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El objetivo del presente trabajo es testar la exactitud de un kit de enzymoinmunoandlisis (EIA) de PAG
(pregnancy-associated glycoprotein) plasmatica para el diagndstico de gestacion en ovino. Se obtu-
vieron muestras de sangre en ovejas gestantes los dias 18, 25y 32 (n=48), y los dias 19, 26 y 33 (n=29).
Se determind en el plasma la concentracién de PAG mediante EIA por el método de “sandwich”. La sen-
sibilidad del andlisis fue de 0,22 ng/ml. El nivel basal obtenido en 30 muestras de 10 ovejas vacias fue
de 0,34 ng/ml. El limite superior del intervalo de confianza al 95% (0,8 ng/ml) se considerd como el va-
lor por encima del cual una oveja estd gestante. Se detectd el dia 18 en el 18,8% (9/48) de los casos, el
dia 19enel 62,1% (18/29) y en el 100% a partir del dia 25 de gestacién. El porcentaje de falsos positi-
vos fue 0% en el conjunto de datos. De todo ello se concluye que el kit de EIA para PAG plasmadtica tes-
tado es eficaz para el diagndstico de gestacion, sobre todo cuando no se conoce la fecha de cubricién.

Palabras clave: enzimoinmunoandlisis, PAG, ovino, diagndstico de gestacion.

In this work, the accuracy of a new pregnancy-associated glycoprotein (PAG) enzymoimmunoassay
(EIA) kit for pregnancy diagnosis in sheep has been tested. Plasma samples were obtained from preg-
nant ewes on Day18, 25 and 32 (n=48) and on Day 19, 26 and 33 (n=29) of pregnancy. PAG concen-
trations were determined by “sandwich” EIA. The sensitivity of the assay was 0.22 ng/ml. The basal
level calculated from 30 samples of 10 non-pregnant ewes was 0.34ng/ml. The 95% confidence limit
(0.8 ng/ml) was considered the threshold for pregnancy diagnosis. On Day 18, pregnancy could be de-
tected in 9/48 (18.8%) samples, 62.1% (18/29) on Day 19 and 48/48 (100%) from Day 25 onwards. The
percentage of false negative was 0% in this data set. In conclusion, the EIA kit for plasmatic PAG test-
ed is efficient for early pregnancy diagnosis in sheep, above all when the conception date is not
known.

Key Words: enzymoimmunoassay, PAG, sheep, pregnancy diagnosis.
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Introduccién

El método hormonal mas conocido de diag-
nostico precoz de gestacion (DG) se basa en
la medicién de progesterona (P4) a los 17-18
dias después de la fecundacion. Es un méto-
do muy preciso, sobre todo cuando se consi-
dera la no-gestacién. Actualmente puede me-
dirse por enzimoinmunoandlisis (EIA) en
muestras de suero sanguineo (Boscos et al.,
2003). Tiene el inconveniente de que es pre-
ciso conocer el momento de la fecundacién,
para no confundir la tasa de P4 de gestacién
con la del ciclo. La gestacién puede diagnos-
ticarse también determinando en la sangre la
presencia de proteinas secretadas por la pla-
centa (PAG; Pregnancy-Associated Glycopro-
tein), que se presenta bajo distintas formas
(Garbayo et al., 1998). Ello abre la posibilidad
de diagnosticar la gestacion independiente-
mente de la fecha de fecundacion.

Hasta ahora, la PAG debia determinarse por
radioinmunoandlisis (RIA), lo que exige un La-
boratorio adecuado y la manipulacién de is6-
topos radiactivos. Ultimamente, sin embargo
se ha puesto a punto un método para la de-
terminacién cuantitativa de PAG por EIA. En
este trabajo se presentan los resultados ob-
tenidos sobre la eficiencia de dicho método
en ovejas Rasa Aragonesa.

Material y métodos

Se trataron 100 ovejas adultas y multiparas
Rasa Aragonesa con esponjas vaginales de 30
mg de FGA y 480 Ul de eCG (Sincropart, CEVA
Salud Animal) a la retirada. A las 55 h, se in-
seminaron artificialmente (IA) por via cervical
con 400 millones de espermatozoides. Cinco
dias después de la IA se introdujeron en el re-
bafo 3 machos vasectomizados provistos de
marcador. A los 45 dias de la fecundacion se
realiz6 un DG por ecografia externa.

Para las tomas de sangre, las ovejas se divi-
dieron en 2 lotes. En el Lote 1 (n=48 ovejas
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gestantes), se tomaron muestras de sangre los
dias 18, 25 y 32, mientras que en el Lote 2
(n=29 ovejas gestantes) los dias 19, 26 y 33
después de la IA. Se utilizaron tubos hepari-
nizados al vacio y se obtuvo el plasma san-
guineo por centrifugacién (3.500 g durante 25
min.), que se almacend a -20°C hasta el anali-
sis.

La determinacion de PAG se realiz6 mediante
un kit de EIA, desarrollado por el Centre d’E-
conomie Rurale (CER- 6900 Marloie, Bélgica),
basado en el método “sandwich’, que consis-
te en la utilizacion de dos anticuerpos que re-
conocen a la PAG: uno de ellos fijado sobre la
placa de 96 pocillos y el otro unido a la bioti-
na, que sera detectada por el complejo avidi-
na-HRP. En este sistema, la densidad 6ptica es
proporcional a la concentracion de PAG.

Los partos se realizaron en jaulas individua-
les. La fecha de fecundacién se considerd la
misma que la de la inseminacién cuando la
oveja parié dentro de las fechas estimadas de
parto (149+7 dias).

Resultados

La sensibilidad del analisis de PAG (dosis mi-
nima detectable), fue de 0,22 ng/ml El nivel
basal, obtenido de 30 muestras de 10 ovejas
no gestantes, fue de 0,34 ng/ml. (Rango: 0-
0,76). El limite superior del intervalo de con-
fianza al 95% fue 0,8, por lo que puede con-
siderarse como el valor por encima del cual
una oveja puede considerarse gestante. El
porcentaje de falsos positivos utilizando di-
cho nivel de discriminacién fue 0% en este
conjunto de datos.

Los resultados estan expuestos en la Tabla 1,
en la que se puede apreciar el porcentaje de
ovejas gestantes que alcanzan niveles de PAG
superiores a 0,8 ng/ml en diferentes dias des-
pués de la inseminacioén, asi como las medias
y errores estandar, minimos y maximos en di-
chos dias.
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Tabla 1. Concentraciones plasmaticas de PAG (ng/ml) en ovejas gestantes a los 18-19, 25-

26 y 32-33 dias después de la IA.

Grupo IA Dias post IA N
1 18 48
2 19 29
1 25 48
2 26 29
1 32 48
2 33 29

Rango Media + SEM >0,8 (%)
0,00-2,18 0,53 £0,05 18,8
0,18-2,08 0,97 £ 0,09 62,1
1,27 - 4,08 2,79 £0,07 100
2,56-4,38 3,79£0,08 100
2,65-4,37 3,06 £ 0,06 100
292-429 3,86 £ 0,06 100

Los dias 18 y 19 de gestacién solamente el
18,8 y 62,1% de las ovejas gestantes mostra-
ron niveles de PAG superiores a 0,8 ng/ml. En
ovejas sardas se ha demostrado que se pue-
de determinar el diagnéstico de gestacion
medido por RIA a partir del dia 18 en el 60,5%
de los casos. Cuando en el RIA se usa una mez-
cla de diferentes antisueros caprinos y ovinos,
la exactitud del diagndstico a 18 dias es del
95,3% (RIA-srPool; Barbato et al., 2009). Sin
embargo, en nuestro trabajo, sélo a partir del
dia 25 todas las ovejas mostraron niveles de
PAG superiores a 1,27 ng/ml.

Discusion

El DG temprano posibilita someter a las ove-
jas prefiadas a un manejo adecuado y plani-
ficar la reproduccién de las vacias, evitando
que entren en un periodo largo no producti-
vo. Tiene interés de tipo comercial para no en-
viar a matadero las ovejas prefiadas y en la
compra/venta de animales. Evita aplicar tra-
tamientos hormonales o medicamentos abor-
tivos a hembras gestantes. El DG a través de
la determinacion de la PAG es un método que
se ha demostrado efectivo tanto en razas de
carne (Suffolk, Texel; Vandeele et al., 2005)
como de leche (Assaf, Lacaune), existiendo di-
ferencias entre gestaciones simples y dobles
(Ranilla et al., 1997; El Amiri et al., 2007).
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En ovejas F1 Romanov x Rasa Aragonesa, la
medicidn de la PAG a los 24 dias de gestaciéon
es un 12% mas preciso que la de P4 en de-
tectar las ovejas que no paren y de la misma
fiabilidad para detectar las gestantes (Folch et
al., 1994). Es por tanto un buen método para
detectar muerte embrionaria tardia.

En un hipotético futuro en que los métodos
actuales de sincronizacién de celos dejen de
utilizarse, serdn necesarios métodos de DG
gue no obliguen a conocer la fecha de cu-
bricion. Ello puede hacerse midiendo los es-
trégenos fecales (Alabart et al., 2001) pero es
un método de diagndstico poco precoz. La
ecografia externa es un método muy eficaz,
pero requiere adquirir el aparato y ademas,
es necesario cierto grado de aprendizaje. Por
otro lado, se ha sefalado que el grado de
exactitud en algunas razas es demasiado
bajo para ser utilizado como método de DG
en el campo (Karen et al., 2006). En la Rasa
Aragonesa entre los dias 30 y 60 de gesta-
cién la fiabilidad es muy alta (95%; n=799),
aunque la fiabilidad es menor en las vacias
(81%; n=275) (Blasco y Folch, 1989). Ademas,
la determinacién de la PAG por EIA podria ser
un buen método de DG, especialmente util
si se mide en muestras de sangre que se to-
men en el rebafio para otros fines (p.e., sani-
tarios).
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