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RESUMEN

El presente estudio comprendié la toma de muestras durante el periodo natural
de partos que abarca aproximadamente, entre los meses de julio y diciembre del
2005. Para esto se emplearon 35 yeguas de distintas edades, las cuales se
agruparon segin numero ordinal de parto (NOP) en dos clases (hasta 3 pattos /
desde 4 partos), y secrecién pre-parto (presencia / ausencia); ademais se
muestrearon 18 potrillos nacidos de estas yeguas (con el fin de medir
inmunoglobulinas (Ig) séricas), de los cuales adicionalmente se tomaron 10
muestras al azar, que se enviaron al laboratorio de Inmunologia del Hospital
Clinico de la Universidad de Chile, donde se midieron los niveles totales de Ig
séricas mediante electroforesis en gel de agarosa con cuantificacién por
densitomettia, expresando los resultados en g/dl lo que permitié relacionat estos

valores con los valores obtenidos de las mismas muestras en unidades de turbidez

(UT).

Todos los animales en estudio estaban alojados en un haras de la Region
Metropolitana, sometidos a las mismas condiciones de manejo y alimentacién. Se
obtuvieron muestras de calostro de cada una de las yeguas, inmediatamente
ocurrido el parto, mediante ordefia manual, después de la primera mamada del
potrillo; la muestra de sangre de los potrillos se obtuvo mediante venipuntura
yugular, 24 horas después que el potrillo consumié calostro. Luego, ambas
muestras se mantuvieron a 4 °C durante el transporte al laboratorio de
Hematologia y Bioquimica Clinica, de la Facultad de Ciencias Veterinarias y
Pecuarias de la Universidad de Chile, donde fueron congeladas a —20 °C, hasta su
analisis. Las Ig totales calostrales y séricas se cuantificaron mediante el Test de
Turbidez de sulfato de Zing, el cual fue leido en fotocolorimetro (Microlab 100),

y los resultados expresados en UT.



El analisis del nivel de Ig calostrales en las yeguas, estimadas a través de la
prueba de Turbidez del sulfato de Zinc, demostré que éste no se ve afectado por
el NOP; no existiendo diferencias estadisticamente significativas (p >0,05), entre
los promedios de UT. En cambio, este analisis mostréd diferencias significativas
en relaciéon a la presencia o ausencia de secrecién pre-parto (p = 0,05) cuyos
promedios fueron mas altos en las yeguas con ausencia de secreciéon. En relacion
a la concentracion de inmunoglobulinas totales en el calostro de las yeguas y en el
suero de sus respectivos potrillos, se encontré una baja correlaciéon entre éstas
variables no siendo significativa (r = 0,2; p >0,05) aunque cabe destacar que de
los potrillos muestreados ninguno present6 falla en la transferencia pasiva de

inmunoglobulinas, encontrandose todos con niveles por sobre lo adecuado.

Al relacionar el Test de Turbidez con sulfato de Zinc y la electroforesis en gel de
agarosa con cuantificacion por densitometria, se encontré una correlacion
significativa (r = 0,98; p = 0,05) entre ambos métodos, lo cual permite usarlos de
forma complementaria, considerando al Test de Turbidez con sulfato de Zinc

como una buena técnica para medir inmunoglobulinas totales en calostro y suero.

Palabras claves: Calostro, inmunoglobulina, falla de la transferencia pasiva, Test

de Turbidez con sulfato de Zinc.



SUMMARY

The present study was perfomed from sample collection during the natural
parturition season, between the months of july - december in 2005.

Thirty five (35) mares from different ages were used, and distributed according to
pregnancy number in two groups (until 3 foalings / from 4 foaling), and pre -
parturition secretion (presence / absence), also, eighteen (18) foals born from
these mares were monitored (immunoglobulin serum measures). In addition ten
(10) samples were taken randomly, and analized at the Immunology laboratory of
the Clinical Hospital, Universidad de Chile, for total immunoglobulin serum level
measures, using agarose gel electrophoresis with densitometric scanning
quantification, expressing the results in g/dl, also this allowed to calculate the
relationship between these values and the values obtained from this same
samples in turbidity units (UT).

All the animals of the study were housed in conventional farming from the
Metropolitan Region, under the same manage and feeding conditions. Colostrum
samples were obtained from each mare, immediately after parturition, milking the
mare after the first foal suckling. Blood sample of foals were obtained from
yugular venipunction, twenty four (24) hours after colostrums consumption of
the foals, both samples were kept at 4°C during transport to Haematology and
Biochemistry laboratory of the Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la
Universidad de Chile, where they were frozen at -20°C, until analysis. Total
colostrums and serum immunoglobulin were measured with Zinc sulphate
Turbidity test, which was read in fotocolorimeter (microlab 100), and the results

expressed in UT.



The analysis of mare colostrum immunoglobulins levels, estimated from Zinc
sulphate Turbidity Test, shows no influence of pregnancy number, and no
significant differences (p >0,05), between UT means. On the other hand, this
analysis shows significant differences (p < 0,05) in relation to presence or
abscense of pre parturition secretion, wich average were highest in mares which
absence of secretion. Total immunoglobulin colostrum concentrations in mares
and their respective foals have a low correlation and eve not significant (r = 0,2 ;
p >0,05), it must to be noticed that no adecuate foal present failure of passive
transfer, having all of them levels over the normal condition.

Relationship between Zinc Turbidity Test, and agarose gel electrophoresis with
densitometric scanning cuantification was studied. A significant correlation is
observed (r = 0,98; p = 0,05), this allows the use of both methods as a
complementary way, and shows Zinc Turbidity test is a good tool to measure

total immunoglobulins in colostrums and serum.

Key words: Colostrum, immunoglobulin, failure of passive transfer, Test

Turbidity sulphate Zinc.



1. INTRODUCCION

Los criadores de caballos fina sangre de carrera, seleccionan a los ejemplares
que reunan las mejores condiciones atléticas para desempenarse en las pistas. Y
es logico pensar que asi sea puesto que el caballo fina sangre de carrera, es un
atleta destinado a competencias de alto rendimiento. Esta seleccion esta orientada
a favorecer la velocidad, la musculatura y la resistencia entre otras caracteristicas y
cada vez se trata de obtener la maxima informacioén a fin de obtener el ejemplar
mejor dotado, por lo que en el ultimo tiempo aparece como interesante

preocuparse de la crianza del potrillo y las condiciones de obtencién del calostro.

La calidad del calostro es de suma importancia puesto que él contiene todas las
defensas inmunolégicas, principalmente inmunoglobulinas (Ig) y linfocitos, que la
madre transfiere a su cria para que ésta se proteja de las enfermedades del medio
antes de comenzar a producir sus propias defensas; en el caso de la yegua asi
como también en otros mamiferos y a diferencia del humano, la transferencia de
anticuerpos (Ig) ocurre solamente a través de la leche, por lo tanto, es muy
importante que el potrillo obtenga una cantidad adecuada de calostro, de buena

calidad inmunoldgica y en el tiempo adecuado.



En términos generales, la yegua reproductora nunca se selecciona sobre la base
de su capacidad lechera. Por lo tanto es comuin encontrarse con yeguas que
producen una buena cantidad de leche y otras que producen una baja cantidad,;
asf mismo también algunas yeguas producen calostro de excelente calidad y otras
producen calostro de pobre calidad. Basado en esto dltimo se plantea como
objetivo entregar antecedentes sobre la calidad inmunolégica del calostro de
yeguas reproductoras, y observar si existen diferencias segun nimero ordinal de

parto de la yegua o dfas de secreciébn mamaria pre-parto.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

El calostro, es el término usado para definir la primera leche producida por una
yegua en lactancia durante las ultimas 2 6 4 semanas de gestacion; éste es
reemplazado por leche propiamente tal 12 horas después de la primera mamada
del potrillo, y al ser consumido completamente por su cria la yegua no vuelve a
producirlo. Al compararlo con la leche secretada en la lactancia, su consistencia
es viscosa y es de color amarillo. Su composiciéon esta dada por lipidos,
carbohidratos (principalmente lactosa), factores de crecimiento, factores laxantes,
factores promotores de la absorcion intestinal de proteinas, y lo mas importante,
contiene altos niveles de anticuerpos, principalmente inmunoglobulina clase I1gG,
(Hines, 2003; William, 2005). Un potrillo normal recibe calostro dentro de las
primeras tres horas de haber nacido, siendo detectables los primeros anticuerpos
en la sangre del potrillo a las 6 horas de vida, y completada su absorcién

aproximadamente a las 24 horas (Hines, 2003.)

Los anticuerpos o inmunoglobulinas (Ig) son proteinas del suero producidas
por los linfocitos B después del contacto que estos tienen con el antigeno; existen
cuatro clases de inmunoglobulinas: IgG, IgM, IgA e IgE. IgG presenta la
concentracion sérica maxima y consta de varias subclases; debido a su reducido
tamafio molecular puede abandonar los vasos sanguineos y participar en la
inmunorespuesta en los espacios tisulares y superficies corporales. IgM presenta
la segunda concentracién maxima en el suero y debido a su gran tamafo
molecular no sale de circulacion sanguinea. IgA es la principal inmunoglobulina
presente en las secreciones y protege a las mucosas del tracto respiratorio e

intestinal, y también aparece en calostro y en leche (Powell y Jackson, 1994).



Los potros al nacer son inmunocompetentes (capaces de montar una
inmunorespuesta), sin embargo, su sistema inmunitario ha tenido escasa
exposicion previa a patéogenos y otros antigenos externos, por lo cual se
considera esta respuesta inmune insuficiente (Savage, 1999). Comparada con la
respuesta de caballos adultos es mas débil y lenta en términos de produccion de
anticuerpos, como lo sefiala Tizard (2000), citado por Sedlinska ez a/. (2005).
Idealmente, la inmunidad debiera ser transferida in-utero, de la madre al feto, de
tal manera que el neonato tenga proteccion contra algunos microorganismos al
nacer, hasta que su propio sistema inmune sea capaz de defenderlo (Fischer,
1980). Sin embargo, sélo pequefias cantidades de IgM y algunas de IgG son
producidas en el utero de la madre, y estan presentes en el suero del potrillo antes
de la absorcion de Ig del calostro, como lo plantean Mc Guire y Crowford

(1973), y Mackenzie (1975).

La placenta de la yegua histolégicamente se clasifica como epiteliocorial, consta
de seis capas y no permite la perfusion de moléculas grandes, incluyendo IgG,
entre las circulaciones del adulto y del feto, dado que la circulacién feto- maternal
son independientes entre ellas (Mc Guire ¢ al., 1977; Powell y Jackson, 1994). El
potro recién nacido obtiene inmunidad pasiva del calostro, que consiste en un
acumulo de secreciones procedentes del tejido mamario y de proteina transferida
desde la circulacion de la yegua. El intestino del potrillo recién nacido, contiene
un epitelio con células especializadas en la absorciéon de calostro a través de
pinocitosis. Esta habilidad en la absorcion decrece dramaticamente después de las
primeras 6 — 8 horas de vida, y a las 24 — 36 horas un alto porcentaje de células
epiteliales son reemplazadas por enterocitos maduros (Hines, 2003). Segun
algunos estudios es importante continuar dando calostro posterior al cierre del

intestino, ya que contiene un nivel elevado de nutrientes y de inmunoglobulinas,



principalmente IgA e IgM, que cumplen un rol protectivo local a nivel intestinal
contra agentes infecciosos entéricos (Brignole y Stott, 1980; Bush y Staley, 1980;
Stott ez al., 1981; Nocek ez al, 1984; Adams 7 al., 1985). En el caso de terneros, se
postula que para obtener una proteccién optima del neonato, este debe consumir
una cantidad de calostro equivalente al 10 % de su peso corporal y al menos la
mitad de esta cantidad debiera aportarse en las primeras 6 horas. (Lanuza y Stehr,
1977; Zurita et al., 1987; White, 1987). En potrillos se ha visto que la cantidad de
calostro que debe proporcionarse depende de la talla del potrillo, del grado de
falta de transferencia pasiva, del tiempo de administraciéon y de la calidad del
calostro. Suele darse un minimo de 1 litro de calostro con densidad relativa de al

menos 1.060 a un potro promedio de 50 kilogramos (Savage, 1999).

Las inmunoglobulinas son transferidas al calostro desde dos fuentes:

a) Humoral: Las inmunoglobulinas son producidas por las células plasmaticas
de la madre, y se concentran en la glandula mamaria gracias a un
transporte selectivo a través del epitelio mamario pasando al lumen

alveolar, via que sigue primordialmente la IgG.

b) Local: Las inmunoglobulinas son sintetizadas en los plasmocitos
adyacentes al epitelio secretor glandular mamario, via que siguen IgA e

IgM (Larson et al., 1980; Norcross, 1982; Devery-Pocius y Larson, 1983).



Comparaciéon inmunolégica entre calostro y leche:

La secrecion producida por la glandula mamaria va cambiando progresivamente
de calostro a leche, la cual contiene gran cantidad de IgG y ain mayor de IgA
(Cuadro 1). Por lo tanto, en la yegua, asi como en otras especies no rumiantes, la
inmunoglobulina dominante a medida que avanza la lactancia es la IgA, ya que la
concentraciéon de IgG desciende rapidamente durante el transcurso de la

lactancia.

La totalidad de la IgG, la mayor parte de la IgM, y casi el 50% de la IgA del
calostro provienen del suero de la yegua; pero en la leche, s6lo 30% de la IgG y
10% de la IgA derivan del suero, siendo el resto producido localmente en el

tejido mamario (Tizard, 1995).

CUADRO 1

CONCENTRACIONES DE INMUNOGILOBULINAS DE LA YEGUA EN
CALOSTRO Y LECHE. "2

IgA IgM IeG IgG (T) IgG (B)
Calostro | 500-1.500 100-350 | 1.500-5.000 | 500-2.500 50-150
Leche 50-100 5-10 20-50 5-20 0

I en mg/100 ml
2 Fuente: Savage (1999).




En calostros provenientes de bovinos, se ha estudiado (Fernandez ef a/ 1994)
que ademas de las inmunoglobulinas contenidas en éste, existen factores
antimicrobianos, responsables de una inmunidad inespecifica de los cuales cabe
mencionar:

e [isozima:

Actta sobre el peptidoglicano de la pared celular de las bacterias.

e J.actoferrina:

Provoca la carencia de hierro en las bacterias que son exigentes en este factor

para su desarrollo.

e Complejo Lactoperoxidasa/Tiocianato/Agua Oxigenada:

Es indispensable para potenciar la actividad colibacilar de los anticuerpos

calostrales.

e Otros componentes:

El calostro posee también Vitaminas A y D, linfocitos, células fagociticas,
factores del complemento, opsoninas y productos resultados de la memoria

inmune de la madre, ademas de calcio, fésforo, magnesio, sodio, citrato.



Secrecién mamaria pre parto en yeguas:

En la yegua se observa con bastante frecuencia secreciéon mamaria pre-parto y
llegada tardia de la leche a la glandula mamaria, uno o varios dias después del
parto, en ambos casos se ha visto que los potrillos recién nacidos enferman
facilmente por causas tales como retencion del meconio, al faltar la accion del
calostro (Adams, 2005). Se debe tener presente que la yegua produce calostro
solamente antes del parto, cualquier salida prematura de calostro antes de que el
potrillo lacte por primera vez es una situaciéon delicada, ya que la yegua puede no
acumular un buen calostro concentrado, diluyéndose las inmunoglobulinas en el

calostro restante (Paradis, 2003).

La presentacion de goteo de calostro previo al parto es signo de que la yegua
se encuentra proxima a parir, y ademas indicativo de pérdida de
inmunoglobulinas calostrales, por lo tanto, ese potrillo es candidato a recibir

calostro que se ha mantenido congelado (Meadows y Henton, 2003).



Relacién entre el nimero ordinal de parto (NOP) y la concentraciéon de Ig

calostral

En bovinos, especie en la cual se ha estudiado mas el tema, se ha descrito que
el NOP (vacas primiparas v/s multiparas) influye notablemente en el nivel de Ig
del calostro, demostrandose en varias investigaciones una tendencia al aumento
de las Ig, en la medida que se incrementa la edad y el NOP. Esta diferencia se
explica por que las vacas multiparas han sido expuestas a un mayor nimero de
antigenos, lo que se traduce en niveles mas altos de Ig calostrales, de acuerdo a
las investigaciones realizadas por Garry y Wells, (1995); Morin et al, (1997) y
Maunsell ez al., (1998), citados por Villalobos (2000).

Falla en la transferencia pasiva de inmunoglobulinas calostrales:

La falla en la transferencia pasiva (FTP) de inmunoglobulinas calostrales es la
deficiencia inmune mas comunmente reconocida en los equinos, y puede
predisponer a los potrillos a sufrir enfermedades de tipo septicémicas en el

periodo neonatal. (Raidal ez a/., 2000).

Cuando un potrillo no recibe desde el calostro de su madre las cantidades
necesarias de inmunoglobulinas, se esta frente a una falla en la transferencia
pasiva de inmunoglobulinas, la cual puede estar dada por multiples causas, como

se observa en el cuadro 2 (Hines, 2003).



CUADRO 2

CAUSAS DE FALLA EN LA
POTRILLOS.!

TRANSFERENCIA PASIVA EN

Falta de calostro (yegua)

Lactancia prematura
Inadecuada produccién de calostro

Muerte de la yegua

Pobre calidad de calostro

Inadecuada concentracion de Ig

Falta de consumo de calostro

Rechazo de la yegua
Potrillo prematuro
Potrillo débil

Defectos congénitos del potrillo

Falla de absorcion

Potrillo prematuro
Debilidad debido a enfermedad
Estrés

Administracién de glucocorticoides

" Fuente: Richter y Lohmann (2005).
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Aproximadamente un 25% de todos los potrillos experimentan total o parcial
FTP. Estos potrillos son mucho mas susceptibles a contraer infecciones,
especialmente respiratorias, gastrointestinales y septicemia (presentando esta

ultima una tasa de mortalidad de un 75%), como lo sefialan Meadows y Henton

(2003).

Una concentracion sérica de inmunoglobulina mayor de 800 mg/100 ml, en el
potrillo, se considera un indicio de transferencia pasiva adecuada de anticuerpos
del calostro. Una concentracién de 400 a 800 mg/100 ml puede considerarse
adecuada si el potrillo y la yegua son sanos y existe una probabilidad baja de
exposicion a patdgenos durante las primeras seis semanas de vida del potrillo
(ambiente y manejos adecuados). Un valor de menos de 400 mg/100 ml implica
FTP de inmunoglobulinas, como lo indican Koterba ez a/. (1985), citado por
Kohn ez al. (1989), y Savage (1999). Para alcanzar un valor 6ptimo sobre 800
mg/100 ml de Ig séricas del potrillo, el valor de calostrometria debiera ser no

inferior a 1,05 que equivale en promedio a 2.200 mg/dl (Diaz, 1995).

Pruebas de laboratorio utilizadas para determinar concentracion de

inmunoglobulinas calostrales y séricas:

Las pruebas de laboratorio se utilizan para determinar si hubo o no consumo
de calostro, mediante la medicién de proteinas calostrales. Pueden clasificarse en
pruebas directas e indirectas: (Fuentes, 1979; Fernandez ez al., 1994; Richter y
Lohmann, 2005).
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1. Pruebas Directas (Séricas):

a) Lectura rapida (hasta 1 h)

e Aglutinacion pasiva o Test de Latex:

Es una técnica confiable, rapida y de buena correlaciéon con la Inmunodifusion

radial cuantitativa (IDRC) que es la técnica de referencia.

La concentraciéon de Ig es proporcional al tiempo de lectura, cuanto mas

rapido aparece, mayor concentracion hay.

e Test del Glutaraldehido:

Esta prueba no permite cuantificar las Igs, es una prueba cualitativa.
Determina st hubo o no FTP. Ademas el reactivo es un producto téxico, caro

y debe ser importado de USA.

e Test de Precipitacion con Sulfato de Zinc (PSZ):

La técnica se basa en la capacidad de los iones pesados de unirse a la fraccion
Fc de las Igs y hacerlas precipitar. La lectura se realiza comparando la turbidez
existente en el tubo del neonato con el de su madre. Una menor turbidez en el

tubo del neonato indica FTP.

No determina la concentracion de Igs, por lo tanto el parametro utilizado no
es versatil. Se puede cuantificar, mediante la lectura de la transmitancia en
espectrofotometro a 620 nm, previa realizacion de una curva con sueros

patrones de concentracion conocida.
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Es una prueba rapida, de facil desarrollo y con elevada correlaciéon con la

IDRC.

e Test del Sulfito de Sodio (PSNa):

Es una técnica similar a la anterior. La lectura se efectia a ojo desnudo, por la
presencia, ausencia o ligera turbidez producida por el sulfito de sodio que
precipita las Igs. Los resultados obtenidos no son confiables en el equino, a

diferencia de lo que sucede en el bovino.

e Refractometria:
Consiste en un aparato que mide el indice de refracciéon de la luz al incidir
sobre una gota de suero. Determina proteinas totales en g/1 o mg/dl (mg %) y

luego se infiere la concentracion de Igs.

e Comparacion con la escala de Turbidez (CET):

Es una modificacion del test del sulfato de zinc. Se realiza la prueba clasica de
sulfato de zinc y los resultados se comparan con alguno de los tubos de la
escala de turbidez, que ya tiene concentracion determinada. Tiene 0,98 de
correlacion con la precipitacion con sulfato da zinc y 0,95 de correlacion con la

IDRC, que hasta el momento es la técnica de referencia.
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b) Lectura intermedia (4-6 hs)

Enzimoinmunoensayo (ELISA) y Radioinmunoprecipitacion (RIP)

Son pruebas de interaccién primaria que se caracterizan por su sensibilidad y
especificidad. Tienen muy buena correlacion con la IDRC pero tienen las

desventajas de ser caras y requerir una infraestructura mas sofisticada.

c) Lectura lenta (24-72 hs)

Inmunodifusion Radial Cuantitativa (IDRC):

Es la técnica de referencia. Ademas de conocer concentracion de Igs, permite
reconocer clases y subclases de Igs. La desventaja es el tiempo de lectura, que

se realiza a las 48-72 hs.

Merece especial mencion la electroforesis clasica de proteinas séricas sobre
cellogel, con cuantificacién por eluciéon del colorante o por densitometria.

Tiene 0,89 de correlacion con la IDRC.

2. Pruebas indirectas (Séricas)

e Electroforesis de las Proteinas Séricas
e DProteinas Totales por:
- Técnica de Biuret

- Técnica de Lowry
- Técnica de Bradford
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Las técnicas de dosaje de proteinas totales son de uso comun en el
laboratorio de diagnéstico clinico y en forma indirecta pueden ofrecer datos de
valor sobre el nivel de gammaglobulinas totales, teniendo en cuenta que la IgG
constituye el 90-97 % de las mismas. Y que las gammaglobulinas son 18-22 %

de las proteinas totales.

3. Pruebas Directas (Calostrales)

e Indice de Densidad.
e Técnica de Calostrotermodensimetro (Calostrometro).

e Proteinas totales.
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3. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar los valores de inmunoglobulinas totales en calostros provenientes
de yeguas FSC con y sin secrecién mamaria pre-parto, y en el suero sanguineo de

sus respectivos potrillos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Determinar la cantidad de inmunoglobulinas calostrales totales en el suero
sanguineo de los potrillos y relacionar estos valores con las mediciones de

inmunoglobulinas calostrales totales de sus respectivas madres.

2.- Determinar la cantidad de inmunoglobulinas calostrales totales de yeguas

considerando el numero ordinal de parto.

3.- Determinar la cantidad de inmunoglobulinas calostrales totales de yeguas

considerando presencia o ausencia de secrecion mamaria pre-parto.
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4. MATERIALES Y METODOS

El estudio se realiz6 en el Laboratorio de Hematologia y Bioquimica Clinica de
la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile. Este
comprendio la toma de muestras durante el periodo natural de partos, entre los

meses de julio a diciembre del 2005.

1.- Numero de animales

Se usaron 35 yeguas FSC de distintas edades, y 18 potrillos nacidos de estas,
seleccionados de forma aleatoria. Todos los animales estuvieron alojados en un
haras de la Region Metropolitana y sometidos a las mismas condiciones de
manejo y alimentacién

2.- Tratamientos experimentales

Las yeguas se agruparon segiun NOP y presencia/ausencia de secrecion pre-parto
en las siguientes categorias:

1.- Yeguas de hasta tres partos con secrecion (8).

2.- Yeguas de hasta tres partos sin secrecion (9).

3.- Yeguas desde cuatro partos con secrecion (8).

4.- Yeguas desde cuatro partos sin secrecion (10).

Ademas, se muestrearon 18 potrillos nacidos de estas yeguas con el fin de

analizar los niveles de Ig séricas totales.
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3) Recoleccion de la muestra de calostro:

La muestra de calostro (15 ml) fue obtenida mediante ordefia manual

inmediatamente después de la primera mamada del potrillo en un tubo plastico

de 15 ml. Luego de ser recolectada la muestra se mantuvo a 4 °C hasta y durante

su transporte al Laboratorio, donde fue congelada.

4) Recoleccion de la muestra sanguinea del potrillo:

La muestra de sangre fue obtenida mediante venipuntura yugular, 24 horas

después que el potrillo consumié calostro.

5) Congelamiento de la muestra:

Las muestras de calostro y suero sanguineo fueron congeladas a —20 °C, en los

mismos tubos en que fueron recolectadas.
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6) Obtencion del suero calostral:

Las muestras de calostro fueron incubadas a 37°C por cuatro horas con renina
(Cuajo® Anasac). Posteriormente se centrifugaron en frio, a 3000 rpm por 30

minutos, y el suero calostral obtenido se recolect6 siendo analizado de inmediato.

7) Medicion de inmunoglobulinas calostrales totales en el suero calostral

y sanguineo:

Para medir inmunoglobulinas del suero calostral y sanguineo se utilizo la técnica
descrita por Mc Ewan ez al. (1970), citada por Fernandez ef al. (1994), y Savage
(1999), 1a cual se basa en la capacidad que poseen las soluciones con bajas
concentraciones de metales pesados como el sulfato de Zinc para producir la
precipitacion de la fraccién gama globulinica del suero. La precipitacion o
turbidez que se produce se puede cuantificar colorimétricamente, ya que la
proteina precipita como una fina suspension. Existe una correlaciéon altamente
significativa entre la turbidez que se produce y la concentraciéon total de
inmunoglobulinas en el suero problema.

Si bien es cierto existen otros métodos para determinar inmunoglobulinas en

suero, como por ejemplo la inhibicion en ELISA, que permite identificar
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subisotipos de inmunoglobulinas, fue escogida esta técnica ya que permite
cuantificar de manera simple la concentraciéon total de inmunoglobulinas, y asi

evaluar la calidad inmunolégica de muestras de calostro obtenidas en terreno.

El Test de Turbidez con sulfato de Zinc se realizé de la siguiente forma:

Se preparé una solucion de sulfato de Zinc, con 208 mg de sulfato de Zinc
(ZnSO, TH,0O), que se agregd a 1000 ml de agua destilada, la cual fue
previamente hervida por 10 a 15 minutos, con el objeto de extraer el diéxido de
carbono.

Por cada muestra de suero se preparé un tubo problema con 6 ml de sulfato de
Zinc y un tubo control con 6 ml de de agua destilada. A ambos tubos se les
agreg6 0,1 ml de suero problema. Luego cada tubo fue cerrado con tapéon de
goma, agitado e invertido para asegurar una mezcla homogénea y se dejaron a
temperatura ambiente por sesenta minutos. Es importante indicar que por cada
muestra se efectué un control, con el objeto de descartar el efecto de hemolisis
sobre la reaccion de turbidez.

Las muestras problemas y control fueron leidas, todas de una sola vez, en un
fotocolorimetro (Microlab 100) a £405 nm, agitando cada tubo inmediatamente
antes de cada lectura para redistribuir el precipitado. Se ley6 la densidad optica

(D.O) contra un blanco de agua destilada (para llevar el fotocolorimetro a cero),

20



del tubo problema y control. Se efectuaron las lecturas de todas las muestras a la
vez, para evitar diferencias de los resultados producto de errores de laboratorio.
Para determinar las unidades de turbidez (UT) del suero problema se efectud el

siguiente calculo:

U.T. = (D.O. tubo problema - D.O. tubo control) x I

I: Corresponde a un factor derivado de una curva estandar, preparada con
suspensiones de sulfato de Bario.

Para confeccionar la curva de sulfato de Bario se us6 una solucién de cloruro de
Bario (Ba Cl,, 2H,0), la cual se prepar6 usando 1,173 g de cloruro de Bario en
100 ml de agua destilada. De esta soluciéon, 5 ml se llevaron a 100 ml usando
acido sulfuarico 0,2 N (en frio, a 10 °C) en matraz volumétrico y se repartié en

tubos de la siguiente manera:

Tubo BaSO, H,SO, Unidades de
Stock (ml) turbidez
(m)

1 0 10 Blanco
2 1,35 8,65 5

3 2,70 7,30 10

4 4,05 5,95 15

5 5,40 4,60 20

6 0,75 3,25 25

7 8,10 1,90 30

8 9,45 0,55 35
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Las muestras de cada tubo fueron leidas bajo las mismas condiciones que la
reaccion con sulfato de Zinc, (no fue necesario esperar 60 minutos.)
Adicionalmente, de las 18 muestras de suero sanguineo de los potrillos se
tomaron 10 muestras al azar, y fueron enviadas al laboratorio de Inmunologia del
Hospital Clinico de la Universidad de Chile, donde se midieron los niveles totales
de inmunoglobulinas séricas mediante electroforesis en gel de agarosa con
cuantificaciéon por densitometria (Lunn ez al., 2004), expresando los resultados en
g/dl lo que permiti6 relacionar estos valores con los valores obtenidos de las

mismas muestras en UT.

8) Analisis estadistico:

Para comparar las inmunoglobulinas calostrales, del grupo de yeguas en estudio,

se consideraron dos factores:

a) Numero ordinal de partos. (Yeguas hasta tres partos y yeguas con mas de

tres partos).

b) Presencia o ausencia de secrecion calostral pre- parto.
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Segun estos dos factores se agruparon las yeguas en 4 grupos donde se
registraron sus valores de inmunoglobulinas calostrales totales para  ser

comparados mediante un analisis de varianza en disefio factorial de dos por dos.

El Modelo estadistico utilizado fue el siguiente:
Yijk = H T Ot sj o spe) T ek
Donde: yix = Respuesta observada

u = Media poblacional

si = Efecto de la secrecion.

pi = Efecto del nimero ordinal de partos.

spgj = Interaccion entre secrecion y nimero ordinal de parto.
e = Error experimental.

Por otra parte, los niveles de inmunoglobulinas calostrales totales de las yeguas
se correlacionaron con los valores de inmunoglobulinas totales sanguineas de sus
respectivos potrillos a través de la correlacion de Pearson.

Adicionalmente las Ig totales séricas de las 10 muestras de potrillos obtenidas al
azar medidas en UT fueron correlacionadas con las mediciones en g/dl de estas
mismas Ig mediante la correlaciéon de Pearson.

Los datos fueron analizados con los métodos descritos, utilizando el programa

SAS (2000).
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

1.- Relacién entre el NOP y la concentracién de Ig calostral

La concentracién de inmunoglobulinas calostrales de yeguas FSC agrupadas
segin NOP en 2 categorias (hasta 3 partos y desde 4 partos), no mostrd
diferencias significativas entre ambos grupos de yeguas (p >0,05), observandose
promedios de inmunoglobulinas de 56,12 y 5836 UT, respectivamente
(Cuadro 3). De acuerdo a estos resultados no habria influencia significativa dada
por el NOP sobre los niveles de inmunoglobulinas calostrales; esto coincide con
Morris et al. (1985), y Erhard e a/ (2001), quienes tampoco encontraron
diferencias significativas al evaluar esta variable, sefalando que el NOP no

tendria relaciéon con la concentraciéon de Ig calostral en yeguas.

En bovinos, donde existen mas estudios al respecto, se ha visto que el NOP
no ejerce efecto sobre la concentraciéon de inmunoglobulinas calostrales (Mechor
et al., 1992, Villalobos e al., 2000), no existiendo diferencias significativas entre
vacas ptrimiparas y multiparas, con promedios de 61,7 y 57,9 mg/ml

respectivamente.

Sin embargo, otros autores en estudios realizados en bovino han establecido
que el NOP influye de manera significativa en la concentraciéon de
inmunoglobulinas calostrales. Quigley ez 4/ (1994), determinaron que la
concentracion total de inmunoglobulinas calostrales y de IgG fue mas baja y la

concentracion de IgA mas alta en el calostro de vacas de segunda lactancia
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comparado a las de primera y tercera o mas lactancias. As{ mismo, la

concentracion de IgM aumento linealmente en la medida que aumento6 el NOP.

Segun Pritchett e al. (1991), concluyeron que el NOP es uno de los factores
que mas influye sobre la concentracion de IgG calostral, afirmando que las vacas
de primer y segundo parto presentaron concentraciones de inmunoglobulinas
significativamente inferiores en relacién al calostro de vacas de tercer o mas

partos.

El haber encontrado en este trabajo que el NOP no influye significativamente
sobre la concentracién de inmunoglobulinas calostrales, a diferencia de los
ultimos estudios citados que se contraponen a lo anterior, puede deberse a que
las yeguas se agruparon segun NOP en solo 2 grupos, por lo que cualquier
diferencia significativa dentro de estos grupos pudo no ser detectada; también
debe considerarse que solamente se estimé la concentracién total de
inmunoglobulinas calostrales, pudiendo existir diferencias significativas en las
concentraciones de las distintas clases y subclases de inmunoglobulinas entre las

yeguas de distinto NOP.
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CUADRO 3

DESCRIPCION ESTADISTICA DE LA CONCENTRACION DE
INMUNOGLOBULINAS, ESTIMADA EN UT, EN EL CALOSTRO DE
YEGUAS AGRUPADAS POR NOP:

Hasta 3 partos | Desde 4 partos.
Media Aritmética 56,12 % 58,36 °
_ Desviacion Estandar 13,00 14,53
Concentracion de
Inmunoglobulinas
UT) Coeficiente de Variacién 23.16% 24.90%
Numero de muestras 17 18

“ % Superindices iguales dentro de filas indican ausencia de diferencias

estadisticamente significativas. (p >0,05).
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2.- Relaciéon entre secrecibn mamaria pre parto y la concentracion de Ig

calostral

Una de las causas de FTP es la pérdida de calostro antes del parto; el goteo de
calostro previo al nacimiento del potrillo implica pérdida de la concentracién de
inmunoglobulinas calostrales totales con la consecuente disminucién de la
transferencia de estas desde la yegua al potrillo y por lo tanto la mayor
susceptibilidad a enfermar (Huber, 2002; Paradis, 2003; Richter y Lohmann,
2005).

Los resultados del presente estudio coinciden con esta afirmacion, ya que se
pudo observar que la concentracion de inmunoglobulinas calostrales de las
yeguas muestreadas, en relacion a la presencia o ausencia de secrecién mamaria
pre-parto, mostré diferencias significativas entre ambas categorias (p = 0,05), con
promedios de 46,14 UT para el grupo de yeguas con presencia de secrecion pre-
parto y de 66,64 UT para el grupo con ausencia de secrecion (Cuadro 4). Esto
indicarfa que la pérdida de calostro antes del parto incidirfa directamente sobre la
concentraciéon de inmunoglobulinas calostrales produciendo una disminucién en

dicha concentracion.
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CUADRO 4

DESCRIPCION ESTADISTICA DE LA CONCENTRACION DE
INMUNOGLOBULINAS, ESTIMADA EN UT, EN EL CALOSTRO DE
YEGUAS CON PRESENCIA Y AUSENCIA DE SECRECION MAMARIA

PRE-PARTO:
Presencia de Ausencia de
Secrecion. secrecion.
46,14 *° 66,64 ®
Media Aritmética
Desviacion 9,83 8,28
Concentraciéon de Estandar
Inmunoglobulinas
(UT) Coeficiente de 21,30% 12,42%
Variacion
Numero de
Muestras 16 19

* " Superindices distintos dentro de filas indican diferencias estadisticamente

significativas (p = 0,05).
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CUADRO 5

DESCRIPCION ESTADISTICA DE LA CONCENTRACION DE
INMUNOGLOBULINAS, ESTIMADA EN UT EN EL CALOSTRO DE
YEGUAS AGRUPADAS POR NOP Y PRESENCIA O AUSENCIA DE
SECRECION MAMARIA PRE-PARTO:

Hasta 3 partos Desde 4 partos

Sin Con Sin Con
secrecion | secrecion | secrecion | secrecion

Media

e 65,60° 4545P 67,59° 46,82
Aritmética

Concentraciéon de Desviacion
Inmunoglobulinas Estandar

515 10,50 10,56 9,78

(UT)

Coeficiente de
Variacion

7,85 23,10 15,62 20,89

Numero de
Muestras

9 8 10 8

% b Superindices distintos dentro de filas indican diferencias estadisticamente
p

significativas (p = 0,05).

En el cuadro N° 5 se observa la concentraciéon de inmunoglobulinas, estimada
en UT, en el calostro de yeguas agrupadas por NOP y presencia o ausencia de
secrecibn mamaria pre-parto; como anteriormente se seflalé no habria diferencias
significativas (p >0,05), en la concentraciéon de inmunoglobulinas calostrales
totales de yeguas segiin NOP, pero si la presencia o ausencia de secrecion influye
sobre las concentraciones de Ig, obteniendo mayores concentraciones los grupos

de yeguas con ausencia de secrecion (p = 0,05).
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3.- Concentraciéon de inmunoglobulinas totales calostrales y séricas del

potrillo:

CUADRO 6

CONCENTRACION DE INMUNOGLOBULINAS TOTALES (UNIDADES
DE TURBIDEZ) EN EL CALOSTRO DE 18 YEGUAS Y EN EL SUERO
DE SUS RESPECTIVOS POTRILLOS:

Ig Totales Suero

Yegua Ig Totales Calostrales potrillo

1 65,38 17,55

2 76,44 40,23

3 71,62 25,47

4 06,42 25,84

5 04,82 43,19

0 73,22 26,99

7 46,50 37,35

8 74,70 39,51

9 59,39 27,71

10 00,71 19,22
11 39,64 17,13
12 54,89 35,68
13 38,65 30,62
14 57,04 20,20
15 53,73 17,46
16 61,21 30,81
17 51,04 36,66
18 49,54 31,21
Media Aritmética 59,16 29,05
Desviacion Estandar 11,36 8,50

30



En relacién a la concentracion de inmunoglobulinas totales en el calostro de las
yeguas y en el suero de sus respectivos potrillos (Cuadro 6), se encontré una baja

correlaciéon (r = 0,2) entre éstas variables no siendo significativa (p >0,05).

Al separar las madres y sus crias en dos grupos segun presencia y ausencia de
secrecion mamaria pre parto, las correlaciones obtenidas fueron de 0,009
(» >0,05); y 0,42 (p >0,05), respectivamente, valores que indican que no existirfa
asoclacion estadistica entre los niveles de inmunoglobulinas calostrales y séricas
de los potrillos, pero cabe destacar que la correlaciéon correspondiente al grupo
con ausencia de secreciéon es mucho mayor que la de los animales con presencia
de secrecion, la cual podria eventualmente mostrar un grado de asociacién al
aumentar el numero de muestras; tal como ocurre en el trabajo de
Kohn e al. (1989), quienes al analizar las mismas variables en 36 animales,

determinaron correlaciones no superiores a r = 0,46 (p = 0,01).

Una correlacién un poco mayor (r = 0,77; p = 0,05) fue demostrada por
Perryman y Crawford (1979), en 100 yeguas y sus potrillos, asi como también en
136 yeguas Standardbred y sus crias (r = 0,854; p = 0,01), evaluadas por
Morttis et al. (1985).

Por su parte, en el estudio realizado por Curadi ez 2/ (2002), se obtuvo una
correlacién de r = 0,84 (p = 0,05) para las muestras de suero de potrillo tomadas
6 horas después del parto y de r = 0,91 (p = 0,05) para las recolectadas 18 horas
posterior al parto, lo que coincide con el valor reportado por Da Luz e al. (1992).
Las diferencias obtenidas en la correlacion de los estudios mencionados no son

atribuibles a un unico factor, el tiempo en que fue recolectada la muestra de
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calostro o bien la de suero, incide en la medicion de la concentracién de
inmunoglobulinas, ya que muestras tomadas recientes al parto van a dar por
resultado concentraciones inferiores de inmunoglobulinas que muestras tomadas
horas mas tarde donde ha habido una absorcion mas completa de estas
inmunoglobulinas; otros factores que inciden en la medicién son el volumen de
calostro ingerido por el potrillo y la eficacia de la absorcién de inmunoglobulinas

a nivel del epitelio intestinal (Kohn ez @/, 1989).

4.- Relacion entre unidades de turbidez y gramos por decilitros de

inmunoglobulinas séricas de potrillos:

Al relacionar los valores de UT medidos a través del Test de Turbidez con
sulfato de Zinc y los valores de g/dl obtenidos mediante electroforesis en gel de
agarosa con cuantificacién por densitometria (Cuadro 7), se evidencié una
correlacién altamente significativa entre ambos (r = 0,98; p = 0,05 ), como se
observa en el Grafico 1. Esto indica que existe asociacién entre ambos métodos,
lo que permite usarlos de forma complementaria para la medicién de
inmunoglobulinas séricas totales, considerando al Test de Turbidez con sulfato
de Zinc como una buena técnica para medir inmunoglobulinas totales en calostro
y suero, tal como lo sefialan Fuentes (1979); Fernandez et al. (1994); y Savage

(1999).
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CUADRO 7

RELACION ENTRE UNIDADES DE TURBIDEZ Y GRAMOS POR
DECILITROS DE INMUNOGLOBULINAS SERICAS DE POTRILLOS:

Potrillo UT g/dl

1 43,19 2,3

2 39,51 2,0

3 37,35 1,9

4 36,66 1,8

5 35,68 1,8

6 31,21 1,7

7 30,62 1,3

8 27,71 1,2

9 2547 1,1

10 17,55 0,7

Media Aritmética 32,49 1,58
Desviacion Estandar 7,57 0,49
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GRAFICO 1

RELACION ENTRE UNIDADES DE TURBIDEZ Y GRAMOS POR
DECILITROS EN SUERO DE POTRILLOS.

25 Gramos por Decilitro vs. Unidad de Turbidez
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5.- Relacién entre concentracion de inmunoglobulinas calostrales y FTP:

En el presente estudio, de los 10 potrillos muestreados en ninguno se
obtuvieron concentraciones de inmunoglobulinas séricas totales inferiores a 400
mg/dl (valor que indica FTP), sélo un potrillo tuvo una concentracién de 700
mg/dl lo que demuestra una adecuada transferencia de inmunoglobulinas
calostrales y los 9 animales restantes arrojaron valores sobre 800 mg/dl que
indica una buena transferencia pasiva (Cuadro 8). Resultados similares obtuvieron
Kohn et al. (1989) donde de 36 potrillos, uno (2,8%) tuvo concentraciones de
inmunoglobulinas séricas totales menor a 400 mg/dl, y 6 (16,7 %) potrillos con

concentraciones menores a 800 mg/dL.

Fuentes (1979) trabajo con 50 potrillos de los cuales 49 (98%) tuvieron valores
de inmunoglobulinas séricas totales sobre 400 mg/dl (valor mayor a 15 UT) y
solamente 1 potrillo (2%) presento un valor menor a 400 mg/dl (8,8 UT). Estas
diferencias en las concentraciones de inmunoglobulinas calostrales se deberfan a
multiples factores, tales como: lactaciéon prematura, baja produccion de calostro,
pobre concentraciéon de Ig en el calostro, falla en la absorcion intestinal del

potrillo, entre otras (Deluca e a/. 2001; Richter e al. 2005).
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CUADRO 8

RELACION ENTRE CONCENTRACION DE INMUNOGLOBULINAS
CALOSTRALES Y FALLA DE LLA TRANSFERENCIA PASIVA:

Rangos Numero de Porcentaje | Transferencia Pasiva
Muestra
< 400 mg/dl 0 0% FTP
400 — 800 mg/dl 1 10% Adecuada
> 800 mg/dl 9 90% Buena.
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6. CONCLUSIONES

1- La concentraciéon de inmunoglobulinas calostrales totales se vio afectada
significativamente (p < 0,05) por la presencia o ausencia de secrecién mamaria
pre parto en yeguas, determinandose una concentracién mayor en el grupo de

yeguas que no presentaron secrecion.

2- E1 NOP de las yeguas, analizado en dos categorias (hasta 3 partos y desde 4
partos), no afectd significativamente (p >0,05) la concentraciéon de

inmunoglobulinas calostrales.

3- Se encontré una correlacion significativa (r = 0,98; p = 0,05) entre las
mediciones de inmunoglobulinas calostrales obtenidas por el Test de Turbidez
con sulfato de Zinc y las determinadas por electroforesis en gel de agarosa con

cuantificaciéon por densitometria.

4- De los potrillos muestreados ninguno present6 falla en la transferencia pasiva

de inmunoglobulinas, encontrandose todos con niveles por sobre lo adecuado.
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