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RESUMEN

En los potrillos recién nacidos medir la concentracion de IgG después de la toma
de calostro es una técnica diagnodstica util que permite evaluar la transferencia
pasiva de la inmunidad. Por tal motivo, se necesita implementar una prueba
sencilla, rapida, econdémica y fiable que permita detectar la deficiencia de IgG e
implementar un tratamiento para reducir las tasas de morbilidad y mortalidad en la
poblacion de potrillos. El objetivo de este estudio fue evaluar la concentracion de
IgG en suero de potrillos neonatos después de la toma de calostro por el método
de inmunocrito para determinar la falla en la transferencia pasiva de la inmunidad
y compararlo con la prueba de coagulacion por el glutaraldehido. Se analizaron 57
potros Silla argentino y se les extrajo una muestra de sangre entre las 10 y 14
horas de nacidos. A cada muestra se le realizé la prueba de inmunocrito y se la
comparé con la prueba de coagulacion con glutaraldehido. Si bien la comparacion
de la técnica de inmunocrito con la de coagulacién por el glutaraldehido indicé un
mediano coeficiente de correlacion (k = 0,56), la curva ROC mostrd un area bajo la
curva de 99,04% vy el limite de corte inferior del inmunocrito resulté ser de 7,5%
con una sensibilidad y especificidad muy adecuadas (90 y 95,7%
respectivamente). Estos datos sugieren que la técnica de inmunocrito es precisa
para identificar la transferencia pasiva. La determinacién temprana de la
concentracion de IgG permitio la aplicacion de un tratamiento precoz a los potrillos

con fallas parciales o totales de la transferencia pasiva de la inmunidad.

PALABRAS CLAVE: Transferencia pasiva de la inmunidad; potrillos; inmunocrito

ABSTRACT

In newborn foals, measuring IgG concentration after colostrum feeding is a useful
diagnostic technique to assess passive transfer of immunity. For this reason, it is
necessary to implement a simple, fast, cheap, and reliable test to detect I1gG
deficiency and implement a treatment to reduce morbidity and mortality rates in the

foal population. The aim of this study was to evaluate the immune status of foals
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from an establishment in the Province of Buenos Aires. Fifty-seven Argentine Silla
foals were analyzed, and a blood sample was drawn between 10 and 14 hours
after birth, each sample was subjected to the immunocrit test and compared with
the glutaraldehyde coagulation test. Although the comparison of the immunocrit
technique with that of glutaraldehyde coagulation indicated a medium correlation
coefficient (k = 0.56), the ROC curve showed an area under the curve of 99.04%
and the lower cut-off limit of the immunocrit turned out to be 7.5% with a very
adequate sensitivity and specificity (90 and 95.7%, respectively). These data
suggest that the immunocrit technique is accurate in identifying passive transfer.
The early determination of IgG concentration allowed the application of early

treatment to foals with partial or total failure of passive transfer of immunity.

KEY WORDS: Passive immunity; newborn foals; immunocrit

INTRODUCCION

El descubrimiento de las fallas en la Transferencia Pasiva de la Inmunidad es una
herramienta importante para el manejo adecuado de los potrillos recién nacidos
(LeBlanc y col., 1992). La rapidez con que se efectua la evaluacién del calostro y
de los neonatos facilitara la implementacion de las medidas necesarias para
suplementarlos y determinar la via por la que se aplicara (Pennimpede y
col.,2004).

Al momento de elegir una técnica para determinar la Transferencia Pasiva de la
Inmunidad en los potrillos neonatos es importante tener en cuenta el tiempo que
consume la realizacion de esta, debido a las pocas horas en que el epitelio
intestinal es permeable a la absorcion de inmunoglobulinas intactas. La técnica
empleada debe ser fehaciente y de resultados rapidos (Mortola, 2017).

El equino neonato es considerado inmunocompetente al nacimiento, ya que el feto
es capaz de producir anticuerpos especificos alrededor de los 180-200 dias de su
gestaciéon. Sin embargo, su sistema inmune es inmaduro e incapaz de montar una
respuesta inmune frente a la flora patégena (bacterias comensales, parasitos y
patdgenos virulentos) con la que toma contacto al abandonar el vientre materno
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(Perkins y col, 2015; Mortola, 2017; Castoldi y col, 2019;). Esto se debe a la falta
de estimulacion antigénica durante la gestacion ya que la placenta de la yegua es
de tipo epiteliocorial, por lo tanto, el pasaje de inmunoglobulinas es nula. Por esta
razon, la proteccion humoral del potrillo recién nacido depende exclusivamente de
la ingesta y absorcion de anticuerpos maternos concentrados en el calostro
inmediatamente después del nacimiento (Lunn y col., 2005; Sedlinska y col, 2006;
Galvin, 2010; Castoldi y col, 2019).

El calostro, o primera secrecion lactea, se forma por el pasaje de
inmunoglobulinas, células y distintas sustancias y moléculas de la circulacion
general a la glandula mamaria (inmunidad transmamaria) durante las ultimas
semanas que preceden al parto, bajo la influencia de niveles relativos de
estrogeno y progesterona. Ademas, incluye otros mediadores producidos
localmente por la mama (inmunidad diatélica). La calidad del calostro depende del
volumen, concentracion e isotipos de inmunoglobulinas relacionado con la
experiencia inmune de la madre (Pennimpede y col ,2004).

La IgG se presenta en una concentracion sérica de 1500-5000 mg/dl y consta de
varias subclases; que debido a su reducido tamafio molecular puede abandonar
los vasos sanguineos y participa en la respuesta inmune en los espacios tisulares
y superficies corporales. La IgM presenta una concentracion maxima en el suero
(100-300 mg/dl). y debido a su gran tamano molecular no se escapa de la
circulacion sanguinea. La 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 (500-1500 mg/dl) (Powell y col, 1994; Videla Ricci,
2006; Montenegro y col 2008; Mortola, 2017).

Es de vital importancia que un animal recién nacido tome calostro. El intestino del
potrillo recién nacido contiene un epitelio con células especializadas en la
absorcion de calostro a través de pinocitosis. La duracion del periodo de absorcion
es tiempo dependiente, con una eficiencia maxima entre las 6 y 8 horas, para
luego descender paulatinamente y ser insignificante a las 24 horas donde un alto
porcentaje de células epiteliales son reemplazadas por enterocitos maduros
(Hines, 2003; Pennimpede y col ,2004; Videla Ricci, 2006; Orozco, 2009).



Una vez absorbidas, las inmunoglobulinas son detectadas en la sangre de los
potrillos a partir de las 3, 4 y 6 horas, logrando una concentracion proxima a la
sangre materna entre las 12 y 18 horas posteriores (Pennimpede y col, 2004). A
medida que la capacidad del potro para absorber inmunoglobulinas intactas se
disipa y el calostro de la yegua se convierte en leche, la transferencia pasiva es
importante para la supervivencia neonatal (Perkins y col, 2015).

Por ello, una adecuada proteccién contra enfermedades infecciosas que puedan
comprometer la vida del neonato depende de la presencia de mas de 400-800
mg/dl de la IgG transferida pasivamente. La incapacidad del potrillo de ingerir o
absorber cantidades suficientes de calostro es denomina falla en la transferencia
pasiva (FTP) (Barrington y col, 2010). Valores entre 200-400 mg/dl indican falla
Parcial en la Transferencia Pasiva (FPTP) y menores a 200 mg/dl son indicativos
de Falla Total en la Transferencia Pasiva de la Inmunidad materno filial.
(Montenegro y col, 2008).

Algunas caracteristicas clinicas generales que nos hacen sospechar de una falla
en la TPI incluyen la aparicion de enfermedades durante las primeras 6 semanas
de vida, infecciones repetidas que responden mal al tratamiento normal, aumento
de la susceptibilidad frente a organismos con baja patogenicidad o infecciones por
organismos rara vez observados en sujetos inmunocompetentes (Sellon, 2006;
Tallmadge, 2016).

Las presentaciones clinicas que generalmente se manifiestan en las dos primeras
semanas de vida son: septicemia, artritis séptica, neumonia y enteritis (Barrington
y col 2010; Castoldi y col, 2019).

Entre los factores que condicionan la transferencia de inmunidad pasiva se
pueden mencionar a aquellos provenientes de la madre y del potrillo. Con respecto
a las madres se destacan los siguientes (Pennimpede y col ,2004):

1) Calostros de escaso volumen y bajo contenido de inmunoglobulinas: Esta
caracteristica es comun en las primerizas y mejora en las lactaciones posteriores.
Esta mejora se debe a una mayor experiencia inmune materna, a un aumento de

la actividad secretoria y habilidad para el transporte de inmunoglobulinas.



2) Lactacion prematura o pérdida de calostro prenatal: Es producida por cambios
hormonales que acompanan a las placentitis, desprendimientos de placenta o
paricion de mellizos.

3) Edad: Entre 3 a 10 afos las yeguas producen calostro de mejor calidad.

4) Malnutriciéon calérico-proteica: Si se produce hacia el final de la gestacion,
puede reducir su volumen.

5) Partos prematuros: Generalmente se observan 30 o 40 dias antes de la fecha
prevista para la finalizacién de la gestacion y, por lo tanto, el tiempo es insuficiente
para formar el calostro.

6) Gestaciones prolongadas: Esta situacién determina que el epitelio intestinal del
recién nacido es maduro y ya no absorben macromoléculas intactas.

7) Partos distécicos y abortos: El calostro de estos animales es por lo general de
baja calidad. También puede incidir la eventual falta de tiempo para producirlo.

8) Rechazo de las crias: De comprobacién comun en hembras de primera pariciéon
o carencia de instinto maternal.

9) Retencién de placenta.

10) Ubres tensas en las yeguas: que no aceptan a la cria por el dolor.

11) Mastitis: Las glandulas mamarias inflamadas producen calostro de baja
calidad, poco palatable e infeccioso.

12) Pezones lesionados: el dolor al mamar causa que se rechacen las crias.

En las crias, los factores mas comunes seran:

1) Nacimientos prematuros: los neonatos son débiles y sus madres quizas no
formen adecuado volumen de calostro.

2) Neonatos débiles o enfermos: no se ponen de pie para mamar o lo hacen en
pocas oportunidades.

3) Ausencia del reflejo de succion o deformacion del paladar.

Existe una variedad de pruebas diagndsticas con las que se puede determinar si la
eficiencia de la transferencia pasiva de la inmunidad materna a través del calostro

es suficiente para proteger a los potrillos. Es importante tener en cuenta el periodo



de maxima absorcién intestinal (hasta las 12 horas de vida). (Pennimpede y col
,2004).

Estas pruebas podran clasificarse en directas e indirectas. Entre las primeras se
pueden mencionar la Electroforesis, Inmunodifusiéon radial, Nefelometria y ELISA.
Dentro de las pruebas indirectas se incluyen Refractrometria, Turbidez,
Precipitacion por sales, Coagulacion por el glutaraldehido y Aglutinaciéon de
particulas de latex (Mortola,2017).

La determinacion electroforética, método en el cual se consigue la separacion de
las proteinas debido a diferencias en sus cargas eléctricas, es muy precisa, pero
lleva tiempo y requiere equipos especializados (Castoldi y col, 2019).

La inmunodifusién radial simple (IDRS) se considera la prueba diagnéstica
cuantitativamente mas fiable, precisa y util como prueba de confirmacion. Sin
embargo, es mas cara que otras pruebas de eleccion y los resultados demoran
entre 15 y 24 horas, lo cual la vuelve poco practica cuando se necesita un
diagnéstico y un tratamiento rapido (Castoldi y col, 2019).

La prueba de inmunoensayo: requiere mediciones precisas con pipeta y seguir
exactamente las instrucciones. Se puede usar sangre entera, suero o plasma. La
técnica utiliza un gradiente de color con estandares de calibracion que se
correlacionan con concentraciones de 2,4 a 8 g/L de IgG. La realizacién es rapida
(10-15 min) y los resultados tienen una elevada correlacién con los de la IDRS.
(Castoldi y col, 2019).

La prueba de turbidez por sulfato de zinc consiste en combinar quimicamente las
gammaglobulinas séricas (principalmente IgG) con trazas de zinc, que las precipita
y produce diferentes grados de turbidez u opacidad (Pennimpede y col ,2004). Es
una técnica rapida, sencilla y econdmica, aunque la exactitud de la medicién
disminuye en los valores mas bajos del rango (4 g/L). Se debe usar suero en vez
de plasma, ya que una alta concentracion de fibrinogeno plasmatico puede
interferir con los resultados La hemdlisis puede causar resultados falsamente
elevados (Castoldi y col, 2019).

La prueba de aglutinacion con particulas de latex, consiste en la aglutinacion de

las particulas de latex sensibilizadas con anticuerpos contra IgG equina de origen



conejo por las IgG presentes en la muestra a estudiar. Se puede realizar con
sangre o suero. La técnica es simple y rapida; sin embargo, los kits son caros y los
resultados se ven afectados por la temperatura. La precisién es alta con valores
de 4 g/L o menos, pero disminuye en rangos mas altos. (Castoldi y col, 2019).

En la prueba de coagulaciéon por glutaraldehido ocurre una reaccion del aldehido
bifuncional con grupos amino de los residuos de lisina, que forma enlaces
intermoleculares con las proteinas basicas. La distribucién de los grupos reactivos
y la conformacién estérica de las gammaglobulinas séricas favorecen la reaccion
con bajas concentraciones de glutaraldehido, formando complejos insolubles que
recuerdan un proceso de coagulacion.

Se preparan soluciones de glutaraldehido al 10 y 20% en agua destilada que se
refrigeran para su conservacion. (Pennimpede y col ,2004). En dos tubos
pequeinos se coloca 0,5 ml de suero libre de hemdlisis y a cada uno de ellos se
adiciona 0,05 ml de glutaraldehido al 10%. Se agitan brevemente y se observa la
consistencia de la mezcla cada 5 a 10 minutos hasta los 60 minutos. La aparicidon
en el tiempo de un coagulo inmovil adherido en el fondo del tubo indica una
adecuada concentracion de inmunoglobulinas (Pennimpede y col ,2004).

Si el tiempo de reaccion obtenido es entre 0 y 10 minutos, la concentracion de IgG
es mayor o igual a 800 mg/dl, por lo que no es necesaria la transfusion de plasma.
Si el tiempo es entre 11 a 20 minutos, la concentracion de IgG es mayor o igual a
600 mg/dl. En cambio, si se halla un coagulo entre 21 a 60 minutos la
concentracion de 1gG es mayor o igual a 400 mg/dl (Pennimpede y col ,2004;
Castoldi y col, 2019). Por tratarse de una prueba semicuantitativa sus resultados
no son precisos en cuanto a la concentracién de inmunoglobulinas. Se considera
que la coagulacion se produce en sueros cuya concentracién es > 600 mg/100 mi
y no se observa en aquellos con < 400 mg/100 ml. Sus resultados son variables si
la concentracion de IgG es de 400 a 600 mg/100 ml (Pennimpede y col ,2004).
Posteriormente al diagndstico de la falla de la transferencia pasiva es importante
implementar un tratamiento de suplementacion adecuado, para que el neonato
cuente con anticuerpos maternos de proteccién que eviten su muerte. (Mortola,
2017).



El tratamiento depende del estado del animal, del ambiente en el que se
encuentra, de la edad en el momento del diagndstico y de la presencia de
infecciones secundarias (Galvin, 2010).

Si la calidad del calostro no es satisfactoria o el neonato no mama vigorosamente
en las primeras horas de vida, debe disponerse de nodrizas o de un banco de
calostro. Para ello, se ordenan las yeguas de las cuales se obtienen 100 a 200 ml
por animal, luego de haber amamantado a su cria por primera vez.
Inmediatamente se envasa en bolsas plasticas de forma rectangular o cuadrada
de 1 litro de capacidad y se congelan a 20°C. En estas condiciones el calostro
conserva sus propiedades intactas por varios afos. Cuando se van a utilizar se
disponen en un recipiente con agua tibia, donde el escaso espesor de las bolsas
(3 cm) asegura su rapida descongelacion. Otra forma de conservarlo es a
temperatura de refrigeracion, aunque s6lo durante unos pocos dias.

Una vez descongelado, se entibia y dispone en mamaderas, suministrandolo en
dos o0 mas tomas durante las primeras 6 horas de vida o hasta las 12 horas, segun
el caso. También puede introducirse a través de una sonda nasogastrica,
respetando los tiempos indicados y en una sola aplicacion. Los volumenes por
suministrar dependen de Ila gravedad especifica o concentracion de
inmunoglobulinas del calostro, desde 250 ml a 1 litro, o mas, en potrillos
(Pennimpede y col ,2004).

Si un potrillo tiene mas de 12 horas de nacido cuando se diagnostica el fracaso de
la transferencia pasiva, esta indicada la transfusion de plasma de equinos de la
zona por via intravenosa. El volumen de plasma necesario en general es de 1 litro
que aumenta la concentracion sérica de 1IgG en 200 a 300 mg/dl en un potrillo de
50 kg. De esta manera, se pueden necesitar de 2 a 4 litros para alcanzar la
concentracion sérica de 1gG superior a 800 mg/dl (Carabetta y col ,2016).

Para la terapia con plasma, la sangre proviene de bolsas recolectoras de sangre
con anticoagulante (ACD = acido citrico dextrosa). El rendimiento por cada litro de
sangre es de 500 ml de plasma. A continuacion, se deja reposar en refrigeracion
durante 48 horas para la sedimentacién celular. La extraccion del plasma se

realiza asépticamente y por sifonaje para envasarse en volumenes de 500 ml a 1



litro. Luego se identifican las bolsas y se congelan a -20°C (Pennimpede y col
,2004). El plasma congelado se descongela lentamente y se calienta a bafio maria
hasta llegar a temperatura ambiente. Antes de utilizarlo se realiza una prueba de
compatibilidad sanguinea cruzada (Galvin,2010; Castoldi y col, 2019).

La eficacia del tratamiento, evaluada por la concentracién de inmunoglobulinas
presente, es superior en potrillos sanos con fallas de transferencia en comparacion
a la observada en enfermos con diferentes patologias infecciosas y metabdlicas.
Por lo tanto, una vez finalizada la suplementacion, es necesario evaluar el potrillo
por alguna de las técnicas diagndsticas descriptas (Pennimpede y col ,2004).

En caso de usar suero equino, se procede a extraer la sangre en las condiciones
mencionadas y luego de su coagulacién se extrae el suero y es envasado en
volumenes de 200 ml. Se puede conservar a 4°C luego de su tindalizacién o bien
congelado a -20°C. Se inocula a temperatura ambiente por via subcutanea en la
region costal, en dos o tres dosis de 150 a 175 ml cada una separada por 12

horas, alternando el lateral de aplicacion. (Pennimpede y col ,2004).

OBJETIVO GENERAL

Detectar la concentracion de IgG en suero de potrillos neonatos después de la
toma de calostro por el método de inmunocrito para detectar falla en la
transferencia pasiva de la inmunidad y compararlo con la prueba de coagulacién

por el glutaraldehido.
OBJETIVOS PARTICULARES
» Evaluar la capacidad del método de inmunocrito para detectar fallas en

la transferencia pasiva de la inmunidad en potrillos neonatos después

de la toma de calostro.
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» Comparar estadisticamente los resultados obtenidos con el método de
inmunocrito con los obtenidos por la técnica de coagulacion con el

glutaraldehido.

» Evaluar las ventajas del uso de la técnica de inmunocrito para

implementar su uso en la rutina de un haras.

MATERIALES Y METODOS

Muestreo

Este trabajo se realiz6 en un establecimiento de cria de caballos Silla Argentino,
ubicado en el centro de la Provincia de Buenos Aires, en temporada de paricion

del afo 2021(Imagen 1). Se obtuvieron 57 muestras de sangre de potrillos

neonatos después de la toma de calostro.
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Imagen 1: Haras de caballos Silla Argentino de donde se obtuvieron las muestras.

Obtencién del suero sanguineo
Las muestras se obtuvieron de la vena yugular de los potrillos mediante

venopuncion directa, después de la succién de calostro entre las 10 y 14 horas de

nacido aproximadamente.
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La sangre se dej6é coagular a temperatura ambiente, el suero se recuperd por
centrifugacion y se transvaso a tubos de 1,5 ml para su utilizacién en el desarrollo
de las técnicas para medir la transferencia pasiva de la inmunidad.

El suero luego de su utilizacion se conservo a -20°C.

Prueba de inmunocrito

Se utiliz6 la solucidbn de sulfato de amonio al 40% para precipitar las
inmunoglobulinas de las muestras de suero de potrillos recién nacidos. Se
considera que la solucion de sulfato de amonio al 40% es la solucion mas eficaz
que permite visualizar un limite claro entre las inmunoglobulinas precipitadas y el
sobrenadante en el capilar de microhematocrito (Mortola y col, 2019).

Para el desarrollo de la técnica, se tomé 70 uL de suero de cada muestra y se
mezcld, en un tubo de 1,5 ml, con igual volumen de la soluciéon de sulfato de
amonio al 40%. Luego de reposar durante 2 minutos a temperatura ambiente para
que las inmunoglobulinas precipiten; se agité y se llenaron los capilares para
microhematocrito de 75 mm no heparinizados, se sellaron, y se centrifugaron a
12.000 g durante 5 minutos. Los resultados se leyeron con un lector de
hematocrito y se expresaron en porcentaje (Imagen 2). Se incluyé un control
negativo proveniente de una muestra de suero tomada antes de que el potrillo

tome el calostro (Mortola y col, 2019).
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Imagen2: equipamiento minimo necesario para realizar la Prueba de Inmunocrito

Prueba de coagulacion por el glutaraldehido

La prueba de coagulacion por el glutaraldehido se realizé con un kit comercial
provisto por el Laboratorio de Inmunologia Veterinaria de la Facultad de Ciencias
Veterinarias de la UNLP. Brevemente, se tom6 una muestra de 0,5 ml de suero y
se colocd en un tubo de vidrio pequefo transparente. Se agregé 50 pl de reactivo
(Solucién de glutaraldehido al 10%) y se agitdé suavemente. Se tomo el tiempo
desde la adicion del reactivo. La reaccion fue positiva cuando se formé un

coagulo, firme y adherente a las paredes del tubo, luego de la adicion del reactivo.
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Esto se visualizé inclinando el tubo unos 45° y el coagulo permanecié adherido al
fondo del tubo. Si el tiempo de reaccion obtenido es entre 0 y 10 min, la
concentracion de IgG es mayor a 800mg/dl, por lo que se considera como una
buena transferencia pasiva de la inmunidad y no seria necesario realizar una
terapia para alcanzar la transferencia pasiva adecuada. Si el tiempo es entre 10 y
60 min, con la aparicién de un gel semisélido la concentracién de IgG es de 400 a
800 mg/dl. En esta ultima hay una falla parcial de transferencia y el potrillo esta en
riesgo, por lo que habria que realizar una terapia. Si es mayor a 60 min y la
mezcla queda en estado liquido, la concentracion es menor a 400 mg/dl, hay una
falla total de transferencia pasiva, el neonato esta en alto riesgo, por lo que hay
que realizar una terapia para complementar la inmunidad pasiva del potrillo
(Carabetta y col, 2016).

Analisis estadistico

La comparacion entre los resultados que arrojan las técnicas de inmunocrito y
coagulacion por el glutaraldehido se realizé mediante el uso de Epilnfo V.7.0.

Se empled el coeficiente Kappa (K) de Cohen (Cohen, 1960) para evaluar la
concordancia entre las técnicas de coagulacion por el glutaraldehido y el
inmunocrito destinadas a medir la concentracidn de inmunoglobulinas en los
sueros de los potrillos neonatos. El coeficiente k se calculé e interpreté de acuerdo
con Landis y Koch: 1,00-0,81 excelente, 0,80-0,61 bueno, 0,60-0,41 moderado,
0,40-0,21 débil y 0,20-0,00 despreciable.

Para obtener los puntos de corte para la interpretacion y la validez de la prueba de
inmunocrito, los datos fueron computados y visualizados mediante el computo de
curvas de caracteristicas operativas del receptor (ROC). En la coagulacion por
glutaraldehido, la formacion de un coagulo firme y adherente dentro de los 5
minutos es indicativo de que no hay falla en la TPl y equivaldria a una
concentracion de inmunoglobulina sérica 28 g/L; mientras que valores menores y
la no formacién del coagulo es indicativo de fallas totales o parciales en la TPI

(Hines, 2003; Auad y Col. 2010). Por lo tanto, para realizar las curvas ROC,
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categorizamos esta variable y asignamos 1 a valores =8 g/L y 0 a valores
menores.

El punto de corte 6ptimo en la curva ROC se identific6 como el punto mas cercano
a la parte superior izquierda de la grafica con maxima sensibilidad y especificidad,
minimizando las proporciones de animales mal clasificados. Asimismo, se calcul6
el area bajo la curva (AUC). Una prueba perfecta deberia arrojar un AUC de 1,
mientras que una prueba no informativa arrojara un valor de 0,5 (Thrusfield, 2005)
El AUC se compardé con pruebas estadisticas basadas en estadisticas U o
bootstrap. Todas las operaciones de bootstrap se realizaron con remuestreo no
paramétrico estratificado o no estratificado (segun el argumento estratificado) y
con el método de percentiles, como lo describen Carpenter y Bithell (2000). Luego,
calculamos el intervalo de confianza (IC) para la curva ROC, el AUC y la
sensibilidad-especificidad en los puntos de corte dados y viceversa con el limite
inferior, la mediana y el limite superior del IC. El IC del 95 % se calculé con 2000
réplicas de arranque estratificadas. Los analisis estadisticos se realizaron

utilizando el paquete pROC13 dentro del entorno R (R Core Team, 2014).

RESULTADOS

Tabla de resultado de las muestras

Numero de Coagulacion por el
muestra Sexo del potrillo glutaraldehido Inmunocrito
1 Hembra Falla Total 2%
2 Macho Falla parcial 8%
3 Macho Sin falla 10%
4 Macho Sin Falla 14%
5 Macho Sin Falla 14%
6 Macho Sin Falla 13%
7 Macho Sin Falla 12%
8 Macho Sin Falla 14%
9 Macho Sin Falla 16%
10 Macho Falla parcial 5%
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11 Macho Sin Falla 17%
12 Macho Sin Falla 16%
13 Macho Sin Falla 13%
14 Macho Sin falla 12%
15 Hembra Sin Falla 16%
16 Hembra Sin falla 16%
17 Hembra Sin Falla 15%
18 Macho Sin Falla 16%
19 Macho Sin Falla 17%
20 Hembra Sin Falla 10%
21 Macho Sin Falla 11%
22 Hembra Falla Total 4%
23 Macho Sin Falla 10%
24 Hembra Falla parcial 5%
25 Macho Falla parcial 6%
26 Macho Sin Falla 18%
27 Hembra Falla parcial 7%
28 Macho Sin Falla 10%
29 Hembra Sin Falla 9%
30 Macho Sin Falla 10%
31 Macho Falla Total 5%
32 Hembra Sin Falla 20%
33 Hembra Falla Total 2%
34 Hembra Sin Falla 8%
35 Macho Sin Falla 10%
36 Macho Sin Falla 10%
37 Hembra Sin Falla 10%
38 Hembra Sin Falla 7%
39 Hembra Sin Falla 9%
40 Macho Sin Falla 10%
41 Hembra Sin Falla 10%
42 Hembra Sin Falla 10%
43 Hembra Sin Falla 7%
44 Hembra Sin Falla 11%
45 Macho Sin falla 9%
46 Hembra Sin Falla 11%
47 Hembra Sin Falla 10%
48 Macho Sin Falla 9%
49 Hembra Sin Falla 8%
50 Hembra Sin Falla 11%
51 Macho Sin Falla 14%
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52 Macho Sin Falla 9%
53 Macho Sin Falla 12%
54 Hembra Sin Falla 8%
55 Macho Sin Falla 14%
56 Hembra Sin Falla 11%
57 Macho Falla Parcial 6%

Analisis Estadisticos

El analisis entre las dos técnicas empleadas, arrojé un valor de coeficiente kappa
de 0,56, definido como medianamente preciso. Asimismo, el intervalo de confianza
fue estrecho (IC del 95%, 0,34 a 0,78), y resulto ser estadisticamente significativo
(p<0.05).

El area bajo la curva (Figura 1) fue del 99,04% (95% IC: 85,18%-100%) (2000

réplicas de arranque estratificado). En la comparacién entre las dos técnicas, el

limite de corte inferior del inmunocrito resulté ser de 7,5% con 90% de sensibilidad

y 95,7% de especificidad.
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Figura 1: Curva ROC. El limite de corte inferior del inmunocrito resulté ser de 7,5% con 90% de
sensibilidad y 95,7% de especificidad. La curva mostré el area maxima posible como un poligono

con los intervalos de confianza
De los 57 sueros analizadas, 10 de ellos presentaron falla en la transferencia

pasiva de la inmunidad (17,5%).

DISCUSION

Con el objetivo de introducir la técnica del inmunocrito en un haras del centro de la
Provincia de Buenos Aires con la finalidad de medir la concentracion de IgG en
suero de potrillos recién nacidos después de la toma de calostro, se evalud la
capacidad del método de determinar la falla en la transferencia pasiva de la
inmunidad y comparar los resultados obtenidos con la técnica de coagulacion por
el glutaraldehido.

19



La prueba de inmunocrito fue evaluada y puesta a punto en la especie equina en
publicaciones previas (Mortola y col, 2019). La precipitacion de inmunoglobulinas
con sulfato de amonio, si bien no corresponde a una fraccibn pura de
inmunoglobulinas, permite una recuperacion suficiente para detectar cambios
cuantitativos, relativamente leves, en los rangos en los que este constituyente es
bajo, normal o estd moderadamente o muy aumentado (Jager y col.,1948; Vallet y
col., 2013). Si bien, la comparacién de la técnica de inmunocrito con la de
coagulacion por el glutaraldehido indico un mediano coeficiente de correlacion (k =
0,56), la curva ROC mostré un area bajo la curva de 99,04% vy el limite de corte
inferior del inmunocrito resulté ser de 7,5% con una sensibilidad y especificidad
muy adecuadas (90 y 95,7% respectivamente). Estos datos sugieren que el
inmunocrito es preciso para identificar la transferencia pasiva adecuada.

Nuestra eleccion de comparar el imunocrito con la coagulacion con glutaraldehido,
radica en que esta técnica es la que se implementaba rutinariamente en el haras y
que ambas cuantifican las Inmunoglobulinas totales sin discriminar entre IgG, IgM
e IgA.

Otros métodos comunmente utilizados para detectar fallas en la transferencia
pasiva en potros recién nacidos son la turbidez del sulfato de zinc (Bauer y col.,
1990), las pruebas de coagulaciéon (Beetson y col.,1985) que son cualitativas o
semicuantitativas y subjetivas. El inmunocrito es un método cuantitativo, rapido,
econdémico, fiable y objetivo para medir fallas en la transferencia pasiva en
establecimientos de equinos, es facil de realizar con un minimo equipo de
laboratorio, utiliza un pequefio volumen de muestra de suero (70 ul) y tiene un
tiempo de lectura muy rapido (6-7 minutos, importante en aquellos casos en los
que se debe instaurar una terapia de sustitucién con calostro al potrillo.

La aparicion de fallas en la transferencia pasiva de la inmunidad en los haras,
podria estar relacionado con la falta de deteccién temprana y de instauracion de
tratamiento para reducir el riesgo de enfermedades y muerte de los potrillos recién
nacidos. En este estudio, el porcentaje de potrillos neonatos con FPT es del
17,5%, relativamente alto cuando se compara con estudios en otros paises, por

ejemplo: 13% en Estados Unidos, 15% en el Reino Unido, 10% en Australia y
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16.7% en Turquia (; Kalinbacak y col., 1996; McGowan y col., 1997; Pusterla y
Col., 2002). El valor en la falla en la transferencia pasiva informado para nuestro
haras en estudio, podria ser relacionado con la falta de conocimiento, entre los
criadores de caballos, sobre la importancia de la deteccion temprana y el
tratamiento de fallas para reducir el riesgo de enfermedad en los potros recién
nacidos (Wilkins y col., 1994). Por lo tanto, las medidas para aumentar la
conciencia de la importancia de medir la inmunidad de transferencia pasiva en
potros recién nacidos con el uso de una prueba confiable (como el inmunocrito),
puede reducir la tasa de fallas en la transferencia pasiva de la inmunidad en

Argentina.
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