16,60+2,25 0,021 0,062

3,5m 13,22+3,81 11,85:4,85
4m 11,32+4,37 15,2619,44
4,5m 9,42+1,73 15,5616,08

m.- mes de gestacién. *Valor de P.

Sin embargo en el presente trabajo no se encontré variacion
estadistica, debida al tratamiento (inclusion de CLA en la dieta), en la
concentracién de 1gG del suero sanguineo durante el periodo antes del parto
estudiado. No obstante si se observé una tendencia a Ja significacion
(P=0,062) debida a que 1a reduccién de la concentracion de IgG en el
suero sanguineo antes del parto fue mas acusada en los animales que no
recibieron CLA en su dieta. Asi, las cabras que tomaron CLA en la dieta
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Capitulo 11l.- Acido Linoleico conjugado e inmunidad humoral y celular en ganado caprino

mostraron niveles de IgG superiores en su suero sanguineo, en €l ultimo mes
de gestacion, que los animales del lote control {15,26+9,44 y 11,32+4,37
mg/ml de lgG a los cuatro meses de gestacién, lote CLA y control
respectivamente). Estas diferencias en la concentracion de 1gG del suero
sanguineo fueron atn més marcadas cuando sélo faltaban quince dias para el
parto {15,56:6,08 y 9,42+1,73 mg/ml de 1gG, lote CLA y control

respectivamente).

La concentracion de IgG del suero sanguineo disminuyd un 6,26% en
el fote CLA y un 38,67% en el fote control durante el periodo de estudio
antes del parto. En este sentido Sugano et al. (1999), trabajando con ratas,
ya habian observado que la inclusion de CLA en la dieta producia un
incremento en los niveles de inmunoglobulinas en el suero sanguineo de estos
animales, fo cual coincide con lo hallado en el presente trabajo (Tabla 3 y
Grafica 1).

No obstante, ¢l efecto de la inclusion de CLA en la dieta sobre la
concentracion de 1gG sérica podia haber sido mayor si la experiencia hubiese
durado mds tiempo, ya que el efecto del CLA sobre la modulacién de la
funcidén inmune no es inmediato. Relacionado con esto Bassaganya-Riera et
al. (2001), en un experimento de mayor duracién, habian descrito los
efectos producidos por la inclusion de CLA en la dieta sobre la
inmunocompetencia en lechones. Sin embargo, habria que tener en cuenta
que el presente trabajo ha sido realizado con cabras adultas y el CLA puede
no tener mucha influencia sobre el sistema inmune cuando éste se encuentra
completamente desarrollado. Este hecho fue descrito por Corino et al.
(2002) quienes al estudiar el efecto del CLA sobre el sistema inmune de
cerdos destetados, concluyeron que el citado icido graso produce un
incremento en la respuesta inmune de animales jévenes que adn no tienen

desarrollado ¢l repertorio de respuesta inmune especifica.
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Capitulo I11.- Acido Linoleico conjugado e inmunidad humoral y celular en ganado caprino

Resultados andlogos a los sefialados anteriormente fueron encontrados
en ratones por Hayek et al. (1999) al observar que el CLA producia un
efecto menor sobre el sistema inmune en los ratones viejos que en los

jovenes.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo respecto a la evolucion
de la concentracion de IgG en el suero sanguineo de las cabras desde el parto

hasta las 96 horas postparto se muestran en la Tabla 4 y en la Grifica 1.

Tabla 4.- Evolucién de la concentracion de IgG (mg/ml) en el suero sanguineo de

las cabras tras el parto

Tiempo 1gG Efectos*
Control CLA Tiempo  Tratamiento

Oh 9,53+2,42 10,04+2,89 0,430 0,014
24h 9,53+3,04 13,31+4,34

48h 10,99+5,41 13,15+6,22

72h 10,81+2,48 12,48+2,20

96h 10,56+3,67 15,49+8,25

h.- horas postparto. *Valor de P.

Griéfica 1.- Evolucion de losniveles de IgG (mg/ml) en el suero sanguineo de las

cabras desde el tercer mes de gestacion hasta las 96 horas postparto

20
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Capitulo il.- Acido Linoleico conjugado e inmunidad humoral y celular en ganado caprino

No se observd efecto estadistico del tiempo sobre la concentracion de
1gG sérica, lo cual puede deberse a la gran variabilidad de los resultados, asi
como a la estabilidad mostrada por la evolucion de los niveles de IgG en el
suero sanguineo de los animales que recibieron la dieta control (O g/kg CLA)

a lo largo del periodo de estudio.

Sin embargo la inciusion de CLA en la dieta si tuvo efecto
estadisticamente significativo sobre la concentracion de la lgG sérica de las
cabras después del parto. De esta forma los animales que recibieron CLA
durante la experiencia mostraron una recuperacion mas rapida de su estado
inmune tras el parto que las cabras del lote control, observandose valores de
10,04+2,89 y 9,53+2,42 mg/ml en el momento del parto y 15,49:8,25
y 10,56+3,67 mg/ml a las 26 horas postparto (lotes CLA y control

respectivamente).

Hay que tener cuenta que después del parto cesa el transporte
selectivo de 1gG de la sangre al calostro, incrementdndose los valores de 1gG
en el suero sanguineo (Meiron et al.,, 1977; Logan et al., 1981). La ripida
recuperacién del sistema inmune, descrita anteriormente en las cabras que
tomaron CLA, podrfa deberse a que ya habfa transcurrido el tiempo
suficiente como para que el icido Linoleico conjugado (CLA) activara los
linfocitos, asi como a que, después del parto, se haya producido una
movilizacion de altas cantidades de CLA desde el tejido adiposo en los

animales que lo habian ingerido durante la experiencia.
Con respecto a la concentracion de 1gG en el calostro, la Tabla 5 y la

Grifica 2 muestran la evolucién seguida por la misma desde el momento de!
parto hasta las 96 horas postparto.
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Tabla 5.- Evolucion de la concentracion de IgG (mg/ml) en el calostro

Tiempo IgG Efectos*
Control CLA Tiempo Tratamiento
Oh 32,4448,98 33,41+20,22 0,001 0,344

24h 19,26+9,02 23,73+16,20
48 h 7,88+4,87 11,31+6,94
72 h 3,94+3,83 4,88+4,44
96 h 1,50+1,45 2,21+1,91

h.- horas postparto. *Valor de P.

Grifica 2.- Evolucion de los niveles de IgG (mg/ml) en el calostro

35 —— -
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En este caso se observéd un efecto estadisticamente significativo
(P<0,001) del tiempo sobre la concentracion de IgG del calostro de los
animales en estudio. La evolucién en los niveles de la citada inmunoglobulina
a lo largo de la experiencia fue descendente, fundamentalmente dentro de las
primeras 48 horas después del parto. Este hallazgo coincide con lo ya

descrito por Argtiello (2000) en cabras de la misma raza.
Sin embargo, la concentracion de IgG del calostro no se vio afectada

por la inclusion de CLA en la dieta, encontrandose valores de IgG similares

en ambos lotes (CLA y control) durante el periodo de estudio
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(33,41+20,22 v 32,44+8,98 mg/ml de lgG tras el parto, lote CLA y
control respectivamente). Estos resultados podrian deberse a una saturacién

del transporte selectivo de IgG desde la sangre al calostro, aunque, seria

necesario realizar mas experimentos al respecto.

Experimento 2: Concentracién de IgG en suero sanguineo de cabritos

En la Tabla 6 y en la Grifica 3 se pueden observar los resultados

obtenidos respecto al efecto de la inclusion de CLA en el calostro sobre la

transferencia de inmunidad pasiva en los cabritos.

Tabla .- Concentracién de 1gG (mg/mi) en ef suero sanguineo de fos cabritos

Tiempo IgG Efectos*
Control CLA Tiempo  Tratamiento

Oh 0 0 0,001 0,778
12h  6,22+2,65  6,39+3,56

24h  8,69+2,93 10,6516,88

36h  9,67+2,85 10,8945,13

48h 11,3114,15 11,65+4,68

60h 10,44+2,23 10,54+3,01

72h  10,28:3,87 9,36x2,73

84h  9,04:1,50 9,99+2,64

96h  9,49+2,40  9,26+4,61

108h 8,98+1,64  8,95+2,39

120h  8,89:1,44  8,08+1,40

h.- horas de vida. *Valor de P.

No se observd efecto estadistico de la inclusion de CLA en el calostro

sobre la concentracion de IgG en el suero sangufneo de los cabritos en las

primeras 120 horas de vida de los animales, y por otra parte tampoco se han
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encontrado referencias en la bibliografia respecto al efecto de la adicion de

CLA en el calostro sobre la transferencia de inmunidad pasiva.

Grifica 3.-Evolucion de los niveles de IgG (mg/ml) en el suero sanguineo de los

cabritos
14 NN e e e
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Yamasaki et al. (2000) en una experiencia realizada con ratas de
cuatro semanas cuya dieta estaba suplementada con CLA, observaron un
aumento en la produccion de inmunoglobulinas debida a un incremento en la
actividad de los linfocitos. No obstante, y aunque no ha sido estudiado con
detalle, el comienzo de la produccion enddgena de IgG en los cabritos fue
estimado por Lopez et al. (1999) en animales de raza Majorera,
aproximadamente entre los quince o treinta dias de vida, asi que tal vez éste
pudo haber sido el motivo por el que no se han hallado diferencias entre

ambos grupos experimentales (CLA y control) en el presente trabajo.

Por otra parte el tiempo, tal y como cabia esperar, si tuvo efecto
estadistico sobre la concentracion de IgG a lo largo del periodo de estudio.
Se observd que los cabritos eran agammaglobulinémicos al nacimiento
coincidiendo con lo descrito por Constant et al. (1994) y Argiiello (2000),

este ultimo trabajando con animales de raza Majorera. Asimismo la evolucién
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de la concentracion de lgG encontrada en este estudio ha sido andloga a los

resultados observados por Argiiello {2000) en cabritos de la misma raza.

Experimento 3: Concentracion de dxido nitrico en el suero sanguineo de los

cabritos

Los resuftados obtenidos respecto al efecto de [a inclusion de CLA en

el calostro y lactorreemplazante de ios cabritos sobre las concentraciones de

Oxido nitrico y L-citrulina del lote CLA y control, se muestran en la Tabla 7

y en la Grafica 4.

Tabla 7.- Concentraciones de 6xido nitrico (umol) y L-citrulina { umol) en el

suero sanguineo de fos cabritos

Control CLA
Media Error estandar P

Oxido nitrico 0,001
1d 21,93 40,32 0,79
8d 24,04 40,59 1,02
15d 25,04 40,30 0,85
22d 26,15 34,90 1,04
29 d 23,38 39,22 0,87

L- citrulina 0,001
1d 0,30 19,81 0,51
8d 0,35 15,71 0,40
15d 0,40 15,54 0,46
22d 0,31 15,91 0,36
29d 0,32 15,97 0,51

d.- Dias de vida.
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Los metabolitos del éxido nitrico (nitrito/nitrato) presentaron unos
valores que iban desde 21,93 a 26,15 pmol para el lote control y 34,90 a
40,59 pmol para el lote CLA, observiandose una cantidad estadisticamente

mayor de los citados metabolitos en los cabritos que habian consumido CLA.

Por su parte la L-citrulina presentd unos valores que fueron desde
0,30 a 0,40 umol y desde 15,54 a 19,81 pumol para el lote control y CLA
respectivamente, resultando también estadisticamente mayores las cantidades

de Ia misma observadas en los animales del lote CLA.

Gréfica 4.- Evolucion de las concentracioes de oxido nitrico (umol) y L-citrulina

(umol) en el suero sanguineo de los cabritos
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Teniendo en cuenta los resultados de todas las muestras, los
metabolitos del oxido nitrico incrementaron en 14,96 umol y la L-citrulina
en 16,25 pmol. El aumento de ambos compuestos fue practicamente

equimolar lo cual coincide con lo descrito por Acosta et al. (2004).

No hay referencias bibliogréficas acerca del efecto del CLA sobre Ia
produccion de déxido nitrico en experiencias realizadas in vivo. Si ha sido
observado (Bassaganya-Riera et al., 2001) que en ganado porcino, criado en

ambientes sucios y limpios, la inclusion en la dieta de acido Linoleico
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conjugado incrementaba los linfocitos periféricos CD8 + (estos linfocitos en
ganado porcino representan la subpoblacidon mas numerosa) y ademds
aumentaba Ja proliferacion de células sanguineas de la serie blanca, lo cual
incluia linfocitos, neutréfilos, eosindfilos, basofilos y monocitos, en ambos
ambientes (limpio y sucio). Por tanto podria considerarse que, el CLA

utilizado como nutracéutico incrementa la inmunidad celular.

Asimismo, Belury y Kempa-Steczko (1997) observaron, en ratones,
que el CLA disminufa la produciéon de Prostalandina E2 porque interfiere en
la sintesis del acido Araquiddnico (precursor de la misma) y la citada
prostaglandina es supresora de la inmunidad celular (Goldyne y Strobo,
1982).

Yu et al. (2002) obsevaron la actuacién del CLA como
antiinflamatorio, en una experiencia in vitro, encontrando que el citado icido
graso reducia los niveles de expresion de la forma inducible, tras la
estimulacion con Interferéon Gamma (IFN,), con una cinética lineal. Esto es,
a una mayor concentracion de CLA se detectaba mayor reduccién en los

niveles de dxido nitrico.

En el presente trabajo la presencia de niveles superiores de odxido
nitrico y L-citrulina en el suero sanguineo de los cabritos que recibieron CLA,
pudo no ser producida por la iINOS pero si por las otras isoformas de la
oxido nitrico sintasa, la endotelial (eNOS) y neuronal {(nNOS). El
incremento de oOxido nftrico y L-citrulina podrian ser mecanismos de
proteccion efectivos frente a las infecciones, aunque serfa necesario realizar
mds experimentos para conocer tanto el origen como las funciones del

incremento de los niveles de los citados compuestos.
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4.- Conclusiones

1.- La inclusién de acido Linoleico conjugado en la dieta de cabras gestantes

no afectd a la concentracion de Inmunoglobulina G del calostro.

2.- El CLA, si bien no tuvo efecto sobre la concentracion de
Inmunoglobulina G en el suero sanguineo de las cabras antes del parto,

favorecio la recuperacion del estado inmune de las mismas tras el mismo.

3.- La inclusion de acido Linoleico conjugado en el calostro no afectd a la

transferencia de inmunidad pasiva en los cabritos.

4.- La inclusién de CLA en el calostro y lactorreemplazante de los cabritos
incrementd los niveles de 6xido nitrico y L-citrulina en el suero sanguineo de

los mismos.
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Passive transfer of immunity in kid goats fed refrigerated and
frozen goat colostrum and commercial sheep colostrum
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Abhstract

The aim of the present work was to evaluate the effectiveness of the use of refrigerated and frozen goat colostrum and
commercial sheep colostrum in kids. Forty-five Canary Caprine Group kids were distributed in three groups {( = 15)
according to the type of colostrum fed. The refrigerated and frozen colostrum were administered twice daily for 2 days, each
kid receiving 5% of the body weight per feed. Both the refrigerated and frozen colostrum had the same [gG concentration before
refrigerating or freezing. The commercial colostrum was administered according to the recommendations of the manufactuver.
Bilood samples were obtained from the kids (by jugular extraction} every 12h from birth to the third day posi-partum and
two additional samples were taken at 15 and 30 days of life. The IgG concentration in the blood was measured by radial
immunodifusion on agarose gel. At birth the kids were agammaglobulinemic.

The peak IgG was at 24 h with frozen goat colostrum fed kids (25.47 & 19.89 mg/ml}, 36 h for kids fed with refrigerated
goat colostrum (15.84 & 5.91 mg/ml} while those fed commercial sheep colostrum peaked at 30 days (0.84 £ 0.63 mg/ml}.
The birth weight is of great significance with regard o these results. In conclusion, kids fed only with commerciat colostrum

ign realizada por ULPEC. Bitlicteca Uinveraitaria, 2006

do not acquire the necessary immunity to protect them during the first month of life.

© 2003 Eisevier B.V. All rights reserved.

Kevwords: Refrigerated goat colostrusm; Frozen goat colosoum; Conamercial sheep colostrum:; Kid:, Sevum 1gG

1. Introduction

Artificial colostrum feed is found widely distributed
in calf and lamb management (Solanes et al., 1995).
They are usually concentrated and sterilized products
originating from cattle or sheep colostrum, but their
use as an only source of Ig has not had totally satis-
factory results. In this sense, authors as Solanes et al.
(1995), found the highest mortality rates in lambs fed
only with antificial colostrum (60 g per animal) com-

* Comresponding anthor, Tel.: +34-928-451063,
fax: +34-928-451142.
E-mail address; aarguello@dpat.vipge.es (A, Argiiello).

pared with that in Tambs where it has been used as
complement to sheep colostrum. lndeed, some authors
(Bernabé et al., 1998) associate the use of artificial
colostrum in kids with 2 centain pathology appearance
(Klebsiella pneumoniae).

Using anificial colostrum, Constant et al. (1994)
does not achieve blood concentrations of immunoglob-
ulin G (IgG) in kids higher than those found in kids
fed with goat colostrum. This may possibly be ex-
plained by the fact that the macromolecule absorption
mechanism for the intestine is not selective to Ig,
therefore a greater proportion of albumen in the arti-
ficial colostrum could compete with IgG absorption.
This occurs with calves, where the albumen added

(921-4488/% ~ see front manter © 2003 Elsevier B.V. All oghts reserved.

doi: 10.1016/.smallramres. 2003, 11.008

Iog subaréa Digitali

© Dal


http://www.elsevier.com/locate/smallrumres
mailto:aarguello@dpat.ulpgc.es

238 A, Argiiello er al. /Small Ruminant Research 54 (2004) 237-241

to colostrum reduces the IgGl absorption from 59 to
36% (Besser and Osbom, 1993).

When artificially rearing goats it is not recom-
mended to feed the colostium directly from the mother
because the rapid maternal-filial bond (Ramirez et al.,
1996) will make their subsequent adjustment to the
artificial teats more difficult, causing a delay in their
growth. Therefore as the use of artificial colostrum in
kids intended for artificial rearing remains thoroughly
justified, as it reduces the period of fed colostrum,
the kids adapt more easily to the rearing techniques,
learning to suck or to drink more quickly. The aim of
the present work is to evaluate the capacity of astificial
colostrum to passively transfer immunity in compari-
son with refrigerated or frozen goat colostrum,

2. Material and methods

Forty-five Canary Caprine Group kids were used.
Immediately after birth they were separated from their
mothers and then dried, their umbilical cords were dis-
infected, they were weighed and identified and ran-
domly distributed into three groups. The kids were
fed with goat refrigerated colostrum (RC}, goat frozen
colostrum (FC) and commercial sheep colostrum (CC)
being the first fed within the first hour of life,

The colestrum fed as RC and FC (8.95% gross pro-
tein, 8.66% fat, 3.91% lactose, 30.69 mg/ml I1gG), was
pooled from fresh goat colostrum, half was frozen
(—20°C) and the other half refrigerated (4°C). The
RC and FC groups were fed (o kids twice per day
for 2 days, each kid receiving 5% of the body weight
per feed. The frozen colostrum was defrosted at room
temperature and after that was warmed to 40°C (in-
ternal temperature) in microwave ovens {rotary mi-
crowave). Refrigerated goat colostrum was warmed
in a same way. From day 3 until 45 the kids were fed
by milk replacer machine (Mini Robot. Divasa Far-
mavic, 5 A.) in accordance with Argiiello (2000). In
CC kids, two doses of 10 g of artificial colostrum were
administered, one at birth and the other 5h later (as
recommended by the manufacturer) and subsequently
milk replacer was fed in accordance with Argiicllo
(2000). The composition of the artificial colostrum
{Colostorm®, Vetoquinol) administered was 32.88%
humidity, 6.62% of gross protein, 22.50% fat (hy-
drolyzed), 0.15% cellulose, 1.34% mineral matters,

2.76% sacarose, 0.94% ash, 0.79% total nitrogen,
0.14% calcium, 0.11% phosphorus and 0.1% sodium
(according to data supplied by the manufacturer).

To determine the levels of IgG in the kids® blood,
samples from the jugular vein were taken every 12h
from birth to 84h post-partum (every 12h) and at
13 and at 30 days of life. The blood was centrifuged
immediately and the serum obtained was frozen at
—20°C uniil its analysis. The IgG quantification
was made according to Mancini et al. (1965). The
standard curve was prepared according to Catty and
Raykundalia (1988) using a goat IgG solution (30 mg/
rt]) To demonstrate the affinity of the goat-antisernm
for the IgG sheep molecules present in the artificial
colostrum, several artificial colostrum aliquots were
diluted to one-tenth, rainfall halos being obtained.

The effect of treatment was analyzed using the GLM
procedure, repeated measures analysis (SPSS V. 8.0
Programme) including birth weight as co-variables,
The effect of birth weight was analyzed using the GLM
procedure between three weight groups (—2.5, 2.5-3.5
and +3.5kg).

3. Results and discussion

The kids did not present blood IgG at birth (Table 1),
according to Constant et al. (1994). This is because
the placenta structure in ruminants does not permit Ig
transportation from mother to fetus. The birth weight

Table 1
IgG blood levels {mg/ml)
Time Groups
RC FC CcC
Birth ND ND ND
1Zh 6.4 + 4.7 16.4 3: 10} ND
24h 12.8 £ 46 255 4+ 199 ND
36h 158 £ 59 4.7+ 34 ND
48h 122 +£47 158 £ 4.9 ND
6lh 131 & 94 1234+ 38 ND
72h 124 £ 53 128 £ 35 ND
84h 15.0 & 6.7 137+ 33 ND
15 days 83+ 46a 93+ 34a 04040
30 days 6.1 +27a 62+ 15a 08+ 060b

RC: goat refrigerated colostrum, FC: goat frozen colostram, CC:
comumercial sheep colostrum, ND: rot detectable. Data shown in
the row with different letters (a and ¢) has a significant difference
(P < 0.001). Minimum level of detection 0.2 mg/ml.
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of the three kids group was 3.78 £ 0.46, 3.86 £0.59
and 3.60+0.57 kg, RC, FC and CC kids, respectively,
therefore there were statistical differences at the be-
ginming,

The IgG absorption peak was reached at 24 h in the
FC kids and 36h in RC kids, but no statistical differ-
ences were observed due to high standard deviation in
serum IgG concentration values. These results are in
accordance with those described by Martin (1998) for
the Canary Caprine Group kids who were reared with
their dams. The results, observed in reference to IgG
blood peak time, are very similar to those provided by
Argiello et al. (1998) in kids reared separated from the
mother and with colostrum fed ad libitum for 3 days.
This evelution is in accordance with observations
made by Logan et al. (1978) in calves, where the max-
imum levels of IgG were reached between 16 and 48 h

(21.5+2.6 mg/ml). Civpercescu (1977) when working
with Finnish x Dorset Horn lambs, observed that the
maximum concentration of IgG 1 is reached at the third
day of life (22 mg/ml). The level descended by almost
50% in the first 2 weeks (12 mg/ml), this decrease
continuing for first month (8 mg/ml). A similar evo-
tution has been observed in the present experimental
kids, the concentration of IgG in blooed being reduced
by 62 and 72 % from the peak until 30 days of life (RC
and FC, respectively} and observing (Table 1) statis-
tical differences trough time. At 28 days post-partum
Lacetera et al. (1996) found concentrations of Ig
smaller than those found at 2 days post-partum. This
is explained by the physiological 1gG degradation
in the blood and because the animals are unable to
produce their own immunoglogulins (Logan et al,,
1972). From days 28 to 56 post-partum, Lacetera et al.

30

igG (mg/ml)

12 24 36

48 60 72 84

[D-2,5ke ©2,5-32kg. B+32ke. |

Fig. 1. Serum IgG concentration by binth weight.
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(1996} found a light IgG concentration increase in calf
blood, possibly attributable to endogenous production
of Ig.

In CC kids, IgG transmission from artificial
colostrum to the kid's blood was not observed At 15
days of life 1gG level in CC kids blood appeared,
possibly being due to immunoglobulins produced by
the kids themselves. Logan et al. (1972} working
with calves, affirms the influence of the presence of
colostrum immunoglobulins in the blood on the ini-
tiating endogenous production. Thus, for calves fed
with colostrum of good quality, this synthesis starts
at 4 weeks, while in agammaglobulinentic calves
it commences a few days after birth. This fact was
demonstrated by Logan and Pearson (1978) when
Ig synthesis in Peyer's patches of calves fed no
colostrum feed calf was found, while in calves fed
with colostrum, such synthesis was not appearing in
the early stages of life.

The IgG level reached at the end of the expeni-
ment is greatiy inferior (50%) to that found by Martin
(1998) in adult goats of the Canary Caprine Group
(14.01 +4.05 mg/ml). This may be due to the fact that
at only a month of age, the endogenous capacity for
Ig production has not been completed.

Fig. 1 shows the relation between birth weight and
serum IgG level. Kids with birth weights less than
2.5kg, had lower IgG concentrations at cach sam-
pling time from 12 to 84 h, No statistical differences
were found between 2.5 and 3.2 kg birth weight kids
and +3.2kg birth weight kids in any test, although
+3.2 birth weight kids tended to present higher serum
IgG concentrations. Halliday (1976) and Bekele et al.
(1992) observed an effect of birth weight on serum IgG
concentrations in lambs from ewes with low colostrum
production, while Argiiello (2000) did not find birth
weight effects with kids fed colostrum ad libitum.

The mortality rate in RC, FC and CC kids was 10, .

0, and 50%. The CC group presented failure in passive
transfer and showed the highest death rate. O'Brien
and Sherman (1993) found similar results in French
Alpine kids raised in USA, kids presented as healthy
showed a 143.9mg/m] IgG (measured by turbidity as-
say) and dead kids 75.1 mg/ml. The importance of
the relationship between blood IgG concentration and
mortality rate is that the latter is raised due to a higher
susceptibility to diseases in kids with low blood IgG
concentration.

In conclusion, it may be commented that the ex-
clusive use of the artificial colostrum of sheep origin
tested does not provide sufficient 1gG blood levels nec-
essary for the satisfactory development of the animal.
The method of colostrum feed used (10% of the daily
live weight), with refrigerated or frozen goat colostrum
does not present differences at 30 days of life,
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Interpretative summary.

Powdered colostrum fed to kids, a new alternative.

Castro, Capote, Argiello

It is necessary to feed colostrum to goats for the transfer of defences
from the dam to the kids. However, some diseases are transmitted by
colostrum and for artificial suckling management it is recommended to
feed colostrum by hand. By the use of powdered colostrum it possible to
improve the defenses transferred from colostrum to newborn kids in the
same way as using frozen colostrum. Work hours can be reduced from
two to just one day using powdered colostrum. In conclusion, powdered
colostrum is easy to transport, requires no special conditions for
prolonged storage. and could be used to provide defenses to newborn

kids.
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ABSTRACT
180 Majorera kids took part in three experiments. In the first
experiment the effect of use lyophilized (LG} vs frozen colostrum (FG) on
1gG blood serum concentration was evaluated. Kids {(n=40} received the
same management and IgG mass (3368 mg per kg of body weight-BW)
during colostrum feed period. 1gG blood serum from LG kids was
statistically higher. The second experiment evaluated the effect of total
IgG feed by kids (n=60) on it IgG blood serum during colostrum feed
period. Three groups of animals received 3368, 1684 and 842 mg of IgG
per kg of BW in 4 feeds during 2 days (H-IgG, M-IgG and L-IgG,
respectively}. IgG blood serum in H-IgG group was statistically higher
than other two groups and no statistical differences were found for IgG
blood serum between M-IgG and L-IgG kids. The third experiment
evaluated the effect of number of lyophilized colostrum feeds on IgG
blood serum concentration. Four groups of kids {n=80) were used. Two
groups received 1684 mg of IgG per kg of BW (HL-1D and HL-2D), and
the other two 2 received 842 mg of IgG per kg of BW (LL-1D and LL-2D).
Two groups receive two feeds in one day and the other two groups
received four feeds in two days. HL-1D kids presented statistical higher
IgG blood serum concentration than HL-2D kids and no statistical

differences were found between LL-1D and LL2D kids.

Key words: goat kid, colostrum, lyophilized, immunoglobulin G.

Abbreviation key: BW= body weight, IgG= immunoglobulin G.
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INTRODUCTION

In order to minimize or even annul the mother-kid link, which is
established in the first hours after birth (Ramirez et al., 1996), in
artificial rearing management, the kids must be removed after
parturition. This practice facilitates the acceptance of artificial teats by
the kid, thus improving the adoption of artificial rearing. This also
involves the kids being fed colostrum in an artificial manner. The latter
system is of particular interest in areas where diseases such as CAEV
are present, since colostrum is 1 of the direct means of transmission
(Gerrault, 1990). In ruminants, the placenta impedes the transfer of
immunoglobulin from the dam to the fetus. Consequently, the
consumption of colostrum by the progeny of these species holds a
fundamental role in the acquisition of immunity. Some studies found
lyophilized colostrum to be stable, easy to handle, and suitable for
passive immunization on calves {Husu et al., 1993; Klobasa et al.,
1998}. Dos Santos et al. (1994) found no relationship between colostral
IgG concentration and serum IgG concentrations in 1 day old kids.
Chen et al. (1999) observed significant differences in serum IgG
concentrations between kids fed with high and low protein
concentration colostrum {20g/dl and 10g/dl}. [n calves, IgG colostrum
concentration is more important than amount of colostrum feed. Stott
and Fellah (1983) observed that IgG serum was higher in calves fed with
I liter with 60 mg/mnl of IgG than in calf fed with 2 litters of colostrum

with 30 mg/mtl of IgG. The relation between IgG feed and IgG in calf was

linear according to Stott and Fellah {1983). In kids of the Majorera
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breed the quantity of IgG consumed presented a high positive
correlation with IgG blood concentrations. particularly in the first 72
hours of the animal's life, but this correlation diminished significantly

at 84 hours {Argiello et al., accepted).

The objectives of present article were to determine the effect of
lyophilized colostrum feed, the effect of total IgG feed by kids and the
effect of number of lyophilized colostrum feeds on it IgG blood serum

during colostrum feed period.

MATERIAL AND METHODS

Three different experiments were designed. A colostrum pool was
made from fresh goat colostrum (16.84 mg [gG/ml colostrum), 4 liters of
pool were frozen (-20°C) and 30 liters were lyophilized, producing a
colostrum powder with an IgG concentration of 61.041 mg IgG/g. This
pool was used to feed the kids in the 3 experiments. Lyophilized
colostrum pastes were prepared mixing lyophilized colostrum powder
plus sterilized hot water {40°C). The management of the kids before
commencing experiments was the same. Immediately after birth they
were separated from their mothers and then dried, their umbilical cords
were disinfected, they were weighed and identified and randomly
distributed in groups. Frozen colostrum or lyophilized colostrum paste
feeds were at 2, 14, 26 and 38 hours post partum depending

experiments.
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In the first experiment, the effect of lyophilized colostrum vs frozen
colostrum feed on IgG kid serum was evaluated. 40 Majorera kids (20
males and 20 fermales) were randomly assigned into 2 groups. The control
group (CG) and the lyophilized group (LG) were fed with frozen colostrum
and lyophilized colostrum paste twice per day for 2 days; Each feed in
both groups represented 842 mg of I[gG according management
proposed by Argliello et al. (2004a}. Total IgG received by CG and LG
kids was 3368 mg of IgG per kg of BW, Each CG kid received 50 ml of
thawed colostrum per kg of BW per feed. The frozen colostrum was
defrosted at room temperature and after that was warmed to 40°C
(intermal temperature) in microwave ovens (rotary microwave) according
Argiiello et al., (2003). The IgG concentration on lyophilized colostrum
paste was 22.88 mg IgG/mg. Each LG kid received 36.80 g of

lvophilized colostrum paste per kg of BW per feed.

In the second experiment, the effect of total IgG received per kg of
BW on IgG kid serum was evaluated. 60 Majorera kids (30 males and 30
females) were randomly assigned into 3 groups. All groups were fed with
lyophilized colostrum paste twice per day for 2 days. First group (H-IgG)
were fed using a lyophilized colostrum paste with an IgG concentration
of 22.88 mg IgG/mg. Each H-IgG kid received 36.80 g of lyophilized
colostrum paste per kg of BW per feed, representing 842 mg of IgG per
feed. Total IgG received by H-IgG kids was 3368 mg per kg of BW,
Medium IgG group (M-IgG) was fed using lyophilized colostrum paste with

an IgG concentration of 11.44 mg IgG/mg. Each M-IgG kid received
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36.80 g of lyophilized colostrum paste per kg of BW per feed,.
representing 421 mg of 1gG per feed per kg of BW. Total IgG received by
M-IgG kids was 1684 mg per kg of BW. Low IgG group (L-IgG) was fed
using lyophilized colostrum paste twice with an [gG concentration of 5.72
mg 1gG/mg. Each L-IgG kid received 36.80 g of lyophilized colostrum
paste per kg of BW per feed, representing 210.5 mg of [gG per feed per

kg of BW. Total 1gG received by L-IgG kids was 842 mg per kg of BW.

In the third experiment, the effect of number of feeds per day on
IgG kid serum was evaluated at 2 levels of IgG per kg of BW. 80 Majorera
kids (40 males and 40 females) were randomly assigned into 4 groups.
The first group (high IgG level) received lyophilized colostrum paste twice
per day during 1 day: this group was assigned like HL-1D (high level, 1
day). The IgG concentration on lyophilized colostrum paste was 22.88
mg IgG/mg. Each HL-1D kid received 36.80 g of lyophilized colostrum
paste per kg of BW per feed, representing 842 mg of IgG per feed per kg
of BW. Total IgG received by HL-1D kids was 1684 mg per kg of BW.
The second group (high IgG level} received lyophilized colostrum paste
twice per day during 2 days: this group was assigned like HL-2D (high
level, 2 days). The IgG concentration on lyophilized colostrum paste was
11.44 mg IgG/mg. Each HL-2D Kkid received 36.80 g of lyophilized
colostrum paste per kg of BW per feed. representing 421 mg of IgG per
feed per kg of BW. Total igG received by HL-2D kids was 1684 mg per
kg of BW. The third group (low IgG level) received lyophilized colostrum

paste twice per day during 1 days: this group was assigned like LL-1D
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{low level, 1 day). The IgG concentration on lyophilized colostrum paste
was 11.44 mg IgG/mg. Each LL-1D kid received 36.80 g of lyophilized
colostrum paste per kg of BW per feed, representing 421 mg of IgG per
feed. Total IgG received by LL-1D kids was 842 mg per kg of BW. The
fourth group (low IgG level) received lyophilized colostrum paste twice per
day during 2 days: this group was assigned like LL-2D (fow level, 2 days).
The IgG concentration on lyophilized colostrum paste was 5.72 mg
IgG/mg. Each LL-2D kid received 36.80 g of lyophilized colostrum paste
per kg of BW per feed, representing 210.5 mg of IgG per feed per kg of

BW. Total I1gG received by LL-2D kids was 842 mg per kg of BW.

To determine the levels of IgG in the kids' blood, samples from the
jugular vein were taken every twelve hours from birth to 108 hours
postpartum (every 12 hours). The blood was centrifuged immediately and
the serum obtained was frozen at -20°C until its analysis. The I[gG
quantification was made using radial immunodifusion according to
Mancini et al. {1965). The standard curve was prepared according to

Catty and Raykundalia (1988) using a goat [gG solution (50 mg/ml).

From day 3 until 5 the kids were fed by milk replacer machine (Mini
Robot, Divasa Farmavic, $.A.) in accordance with Argiiello et al., (2004b).

Table 1 resumed the group managements.

The statistical analysis to evaluate the effects of lyophilized

colostrum feed on IgG blood serum kids was a general linear model
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procedure with repeat measures between CG and LG groups. The effect
of IgG feed by kids during colostrum feed period on its IgG blood serum
was evaluate using a general linear model procedure using H-IgG, M-
IgG and L-IgG groups and a post-hoc Tukey analysis was performed.
finally, the effect of the number of colostrum feeds was evaluated using
a general linear model procedure with repeat measures between HL-1D
and HL-2D groups at high IgG level and between LL-1D and LL-2D at
low IgG level. SPSS statistics package were used for all statistic

analysis.

RESULTS AND DISCUSSION

The kids studied in all experiments did not display any detectable
concentrations of 1gG in the blood at birth {Table 2, 3 and 4} in
accordance with Constant et al. (1994) and Argiello et al. (2004a). Table
2 shows the results of effect of feeding with lyophilized colostrum vs
frozen (experiment 1). According to table 1 the management and IgG
amount received by CG and LG kids were the same, but the blood
serum IgG concentration in both groups was statistically different
(P<0.009). At 12 and 108 hours after birth the [gG blood serum
concentration was closer between groups but at 36 hours post partum
LG kids had 85% more than CG kids (5.44 and 10.07 mg/ml on CG and
LG kids. respectively). On the contrary to the effect observed in table 2,
Klobasa et al. {1998) observed that immunoglobulins were absorbed
with equal efficiency from frozen and lyophilized colostrum in newborn

calves, The main difference between the two results was that according

wan realizada par ULPGGC, Bibickeca Unwershiatia, 2005

\ne auttres, DiEgitak

@ Del



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

to Klobasa et al. (1998} the lyophilized colostrum had the same IgG
concentration as the frozen colostrum, but in the present study the
lyophilized colostrum paste had an IgG concentration higher than
frozen colostrum (16.84 and 22.88 mg/ml of IgG on frozen and
lyophilized paste colostrum, respectively). This may be the reason for
the differences observed between experiments, and according to Muller
and Ellinger {1981) or Stott and Feltah (1983). who reported that when
compared on equal IgG mass, the amount of colostrum fed had less
influence on IgG absorption than the IgG concentration. Thus
colostrum, when correctly preserved by lyophilizing, can provide

protection against enteric and systemic infection in kids.

Table 3 shows the effect of total I1gG feed by kids on it IgG bilood
serum during colostrum feed period. 1gG blood serum in H-IgG kids was
statistically higher than M-IgG and L-1gG. No statistical differences were
found for IgG blood serum between M-IgG and L-IgG kids, although L-
[gG kids showed lower IgG blood serum at all sample times. High SEM
could impede to detect statistical differences between M-IgG and L-I1gG
kids. H-IgG kids showed the highest [gG blood serum concentrations,
according with results of Abel Francisco and Quigley III (1993} in calf or
Dos Santos et al. {1994) working with Brazilian kids. Abel Francisco
and Quigley III (1993) suggested that the relationship between serum
immunoglobulin concentration and immunoglobulin intake should be

curvilinear, but the results observed in table 4 suggest a linear
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relationship. Probably the IgG feed by kids was low and it is necessary

to do more experiments with higher 1gG mass.

Experiment 3 evaluated the effect of number of lyophilized
colostrum feeds on IgG blood serum in new born kids at 2 different IgG
levels. HL-1D presented statistically higher IgG blood serum
concentrations than HL-2D at all sample times tested (Table 3). The
lyophilized colostrum paste amount was the same in both group,
consequently the [gG concentration was higher in HL-1D group. Again,
when compared with equal IgG mass, the amount of colostrum fed had
less influence on IgG absorption than did IgG concentration (Muller and
Ellinger, 1981; Stott and Fellah, 1983}. No statistical differences were
found between LL-1D and LL-2D, but LL-2D kids presented lower [gG
blood serum concentration at all sample times. Similar results are
reported by Chen et al., (1999) in Nubian kids. SEM values were very
high and may impede to detecting statistical differences. High variability
in IgG blood serum values are reported previously in calves (Klobasa et
al., 1988). On the contrary to that observed in the present experiment,
Al-Jawad and Lees (1985) did not find statistical differences between
lambs that received artificial colostrum with high (139 mg/ml) or low
{38 mg/ml) IgG concentration. Some artificial colostrum did not permit
the immunoglobulin passive transfer {Arghello et al., 2003), that can
explain the results related by Al-Jawad and Lees {1985}. Using equal

IgG mass the results were better feeding colostrum in 1 day vs 2 days.
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IMPLICATIONS

Lyophilizing colostrum is a suitable means of creating a colostrum
bank with intact nutritional and immunological qualities. Lyophilized
colostrum powder is easy to transport, requires no special conditions
for prolonged storage, and could be used to provide immunoglobulins to
newborn kids. Using lyophilized colostrum pastes, which are more
concentrated than liquid colostrum, work hours can be reduced from 2
days to 1. It is certain that the use of colostrum with low IgG
concentrations reduces the IgG blood serum kid; consequently increase

the risk of death.
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Table 1. Group managements.

Experimentl Experiment 2 Experiment 3

CG LG H-lgG M-1gG L-IgG HL-1D HL-2D LL-1D LL-2D

Colostrum fed

2 2 2 2 2 1 2 1 2
time(days)

Feeds per day 2 2 2 2 2 2 2 2 2
Total feeds 4 4 4 4 4 2 4 2 4
1gG mg per

feed per kg of 842 842 842 421 210.5 842 421 421 210.5

BW
Total lgG

feedimg/kg 3368 3368 3368 1684 842 1684 1684 842 842

BW)

BW. Body weight.

CG. Control group.

LG. Lyophilized group.

HL-1D. High level of IgG in 1 day.
HL-2D. High level of [gG in 2 days.
LL-1D. Low level of IgG in 1 day.
LL-2D. Low level of IgG in 2 days.
H-I1gG. High level of IgG.

M-IgG. Medium level of IgG.

L-IgG. Low level of IgG
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2 Table 2. IgG blood serum in control group and lyophilized group
3 kids.
CG kids LG kids
Time LSM SEM P
0 0 0 0 0.009
12 7.52 8.82 0.83
24 5.11 9.72 1.25
36 5.44 10.07 1.09
48 4.87 7.87 0.65
60 6.09 8.85 0.95
72 5.93 8.24 0.63
84 4.32 7.30 0.66
96 5.38 7.06 0.59
108 5.46 5.79 0.59
4 CG. Control group.
5 LG. Lyophilized group.
6 LSM. Least square mean.
7 SEM. Standard error of mean.
8
9
10
11
12

13

in ralizada pot UUPSE. Bitlinteda Uniesosilacia, 2008

ok Butoses Digital

L Del



1

2 Table 3. IgG blood serum in high, medium and low IgG amount
3 groups.
H-IgG M-1gG L-1gG
Time LSM SEM P

0 0 0 0 0 0.001
12 9.02 4.03 1.55 0.36
24 9.53 4.69 3.26 0.36
36 10.28 5.63 4.54 0.51
48 8.85 4.42 3.65 0.34
60 8.43 3.99 2.81 0.27
72 8.14 3.63 2.39 0.23
84 7.50 3.24 2.02 0.27
96 7.23 3.26 2.34 0.27
108 6.79 3.42 2.26 0.24

4 H-1gG. High level of IgG.

5 M-IgG. Medium level of IgG.

6 L-1gG. Low level of IgG

7 LSM. Least square mean.

8 SEM. Standard error of mean.

9

10

11

12

13
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Table 4. IgG blood serum in high and low IgG concentration level

groups.
High [gG Low IgG
concentration conceniration
HL-1D HL-2D LL-1D LL-2D
Time LSM SEM P LSM SEM P
0 0 0 0 0.011 0 0 0 0.252
12 7.73 3.55 0.93 3.28 1.22 0.24
24 6.96 449 0.85 3.86 3.49 0.38
36 9.01 4.83 1.0l 3.68 3.29 0.62
48 9.43 4.43 1.21 3.37 3.17 0.36
60 8.32 4.27 1.06 3.43 2.70 0.22
72 5.93 3.84 041 3.30 2.49 0.20
84 5.92 3.30 052 3.39 2.13 0.33
96 5.82 3.45 0.49 3.62 2.74 0.34
108 6.02 3.52 0.53 3.53 2.06 0.28

HL-1D. High level of IgG in 1 day.
HL-2D. High level of IgG in 2 days.
LL-1D. Low level of [gG in 1 day.

LL-2D. Low level of IgG in 2 days.

LSM. Least square mean. SEM, Standard error of mean.
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Abstract

The aim of this paper was to evaluate the effects of refrigeration, several different methods of thawing, and pasteurization
on the concentration of IgG in goat colostrum. Three different experiments were designed to analyse these effects. In the first
of these, 50 samples of goat colostrum were stored in a cold-storage room at a temperature of 4 °C for a 3-month peniod. No
statistically significant effects were observed within this time, although there was a reduction in IgG concentrations (32.98
and 25.11 mg/m! IgG at day O and 91, respectively). In the second experiment, 20 samples of goat colostrum were frozen
and subsequently thawed using four different methods: hot water {60 °C), refrigeration (4 °C), room temperature (27 °C) and
microwave (55 °C). The process was carried out seven times for each of the four methods. The method of thawing did not
affect the colostrum IgG concentration. However, the repetition of freezing and thawing tended to reduce 1gG concentrations,
albeit to no significant degree (15.50 and 10.73 mg/ml [gG at cycle O and 7, respectively). In the third experiment, 30 goat
colostrum samples were used and a reduction of approximately 35% of 1gG concentration afier pasteurization was observed.

Refrigeration, freezing and pasteurization are suitabte methods for conserving goat colostrum.

© 2002 Elsevier Science B.V. All rights reserved.

Keywords: Colostrum; Goat, Refrigeration; Thawing; Pasteurization

1. lnl-:roduction

Artificial rearing has been 2 subject of research at
the Animal Production Section of the University of Las
Palmas since 1991. In order to minimize or even annul
the mother—kid link, which is established in the first
hour after birth (Ramirez et al., 1996), the kids must
be removed after parturition. This management facil-
itates the acceptance of artificial teats by the kid, thus
improving the adoption of artificial lactation. This also

* Corresponding author. Tel.: +34-928-451093;
fax: +34-928-451142.
E-mail address: aarguello@dpat.ulpge.es (A. Argiiello).

involves the kids being fed colostrum in an artificial
manner. The colostrum ¢an either be fresh (obtained
directly from the mother) or preserved (either refriger-
ated or frozen). The latter system is of particular inter-
est in areas where diseases such as CAEV are present,
since colostrum is one of the direct means of trans-
mission (Guerrault, 1990). Pasteurization can play a
vital role in preventing such transmission. Several au-
thors have confirmed this fact; Adams et al. (1983)
demonstrated the inactivation of encephalitis arthritis
virus in goats afier a 60 min pasteurization treatment
at 56 °C, while Moore et al. (1996} successfully in-
activated the BIV virus with a 30 min pasteurization
treatment at 47 °C, and Mevlan et al. (1996} observed

0921-4488/02/% - see front matter © 2002 Elsevier Science B.V. All rights reserved.

doi: {0.1016/50921-4488(0200277-8
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a reduction in levels of Mycobacterium paratubercu-
losis in bovine colostrum after pasteurization (62°C
for 30 min). In some Canadian goat farms colostmm
is heated to 57 °C for 10 min and then transferred to a
preheated (with boiling water) thermos bottle for 1h
more (Kafidi, 2000; personal communication). The ef-
fects of pasteurization on IgG in colostrum have been
analyzed by Meylan et al. (1996) and Tyler et al.
(2000), using cattle. Here a significant reduction in
1gG levels in pasteurized colostrum was observed, and
this has a corresponding effect on the transfer of pas-
sive immunity to the calves (Lakritz et al., 2000).
In contrast to these findings, Steinbach et al. (1981)
did not observe differences in IgG concentration in
colostrum after pasteurization at 53 °C for 30 min,

With respect to colostrum preservation methods, the
most commonly cited forms are freezing {Voigtlander,
1981; Skrivanova et al., 1984; Morand-Fehr, 1989:
Holloway et al., 2001), refrigeration (Valenta, 1982),
lyophilizing (Klobasa et al.,, 1998), the addition of
acidifying substances (Muller and Syhre, 1975) or sub-
stances with a buffering capacity (Jenny et al., 1984).
Chemical preservation methods are recommended for
storage at room temperature in cases where freezing
facilities are not available {Foley and Otterby, 1978).

The objective of this research was to determine the
IgG concentration of colostrum refrigerated over a
tong period of time, and to evaluate the effects of dif-
ferent methods of thawing and pasteurizing techniques
on IgG concentration in goat colostrum.

2. Material and methods

Three different experiments were conducted. In the
first, the effect of colostrum refrigeration time on IgG
concentration was evaluated. Fifty samples belonging
to Canary Caprine Group (CCG) were taken from two
different herds. These samples were taken within 24 h
of kidding and frozen at —20°C in hermetically sealed
500 cc containers.

In the second experiment, the effect of the thawing
method on IgG concentration was evaluated. Twenty
samples of CCG colostrum were taken from two dif-
ferent herds. The samples were obtained after birth,
and IgG levels were immediately measured. Each sam-
ple was divided into four aliquots and then frozen
in 50cc containers at —20°C, Subsequently, each of

the aliquots was thawed using a different method: in
hot water (60°C) until thawed, at room temperature
(27°C) until thawed, in a cold-storage room (4°C)
until thawed, and by microwave (55 °C final temper-
ature) and the IgG concentration after thawing was
measured. The freezing-thawing cycle was repeated
seven times.

The third experiment used 30 samples of CCG
colostrum taken from two herds. The samples were
obtained after birth, and IgG concentration levels were
immediately measured. Each sample was then divided
into two aliquots and subsequently pasteurized using
two different methods. The first of these consisted
of pasteurization at 56°C for 60min while in the
second case the sample was pasteurized at 37°C for
10 min and then transferred directly to thermos bottle
which had been preheated with boiling water, where
it remained for a 1 h period. The CFU was performed
according to Beerens and Luquet (1987),

The IgG quantification was made according to
Mancini et al. (1965) with some modifications.
Briefly, the agar was prepared by adding 11 of glycine
buffer pH 7 (7.5g glycine, 100ml EDTA 04 M, in
distilled water, and adjusting the volume to 11) to
20 g of agar. This suspension was placed in a boiling
water-bath and stirred until all the agar had dissolved,
after which it was cooled to 60°C. The antiserum
(previously made by rabbit immunization with goat
IgG) or a suitable dilution of it made in glycine buffer
was heated to 55 °C, after which both solutions were
mixed thoroughly, avoiding bubbling, with the aid of
a pipette preheated to 60°C in the water-bath. The
antiserum—agar mixture was immediately poured into
the petri dish with a final agar thickness of 0.3cm.
The petri dish was sealed and stored at 4 °C until use,
Circular wells were punched in the gel, using a 3 mm
bore needle. The small cylinders of gel cut out by the
needle were removed by suction. Each of the wells
received 10 pl of antigen solution (standard curve) or
blood servm. In each petri dish three wells received
antigen solution for the preparation of the standard
curve, which was prepared according to the method
used by Catty and Raykundalia (1988).

With reference to statistical analysis, in experiment
1, a one-way analysis was used to test the effect of
time on IgG colostrum concentration, in experiment
2, a GLM procedure was used, including number of
cycle and thawing methods as fixed effects, and in
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esperiment 3, a one-way analysis was used to test the
effect of pasteurization on IgG colostritm concentra-
tion and differences between means were tested by
the Tukey t-test. All analysis were performed using
the SPSS (v. 10.0) statistics program.

3. Results and discussion

Table 1 shows the evolution of IgG concentra-
tion in colostrum kept in refrigeration at 4°C over a
91-day period. No significant statistical variation was
observed (P = 0.57%) in this concentration during
refrigeration time, although it did tend to diminish at
the end of the experiment (24%). The main reduction
occurred during the first month of the test (17%), pos-
sibly because it was during this period that the naturai
fermentation process of the colostrum took place. It

Table 1
TeG {mean + standard deviation) goat colostrum concentration
during vefrigeration time

can be stated that refrigeration has a clear preserva-
tion effect on IgG concentration in goat colostrum,
as was claimed by Valenta (1982) in his work with
bovine colostrum when he observed only slight vari-
ations of IgG celostrum concentration when this was
refrigerated at —2 to +2°C over a 14-day period. In
contrast, Mbuthia et al. (1997) observed a significant
reduction in IgG concentration in colostrum stored
at 28°C. In conclusion, after 3 months of preserva-
tion at refrigeration temperatures of 4°C, IgG levels
diminish by 25%, but the colostrum is still usable
for new-born kids, although where possible it would
be desirable to store colostrum for no longer than a
month after collection,

The freezing of colostrum is a well-known method
of preservation. Morand-Fehr (1989) stated that im-
munoglobulins present in goat colostrum remain intact
for 2 years, while Bilbao et al. (2001) ascertained that
the maximum freezing time for bovine colostrum is 15
years. In Table 2, the evolution of IgG concentrations
in colostrum throughout the freezing-thawing cycles
with different thawing methods can be observed. There
is no statistical interaction between the two effects (cy-
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Days 16 (mg/mi) P cle and thawing method), since the thawing method
0 3298 £ 14.39 0.579 used shows no variation with respect to IgG concentra-
3 31.08 & 14.01 tion, although the number of times the colostrum was

]1 gg;g i ii‘]‘g subsequently refrozen and thawed does have a reduc-

21 2875 + 12.67 ing effect on IgG concentration. In this experiment,

28 2770 £ 1025 the levels of reduction after seven cycles were 27, 33,

35 2736 £ 1041 34, and 30% (thawing in hot water, refrigeration, room

42 26.13 + 14.32 temperature and microwave, respectively). The thaw-

g? ;gﬁ i ;032? ing method used has been shown to have no statistical

effect on IgG levels, which leaves each farm free to

Table 2

IgG (mean + standard deviation) goat colostrum concentration through freszing-thawing cycles

Cycle Thawing method Effects*

HW CR RT MW Cycle Method

0 15.50 & 8.36 15.50 + 8.36 15.50 £ 8.36 15.50 + 8.36 0.069 0.959
1 15.25 £ .77 15.05 £ 4.34 1434 £ 539 1439 X 284

2 1440 + 8.54 14.96 + 10.01 14.16 £ 6.00 14.38 4 5.09

3 13.65 £ 5.30 14,29 £ 8.67 14.11 £ 6.35 14.38 £ 3.61

4 12.96 + 2.98 12.82 £ 3.60 13.04 £ 514 1437 £ 748

5 1228 + 3.89 10,92 + 4.37 1261 £ 7.12 12.45 £ 6.33

6 11.84 £ 7.69 10.70 + 282 10.9% + 1.84 11.84 & 4.18

7 11.38 £ 2.85 10.40 + 2.89 10,23 + 0.93 1091 & 5.69

HW: hot water (60°C); CR: cold-storage room (4 "C); RT: room tetnperature (27 °C); MW: microwave (55°C final temperature).
* P-value,
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Table 3
IgG goat colostrum ¢oncentration before and after pastenrization
Before 56°C, 60min  57°C, 10min

+ thermos
bottle &0 min

IgG 3350 £ 10917 21,19 £ 570° 2087 & 7.240

(mg/ml}
CFU 39,300 & 54,340° 100 & 316° PR

Means in the same row with different letters are significantly
different (P < 0.05). CFU: colony forming unit.

choose the thawing method which most suits jt. The
reduction of I2G levels after several freezing-thawing
cycles is probably due to the effect of temperature
changes, though on no occasion did the temperature
exceed 60°C, the temperature at which globulins be-
gin to break up, as has been demonstrated by Anema
(2000). Similar results have been obtained by Jones
et al. (1987} vsing cattle colostrum, observing that
casein, 1gG and IgM concentrations were not signifi-
cantly affected by microwave thawing in reference to
colostrum thawed for 25 min in water at 45 °C,

With respect to the pasteurization of colostrum,
Table 3 shows how this has a negative effect on 1gG
concentration, reducing it in the first case by 36.92%
and by 37.84% in the second. The CFU was strongly
reduced by both pasteurization processes. Major sig-
nificant differences between the IgG concentration in
colostrum prior to and after pasteurization treatments
was observed, while no statistically significant dif-
ferences are observable between the two treatments
carried out, The reduction observed in the colostrum
IgG concentration after pasteurization is greater than
that observed in the results of the research carried
out on bovine colostrum by Meylan et al. (1996). In
complete contrast to this is the work carried out by
Steinbach et al. (1981) in which no reduction in IgG
concentration was observed after the pasteurization
process. This apparent discrepancy could be due to
the decreased exposure time to pasteurization of the
colostrum used in the analysis (30 min) in comparison
with our study.

In conclusion, refrigeration is a good method of igG
preservation for goat colostrum for the first 3 months,
and the methods of thawing used have less effect on
IgG concentration than the number of times which
colostrum is thawed and refrozen. Pasteurization has
a negative effect on IgG concentration, although the

effect of the latter on the transfer of passive immunity
needs to be evaluated. The recommendations of this
paper are to freeze in small quantities and to refrigerate
left over thawed colostrum.
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Summary

Effect of CLA dietary inclusion on colostrum quality and passive
immunity transfer were evaluated. Experiment 1- 20 goats were allotted
in two groups, CLA group received 20g/Kg of dry matter of CLA 60 and
control group received O g/Kg of CLA 60, from the third month of
gestation until partum. Blood samples were taken from 1 day before
CLA inclusion to partum every fortnight. From partum until 96 hours,
blood and colostrum samples were taken every 24 hours. Before partum
IgG serum blood levels were 15.56 and 9.42 mg/ml {CLA and control
respectively), the time effects was statistically significant. After partum
(96 hours) the effect of CLA dietary inclusion was statistically

significant. Experiment 2- 30 male new born kids were allotted in two
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2
groups, control group were fed with frozen goat colostrum and CLA
group received CLA, 20g/1 of colostrum of CLA 60. Blood samples were
taken from birth to 120 hours postpartum every 12 hours. No statistical

effect of CLA colostrum inclusion was found.

Keywords: Conjugated Linoleic acid, goat, IgG.

Introduction

Conjugated linoleic acid (CLA) is a group of positional and
geometrical isomers derived from linoleic acid that have conjugated
double-bond systems. The ¢-9 t-11 isomer was thought to be the
biologically active form. In recent years, CLA has gained a great deal of
attention due to its purported protective properties against cancer and
heart disease and evidence suggests that CLA can also regulate immune
functions (Ha et al. 1987; Sugano et al. 1998}. The effect of CLA on the
immune system has not been well investigated but it is a natural
product that enhances immune function while decreasing the negative
effects of inflammatory responses (Bassaganya et al. 2001). There is no
information about the effect of dietary CLA in dairy goat
Immunoglobulin G (IgG) colostrum and passive immune transfer in goat
kids. The first objective of this study was to value the effect of the
inclusion of CLA in the diet on IgG concentration in colostrum and
blood serum of Majorera goats from the third month of gestation until

96 hours postpartum. The second objective was to evaluate the effect of
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the inclusion of CLA in the diet on IgG concentration in blood of new-

born goat kids.

Material and Methods

Objective 1. Twenty pregnant goats of Majorera breed were used
in this study. These animals were divided into two groups based on diet.
For this research, a commercial CLA preparation (CLA-60, Grunau
Gmbh, Illertissen, 89257, Germany) containing 60% CLA i1somers was
included at 20 g/Kg of dry matter to provide 12 g/Kg CLA in the diet for
the CLA group (n=10), this CLA was added to diet from the third month
of gestation until the parturition. The control group received a control
diet (O g/Kg CLA). The animals were fed according to INRA (Jarrige,
1990) with corn, soy 66, dehydrated Lucerne, dehydrated beetroot,
wheat straw and a vitamin-mineral corrector. A blood sample was taken
from each animal before the inclusion of CLA in the diet and from that
moment onwards, three samples were collected every fortnight until the
moment of partum. From partum until 96 hours, five blood and

colostrum samples were taken every 24 hours.

Objective 2. Thirty male new born kids of Majorera breed were
used. Immediately after birth they were separated from their mothers
and then dried, their umbilical cords were disinfected, they were
weighed and identified and randomly distributed in two groups. The
kids were fed with frozen goat colostrum the first being fed within the

first hour of life. The colostrum given {8.95% Gross protein, 8.66% Fat,
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3.91% Lactose, 30.69 mg/ml IgG) was pooled from fresh goat colostrum
and frozen (-20°C) until use. The frozen colostrum was defrosted at
room temperature and after that was warmed to 40°C ({internal
temperature) in microwave ovens (rotary microwave). For this research,
a commercial CLA preparation (CLA-60, Grunau Gmbh, lllertissen,
89257, Germany) containing 60% CLA isomers was included at 20 g/l
of colostrum to provide 12 g/l CLA in the diet for the CLA group (n=15).
This CLA was added to colostrum from birth until the day two of life.
The control group received a control diet (O g/l CLA}. The CLA and
control groups were fed colostrum from birth, twice per day, for two
days, each kid recetving 5% of body weight per feed according Arguello
et al. (2004). Subsequently, milk replacer was fed in accordance with
Argliello (2003). To determine the levels of IgG in the kids' blood,
samples from the jugular vein were taken every twelve hours from birth

to 120 hours postpartum.

Blood from the goat and the kids was centrifuged immediately
and the serum obtained was frozen at —20°C until its analysis. The IgG
quantification was made according to Mancini et al. (1965}). The
standard curve was prepared according to Catty and Raykundalia
(1988) using a goat IgG solution (30 mg/ml, Sigma-Aldrich, St Louis,
Missour:t 63178, USA). The colostrum samples were divided into two
aliquots and stored at —20°C until analysis of the IgG. The effect of CLA
dietary treatment and time was analyzed using the GLM procedure

repeated measures analysis (SPSS V. 8.0 software).
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Results and Discussion

Table 1 shows the evolution of goat serum IgG concentration from
third month of gestation until fifteen days before partum. The time
evolution effect is statistically significant on IgG blood serum content
which is in accordance with the findings of Ha et al. (1986) who found
that colostrum IgG is selectively transported from blood serum to lacteal
fluid before partum. However, no significant statistical variation was
observed due to dietary inclusion of CLA, although a trend can be
observed. Table 1 shows that the reduction in the IgG concentration is
marked in the animals that received the control diet, although the
animals that received CLA show superior values of [gG thirty days
before partum and then continued increase. The differences between
the control group and the CLA group where also more marked fifteen
days before partum. Blood serum IgG decreased in the CLA group by
6.26% and in the control group by 38.67% during prepartum period.
Sugano et al. (1999) working with rats, found that feeding CLA
significantly raised the levels of immunoglobulins in serum, which is in
agreement with the results shown in Table 1. The CLA dietary effect
could have been stronger if the experiment had lasted for a longer time,
because the effect of CLA on the modulation of the immune function is
not immediate. The effects of an experiment which lasted for a longer
time has already been described by Bassaganya et al. (2001) in a study
made on the immune competence in nursery pigs. [t would also be
necessary to take into consideration the fact that this study was made

with adult goats and the CLA cannot have as much influence on the
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immune system if it is completely developed, which would agree with
that observed by Corino et al. (2002) who studied the effect of the CLA
on the immune system of weaned pigs and who concluded that this
fatty acid enhances the immune response in young animals that have
not vet developed a specific immune response repertoire. Analogous
results found by Hayek et al. (1999} in mice show that the effects of CLA

were less 1n old mice than in young ones.

Table 2 shows the 1gG serum blood evolution from partum until
96 hours postpartum. No significant statistical time effect was observed
on IgG blood serum. A high variability in results and a stable evolution
of 1gG blood serum in the control diet could be the reason for not
finding a time effect. CLA dietary effect was statistically significant on
IgG blood serum postpartum so the animals that received CLA
recovered their immune function faster than the control group with
values of 10.04 vs 9.53 mg/ml after birth te 15.49 vs 10.56 mg/ml at
96 hours postpartum (CLA and control respectively). After partum, Igd
selective transfer from blood to colostrum finished, and IgG blood rose
to non-pregnant values. This recovery could be faster in the CLA group
than in the control animals because the CLA has had enough time to
activate lymphocytes and there is also the possibility that a high CLA

concentration is released from adipose tissue after partum.

With reference to the colostrum IgG concentration, Table 3 shows
that time has a significant statistical effect on this, a overall descending

evolution having been observed in the 48 hours postpartum. This fact
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has been described previously by Arglello (2003) in goats of the
Majorera breed. However the IgG concentration is not affected by the
treatment (CLA dietary inclusion also), similar results have been found
in both animal groups (CLA and control). Saturation in the selective
transport of IgG from blood to colostrum may be the reason for these
results. More experiments are necessary in order to clanfy this

question.

Table 4 shows the effect of CLA on passive immune transfer in
kids. No statistical effect of CLA colostrum inclusion has been found. No
experiments regarding the effect of CLA colostrum addition in new born
passive immune transfer have been done either in goats or other
species. Yamasaki et al. (2000) reported that rats receiving dietary CLA
showed an increase in immunoglobulin productivity due to lymphocytes
activity, but endogenous IgG production started after fifteen days of life
in goat kids (Arglello et al. 2004). This could be the reason for not

discovering differences between CLA and control Kids.
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Table 1. IgG goat blood concentration before the birth.

Time [gG blood (mg/ml) Effects (P<)
Control CLA Time Treatment
3m 15.36£5.55 16.6012.25 0.021 0.062

3.5m 13.22+3.81 11.8534.85

4 m 11.32+44.37 15.26129.44

4.5m 9.42+1.73 15.56+6.08

m: month of gestation.
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Table 2. 1gG goat serum blood concentration postpartum.

Time IgG blood (mg/ml) Effects (P<)
Control CLA Time Treatment

0O h 9.5312.42 10.04+2.89 0.430 0.014

24 h 9.53+3.04 13.31+4.34

48 h  10.99+5.41 13.15+6.22

72h 10.81%2.48 12.48%2.20

96h 10.56£3.67 15.49£8.25

h : hours postpartum.

Table 3. IgG colostrum concentration from birth to 96 hours

postpartum.
Time IgG colostrum (mg/ml) Effects (P<)
Control CLA Time Treatment

Oh 32.44+8.98 33.41+20.22 0.000 0.344
24 h  19.26+9.02 23.73+16.20

48 h 7.88+£4.87 11.3146.94

72 h 3.941£3.83 4.88+4.44

96 h 1.50t1.45 2.21+1.91

h : hours postpartum.

ifin realizada por ULPEC. Biblioteta Unwtraitaria, 2006

. % autarea Digitali

5 0el


10.8U2.48

S b b

Table 4. I2G kid blood concentration from birth to 120 hours

postpartum.

Time IgG blood (mg/ml) Effects (P<)
Control CLA Time Treatment

0Oh 0 0 0.000 0.778
12 h 6.22+2.65 6.39+3.56

24 h 8.69+2.93 1065+6.88

36 h 9.67+x2.85 10.89+5.130

48h 11.31#4.15 11.65+4.68

60h  10.44£2.23 10.54+3.01

72h  10.28£3.87 9.36%2.73

84 h 9.04+1.50 9.99+2.64

96 h 9.49+42.40 9.2644 .61

108 h 8.9811.64 8.95+2.39

120h  8.89+1.44 8.08+1.40

h: hours postpartum.

11
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ABSTRACT

New born kids. 40 males, were allotted in two groups for evaluating the eftects of
dietary CLA on nitric oxide (NO) and L-Citrulline levels in serum. The control group
received no supplement CLA-60 and treatment groups received 20g/kg DM of CLA-60 from
birth to one month of age. Kids were fed colostrum for two days and milk replacer from day 3
to 29. Blood samples (n=40) were taken at 1, 8, 15, 22 and 29 days of age. NO metabolite
(nitrite + nitrate) values in serum ranged from 21.93 to 26.15 and 34.90 to 40.59 pmol in 0
and 20 g/kg DM CLA-60 Kids respectively. being statistically higher in 20 g/kg CLA-60 kids.
L-Citrulline values ranged from 0.30 to 0.40 and 15.54 to 19.81 umol in 0 and 20 g/kg DM

CLA-60 kids respectively, being statistically higher in 20 g/kg CLA-60 kids.

Key word: Goat Kid. Conjugated Linoleic Acid, Nitric Oxide, L-Citrulline.

[ntroduction

When artificially rearing goats it is not recommended to feed the colosteum directly
from the mother because the rapid maternal-filial bond (Ramirez et al.. 1996) will make their
subsequent adjustment to the artificial teats more difficult, causing a delay in their growth
(Argiiello, 2000). The latter system is of particular interest in areas where diseases such as
caprine arthritis encephalitis virus are present. since colostrum is one of the direct means of
transmission (Guerrault, 1990). Conjugated linoleic acid (CLA) is a mixture of positional
(9.11; 10,12; or 11,13) and geometric (cis or trans) isomers of conjugated octadecadienoic
(18:2 n.6) acid with broad biological activities. CLA is anticarcinogenic (Ha et al., 1990;

Pariza, 1991: Ip and Scimeca, 1997), antidiabetic (Houseknecht et al.. [998), antiatherogenic
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{Nicolosi et al., 1993; Lee et al., 1994), and immunomodulatory (Sugano et al.. 1998
Bassaganya-Riera et al., 1999; Hayek et al.. 1999). In the European Union, the use of
antimicrobials at subtherapeutical levels has been banned. In the United States, dietary
immunomodulation by using orafly active natural products might become a strategy adopted
by producers as a means of maintaining current productivity levels after withdrawal of

antibiotics at growth-promoting levels trom livestock dietary formulations.

Nitric oxide (NO) is an inorganic, short-lived (a few seconds) free radical gas that, due
1o its high solubility, freely diffuses through biological membranes. It ts synthesized from L-
arginine via an oxygen and NADPH dependent reaction that vields NO and L-citrulline (Bush
et al., 1992). Nitric oxide synthesis depends on the action of a NO synthase (NOS). an
enzyme that exists in three isoforms that have been classified depending on tissue of origin as
well as on functional properties. Two of them (neuronal. nNOS and endothefial, eNOS) are
constitutive and seem to be responsible for the continuous basal release of NO: the third one
is inducible (iINOS} and is expressed in response to inflammatory cytokines and
lipopolysaccharides (Morris and Billiar, 1994), The three isoforms have been found in a
variety of cell types, including neurons, gastric and bronchial epitheiium, skeletal muscle.
macrophages. cardiomyocytes, hepatocytes, and chondrocytes. The production of NO s
theretore almost ubiquitous. Nitric oxide is involved in a wide range of functions: It
determines vasodifation, inhibits platelet aggregation and neutrophil adhesion to endothelial
cells. reduces smooth-muscle cell proliferation and migration, controls apoptosis, sustains
endothelial cell barrier function (Rosselli et al., 1998), is a neurotransmitter and acts as an
antimicrobial. The abjective of the present work was to evaluate the effect of CLA addition in

milk replacer on nitric oxide synthesis in suckling goat kids.
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Material and Methods

Forty male new born kids of Majorera breed were immediately separated from their
mothers after birth and then dried, their vmbilical cords disinfected. they were weighed and
identified and randomly distributed in two groups. For this research, a commercial CLA
preparation (CLA-60. Grunau Gmbh, [llertissen, 89257, Germany) containing 60% CLA
isomers was included at 20 g/kg DM of colostrum to provide 12 g/kg DM CLA in the diet for
the CLA group (n=20). This CLA was added to colostrum or milk replacer from birth until
one month of age. The control group received a control diet (0 g/l CLA). The kids were fed
with frozen goat colostrum, the first being fed within the first hour of life. The colosttum
given (8.95% Gross protein, 8.66% Fat. 3.91% Lactose, 30.69 mg/ml [gG) was pooled from
fresh goat colostrum and frozen (-20°C) until use. The frozen colostrum was defrosted at
room temperature and after that was warmed to 40°C in microwave gvens (rotary microwave).
The CLA and control groups were fed colostrum from birth, twice per day. for two days, each
kid receiving 3% of body weight per feed according to Argiiello (2000). Subsequently, milk
replacer (Bacilactol Cabritos, Saprogal, La Coruna. Spain) was fed in accordance with
Argiiello et al. (2004). To determine the levels of NO and L-Citrulline in the kid's blood.
samples from the jugular vein were taken at 1. 8, 15, 22 and 29 days of life. Blood from kids
was centrifuged immediately and the serum obtained was frozen at —20°C until analyzed.
Total NO metabolites (nitrite + nitrate} in serum were determined by using the nitrate
reductase method essentially as described Schmidt et al. (1989). The L-Citrulline by-product
of NO biosynthesis was determined by a standard colorimetric assay (Boyle and Rahmatultah,
1980). The effect of CLA dietary treatment on serum NO and L-Citrulline was analyzed using

the GLM procedure repeated measures analysis (SPSS V. 1.0 sottware).
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Results and Discussion

NO and L-Citrulline values in control and 20 CLA-60 g/kg DM kid’s serum are shown
in Table 1. NO metabolite values in serum ranged from 21.93 to 26.[5 and 34.90 to 40.59
pmol in 0 and 20 g/kg DM CLA-60 kids respectively. being statistically higher in 20 g/kg
CLA-60 kids. L-Citruiline values ranged trom 0.30 to (.40 and 15.54 to 19.81 pumol in 0 and
20 g/kg DM CLA-60 kids respectively. being statistically higher in 20 g/kg CLA-60 Kids.
Using all samples, NO metabolites increased 14.96 punol and L-Citrulline 16.25 umol, being
practically equimolar according to Acosta et al. (2004) and Acosta et al. (in press). No
references about the effect of CLA on NO production in vive are reported. Bassayange-Riera
et al. (2001) observed that dietary conjugated tinoleic acid expands peripheral porcine CD8"
lymphocyte subsets and enhances lymphocyte proliferation in both clean and dirty
environments. Thus, CLA was a nutraceutical that enhances cellular immunity. In vitro
studies. Yu et al. (2002) reported that CLA acted as an anti-inflammatory agent. observing
that CLA decreased the IFNy-dependent expression of inducible NOS (iNOS}) and iNOS
promoter activity in a concentration-dependent manner. The functional consequence of
inhibited expression of INOS by CLA was strengthened by the finding of decreased NO
production in response to [FNy. In the present study, the higher NO and L-Citrulline level in
the serum of kids receiving 20 g/kg DM dietary CLA-60 inay not be produced by iNOS but
could be produced by nNOS or eNOS. More experiments are needed to discover the origin

and functions of increased production of NO.
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Table 1. Nitric oxide and L-Citrulline levels on blood serum kids.

Dietary CLA-60"

0 g/kg DM 20 g/kg DM

Item LSM- SE’ r
Nitric oxide (umol) 0.001
..\ day 2193 40.32 0.79

... day 24.04 40.59 1.02

.15 day 25.04 40.30 0.85

...22 day 26.15 34.90 1.04

.-..29 day 23.38 39.22 0.87

L- Citrulline (pumol) 0.001
... day 0.30 19.81 0.51

....8 day 0.35 15.71 0.40

.15 day 0.40 15.54 0.46

....22 day 0.31 15.91 0.36
....29 day 0.32 15.97 0.51

1 B B .
Congugated linoleic acid.

;
“Least square mean
Standar error

1
P values

10
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