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ARTICULO ORIGINAL/ORIGINAL ARTICLE

Concentracion de inmunoglobulina G en calostro bovino en

cruces Bos taurus x Bos indicus en los primeros tres dias pos parto

Immunoglobulin G concentration in bovine colostrum of Bos taurus x
Bos indicus crosses during the first three days postpartum

Concentracao de imunoglobulina G no colostro bovino em cruza Bos
taurus x Bos indicus nos trés primeiros dias apos o nascimento.
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Resumen

El objetivo fue correlacionar la concentracién de inmunoglobulina G (IgG) con la proteina, los minerales y el color en 69
calostros de bovinos de cruces Bos taurus x Bos indicus de un predio del sistema de produccién doble propdsito del piede-
monte llanero en los primeros tres dias posparto. La concentracion de IgG en calostro presenté una correlacion negativa
con los dias posparto, y una correlacion positiva con el contenido de proteina, lactosa y sélidos en calostro entero. La
correlacion entre el color del calostro entero y la concentracion de IgG fue positiva para el valor b* (r=0.182, p=0.024),
localizado entre el rango de azules y amarillos. La concentracion mediana de IgG para el dia uno fue 51,601 mg/ml, para
el dia dos de 23,319 mg/ml y para el dia tres de 36,534 mg/ml. Las concentraciones de IgG fueron significativamente
superiores el dia 1 posparto e inversamente correlacionada con los dias posparto (p < 0,05), el nimero del parto no se
encontré asociados a la concentracion de 1gG (p > 0,05). La poblacién bovina evaluada produce calostro de buena calidad
que puede aprovecharse para la transferencia de inmunidad pasiva creando bancos de calostro.

Palabras clave: IgG, ELISA, parto, color. (AIMS, FAO)

Abstract

This study was aimed to correlate the immunoglobulin G (I1gG) concentration with protein, minerals and color in 69 bo-
vine colostrums from Bos taurus x Bos indicus crosses from a dual-purpose production system farm on Colombia in the
piedemonte llanero during the first three days postpartum. IgG concentration in colostrum had a negative correlation with
days postpartum whereas a positive correlation was found with protein, lactose and solid content in whole colostrum.
The correlation between whole colostrum color and 1gG concentration was positive for the b* value (r=0.182, p=0.024),
located it in the range of blues and yellows. Mean 1gG concentration for day one was 51,601 mg/ml, 23,319 mg/ml for
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day two and 36,534 mg/ml for day three. IgG concentrations were significantly higher on day 1 postpartum and inversely
correlated with days postpartum (p<0.05). The number of calvings was not associated with 1gG concentration (p>0.05).
The bovine population evaluated produced good quality colostrum which can be used for transfer of passive immunity by
using colostrum banks.

Keywords: Immunoglobulin, ELISA, parturition, colour (AIMS, FAO)

Resumo

O objetivo foi correlacionar a concentracao de imunoglobulina G (IgG) com proteina, minerais e cor em 69 amostras
de colostro de bovinos da cruza Bos taurus x Bos indicus de um sistema de producdo de dupla aptiddo do Piedemonte
llanero nos primeiros trés dias pos-parto. A concentracao de IgG no colostro apresentou correlacao negativa com os dias
pés-parto, e uma correlacao positiva com o teor de proteina, lactose e sélidos no colostro total. A correlacao entre a cor
de colostro todo e a concentracdo de 1gG foi positivo para o valor b* (r=0,182, p = 0,024), localizado entre a gama de
azuis e amarelos. A concentracdo mediana de IgG dia um foi 51,601 mg / ml, para o dia dois de 23,319 mg / ml e para o
dia trés de 36,534 mg/ ml. As concentracoes de IgG foram significativamente maiores no dia um pds-parto e inversamente
correlacionado com os dias pés-parto (p <0,05), para o ndmero de paricdo ndo foi encontrada associada com a concen-
tracao de IgG (p> 0,05). A populacdo de gado avaliada produz colostro de boa qualidade que pode ser utilizado para a

transferéncia de imunidade passiva a partir de bancos de colostro.

Palavras chave: IgG, ELISA, parto, cor. (AIMS, FAO).

Introduccién

El manejo del ternero recién nacido incluye: supervi-
sion y asistencia al parto; protocolo de reanimacién
cuando es necesario, cierre de cordon umbilical, mo-
nitoreo sanitario perinatal, ambiente higiénico, seco y
ventilado (Mee, 2008).

El protocolo perinatal involucra el acceso oportuno a
calostro de buena calidad, para suministrar nutricion e
inmunidad frente a potenciales infecciones del perio-
do perinatal y neonatal (Chase et al., 2008b).

Las propiedades inmunolégicas del calostro se deben
a las concentraciones de inmunoglobulinas solubles
(Elfstrand et al., 2002, Pandey, 2011), principalmente
ta 1gG (Liu et al., 2009, Baumrucker et al., 2010), que
estan relacionadas con el nimero y la etapa de lactan-
cia, la produccién lactea, el recuento de células soma-
ticas y el contenido de proteina en la leche.

La 1gG se encuentra en linfa, sangre, suero sanguineo,
leche, lactosuero y calostro bovino. La 1gG1 es la prin-
cipal inmunoglobulina en las secreciones salival y lac-
tea y en la transferencia al neonato (Butler, 1969)

La viabilidad del neonato depende de una exitosa
transferencia de inmunidad pasiva de origen materno
a través del calostro en las primeras 6 horas de vida.
La eficiencia de la transferencia se puede evaluar con
dos pruebas de campo a saber: por refractometro para
la evaluacion de proteina y la prueba de turbidez de
sulfito de sodio con suero del recién nacido, o prue-
bas de laboratorio como colorimetria, electroforesis

e inmunodifusion radial, o enzimas indicadoras como
Gama Glutamil Transferasa (GGT) vy fosfatasa alcalina
(Weaver et al., 2000).

El calostro presenta importantes solutos, minerales, vi-
taminas, inmunoglobulinas (Christiansen et al., 2010),
factores de crecimiento, citoquinas, leucocitos (Elfs-
trand et al., 2002, Hagiwara et al., 2000). Todos estos
componentes estan correlacionados con la calidad in-
munoldgica, partiendo del punto de corte de un calos-
tro de buena calidad con concentraciones superiores
a 50 mg IgG/ml de calostro (Flérez et al,, 2000). El
proposito del presente estudio fue evaluar la concen-
tracion de inmunoglobulina G en calostro bovino en
los primeros tres dias posparto en cruces de vacas Bos
taurus x Bos indicus y asociarlo a la concentracion de
minerales y la clasificacién colorimétrica del mismo.

Materiales y métodos

La investigacion se realiz6 en un predio del munici-
pio de Castilla La Nueva, Departamento del Meta
(N3-48.664; W73 43.378), que en promedio ordena
150 vacas por dia. Fue seleccionado por conveniencia
en razon del ndmero de vacas en ordefo y el ingreso
constante de vacas en periodo de calostro. El ordeno
era mecanico con apoyo del ternero. El manejo re-
productivo era asistido por inseminacion artificial. La
diversidad racial consiste en cruces en proporciones
indeterminadas de Bos indicus de la raza Gyr por Bos
taurus de las razas, Holstein negro y rojo, Pardo Suizo
y en menor proporcién Blanco Orejinegro. La alimen-
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tacion era en pastoreo en las gramineas Brachiaria de-
cumbens, Brachiaria humidicola, gramas, leguminosas
nativas y suplementacion con una mezcla de sal mine-
ralizada, alimento comercial y palmiste a razén de 0,5
Kg/vaca/dia en ordeno.

Tamaiio de muestra y muestreo

El tamano de la muestra se determiné con Epidat 4.1,
asumiendo una desviacién estandar para IgG en calos-
tro de 5,5 mg/ml, un nivel de confianza del 95% y una
precision de 1,3 mg/ml. Obteniéndose un total de 69
calostros, el muestreo fue sistematico, distanciados en-
tre si por 4 dias, tomando las muestras de calostro del
2 y 3 dia posparto antes del amamantamiento de los
terneros y del dia 1 post amamantamiento. Se colec-
taron 69 calostros con volimenes de 300 ml por vaca,
en frascos de vidrio estériles, que se transportaron en
cavas isotérmicas hasta el laboratorio de salud animal
de Corpoica en el Cl La Libertad. Se tomaron 10 mues-
tras de leche comercializable de la misma finca como
control, previa homogenizacion de las cantinas, al final
del ordeno de las 150 vacas en produccion.

Determinacion de 1gG

Se dispusieron 50 ml de calostro homogenizado en
tubos Falcon®, se centrifugd a 800 gravedades (g) por
20 minutos a 8 °C y se dejo en refrigeracion a 5°C
por 24 horas, procediendo a extraer la grasa con una
espatula. El volumen restante se incubd en bafo de
Maria hasta alcanzar 37°C de temperatura, seguida-
mente se adicioné 1 ml de renina industrial, se dejo
coagular a temperatura ambiente (22°C) por dos ho-
ras, se hizo cuadricula del coagulado con espatula, se
centrifugd a 800 g por 20 minutos a 8 °C, se midi6 el
volumen del suero de calostro y se almacenaron dos
alicuotas de 2 ml en crioviales estériles. El suero se
conservé a -20°C hasta la determinacion de 1gG.

Brevemente con el Bovine Reference Serum, RS10-
103-5 (kit Bovine 1gG, Bethyl®, USA) se obtuvieron por
diluciones dobles, 8 concentraciones descendentes de
IgG desde 500 mg/ml hasta 7,8 mg/ml; la concentra-
cion de referencia sin 1gG, se hizo con agua destilada,
desmineralizada y desionizada. Se sensibilizaron cajas
de poliestireno de 96 celdas, dos columnas de celdas
para diluciones patrén por duplicado para obtener la
curva estandar y las restantes columnas se sensibiliza-
ron para las muestras de suero de calostro, el proceso
se completé por 1 hora a 22°C. Como conjugado se
utilizé 100 pl de HRP Detection antibody, con una di-
lucién de 1:100,000 del HRP Conjugated Bovine Ig
Detection Antibody. Se siguieron las instrucciones del

fabricante, la lectura de absorbancia se hizo a 450 nm
en el lector de Elisa Biotek (EON, USA).

Con las 8 concentraciones de IgG del Kit, se construyo
una curva patron, de la concentraciéon en funcion de
la absorbancia, para intrapolar las lecturas de las mues-
tras de suero de calostro.

Teniendo en cuenta el volumen promedio de suero
de calostro extraido, de los 50 ml de calostro iniciales,
se obtuvo un factor de multiplicacion de 6,7 para el
dia 1; 5,5 para el dia 2 y 5 para el dia 7, con el cual se
restituyeron las concentraciones de IgG, de la prueba
de Elisa en suero, al volumen inicial de la muestra de
calostro.

Otras pruebas analiticas

Para realizar el analisis de proteina se diluyé 1:4 al
tomar 5 ml de calostro en un vaso de precipitado y
adicionando 15 ml de agua destilada, desmineralizada
y desionizada; obteniendo el resultado en porcentaje
(p/p) g/100 g de calostro mediante ultrasonido en el
equipo Ekomilk® (Bulgaria).

Para el andlisis de macro y microminerales una sub-
muestra de 50 ml de calostro depositada en un tubo
Nalgeno (BD Falcon, USA) se congel6 -8°C hasta el en-
vié al laboratorio de suelos de Corpoica en el Centro
de investigaciones sede Tibaitata (C.lI Tibaitata) para la
determinacion de minerales.

Los macrominerales en porcentaje (p/p) g/100 g de
calostro fueron: calcio, fosforo, magnesio, azufre, po-
tasio, sodio. A su vez los microminerales en partes por
millén (ppm) fueron: hierro, cobre, manganeso y zinc.

Los elementos calcio, magnesio, potasio, sodio, hierro,
cobre, manganeso y zinc se determinaron por absor-
cion atomica. El fosforo total por el método Bary Il y
determinacién colorimétrica por espectrofotometria
mientras que el azufre se analizé por turbidez con clo-
ruro de Bario y cuantificacién por espectrofotometria.

El andlisis de color se realiz6 en una caja de Petri
depositando 50 ml de calostro entero tomando por
triplicado los datos para cada muestra con espectrofo-
tometro (Hunter MiniScan XE, Model 45/0-L, Hunter
Associates Laboratory Inc., Reston, VA, USA).

El espectrofotometro entrega tres medidas a saber: L*,
a*y b*, representadas en un eje tridimensional, donde
L en el eje longitudinal vertical (L de 0 a 100) repre-
senta la luminosidad de la muestra, a* representa la
posicion relativa del color entre verdes (a-) y rojos (a+),
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y b* representa la posicion relativa entre azules (b-) y
amarrillos (b+).

Los resultados sobre calidad, proteina, minerales y co-
lor por espectrometria se presentan en otra publica-
cion, en el presente trabajo estas variables se utilizaron
para correlacionarlas con las concentraciones de IgG

Andlisis estadistico

Se efectu6 andlisis de distribucion de los datos, para
la hipotesis de normalidad de la concentracion de 1gG
mediante la prueba de Shapiro-Wilk, si la variable pre-
senta distribucion normal, el andlisis incluye estadistica
descriptiva y procedimientos paramétricos como ana-
lisis de varianza de una via y correlacion bivariada de
Pearson. Ante la no normalidad de la variable, se efec-
tdan pruebas no paramétricas analogas.

Se calcularon estadisticos de tendencia central con
media y mediana y de dispersion con desviacion estan-
dar y coeficiente de variacién. La comparacion de me-
dianas de IgG, por nimero del parto y dia posparto, se
hizo con la prueba no paramétrica de Kruskall-wallis
para K muestras independientes, cuando el resultado
fue significante (p< 0,05) se efectud la prueba de Mann
Whitney para muestras independientes entre pares de
factores, teniendo en cuenta que la significancia 0,05
se dividia por el nimero de niveles del factor (0,05/3 =
0,017), para los dias de calostro con el fin de no incre-
mentar el error tipo |. Las correlaciones entre 1gG en
calostro con, grasa, proteina, color, minerales se hicie-
ron con correlacion bivariada de Spearman. El analisis
estadistico se corrié con el software SPSS-18 (2014).

Resultados y discusién

La concentracion de IgG en calostro, no presenté dis-
tribuciéon normal, presentando desviaciones estandar
superiores o cercanas a la media que se traducen en

altos coeficientes de variacion, por lo cual los procedi-
mientos estadisticos utilizados correspondieron a esta-
distica no paramétrica. Tabla 1

La concentracién mediana de IgG en calostro para los
primeros 3 dias posparto fue: 51,601; 23,319y 36,534
mg/ml respectivamente Tabla 1. Las concentraciones
de IgG son superiores a los de Oyeniyiy Hunter (1978),
Foley y Otterby (1978), Vann et al. (1995) y Gulliksen
et al., (2008) quienes reportaron concentraciones de
41, 32,50y 45 mg IgG/ml de calostro, respectivamen-
te. Y son inferiores a Muller y Ellinger (1981), Tyler et
al. (1999a) y Kehoe et al., (2011), reportando 92, 97 y
100 mg IgG/ml de calostro, respectivamente. Kehoe
et al (2011) evaluaron a las 2 y 6 horas posparto in-
crementando las expectativas de encontrar mayores
concentraciones de IgG, para ellos el 10% del total de
las muestras evaluadas presentaban concentracion su-
perior al punto de corte del calostro de buena calidad
y 43% era mayor o igual a 100 mg/ml.

La concentracién mediana de IgG para el dia 2 corres-
pondi6é al 50% de la del dia 1, Tabla 1. En el piede-
monte llanero y para el mismo sistema de produccion,
Hernandez y Olaya (2004) encontraron una concen-
tracion de IgG en calostro de 58.82 mg/ml.

El dia 3 presenté una concentracién mediana mayor
a la del dia dos sin observar diferencias significativas
entre dias posparto. Para este dia se observé una dis-
tribucion mas homogénea de la concentracion de 1gG
en los animales muestreados indicando que para este
dia existe una reduccién en la variabilidad de la con-
centracion de calostro.

Se considera un calostro de buena calidad aquel que
presenta concentraciones > 50 mg/ml (Florez et al,
2000), en el presente estudio el 50 %, 20 %y 10 % de
los calostros de los 3 primeros dias posparto respec-
tivamente presentaron concentraciones > 50 mg/ml.
Uno de cada cinco calostros del primer dia posparto

Tabla 1. Estadigrafos de tendencia central y dispersién para concentraciones de IgG en calostro.

. . Dias de calostro
Estadisticos Descriptivos

1 2 3
Media (mg/ml) 83,458 49,685 34,117
Mediana (mg/ml) 51,601a 23,319 a 36,534 a
Desviacion estandar 82,630 60,480 14,271
Coeficiente de variacién (%) 99 121 41
Shapiro wilk (p) 0,000 0,000 0,426

Letras distintas sefialan medianas diferentes
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(20 %) alcanzé6 concentraciones de IgG superiores a
155,7 mg/ml.

El 30 % de los calostros presenté concentraciones de
IgG superiores a 95,4 mg/ml. La figura 1 presenta los
percentiles de las concentraciones de 1gG en los 69
calostros, independiente del dia posparto de colecta.

La concentracion mediana de IgG en calostro, presen-
t6 diferencias significativas entre dias posparto, el nu-
mero de partos no presentd diferencias estadisticas en
las medianas (Tabla 2)

Difiriendo de Elfstrand et al., (2002) quienes reporta-
ron entre los factores que afectan las concentraciones
de 1gG la edad de la vaca, la raza y el nimero de lac-
tancias (Muller and Ellinger, 1981) e incluso el volu-
men del calostro producido.

La calidad del calostro medido en la concentracion de
IgG como lo reportaron Shoshani et al., (2014) no se
ve afectada por un periodo seco corto. Por otra parte
la frecuencia de los ordenos afecta la concentracion
de 1gG, 1gM e IgA como lo demostraron Hernandez-

250 232
200
§ 155,7
w 150
-
g 954
T 100 758
= 55, 516
E s0 02 187 29 7 I I
10 20 30 4 50 6 70 8 9

Percentiles

Figura 1. Percentiles de la concentracién de IgG en 69 ca-
lostros.

Castellano et al., (2011) en calostro de cabra. La pobla-
cién bovina evaluada tuvo un periodo seco entre 70
a 90 dias, y el calostro se obtuvo previa alimentacion
adecuada del neonato.

Difiriendo de lo encontrado por Kehoe et al., (2011),
quienes encontraron que la media de concentracion
de 1gG en calostro estaba influenciada por nimero de
parto, superando el punto de corte de clasificacién de
un calostro de buena calidad de 50 mg/ml. Al igual
que Gulliksen et al., (2008) reportaron concentracio-
nes mayores en vacas de mds de cuatro partos.

La prueba de Mann Whitney mostré6 diferencias signifi-
cativas (p<0.05) para la concentracion de IgG entre el
dia 1 y dia 2 posparto. (Tabla 3)

La correlacion de Spearman entre concentracién de
IgG vy dias posparto fue negativa y significante para
los dias posparto (r=-0.241; p=0.046) correspondien-
do con una decreciente concentracion, a medida que
los dias posparto se incrementan. Asi mismo la con-
centracion de IgG en calostro presenté correlacion po-
sitiva y significante con la concentracion de proteina
(r=0.268; p=0.026) debido parcialmente a la naturale-
za proteica de las 1gG.

Resalta, la correlacion significativa y directa de la 1gG
con la densidad del calostro (r=0,239; p=0.048), con
un coeficiente de correlacion (r) similar al presentado
con las proteinas, indicando la utilidad de la densidad,
para aplicaciones tecnolégicas como el calostrometro,
que se basa en estimaciones de la calidad inmunol6gi-
ca del calostro a partir de la densidad.

Las concentraciones de minerales en calostro presenta-
ron correlaciones directas altamente significativas con
las concentraciones de fésforo (r=0,413, p=0.001), so-
dio (r=0,337, p=0.008), cobre (r=0.268, p=0.036), asi

Tabla 2. Prueba de Kruskall-wallis para concentracién de IgG en calostro por dia posparto y numero del parto.

Rango
Fact Niveles fact N . 2 | -val
actor iveles factor promedio % g p-valor
Dia 1 32 41.06
Dias posparto Dia 2 26 28.44 5.825 2 0.05
Dia 3 11 32.86
19 34.74
Parto 1
Nu Parto 2 23 34.93
umero aro 0.453 3 0.929
del parto Parto 3 17 33.26
Parto 4
10 38.60
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Tabla 3. Prueba de Mann Whitney para comparacién de concentraciones de IgG en calostro entre dias posparto.

Dias n Rango Suma de U de Mann Significancia
ROSPAIO promedio rangos Whitney Bilateral
B::z ; ;2 ;i:g; 1602865'6000 275.000 0.027
B::z ; ﬁ fi:?g 17;;88 123.00 0.327
bas | 1| otes | asmse | W | om0

mismo con calcio, magnesio y azufre se encontré una
correlacion cercana a (r= 0,33; p <0,05). El incremen-
to en la concentracion de 1gG en calostro, se acompa-
na de mayores concentraciones de minerales.

El espectro b del espectrofotémetro, colores azules y
amarillos, presentd correlacion positiva y significante
con la concentracion de IgG en calostro, pero no con
las tonalidades rojo-verdes y la luminosidad. (Tabla 4)

La observacion macroscopica del color relaciona los
calostros de mejor calidad inmunolégica a aquellos de
color amarillo saturado.

La evaluacion de la calidad del calostro mediante el
color presento correlaciéon con b*y no con L* (r=-0,21,
p=0,800), a diferencia de lo reportado por Gross et al.,
(2014) que presento correlacion negativa significativa
con L* (r=-0,45, p=0,0001).

Conclusiones

El calostro bovino de cruce Bos taurus x Bos indicus
con predominancia racial Gyr presenté calidades re-
saltables como la concentracion de inmunoglobulinas,
que permite clasificarlo de buena calidad. La pobla-
cion bovina evaluada tiene potencial para crear un
banco de calostro del primer dia posparto siendo el
mas apto para la transferencia de inmunidad pasiva.

La concentracién de IgG en las muestras analizadas no
se ve influenciada por el nimero de partos mas si por
el ndmero de dias posparto. Es directamente propor-
cional a la concentracion de proteina y densidad, base
fundamental para el uso del calostréometro en campo.
En cuanto a los minerales presenté mayor correlacion
con la concentracion de fésforo, fundamental dentro
de las funciones metabdlicas del desarrollo del animal.

Un calostro de buena o excelente calidad medido
en el color es teéricamente un amarillo saturado, asi
como se observé en la evaluacion de color el eje b*,
eje de azules y amarillos, se comprobé su correlaciéon
con la concentracién de 1gG.

El avance en los procesos de investigacion respecto
al andlisis de calidad de productos de origen animal,
como el calostro, realizados en el piedemonte llanero
forja conocimiento, progreso y evolucion de los siste-
mas de produccion bovina.
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