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RESUMEN

Contar con calostro de calidad, que es aquel que presenta una concentracién de
inmunoglobulina G (IgG) superior o igual a 50 g/L, es fundamental para la adquisicion de
inmunidad en los terneros en sus primeras horas de vida. Existen diversos métodos para
determinar inmunidad a través de la concentracién de IgG en calostro, uno de ellos es el
refractdbmetro Brix, instrumento rapido y facil de usar, que mide los sdlidos solubles en una

solucién, que en el caso del calostro, corresponden principalmente a IgG.

El objetivo general de este estudio, fue evaluar el refractdmetro Brix como método para la
evaluacion indirecta de la calidad del calostro, en vacas lecheras a pastoreo en Chile.
Para esto, se analizaron 100 muestras de calostro provenientes de vacas Holstein, se
determiné la concentracion de IgG mediante espectroscopia de reflectancia en el
infrarrojo cercano (NIRS) y estos valores se correlacionaron con los grados Brix obtenidos
por cada muestra. Esto se realiz6 tanto para el rebafio completo, como diferenciado
segun nuamero de lactancias. Los valores se evaluaron mediante regresiones lineales
simples, donde el coeficiente de determinacion entre las lecturas Brix y NIRS para todo el
rebafio (R? = 0,79), asi como para primera lactancia (R*> = 0,67) y segunda lactancia en
adelante (R? = 0,81), mostr6 un buen ajuste entre los valores obtenidos por ambos
métodos. Para determinar el punto de corte en °Brix, a partir del cual existen mas de 50 g
de IgG por L de calostro, se realizaron las pruebas de sensibilidad, especificidad,
precision y valor predictivo positivo donde se obtuvieron valores de 88, 83, 88 y 88%
respectivamente, para el punto de corte de 18°Brix, el cual fue recomendado por este

estudio como el mas adecuado para detectar correctamente calostros de alta calidad.

En este estudio se pudo concluir que, el Refractometro Brix es un método indirecto que
permite detectar calostros de buena calidad en todo el rebafio. El elevado coeficiente de
determinacion (R? obtenido, sugiere que el refractometro Brix es una alternativa

conveniente frente al NIRS, como método de determinacién de IgG en calostro bovino.



SUMMARY

Having quality colostrum is essential for the development of the immune system in
newborn calves. Quality colostrum is defined in the present work as having an
immunoglobulin G (IgG) concentration above or equal 50 g/L. Currently there are many
ways in which immunoglobulin content in colostrum can be determined, one of them being
the use of a Brix refractometer. This device provides a quick an easy way to measure
biologically relevant organic molecules in a solution, which in the case of bovine colostrum

correspond mainly to IgG.

The main focus of the present work is to validate the use of the Brix refractometer as a
method for the indirect determination of colostrum quality in grazing dairy cows. To this
effect, 100 colostrum samples from Holstein cows were analyzed using near-infrared
spectroscopy (NIRS) to obtain the IgG concentration and a Brix refractometer to obtain the
Brix degrees of each sample. This data was collected for the whole herd, as well as
separated for each lactation. These values were plotted together and its correlation
evaluated using a simple linear regression. The determination coefficient between the
NIRS and Brix sets of data for the whole herd (R?= 0,79), as well as the first lactation
(R?= 0,67) and second lactation or more (R*= 0,81 ) show a good fit between data
obtained from NIRS and Brix analysis. Sensibility, specificity, precision and positive
predictive value tests were carried out to determine the cut-off point °Brix number, which is
the minimum Brix reading needed to obtain good quality calostrum (IgG >= 50 g/L). The
sensibility, specificity, precision and positive predictive value percentages obtained were
88, 83, 88 and 88% respectively, for the cut-off point of 18° Brix, which was recommended
by this study as the most appropriate to properly detect high quality colostrums.

With the results shown in the present work, we can conclude that the Brix refractometer is
a good, albeit indirect method for the determination of colostrum quality across a bovine
herd. The high determination coefficient (R?) obtained from the linear regression between
the NIRS and Brix datasets suggest that the Brix refractometer is a convenient alternative

to NIRS for determining immunological quality in bovine colostrum.



1 INTRODUCCION

El calostro es un fluido materno fundamental que brinda al ternero nutrientes de alta
calidad y proteccion que la madre no logra traspasar al feto. En todo sistema productivo el
consumo de calostro permite disminuir las pérdidas econdémicas por una mejor resistencia
a enfermedades y en consecuencia mejor viabilidad de terneros. Sin embargo, no todos
los calostros bovinos en un mismo rebafo presentan la misma calidad (contenido de 1gG)
que aseguren una minima inmunidad del ternero en su primer mes de vida. Esta variacion
hace necesario que se disponga de métodos sencillos, rapidos y precisos, que faciliten la

toma de decisiones a nivel predial al momento del nacimiento del ternero.

El objetivo general es evaluar el refractbmetro Brix como método para la evaluacién

indirecta de la calidad del calostro en vacas lecheras a pastoreo en Chile.
Los objetivos especificos son:

- Comparar la valoracion indirecta de calidad o contenido de IgG del refractobmetro

con la determinacién por NIRS para el rebafio completo y por partos.

- Elaborar una curva de calibracion para el refractbmetro Brix en base a una

correlacion con la determinacion de IgG por NIRS.

- Evaluar la sensibilidad y especificidad del método.

1.1 Calostro bovino

Se denomina calostro a la primera secrecion lactea producida por la glandula mamaria
proveniente de los mamiferos, la cual es obtenida posterior al parto. Este producto, es la
primera fuente de inmunidad y nutrientes para el neonato en el caso de los bovinos
(Bielmann et. al.,, 2010), el cual mantiene sus caracteristicas durante los primeros
ordefios, generalmente desde el primer al tercer ordefio. Posterior a esto, las secreciones

obtenidas hasta que la leche se torne normal, son conocidas como leche de transicion. El



valor del calostro, est4 asociado a su potencial de nutricion, proteccion e hidratacion que

brinda al recién nacido (Campos et. al., 2007).

El proceso de formacion del calostro, comienza varias semanas previas al parto, bajo la
influencia de hormonas lactogénicas, como la prolactina, y cesa abruptamente en el parto.
El calostro bovino estd formado por secreciones lacteas y constituyentes del suero
sanguineo, en el cual se encuentran grandes concentraciones de inmunoglobulinas y
otras proteinas séricas, las cuales se acumulan en la glandula mamaria durante el periodo
seco de preparto. Ademéas de estos componentes, se incluyen leucocitos maternos,
factores de crecimiento, hormonas, citoquinas, factores antimicrobianos no especificos y
nutrientes (Godden, 2008). Elizondo (2007) agrega que el calostro contiene un gran

namero de linfocitos, neutréfilos, macrofagos, y hormonas como la insulina y el cortisol.

1.2 Rol del calostro y trasferencia de inmunidad pasiva

El calostro, al ser una secrecién fundamentalmente rica en anticuerpos, provee al neonato
de proteccién inmunolégica durante las primeras semanas de vida, siendo vital para su
salud y sobrevivencia, ademas de jugar un importante rol en la estimulacién del desarrollo
del tracto gastrointestinal y otros sistemas, teniendo un efecto laxante, que estimula la
eliminacion del meconio y el establecimiento de los movimientos intestinales. Este es la
Unica fuente de inmunidad pasiva para el ternero neonato, debido a que la estructura de la
placenta bovina no permite la transferencia de inmunoglobulinas o anticuerpos de la
madre al feto, ademas, el sistema inmune del ternero al nacimiento se encuentra
suprimido y no es capaz de producir cantidades suficientes de inmunoglobulinas para
combatir infecciones, por lo que son animales susceptibles de ser afectados por agentes
patégenos que pueden causarles enfermedades e incluso la muerte. Esta inmunidad

demora en activarse al menos seis semanas (Campos et. al., 2007, y Elizondo, 2007).

Esta proteccion se logra a través del consumo de calostro en las primeras horas de vida
para lograr lo que se denomina “transferencia de inmunidad pasiva’. Esta corresponde al
proceso a través del cual el ternero logra su proteccion contra diversos patégenos
mediante la absorcion de las inmunoglobulinas presentes en el suero (Campos et. al.,

2007). La inmunidad pasiva puede ser local (inmunoglobulinas que bafian el lumen del



intestino) y humoral (inmunoglobulinas absorbidas del intestino hacia la sangre). En
terneros, la adquisicion de inmunidad pasiva es el primer factor que afecta su salud antes
de que estos sean capaces de sintetizar sus propios anticuerpos. Los neonatos estan
capacitados para absorber largas moléculas de proteina, a través del transporte vesicular,
no selectivo, donde estas moléculas se adhieren a la superficie de la membrana vy
traspasan el epitelio del intestino delgado sin que ocurra digestion o alteraciones en
dichas moléculas por un corto periodo de tiempo luego del parto (Morril et. al., 2012). Este
hecho se debe a diversas razones, una de ellas es que las células fundicas del abomaso
no secretan acido clorhidrico durante las primeras 24 horas de vida, por lo que el
pepsindgeno no es transformado en pepsina y no son atacadas las proteinas, por otra
parte, la renina solo coagula a la caseina, generando una precipitacién del calcio, lo que
permite un paso gradual de los nutrientes del estbmago hacia el intestino, ademas, el
calostro posee un factor inhibidor de la tripsina que impide la digestibn de las
inmunoglobulinas, las cuales pasan rapidamente a través del intestino hacia el suero
sanguineo. Adicionalmente, el calostro posee una velocidad de transito superior a la leche

entera (Campos et. al., 2007).

La falla en la transferencia de inmunidad pasiva (FPT) de inmunoglobulinas, definida
como una baja concentracion de inmunoglobulinas en el suero sanguineo luego de 24 a
48 horas de edad, trae como consecuencia un aumento en la morbilidad y mortalidad de
terneros, producto del aumento de la susceptibilidad a los patégenos y por lo tanto a las
enfermedades que estos pueden causar (Bielmann et. al., 2010). Weaver et. al. (2000)
sefialan que se ha estimado que un 35% de los terneros de lecheria sufren FPT. Para
minimizar el riesgo de que la FPT ocurra, es necesario asegurar una adecuada ingestion
de inmunoglobulinas desde el calostro materno, lo cual va a estar determinado por

distintos factores (Quigley et. al., 2013).

1.3 Factores que determinan la adquisicién de inmunoglobulinas

Dentro de los factores principales que influyen en la transferencia pasiva de
inmunoglobulinas en el ternero se encuentran, el momento de ingestion de calostro luego
del parto, su volumen ingerido y la concentraciébn de inmunoglobulinas presentes en el
(Morril et. al., 2012).



Para asegurar una correcta absorcién de inmunoglobulinas, el ofrecimiento debe ser
rapido y en la cantidad adecuada apenas el ternero se levanta, ya que las
inmunoglobulinas se absorben intactas en las primeras 24 horas después del parto,
transcurrido este tiempo, el tracto intestinal no permite el paso de todas las
inmunoglobulinas ni de otras proteinas no especificas cuya accién es la estimulacion y
crecimiento de los tejidos del animal, luego de 72 horas postparto ninguna
inmunoglobulina consigue absorberse. Se ha demostrado que el ternero asegura su
supervivencia al ingerir aproximadamente una cantidad de 2 litros durante las primeras 6
horas de vida, luego hasta las 24 horas lo ideal es que el ternero consuma al menos el
10% de su peso vivo en calostro siempre y cuando el aporte por litro sea de 50g de IgG
(Campos et. al., 2007). Godden (2008) sefiala que el factor que mas condiciona la
absorcion de inmunoglobulinas es la edad a la que el ternero se alimenta, mencionando
que la eficiencia en la transferencia de inmunoglobulinas hacia el epitelio del intestino es
Optima en las primeras 4 horas postparto, pero luego de 6 horas ocurre un descenso
progresivo en la eficiencia de absorcion, por lo que los productores deben tener como
objetivo alimentar a sus terneros 1 a 2 horas luego del nacimiento y como maximo 6 horas

luego de este.

Para obtener una inmunidad adecuada, se requiere de una concentracién de
inmunoglobulinas en el suero sanguineo de al menos 10 mg/ml a las 24 horas de edad en
el ternero (Jaster, 2005). Para lograr esto, es necesario contar con calostro de alta
calidad, que es aquel que presenta una concentracion de inmunoglobulinas por sobre 50
g/L, donde se hace necesario brindar al ternero 2 L de calostro para alcanzar el nivel
deseado en la sangre (Godden, 2008). La transferencia de la cantidad suficiente de
inmunoglobulinas al ternero a través de calostro de alta calidad, es de vital importancia
para optimizar la salud de este. La reduccion del intervalo de tiempo entre el parto y la
recoleccién de calostro, es la forma mas practica a través de la cual el agricultor puede

maximizar la concentracion de inmunoglobulinas en el calostro (Conneely et. al., 2013).

1.4 Tipos de inmunoglobulinas en calostro

Las inmunoglobulinas, son proteinas plasmaticas producidas por los linfocitos en el
torrente sanguineo de los mamiferos en respuesta frente a antigenos extrafios. Estas

juegan un papel crucial en el mecanismo inmunolégico para defender al organismo frente



a patdégenos y proporcionar resistencia frente a enfermedades (Conneely et. al., 2013).
Existen diversos tipos, dentro de las cuales las de mayor importancia en orden de
absorcion son las de tipo G, M y A, representando un 85% a 90%, 7% y 5%
respectivamente del total de inmunoglobulinas presentes en el calostro bovino (Godden,
2008).

Los distintos tipos de inmunoglobulinas desarrollan diversas funciones, es asi como las
del tipo M se encuentra en la primera linea de defensa que posee el organismo en caso
de septicemia, estas corresponden a grandes moléculas que se ubican en la sangre y
brindan proteccion al ternero contra invasiones bacterianas. Las del tipo A tienen la
funcién de proteger las superficies de las mucosas del intestino para que no puedan
adherirse patégenos que pueden ser causantes de enfermedades. Finalmente las del tipo
G tienen como accién identificar y destruir a los patdégenos invasores, debido a que son
mas pequefias que el resto de las inmunoglobulinas, lo que les permite una mayor

facilidad para desplazarse a través del torrente sanguineo (Campos et. al., 2007).

1.5 Inmunoglobulina G

La inmunoglobulina G (IgG) representa la clase mas abundante presente en el calostro
bovino (Elizondo, 2007), esta corresponde a una glicoproteina monomérica formada por
dos cadenas largas y dos cadenas cortas, las cuales estan unidas por enlaces disulfuro
(Leyton et. al., 2007). La IgG presenta dos subclases, la IgG1 y la IgG2 (Jaster, 2005),
ambas difieren en sus cadenas de polipéptidos y presencia en el calostro, siendo la mas

abundante la IgG: (Stelwagen et. al., 2008), representando un 80% (Leyton et. al., 2007).

La IgG1 en particular, es transferida desde el torrente sanguineo a traves de la barrera de
la glandula mamaria hacia el calostro, mediante un mecanismo de transporte especifico,
donde los receptores de las células epiteliales del alveolo de la glandula mamaria
capturan la 1gG: desde el fluido extracelular y la transportan por endocitosis liberandola
finalmente dentro de las secreciones del lumen. Las células epiteliales del alveolo dejan
de expresar este receptor en respuesta al aumento de las concentraciones de prolactina

al comienzo de la lactaciébn (Godden, 2008). 1gG2 puede derivar de la sangre o ser



sintetizada por el plasma o por células epiteliales de la glandula mamaria y es transferida

a las células secretoras de la glandula mamaria (Leyton et. al., 2007).

Aunque las otras clases de inmunoglobulinas tienen importantes roles fisiologicos, la
predominante cantidad de IgG total o IgGl en el suero sanguineo es un indicador
adecuado para medir la transferencia de inmunidad pasiva y se ha demostrado que la
concentracion de 1gG en sangre de terneras esta relacionada con la sobrevivencia y salud
de estas, por lo que se hace fundamental su determinacion (Elizondo, 2007).

1.6 Determinacién de inmunoglobulina G en calostro

La concentracion de IgG en calostro, se ha considerado tradicionalmente como la medida
para evaluar la calidad del mismo. Dicha concentracién es altamente variable entre vacas
(Godden, 2008), por lo que se hace necesario evaluar el calostro que se dara a consumir
al ternero con el objetivo de conocer su concentracién de IgG y asi asegurar que el
calostro que se esta suministrando es de elevada calidad (concentracién de IgG mayor a
50 g/L) (Campos et. al., 2007).

Diversas técnicas se han desarrollado para medir la calidad del calostro, dentro de las
cuales se encuentra la inmunodifusion radial (RID), considerado el método mas exacto
para determinar el contenido de Ig en el calostro (Bielmann et. al., 2010), el ensayo de
inmunoabsorcion ligado a enzimas (Elisa), el cual es similar a RID en términos de
precision (Weaver et. al., 2000). También estd el método de espectroscopia de
reflectancia en el infrarrojo cercano (NIRS), el cual se ha usado generalmente para
determinar la calidad de los alimentos, incluyendo la prediccion de los principales

componentes del calostro bovino (Rivero et. al., 2012).

Los métodos de laboratorio, para medir con precision la concentracion de IgG son
demasiado complejos y caros para su uso rutinario en campo, por lo que se hace esencial
un método rapido, preciso y econdmico para identificar un calostro de calidad (Bielmann
et. al., 2010).



Dentro de los métodos mas comunes para medir la calidad del calostro utilizados en
campo se encuentran el calostrometro, ya que es rapido, sin embargo es sensible a la
temperatura por lo que se vuelve inexacto (Morril et. al., 2012). El refractometro Brix ha
sido reportado como un método util para estimar IgG en calostro bovino, siendo un
método de bajo costo econdmico, rapido y que requiere el minimo de equipamiento y
entrenamiento (Quigley et. al., 2013).

1.6.1 Inmunodifusién radial (RID). La inmunodifusion radial, es considerado el método
estandar de oro en comparacion a otros meétodos, siendo el mas exacto para evaluar el

contenido de inmunoglobulinas en calostro (Bielmann et. al., 2010).

Este método utiliza anticuerpos antiinmunoglobulinas especificas bovinas, las cuales al
estar presentes en una capa de agar sobre una placa, reaccionan con el suero problema
formando un anillo de precipitacion cuyo didmetro es proporcional a la cantidad de
inmunoglobulinas presentes (Leyton et. al., 2007). Entre sus ventajas, esta prueba
presenta una alta sensibilidad y especificidad, sin embargo, presenta diversas
limitaciones, como el tiempo que requiere para obtener resultados, el cual va de 18 a 24
horas (Bielmann et. al., 2010), su elevado costo y por ultimo, es una técnica propensa a
errores en el andlisis, particularmente con calostro bovino (Quigley et. al., 2013),

presentando mala precision cuantitativa (Leyton et. al., 2007).

1.6.2 Ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas (Elisa). Generalmente las
técnicas de ELISA son ampliamente utilizadas en inmunologia, ya sea para la deteccion
cualitativa o cuantitativa de antigenos. La técnica se basa en la interaccién entre el
antigeno (IgG bovina) y anticuerpos generados por el antigeno. Para medir la cantidad de
IgG bovina, los anticuerpos producidos contra IgG bovina se encuentran unidos a la
superficie de plastico de una placa de microtitulacion que contiene 96 pocillos y las
muestras se aplican directamente a la superficie, lo que resulta en la unién especifica
entre la 1gG y el anticuerpo. La deteccion y cuantificacion se basan en la medicion
colorimétrica del complejo anticuerpo-enzima conjugado y en la interpolacion con una

curva estandar (Leyton et. al., 2007).
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Esta prueba da una concentracion semicuantitativa de inmunoglobulina y es similar a la
inmunodifusion radial en términos de exactitud, pero presenta un menor costo (weaver et.
al., 2000).

1.6.3 Espectroscopia de reflectancia en el infrarrojo cercano (NIRS). La técnica NIRS
se perfila como una alternativa a los métodos quimicos y quimico-bioldgicos tradicionales,
con un gran potencial para estimar con seguridad y rapidamente la composicion quimica
nutricional de forrajes, asi como también es una herramienta efectiva para predecir el
contenido de IgG en calostro liquido (Rivero et. al., 2012). Es una técnica no destructiva,
rapida, de gran precision y exactitud, siempre que se realicen los procedimientos
correctos para generar las ecuaciones de prediccién requeridas (Alomar y Fuchslocher,
1998).

La técnica se basa en la absorcién de energia por parte de las moléculas que constituyen
la materia y su posterior reaccién de vibracién, que puede ser de dos formas
fundamentales, de extension o de doblamiento, de los enlaces covalentes que las

conforman (Alomar y Fuchslocher, 1998).

El espectro del infrarrojo cercano se origina desde matices y combinaciones de las
vibraciones fundamentales que se producen en la region infrarroja, a los grupos que
contienen H en macromoléculas bioldgicas, con bandas de absorcién superpuestas. El
método requiere calibraciones apropiadas, de manera de extraer informacion relevante
para desarrollar un modelo util, para poder predecir una cualidad particular de las
muestras. Se debe tener en cuenta que los errores de prediccion pueden provenir de
diversos factores asociados con las muestras, el instrumento, los operadores y las
técnicas de referencia, ya que el NIRS es una técnica secundaria, que se basa en el
modelo desarrollado a partir de datos espectrales y valores de referencia (Rivero et. al.,
2012).

1.6.4 Calostrometro. El calostrometro, es un aparato sencillo que funciona como un
lactodecimetro comun, la técnica estima la densidad del calostro por su peso especifico,

cuantificando asi indirectamente el nivel de inmunoglobulinas presentes (Campos et. al.,



11

2007). El calostrémetro se encuentra calibrado en intervalos de 5 mg/mL y lo clasifica en
pobre (rojo) para concentraciones menores a 22 mg/mL, moderado (amarillo) para
concentraciones entre 22 y 50 mg/mL y excelente (verde) para concentraciones mayores
a 50 mg/mL (Elizondo, 2007).

El calostrometro no es una técnica analitica, por lo que no provee una medida exacta de
la cantidad de inmunoglobulinas presentes en el calostro, sin embargo este método puede
ser utilizado para estimar la calidad relativa del calostro (Morril et. al., 2012), evitando asi
el fallo en la transferencia de inmunidad pasiva por el uso de un calostro de baja calidad
(Elizondo, 2007).

A pesar de que el calostrometro es uno de los métodos mas comunes para evaluar la
calidad del calostro, debido a su adecuado uso para condiciones en campo, ya que solo
requiere algunos minutos para tener resultados, son sensibles a la temperatura y fragiles
(Bielmann et. al.,, 2010). La lectura del calostrometro depende altamente de la
temperatura del calostro, por lo tanto, debe realizarse cuando este se encuentra a
temperatura ambiente (20-25°C) (Elizondo, 2007), ademas, las lecturas son afectadas por
el contenido de solidos totales presentes en el calostro y la gravedad especifica puede

variar dependiendo de la raza, mes de parto y paricion (Morril et. al., 2012).

1.6.5 Refractometro Brix. El porcentaje Brix es una medida de las concentraciones de
sacarosa en liquidos tales como jugos de fruta, miel y vino. Cuando es utilizado en
liquidos que no contienen sacarosa, el porcentaje Brix aproxima el porcentaje de solidos
totales. La refractometria utilizando el refractometro Brix ha sido utilizada como un medio
para estimar la concentracion de IgG en el calostro de ovejas, caballos y ganado (Quigley
et. al., 2013).

Los refractdbmetros digitales u 6pticos miden el contenido de proteina total de una
solucion. Las soluciones de proteina refractan la luz, el refractdmetro utiliza esta
propiedad para estimar los sélidos totales en una solucién, midiendo el indice refractivo de
la muestra en % Brix. En el calostro materno, la proteina esta representada

mayoritariamente por IgG, por lo tanto la medicion de solidos totales presentes en el
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calostro puede brindar un valor que esta altamente correlacionado con la concentracién
de 1gG (Morril et. al., 2012).

El refractdbmetro posee ventajas sobre otros métodos que estiman las concentraciones de
lgG, el refractémetro Brix es de bajo costo, se encuentra facilmente disponible, es rapido,
menos fragil, requiere entrenamiento y equipamiento minimo, y presenta menor
sensibilidad frente a la variacion de la temperatura en el calostro, estacién del afio y otros
factores (Quigley et. al., 2013). Bielmann et. al. (2010) agregan, que a diferencia del
calostrometro, el refractometro Brix no es sensible a la temperatura del calostro al
momento del andlisis, ya que en estudios realizados por dichos autores, al analizar un
subconjunto de muestras de calostro a diferentes temperaturas, no se encontraron

diferencias significativas entre las puntuaciones Brix tomadas de cada muestra.

Los refractébmetros digitales y 6pticos han sido probados como herramientas practicas de
gestion, permitiendo diferenciar entre un calostro de buena y pobre calidad (Rivero et. al.,
2012), proporcionando una herramienta para que los productores puedan estimar
rapidamente y con precision la concentracion de IgG en el calostro, mejorando asi la

salud de los terneros y con esto la rentabilidad de los productores (Morril et. al., 2012).
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2 MATERIAL Y METODO

2.1 Origen de la muestra

Las muestras de calostro provinieron de una lecheria de la zona de Mafil en la comuna de
Valdivia, Region de los Rios, a 30 kilometros al norte de la ciudad de Valdivia. Esta cuenta
con un rebafio de 300 vacas con genética Holstein (>70%). La inclusion de las vacas en el
muestreo de calostro no discrimind segun el numero de lactancias de las madres, ni
segun el tipo de parto, siendo la Unica condicidn para el ingreso en el ensayo que estos

fueran supervisados.

2.2 Duracién del trabajo

Las muestras fueron obtenidas a partir de calostros de partos de primavera, ocurridos
entre los meses de septiembre y octubre de 2013. El analisis de datos se realiz6 entre el
13 de septiembre de 2013 al 07 de noviembre de 2013.

2.3 Lugar de realizacion de los analisis

Laboratorio de Nutrigendmica del Instituto de Produccion Animal (IPA) de la Universidad
Austral de Chile, Valdivia.

2.4 Obtencion de las muestras

Las muestras fueron obtenidas a partir de 100 vacas de entre uno y diez partos, a partir
del calostro de la primera ordefia de cada madre, que fue colectado inmediatamente
después del parto para la alimentacién del ternero, mediante ordefia manual en un balde
individual para cada vaca, obteniéndose 4 L de producto completo. La secrecion se
homogeneiz6 para asegurar que la muestra fuera representativa, posteriormente las
muestras fueron almacenadas en frascos de 30 ml plasticos con tapa rosca, registrados
con el nimero crotal de cada animal junto con una planilla que indicaba la fecha del

muestreo y el nimero de partos de cada vaca y posteriormente congeladas. Las muestras
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congeladas fueron almacenadas en el campo Yy luego transportadas manteniendo la
cadena de frio al Laboratorio de Nutrigenémica del Instituto de Produccion Animal de la
Universidad Austral de Chile, Valdivia, fueron conservadas y almacenadas en el
laboratorio en un congelador a una temperatura de -20°C, hasta el momento de su

analisis.

2.5 Determinacion de IgG

Para la determinacion de 1gG, las muestras fueron sometidas a una descongelacion lenta
a 4 °C para evitar la desnaturalizacion de las proteinas del calostro. Las muestras fueron
analizadas una vez que alcanzaron temperatura ambiente. Al momento de las
mediciones, las muestras fueron homogeneizadas para obtener una correcta dispersion

del contenido.

Se procedi6 a realizar dos tipos de mediciones, la primera, fue la medicion de °Brix, la
cual consistié en depositar alrededor de tres gotas de la muestra de calostro en el prisma
del refractémetro Brix, cerrar el cubre objeto del prisma para distribuir el liquido sobre toda
la superficie del prisma, sin que existan burbujas de aire, sostener el instrumento bajo una
fuente de luz de forma perpendicular a esta y mirar a través del ocular del instrumento, en
donde se observd una franja de color azul, la cual indicaba los °Brix que contiene la
muestra. Para disminuir el margen de error, se realizé este procedimiento dos veces por
cada muestra. Después de cada medicion, el refractometro Brix fue limpiado y secado,
con el objeto de que no queden restos de calostro que puedan alterar el resultado de las

muestras siguientes.

Una segunda alicuota de la muestra fue analizada (leida) mediante el sistema de
espectroscopia de reflectancia en el infrarrojo cercano (NIRS), para lo cual se deposité 1
mL de muestra de calostro sobre el porta objeto de la cubeta y luego se sellé con el cubre
objeto de cristal de cuarzo, con el debido cuidado de que no se formen burbujas de aire
en la superficie del cristal que puedan interferir en la medicion, quedando la muestra
esparcida homogéneamente por toda la superficie. Para finalizar, se introdujo la muestra
en el equipo NIRS, el cual se encuentra calibrado para entregar computacionalmente una

curva que permite determinar la cantidad de inmunoglobulina G de la muestra de calostro
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(Rivero et. al., 2012). El procedimiento se realizé dos veces por muestra, con el objetivo
de disminuir errores de medicion y de esta manera obtener valores de mayor exactitud. Al
terminar el proceso de medicion, cada cubeta y cubre objeto del instrumento fueron
lavados y secados para no dejar restos de muestra que puedan contaminar las siguientes

evaluaciones.

2.6 Capacidad de diagndstico efectivo del refractémetro Brix

Se utilizé un refractdbmetro manual con una escala de 0 a 32°Brix, marca MRC, modelo
REF-113ATC.

Se realiz6 un andlisis estadistico para determinar el punto de corte de °Brix que sea
capaz de predecir de mejor manera calostros de elevada calidad, es decir aquellos que
presentan una concentracion por sobre 50 g de IgG por litro de calostro, para lo cual se
calcularon cuatro parametros, la sensibilidad (Se), que es la capacidad para que el
método Brix estime correctamente los valores sobre 50 g/L NIRS, la especificidad (Sp),
definida como la capacidad de la prueba Brix para detectar valores menores a 50 g/L
NIRS, el valor predictivo positivo (VPP), que es la probabilidad de que una muestra de
calostro, evaluada mediante NIRS, obtenga un resultado positivo para la lectura por °Brix
y la precision, definida como la capacidad del refractometro para detectar correctamente
las muestras sobre (positivas) o bajo (negativas) 50 g/L, entre los discriminados de la

misma forma por NIRS.

En base a estas asociaciones, se calculd la sensibilidad (Se), especificidad (Sp), valor

predictivo positivo (VPP), y la precisién, segun las siguientes formulas:

Se= [aj-—d x 100],

Sp= [ﬁ x 100],

a
a+b

VPP=| x 100],
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at+h

——x 100].
at+b+c+d ]

P‘recisic’mz[
Luego, se realizdé un cuadro esquemaético, indicando los diagnosticos correctos positivos
(a), diagnésticos correctos negativos (b), diagnésticos incorrectos positivos (c) vy
diagndsticos incorrectos negativos (d). Ademas se indicaron los valores de sensibilidad,
especificidad, valor predictivo positivo y precision de los métodos diagnosticos utilizados,
seflalando cuando alguno de estos parametros muestra diferencias estadisticamente

significativas entre lo observado por los métodos diagnosticos utilizados.

2.7 Andlisis y correlaciéon de datos

Luego de obtener las lecturas de los °Brix y la determinacion de cantidad de IgG,
mediante el método NIRS, en muestras de calostro, se procedié a analizar y correlacionar

los datos.

El primer andlisis que se realizo, fue el de distribucion de los valores de IgG entregados
por el equipo NIRS por rango, en donde las muestras fueron separadas segun su
contenido de IgG en intervalos de 10 gramos de IgG por litro de calostro, indicando el
valor de corte aceptable de 50 g/L, luego se analiz6 la distribucion de los grados Brix de
las muestras en intervalos de 1 °Brix, partiendo de 11 hasta 32 °Brix. Después del analisis
de cada muestra con ambos métodos, se realizé una correlacion entre los datos obtenidos
del equipo NIRS vy las lecturas entregadas por Refractometro Brix, de 1gG. Ademas se
hizo una segunda correlacién, donde se separ6é a los animales en dos grupos segun
namero de parto, el primer grupo pertenecié a vacas primiparas y el segundo grupo a

vacas multiparas.

Para determinar el valor de corte del instrumento Brix, que indique muestras por sobre o
bajo 50 g/L NIRS, fueron evaluados los valores de 18, 20, 21 y 22°Brix por ser los mas
usados en el extranjero, los cuales fueron analizados de manera estadistica mediante el

calculo de la sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y precision.
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2.8 Andlisis estadistico

Mediante Chi-cuadrado o la prueba exacta de Fisher se determind la significancia
estadistica de las variables de la prueba (Se, Sp, VPP y precision) para las muestras en
estudio, para lo cual se considerd un intervalo de confianza del 95%. Las diferencias
fueron consideradas estadisticamente significativas cuando P<0,05. El Software utilizado
para la realizacion de todos los analisis estadisticos fue el GraphPad Prism v5.00.
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3 PRESENTACION Y DISCUSION DE RESULTADOS

Los siguientes resultados, fueron obtenidos a partir del analisis del calostro de un rebafio
de 100 vacas de genética Holstein. Un total de 89 muestras fueron analizadas, ya que el
resto presentaba alteraciones, como contaminaciones con sangre, que podian influir en
las mediciones del contenido de IgG en el calostro. Del total de muestras analizadas, 19
pertenecieron a vacas primiparas y 69 a vacas multiparas, quedando una muestra fuera
del analisis de correlaciébn segin numero de parto, ya que no se contaba con dicho

registro.

3.1 Distribucién de muestras

El rango de los valores de IgG obtenidos mediante NIRS fue desde 8,9 a 223,7 g/L
(Figura 1), lo que indica gran variabilidad en la concentracion de IgG, al igual que lo
observado por Quigley et. al. (2013), lo que deja en evidencia la importancia de la
determinacion de la calidad del calostro, para evitar brindar al ternero aquel de mala
calidad y por lo tanto que ocurra falla en la transferencia de inmunidad pasiva. La media y
la mediana, para la concentracion de IgG determinada mediante NIRS, fue de 86,6 y 78,6

g/L respectivamente.

Al igual que la recomendacién de otros autores (Bielmann et. al., 2010, y Chigerwe et. al.,
2008), quienes utilizaron la radio inmunodifusién (RID) como método de determinacion de
la concentracion de IgG en calostro, en este estudio se consideré6 como calostro de
calidad aceptable, a aquellos que presentaron una concentracion de IgG igual o superior a
50 g/L (medido mediante NIRS). Dicho valor se encuentra representado en la Figura 1
(valor de corte aceptable NIRS), en la cual se presenta la frecuencia de distribucion de los
valores de 1gG del calostro medidos a través de NIRS. Se observa que, el mayor nimero
de muestras se encontraron entre 50 y 110 g/L, representando un 58,4% del total y tan

solo el 17,8% de las muestras se presentaron bajo el valor de corte de 50 g/L para la
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concentracién de IgG, lo que es similar a lo observado por otros autores, quienes

reportaron un 16% de muestras bajo el valor de corte (Quigley et. al., 2013).

Valorde corte aceptable NIRS

N° muestras de calostro

=]

g4 —
ek H
o -

Valores de IgG NIRS (g/L)

0-10
11-20.
21-30
31-40
41-49
50-60
61-70
71-80
81-90
91-100
101-110
111-120
121-130
131-140
141-150
151-160
»161

FIGURA 1. Frecuencia de distribuciéon de la concentracion de IgG (g/L) de 89
muestras de calostro de vacas Holstein medido a través de

espectroscopia de reflectancia en el infrarrojo cercano (NIRS).

La frecuencia de distribucion de los grados Brix, obtenidos por las muestras de calostro
analizadas, se muestra en la Figura 2. Las lecturas presentaron un rango desde 11 a 32°
Brix, siendo la media de 22° Brix y la mediana de 22,1° Brix. Dentro de las muestras, 5
del total obtuvieron un valor por encima del maximo que marca el refractémetro (32° Brix),
traspasando el nivel superior de la distribuciéon. 22 muestras se encontraron bajo 18° Brix,
lo que representa un 24,7% del total, ese mismo porcentaje se observé para el rango de
muestras que se encuentran entre 18 y 22° Brix, por ultimo un 50,5% del total de muestras
se presentd sobre los 22° Brix y no se presentaron muestras para el rango entre 19 a
19,9° Brix.

La idea de agrupar los grados Brix segun rangos obedece a lo mencionado por Bielmann
et. al. (2010), quienes destacan que existe dificultad para leer la escala del refractometro
Brix y asignar un valor adecuado, ya que en algunas muestras no es posible distinguir
entre decimales, puesto que la linea que indica los grados Brix se encuentra poco definida

o borrosa.
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FIGURA 2. Frecuencia de distribucién de lecturas obtenidas por refractémetro
Brix, para la determinacion de IgG, de un total de 89 muestras de
calostro, de un rebafo de vacas Holstein.

3.2 Correlacién entre métodos de determinacién de IgG por NIRS y por

refractobmetro Brix

La relacion entre las lecturas entregadas por el refractémetro Brix y la cantidad de IgG
(g/L) que contienen las muestras de calostro analizadas por NIRS, se establecié mediante
una regresion simple (Figura 3), donde se observa que existe un alto grado de correlacion
entre los grados Brix y las concentraciones de IgG estimadas por NIRS, con un
coeficiente de correlacién de 0,89 y un R*=0,79.

Este R? (0,79), es superior al obtenido por otros autores, como Lozic (2012), Bielmann et.
al. (2010) y Chigerwe et. al. (2008), quienes reportaron un R?> de 0,56, 0,50 y 0,41
respectivamente. Fox y McSweeney (1998) sefialan que dichas diferencias pueden
deberse a un efecto ocasionado por el volumen y la proporcién de proteina presente en el
calostro, los cuales afectarian la precisién del refractometro, ademas los glébulos de
grasa y micelas de caseina presentes en la leche, pueden alterar el indice refractivo de
esta. En consideracion a lo mencionado anteriormente, es posible que los individuos de
este estudio hayan tenido menor variabilidad en la composicién del calostro, evitando que
ocurra una alteracion en las lecturas del instrumento, conllevando a un mayor coeficiente
de determinacion entre las lecturas obtenidas por el refractometro Brix y la determinacion
de IgG mediante NIRS.
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FIGURA 3. Correlacién entre las lecturas por Refractometro Brix y NIRS de IgG en

muestras de calostro de vacas Holstein (n = 89).

3.3 Concentracién de Inmunoglobulinas segin namero de parto

En la Figura 4, se observa que para las vacas de primer parto, existe un alto coeficiente
de determinacion (R? = 0,67) entre los grados Brix y los valores entregados a través del
equipo NIRS, con un coeficiente de correlacion del r = 0,82. Sin embargo, se debe tomar
en cuenta que el nimero de muestras es reducido (n=19), por lo que se debe ser

cuidadoso con su interpretacion.

El calostro de estos animales es sorprendentemente de alta calidad, presentandose tan
solo 5 muestras por debajo del valor aceptable de 50 g/L de IgG. Lo anterior se
contrapone a lo mencionado en la literatura, donde es de conocimiento comin que el
calostro de vacas primiparas, no presenta buena calidad inmunoldgica, siendo inferior en
su contenido de IgG respecto a vacas multiparas de la misma raza (Oyeniyi y Hunter,
1978).

Al comparar el R? obtenido para vacas primiparas en este estudio (0,67) con el publicado
por Lozic (2012) (R*= 0,185), se observa que este Gltimo, no obtuvo un buen ajuste entre

los grados Brix y los valores entregados por el NIRS, producto de una mayor variabilidad
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en las lecturas Brix para una misma concentracion de IgG. La mayor calidad de calostro
presentado por las vacas primiparas en el presente estudio, podria deberse a un factor
genético y a la exposicion al medio ambiente, donde el rebafio, al estar a pastoreo y en la
zona sur, pudo haberse enfrentado a condiciones de bajas temperaturas, lluvias, mayor
exposicion frente a patdgenos, lo que pudo haber generado un mayor contenido de IgG

en el calostro.
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FIGURA 4. Relacién entre las muestras de calostro analizadas por el refractémetro
Brix y la espectroscopia de reflectancia en el infrarrojo cercano (NIRS)

en vacas primiparas (n =19).

En la Figura 5, se muestra la relacién existente entre las muestras de calostro analizadas
por el refractometro Brix y el NIRS, en vacas multiparas. Se observa que la ecuacion
interpreta en su mayor medida el comportamiento de los datos, entre estos dos métodos
de evaluacién, con un R? de 0,81, el cual es mayor al presentando por Lozic (2012) (R?=
0,72).

Es fundamental destacar el hecho, de que en este estudio los datos de lecturas de grados
Brix y valores de IgG medidos a través de NIRS, tanto para vacas multiparas como para
vacas primiparas, se ajustan bien a la curva de regresion, siendo posible utilizar una sola
curva y no hacer una separacién segin numero de parto. Lo anterior no es posible en el
caso de Lozic (2012), donde es necesario realizar distintas curvas de regresion para

vacas de primer parto y de segundo parto en adelante, ya que el R? para vacas primiparas
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no es representativo. Lo anterior es reafirmado en estudios realizados por Bielmann et. al.
(2010), quienes destacan que existe la necesidad de tener diferentes puntos de corte de
grados Brix para animales de distinto numero de parto. Cabe destacar que si bien el
refractometro Brix es un método que nos permite seleccionar calostros de minima calidad
hacia arriba, hay que tener en consideracion que se debe evaluar la calidad de calostro
para vacas primiparas. Si el predio presenta buena calidad, como en este estudio, el
calostro se puede dar a los terneros y si es de mala calidad o se desconoce, se debe dar

calostro de vacas de mas de un parto o mezclar el de vaca primipara con este.
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FIGURA 5. Relacion entre las muestras de calostro analizadas por el refractometro
Brix y la espectroscopia de reflectancia en el infrarrojo cercano (NIRS)

en vacas multiparas (n =69).

3.4 Punto de corte para refractometro Brix

Con el objetivo de asegurar que el calostro de minima calidad requerida sea suministrado
a los terneros, Bielmann et. al. (2010) sugieren, que es necesario determinar los valores
de corte apropiado de grados Brix, que correspondan estrechamente a los valores de
concentracion de IgG obtenidos mediante radio inmunodifusién (RID), sobre 50 g/L, que
serian muestras de calidad positiva o aceptable. En el caso de este estudio, se utiliz6 el
mismo criterio, pero la concentracion fue medida a través del método NIRS (Rivero et. al.,
2012).
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Para evaluar la capacidad de diagnostico efectivo del refractometro Brix, 4 niveles de
cortes diferentes fueron utilizados: 18, 20, 21 y 22° Brix. La sensibilidad, especificidad,
valor predictivo positivo y precision fueron calculados, de manera de identificar el punto de
corte apropiado para este estudio, que permita estimar de mejor manera los 50 g de 1gG
por L de calostro (Cuadro 1).

CUADRO 1. Capacidad de diagnéstico efectivo del refractometro Brix.

% °Brix

18 20 21 22
Se 88 a 82 a 66 b 61 b
Sp 83 a 93 a 100 b 100 b
P 88 a 84 a 72 a 67 a
VPP 88 a 82 ab 66 cd 61 d

-Se: Sensibilidad, Sp: Especificidad, P: Precision y VPP: Valor predictivo positivo. Las
letras distintas en forma horizontal indican diferencias significativas al P<0,05.

En el Cuadro 1, se observa la sensibilidad, la cual indica que para los valores de 18 y 20°
Brix, se obtuvo la mayor capacidad del método Brix para estimar correctamente los
valores sobre 50 g/L NIRS, obteniendo un 88 y 82% respectivamente, sin que existan
diferencias estadisticamente significativas entre dichos valores. La especificidad, que
indica la capacidad de la prueba Brix para detectar valores menores de 50 g/L, fue
aumentando junto con los puntos de corte de grados Brix, siendo maxima para 21 y 22°
Brix, diferencidndose estadisticamente de los puntos de corte de 18 y 20° Brix. Para la
precision, que es la capacidad del método para detectar valores sobre o bajo 50 g/L, a
pesar de observarse una diferencia numérica no se detectaron diferencias estadisticas
significativas entre los distintos grados Brix evaluados. Lo anterior puede deberse al
namero de muestras evaluadas y probablemente al aumentar el n muestral se presentaria
una mayor robustez de los datos y por tanto de su significancia. El valor predictivo positivo
para el punto de corte de 18° Brix fue de 88%, representando el valor mas alto entre los

distintos puntos de corte, diferenciandose estadisticamente de los demas.
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El punto de corte publicado por algunos autores para predecir la concentracion de 1gG es
variable, encontrandose sugerencias de puntos de corte desde 18 (Morril et. al., 2012) a
22° Brix (Bielmann et. al., 2010). La idea es determinar el punto de corte con el minimo
posible de falsos negativos, permitiendo que menos muestras de calostro positivas nos
gueden fuera del punto de corte. En el presente estudio, a medida que nos acercamos al
punto de corte de 21° Brix, se dejan fuera mayor cantidad de muestras de calostro y entre
18 y 20° Brix, se recuperan muestras positivas (sobre 50 g/L).

Morril et. al. (2012) afirman, que la sensibilidad es la prueba més importante, incluso que
la especificidad, por lo que se debe maximizar, ya que esto permite obtener la menor
cantidad de muestras clasificadas errbneamente como sobre 50 g/L y se evita la
alimentacién con calostro que presenta insuficiente cantidad de IgG (<50 g/L). El uso de
puntos de corte por sobre el 6ptimo, disminuiria las posibilidades de clasificar de forma
incorrecta calostro pobre, como calostro de calidad, sin embargo, ciertos calostros de baja
calidad, pueden clasificarse de manera errénea como adecuados. En base a lo
mencionado por dichos autores, para este rebafo se recomienda el punto de corte de 18°
Brix, el cual presenta una sensibilidad, especificidad, precisién y valor predictivo positivo
de 88, 83, 88 y 88% respectivamente, siendo el que mejor discrimina entre calostros de

calidad aceptable.
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4 CONCLUSIONES

El refractometro Brix, es un método rapido y preciso, que permite evaluar la
calidad del calostro, a través de la determinacién indirecta de la concentracion de
IgG, del calostro de vacas de primer parto en adelante.

Existe un alto grado de correlacion entre los grados Brix y las concentraciones de
lgG estimadas por NIRS, tanto para vacas multiparas, como para vacas

primiparas.

Para este predio, el calostro proveniente de vacas de primer parto, presenta una
elevada calidad, haciendo posible la utilizacion de la misma curva de calibracion y

punto de corte de grados Brix, para todo el rebafio al parto.

Tanto la prueba de sensibilidad, como la de especificidad, indican que el
refractdbmetro Brix, al compararlo con el método NIRS, es capaz de diferenciar

entre calostros de buena (=50 g de IgG/L) y mala calidad.

Para este estudio, se sugiere utilizar el punto de corte de 18°Brix, ya que es el que
presenta mayor sensibilidad, permitiendo asegurar que calostro de calidad, con
una concentracion de IgG superior a 50 g/L, sera brindado a los terneros para

lograr un adecuado nivel de inmunidad.
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