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SUMMARY

Changes in the sialoglycoconjugate content of cow, goat and ewe milks during
the different stages of lactation were studied. Total and ganglioside sialic acid con-
tents were high in the colostrum and decreased thereafter until the end of the period
analysed in the three ruminants considered. Goat milk shows a total sialic acid con-
tent higher than cow and ewe milks, whereas cow milk contained approximately 10
times more ganglioside sialic acids than goat and ewe milks. Regarding N-glycolyl-
neuraminic acid content, ewe and goat milks have percentages (in the total sialic acid
content) of 60-80% and 30-60% respectively, whereas cow milk has 6-30%. The dis-
tribution of the different sialoglycoconjugates has also been determined in cow milk
pointing out a content of oligosaccharide-bound sialic acid higher in colostrum than
in mature milk.
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RESUMEN

Se ha estudiado el contenido de diversos sialoglicoconjugados de la leche de
vaca, cabra y oveja y su evolucién durante la lactacién. El contenido de dcidos sidli-
cos totales y el de dcidos sidlicos unidos a lipidos (gangliosidos) es alto en el calos-
tro, disminuyendo a medida que avanza la lactacion en las tres especies estudiadas.
La leche de cabra presenta un contenido de dcidos sidlicos totales superior a las de
vaca y oveja en cualquier fase de la lactacién, mientras que la leche de vaca tiene
prdacticamente 10 veces més ganglidsidos que las de cabra y oveja. En cuanto al con-
tenido de dcido N-glicolilneuraminico, la leche de oveja y de cabra tienen porcenta-
jes (con respecto al total de dcidos sidlicos) de 60-80% y 30-60% respectivamente,
mientras que la de vaca lo tiene de 6-30%. Se ha analizado también la distribucién

de los diferentes sialoglicoconjugados en la leche de vaca, destacando el elevado
contenido de dcidos sidlicos unidos a oligosacdridos del calostro con respecto a la
leche madura.

INTRODUCCION

La leche es un componente fundamental de la alimentacién de los mamifergg
durante los primeros meses de vida. Su composici6n general (grasa, proteinas, hidra-
tos de carbono, etc) ha sido ampliamente eslurjiiada €N NUMErOsOs rumiantes ajeg
como la vaca, la cabra y la oveja debido a su 1merc’:s_cc_onc3micn ¢ importanciy ep
nutricién humana’ . También se han estudiado las variaciones de estos COMpuesiog
durante la lactacién. Sin embargo, se han realizado pocos estudios acerca del COnle-_
nido de compuestos (micronutrientes) que contienen dcidos sidlicos. Los dcidos sig.
licos de 1a leche forman parte de diferentes sialoglicoconjugados, a saber oligosacg.
ridos, glicoproteinas y gangliésidos"-”. Se ha encontrado que la cantidad de eslog
compuestos en el calostro es superior a la de la leche madura®™, lo que hace pensgy -
un papel importante de los sialoglicoconjugados de la leche en los Primergg
dias/semanas de vida del recién nacido. ;

Se conoce muy poco acerca de Ja funcion de los sialoglicoconjugados de | leche
Sin embargo, se sabe desde mucho tiempo atrds que Bifidobacterium bificlus Pl'cci«,--.
para su crecimiento el llamado “factor bifidus”, una mezcla de oligosacdridos (:01{1‘-1
plejos con elevado contenido de N-acetilglucosamina’. Puesto que son muy abyy,.
dantes en la leche de los primeros dias, algunos autores piensan que un aporte exg-
geno de estos compuestos (sialoglicoconjugados) podria ser ventajoso para el Jac.
tante, sobre todo en aquellas especies que nacen en un estado de gran inmadure
debido a la incapacidad del neonato para sintetizar los dcidos sidlicos y derivados qué
necesita para su desarrollo™. También se ha propuesto la participacion de los sjalq.
glicoconjugados en la defensa del recién nacido frente a agentes patégenos ¥/0 sus
toxinas, actuando como falsos receptores, en momentos en los que sus sistemas de
defensa no estdn atin bien desarrollados*". De hecho, numerosos trabajos han des.-
crito la unién de microorganismos y/o sus toxinas a oligosacdridos", glicoproteinas!
y ganglidsidos®. Finalmente no debe descartarse que los sialoglicoconjugados de 15
leche puedan participar en procesos de proliferacion y diferenciacion intestinales.
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El objeto del presente estudio fue la determinacidn del contenido de los distintos
sialoglicoconjugados de la leche de vaca, cabra y oveja.

MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron vacas de raza Pardo Alpina de la montafia de Ledn (Huergas de
Babia), cabras de raza Murciano-Granadina (Albolote, Granada) y ovejas de raza
Castellana-Awasi (Santa Colomba de las Carabias, Zamora). Se tomaron muestras de
calostro, leche de transicién y leche madura de los dias que se indican en las tablas
y figuras.

La obtencidn de los gangliésidos se llevé a cabo como se habia descrito previa-
mente™. Cada muestra se homogenizé en acetona fria (-20 °C) para eliminar los lipi-
dos neutros. El residuo sélido (extracto acetGnico seco) se extrajo sucesivamente con
mezclas de cloroformo y metanol (2:1, 1:2, 1:1). Este extracto lipidico fue posterior-
mente sometido a un sistema de particiones de Folch para obtener los ganglidsidos.
Estos se cuantificaron como dcidos sidlicos unidos a lipidos mediante el procedi-
miento del resorcinol’. Los gangliésidos se identificaron mediante cromatografia en
capa fina (TLC) en placas de silicagel 60 y se cuantificaron por densitometria en un
densitémetro Shimadzu CS-9000.

Las glicoproteinas de la leche de vaca se obtuvieron a partir de leche descrema-
da a 3000 x g, 30 min a 4 °C, por precipitacién con un volumen equivalente de TCA
al 10%. Después de centrifugar durante 30 min a 3000 x g, se lavo el precipitado 2
veces con TCA al 5%. Los sobrenadantes de este proceso se utilizaron para la deter-
minacién de los dcidos sidlicos de los oligosacdridos.

La caseina se obtuvo también a partir de leche descremada por precipitacién iso-
eléctrica a pH 4,6 con dcido acético al 1%, centrifugacion a 4500 x g durante 15 min
y 4 lavados sucesivos con tampdn acético-acetato sodico 0,1 N, pH 4,6".

La determinacion del contenido de dcidos sidlicos totales, de las glicoproteinas,
de la caseina y de los oligosacdridos se llevo a cabo previa hidrélisis con H:SO.
0.1N, durante 1h a 80 °C. Los hidrolizados se purificaron mediante cromatografia de
intercambio iénico (Dowex 2X8, en forma de formiato) y se cuantificaron los dcidos
sidlicos liberados en cada caso mediante el resorcinol de Svennerholm".

El contenido de dcido N-acetilneuraminico (NeuAc) y dcido N-glicolilneuramini-
co (NeuGc) se determind por densitometria después de su separacién por TLC".

La comparacién estadistica de las diferencias encontradas entre los pardametros
estudiados se realizé mediante el andlisis de la varianza de una via (ANOVA).

RESULTADOS Y DISCUSION

El trabajo forma parte de un proyecto encaminado al estudio de la funcién de los
sialoglicoconjugados (oligosacdridos, glicoproteinas y gangliosidos) de la leche. El
estudio se ha realizado en la leche de vaca, cabra y oveja debido a su importancia
econdémica y a que las {érmulas ldcteas infantiles, que reemplazan o suplementan a
la leche materna, se elaboran fundamentalmente a partir de leche de vaca.
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En la tabla 1 se recoge la evolucién del contenido de dcidos sidlicos totales y dci-
dos sidlicos unidos a lipidos (gangliésidos) de las leches estudiadas desde los prime-
ros dias después del parto (calostro) hasta la leche madura. Estos contenidos son altos
en el calostro, disminuyendo progresivamente a medida que avanza la lactacién en
las tres especies estudiadas. La leche de cabra presenta valores de dcidos sidlicos
totales mds elevados que las de vaca y oveja en cualquier fase de la lactacion que se
considere. En cuanto al contenido de ganglidsidos (dcidos sidlicos unidos a lipidos),
los resultados encontrados son entre 2 y 3 drdenes de magnitud inferiores a los
encontrados para los dcidos sidlicos totales. La leche de vaca presenta una cantidad
de gangliésidos 10 veces superior a las de cabra y oveja, también a lo largo de toda
la lactacién. Nuestros datos son similares a los obtenidos por otros investigadores™".
Hemos encontrado grandes diferencias individuales entre animales de la misma
especie (interespecificas), probablemente debidas a la edad, nimero de partos y/o
caracteristicas genéticas puesto que los animales pertenecian a los mismos rebafios,
lo que hacia que la alimentacién y otros factores fueran los mismos.

Hemos estudiado también los cambios en la distribucién de los gangliésidos indi-
viduales (patrén de gangliésidos) a lo largo de la lactacién en las leches de cabra y
de vaca. Mediante TLC se detectaron 6 bandas que fueron denominadas G1-G6 de
acuerdo a su movilidad cromatografica, de mayor a menor (orden creciente de pola-
ridad). La identificacién de los distintos ganglidsidos se llevé a cabo por compara-
cién con patrones conocidos y los datos de la bibliograffa®. Como se recoge en la
tabla 2, G3 (GD3) es el ganglidsido mayoritario en todas las fases de la lactacién de
las dos especies estudiadas. G1 (GM3), es el gangliésido mds abundante después de
G3, seguido de G5 (GT3). Estos tres gangliésidos representan un 80-90% del total
de ganglidsidos, y se caracterizan por tener una estructura comtn muy sencilla basa-
da en la lactosilceramida. La presencia de G1 (GM3) como ganglidsido mayoritario
en la leche de oveja (datos no mostrados) discrepa de los resultados obtenidos en
cabra y vaca. Sin embargo, parece existir relacién con lo encontrado en leche huma-
na en la que GM3 es el gangliésido mds abundante a partir de la segunda semana de
lactacion,

La tabla 3 muestra las variaciones estacionales del contenido de gangliésidos y
dcidos sidlicos de la leche madura de vaca, cabra y oveja. Todos los animales estu-
diados presentan un contenido mdximo de gangliésidos en otofio. Por el contrario, el
contenido minimo de gangliGsidos aparece en verano aunque sélo en vaca y cabra.
Estos datos parecen indicar que existe correlacién entre el contenido de ganglidsidos
y el de grasa, que también es alto en otofio'. No se han encontrado variaciones esta-
cionales en el contenido de dcidos sidlicos. Estos datos parecen sugerir que la dispo-
nibilidad de precursores lipidicos y no el contenido de dcidos sidlicos ni la actividad
de las sialiltransferasas, es el factor determinante en la biosintesis de los gangli6si-
dos de la leche.

Se ha estudiado también la variacién del contenido de NeuGc de la leche de vaca,
cabra y oveja durante la lactacién (Figura 1). Las leches de cabra y oveja tienen con-
tenidos de NeuGce muy superiores a la de vaca, que ademds aumentan a medida que
la lactacién avanza. Por el contrario, el contenido de la leche de vaca es alto al prin-
cipio (30%) descendiendo paulatinamente a lo largo de la lactacion (7%).
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Tabla 3
Variaciones estacionales en el contenido de dcidos sidlicos totales y de dcidos sidli-

cos unidos a lipidos (ganglidsidos) de la leche de vaca, cabra y oveja.

Acidos sidlicos
(mg/kg leche)

Gangliésidos

(ng ASUL/kg leche)

Vaca  Cabra Vaca Cabra Oveja
Primavera 574 2294 3712 632 574
Verano 582 2350 3163 29b 100b
Otofio 659 2428 448b 124¢ 1190
Invierno 644 2334 3424 614 484

Los valores son la media de tres determinaciones diferentes realizadas en mezclas de
leche de tres dias consecutivos de cada periodo estudiado.
En cada columna. se indican. con letras diferentes, las diferencias significativas entre

medias (p<0.01).
ASUL, dcidos sidlicos unidos a lipidos
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Los valores representan el porcentaje de NeuGe en el contenido total de dcidos sidlicos de la leche.
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En la figura 2 se recoge la distribucién de los dcidos sidlicos en las distintas frac-
ciones de sialoglicoconjugados del calostro y la leche madura de vaca. En el calos-
tro la relacion dcidos sidlicos de oligosacaridos/acidos sidlicos de glicoproteinas es
mayor que en la leche madura. Con respecto al total de dcidos sidlicos de las glico-
proteinas. la proporcién de éstos que estd unida a caseina aumenta durante la lacta-
cién. Esto supone un descenso de la cantidad de sialoglicoproteinas distintas de la
caseina en la leche madura. En el calostro, la mayor parte de los dcidos sidlicos de
las glicoproteinas estdn unidos a inmunoglobulinas probablemente debido a que los
recién nacidos dependen por completo de las defensas transferidas por la madre. A
medida que transcurre la lactacién el recién nacido adquiere capacidad para sinteti-
zar sus propios anticuerpos, de manera que la cantidad de inmunoglobulinas de la
leche disminuye. A nivel global, esto significa, que la cantidad de dcidos sidlicos uni-

dos a caseina representa un mayor porcentaje del total de dcidos sidlicos unidos a gli-
coproteinas.
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SUMMARY

The efficacy of N-duopropenide, a new generation disinfectant composed of a
mixture of quaternary ammonium iodides, against Actinobacillus pleuropneumoniae
serotype 1 was studied. The organisms were suspended in both saline and bovine
serum and tested in vitro in suspension and carrier tests. A total of six concentrations
(0.05%, 0.1%, 0.5%, 1%, 2.5% and 5%) and six contact times for each (157, 30", 1",
3", 5 and 10") were studied. The disinfectant was more effective in the suspension
test than in the carrier test, and when organisms were suspended in saline than in
organic matter. Even in the most disadvantage conditions (carrier test with bovine
serum) such a short contact time as 15 seconds was already highly effective for
inactivating A. pleuropneumoniae.

RESUMEN

Se estudié la eficacia del desinfectante N-duopropenida, un producto de nueva
generacién formulado a base de yoduros de amonio cuaternario, sobre el serotipo |
de Actinobacillus pleuropneumoniae, utilizando dos técnicas in vitro, el método de la
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