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1. RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue diagnosticar gestacion en cabras mediante la
determinacion de progesterona cualitativa y cuantitativa en leche entera a los 21 dias post
cubierta por medio del uso de enzimainmunoanalisis (EIA).

Para ello se utilizo6 20 cabras mestizas Saanen previamente identificadas, clinicamente sanas,
sincronizadas y cubiertas por monta dirigida. Las muestras de leche fueron recolectadas en la
ordefia de la mafiana durante el estro (M1), en el dia 10 de la fase luteal (M2) y a los 21 dias
post cubierta (M3) comparandose ésta con los valores M1 y M2 para poder discriminar entre
prefiez y no prefiez.

Se emplearon dos kits de EIA, uno cualitativo y otro cuantitativo. En el primero, se comparé
la coloracion de las muestras M3 con los estandares y las muestras M1 y M2, considerando
diagnostico positivo de prefiez cuando coincidieron con M2 y el estandar de progesterona alta,
presentando una coloracién amarillo palida. En el ensayo cuantitativo, se obtuvo la densidad
optica de las muestras mediante un equipo lector para ELISA y mediante la construccion de
una curva logaritmica se determiné las concentraciones de progesterona y se establecio los
valores promedios para M1 y M2, se consider6 indicador positivo de prefiez a los valores M3
que se asemejaron al promedio de M2. Estos ensayos fueron comparados con
radioinmunoandlisis (RIA) y ultrasongrafia transrectal.

Mediante la determinacion cuantitativa de progesterona por EIA se obtuvo valores inferiores a
4 ng/ml en la fase periestral y superiores a 60 ng/ml en la fase luteal. A los 21 dias post
cubierta se determind un 100% de gestacion mediante EIA cualitativo, EIA cuantitativo y
RIA, a diferencia de la ultrasonografia que present6 solo un 65% de prefiez. Estos resultados
se verificaron mediante ultrasonografia a los 53 dias post cubierta, confirmando un 100% de
prefiez y de esta forma ratificando los resultados obtenidos por EIA y RIA.

De este estudio se concluye que es posible realizar diagnéstico de gestacion temprana en
cabras, a los 21 dias post cubierta, mediante la deteccion de progesterona cualitativo y
cuantitativa en leche entera por EIA y que el kit para la determinacion cualitativa podria
incorporarse como una nueva herramienta al manejo reproductivo caprino por sus atributos en
la utilizacion en terreno, ademas de no requerir material adicional, ser totalmente inocuo para
el animal, ser rapido y féacil de usar.

Palabras claves: Diagndstico de gestacion, cabras, progesterona, EIA, RIA y ultrasonografia.



2. SUMMARY

DETERMINATION OF PROGESTERONE IN MILK BY EIA: AS AN
ALTERNATIVE TO PREGNANCY DIAGNOSIS IN DAIRY GOATS

The aim of this study was to diagnose pregnancy in dairy goats through the determination of
qualitative and quantitative progesterone in whole milk at 21 days after mating using
enzymeimmunoassay (EIA).

Twenty healthy goats were selected, synchronized and handmated. Milk samples were
collected in the morning milking: during oestrus (M1), day 10 of the luteal cycle (M2) and day
21 after mating (M3). M3 were compared with M1 and M2 values to discriminate between
pregnant and non pregnant.

For pregnancy diagnosis, two kits of EIA were used, one qualitative and other quantitative.
For the qualitative essay, the colour of M3 samples were compared with the standards and
with M1 and M2 samples. Positive pregnancies were considered when M3 samples resembled
to M2 and to high progesterone standard, which meant a pale yellow colour. In the
quantitative assay kit, the optical density of the samples was obtained with an ELISA reader
equipment. By making a logaritmic curve, the concentration of progesterone was determined.
The average values were obtained for M1 and M2, and finally, they were considered positive
pregnancy diagnosis when M3 values were similar to the average of the concentration of M2.
Those essays were compared with radioimmunoassay (RIA) and transrectal ultrasound.

By means of quantitative determination of progesterone by EIA, values lower than 4 ng/ml
were obtained close to oestrus and values higher than 60 ng/ml in the luteal cycle. The
accuracy of early pregnancy diagnosis by qualitative EIA, quantitative EIA and RIA were
100% at 21days after mating, but ultrasound was only 65%. Those results were confirmed by
ultrasound examination 53 days after mating and the pregnancy was 100%. With this result is
ratified the essays by EIA and RIA.

This study concludes that it is possible to have early pregnancy diagnosis in dairy goats, as
early as 21 days after mating, with progesterone determination in whole milk by EIA. The
qualitative assay kit could be incorporated as a new instrument to the reproductive
management of dairy goats because it can be used in field, without additional materials, it is
absolutely safe for the animal, simple and quick to use.

Keywords: Pregnancy diagnosis, dairy goats, progesterone, EIA, RIA and ultrasound.



3. INTRODUCCION

3.1 ANTECEDENTES

En Chile, la produccion caprina tuvo su origen en animales traidos por los primeros colonos
espafioles, quienes explotaron su carne y leche. En la actualidad, la existencia de caprinos a
nivel nacional es del orden de 727.310 cabezas (INE 2003), de las cuales, la mitad se
concentran en la I'V region del pais, el resto de la poblacion que produce alrededor del 55% de
la leche de cabra nacional, se encuentra diseminado en todo el pais. Es importante destacar, la
formacion de algunas lecherias con mayor desarrollo tecnoldgico, en la region Metropolitana y
hacia las regiones VII y VIII, con fuerte incorporacion de razas lecheras de origen suizo,
principalmente, Saanen.

El manejo reproductivo es un pilar fundamental para alcanzar la eficiencia productiva en una
explotacioén pecuaria. Uno de los aspectos mas importantes, tanto desde el punto de vista del
manejo reproductivo, como de la rentabilidad de los rebafios caprinos, es el diagnostico
temprano de gestacion.

Para el manejo eficiente de rebafios caprinos, principalmente lecheros, es indispensable
diagnosticar con acierto y lo mas pronto posible la gestacion, de esta forma si la hembra no
esta gestante pueda ser cubierta nuevamente y a la brevedad posible y realizar el manejo
adecuado en cada caso.

Existen varios métodos utilizados para diagnosticar gestacion, algunos de tipo presuntivo,
otros de laboratorio y clinicos. La eleccion del método depende de la etapa de gestacion, el
costo, la exactitud y la rapidez del diagndstico (Jainudeen y Hafez 2000).

3.2  CAPRINOS EN CHILE

3.2.1 Poblacion

En Chile, el 80% de los caprinos corresponde a animales criollos provenientes de cruzas con
cabras originarias de Espana y otras de otros paises europeos. Esta situacién hace que exista
gran variabilidad, incluso en animales de un mismo rebafio. En general, se trata de un animal
de alzada regular, con producciones muy variables de carne y leche (Cofré 2001).



La poblacién caprina del pais ha mostrado sus altibajos en las tltimas décadas (Cuadro 1),
toda vez que entre los afios 1965 y 1975 pas6 de poco mas de 900 mil a mas de 1,1 millén de
ejemplares, para descender en 1997 a una cifra ligeramente superior a las 700 mil cabras, con
un 42% de ellas ubicadas en la IV Region (Cofré 2001).

Cuadro 1: Censo caprino en Chile por regiones (INE 2003)

Regiones Numero

1965 1997

I 6.484 10.838

11 3.895 6.046

11 37.740 40.710
v 341.145 306.022

\% 57.267 73.693

VI 45.279 36.481
VII 54.031 69.789
VIII 94.835 65.815
IX 136.227 60.642

X 130.455 26.952

X1 8.685 13.300

XII 30 95

Metropolitana 16.934 16.927
Total 933.007 727.310

3.2.2 Produccion caprina

La produccion caprina en Chile ha estado orientada, principalmente, hacia la produccion de
leche para la elaboracion de queso y la produccion de carne. La primera con mas tradicion en
la IV Region, aunque expandiéndose en los ultimos afios hacia la zona sur, y la segunda,
fundamentalmente para autoconsumo a lo largo del pais y excepcionalmente para venta a los
turistas durante las vacaciones.

Las producciones medias de leche fluctian entre 100 y 450 litros en lactancias de 170 a 300
dias para cabras Criollas y de razas especializadas, respectivamente. Estimaciones nacionales
indican que en el pais habrian mas de 355 mil cabras lecheras, cifra que corresponderia a casi
la mitad del censo caprino del pais. La produccion de leche de las mismas, superaria las 42 mil
toneladas de leche, estando un porcentaje mayoritario de la misma fuera de la Cuarta Region,
es decir, hacia el sur del pais, situacion que daria mas opciones de desarrollo al rubro
(Gonzalez 1998).



3.2.3 Sistemas de produccion

Sélo en los ultimos afios se ha extendido el negocio del caprino de leche desde la IV Region
hacia el resto del pais, razon por lo que puede considerarse una nueva actividad dentro de la
ganaderia nacional.

Segun Cofré 2001, los sistemas de produccion caprina consideran:

Sistema tradicional. Predominante en la IV Regién, basado en el crecimiento de la pradera
natural de secano. Construcciones minimas o inexistentes. Partos en agosto-septiembre,
crianza de cabritos con la madre, destete natural, ordena una vez al dia en condiciones de poca
higiene. En general, no existe seleccion de animales ni manejo de reemplazos.

Sistema mejorado. Predominante en la V Region y las cercanias de la Region Metropolitana,
presenta encastes separados en diciembre-enero con partos en junio-julio o en octubre-
noviembre con partos en marzo-abril. Alimentacidon con forrajes arbustivos, praderas naturales
y recursos suplementarios como alfalfa, trébol alejandrino, residuos agricolas e industriales. Se
hace mejoramiento por seleccion, uso de registros, corrales, comederos, bebederos, sala de
ordefia, henil y enfermeria. El sistema de crianza varia entre amamantamiento natural con la
madre con destete definido y crianza artificial.

Sistema intensivo. Se encuentra en el sector indutrial caprino en las cercanias de la Region
Metropolitana. Trata de producir leche todo el afio con encastes en diciembre-enero y junio-
julio. Requiere forrajes de calidad, preferentemente alfalfa producidos bajo riego y utilizacion
de concentrados. Crianza artificial de cabritos.

33 SISTEMA REPRODUCTIVO DE LA CABRA

3.3.1 Caracteristica sexual

Las cabras se consideran poliestricas estacionales, es decir con varios celos, su estacion
reproductiva se inicia en Otoflo y paren en primavera. La duracion de la temporada de
apareamiento varia con la duracion del dia, raza y nutricion (Santa Maria y col 1990).

La estacionalidad esta regida por el fotoperiodo, donde la actividad estral se inicia en la época
de duracion decreciente del dia. No se comprende del todo la manera en que las senales
fotoperiddicas son convertidas en mensajes neuroendocrinos. Las cabras detectan los cambios
en la iluminacién y es transmitida al eje hipotdlamo — gonadas, via la glandula pineal. La
melatonina, una hormona pineal, media la respuesta a los cambios en el fotoperiodo. Las
concentraciones de esta hormona son altas durante periodos de oscuridad y bajas durante
periodos de luz (Deveson y col 1992).



3.3.2 Pubertad

La pubertad, o edad de la primera ovulacion en la hembra, se presenta entre los cinco y siete
meses de edad. La madurez del aparato reproductivo y el inicio de la actividad sexual es
altamente dependiente del grado de desarrollo corporal y en el cual, una buena alimentacion
juega un rol fundamental; otros factores importantes en la aparicion de la pubertad son la raza
y la época de nacimiento. De este modo, la cabrita puede empezar a cubrirse cuando haya
alcanzado el 75% de su peso corporal adulto, esto es aproximadamente 30 kg. (Bonilla 2001).

3.3.3 Ciclo estral

La duracion del ciclo estral normal en la cabra es de 21 dias, aunque existen variaciones
producto de la raza, estacion reproductiva y estrés ambiental (Jainudeen y col 2000).

El estro dura 24 a 48 horas en la cabra, la que estd influida por raza, edad, estacion del afo y
presencia de macho. El estro es més corto al principio y al final de la temporada reproductiva,
en presencia del macho y en la primera temporada de apareamiento de las hembras jovenes. La
variabilidad en la duracidon del estro en la cabra, se debe principalmente al momento de
presentacion de la onda preovulatoria de la hormona luteinizante (LH), que ocurre en horas
posteriores al inicio del estro. La ovulacion en la cabra ocurriria unas 18 a 24 horas después de
ocurrido el pico de LH ( Jainudeen y col 2000).

Una cabra en estro es facilmente identificable. A partir de unas 24 horas antes de aceptar la
copula, se encuentra inquieta, bala y orina con frecuencia, agita la cola de manera constante y
rapida, ademas puede reducir su apetito y produccion de leche. La vulva se puede encontrar
edematosa y con secrecion de moco por la vagina (Bonilla 2001).

Las cabras son ovuladoras espontaneas, la mayoria ovula entre las 24 y 36 horas después del
inicio del estro. Durante el estro se pueden liberar dos o mas 6vulos. Esta tasa estd
influenciada por la edad y alcanza un maximo entre los tres y seis aflos, para luego declinar
gradualmente. También por la época del afio, nutricidon, tamafio corporal, peso, condicion
fisica y genotipo (Jainudeen y col 2000).

3.3.4 Gestacion

El tiempo normal de gestacion es de 150 dias con una variacién promedio de 2 dias. La
fecundacion se produce en la ampula tubdrica. El 6vulo fecundado desciende por el oviducto
hacia el utero y durante el descenso se divide en dos células alrededor de 24 horas post
fecundacion, 3 a 4 dias después, cuando el embridon posee ocho a dieciséis blastomeras,
ingresa al ttero. El dia 11 post cubierta la vesicula trofoblastica comienza a elongar y el dia 13
se extiende al cuerno uterino contralateral. El reconocimiento materno de la prefiez ocurriria
alrededor del dia 13 de gestacion y la implantacion a partir del dia 18 (Smith 1997).

El cuerpo luteo de la prefiez persiste toda la gestacion, y es la fuente principal de progesterona
para la implantacion del embrion y el mantenimiento de la prefiez (Jainudeen y col 2000).
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3.4 DIAGNOSTICO DE GESTACION TEMPRANA

Se considera diagnostico precoz de gestacion el que se realiza dentro del primer tercio de
gestacion de la cabra (antes de los 40 a 50 dias). Para ello existen diferentes técnicas, las que
podemos clasificar en técnicas presuntivas, técnicas de laboratorio y técnicas clinicas.

3.4.1 Técnicas presuntivas

Tal como dice su nombre estas técnicas hacen que se presuma que existe gestacion, pero no
hay certeza. La mas conocida es el no retorno al estro, ya que durante la prefiez, el embrion
inhibe la regresion del cuerpo luteo e impide que la cabra vuelva al estro. Por ello se supone
que una hembra que no vuelva a presentar estro esta prefiada (Jainudeen y Hafez 2000). Sin
embargo, en ocasiones las hembras pueden no exhibir manifestaciones de estro por factores
como estrés ambiental o lactacional, o simplemente no ciclar por razones como hidrometra o
patologias ovaricas (Engeland y col 1997). El no retorno al estro, puede determinarse entre los
dias 18 a 24 de gestacion con la presencia de un chivato por 15 a 30 minutos en la mafiana y
en la tarde, obteniéndose una exactitud en la prediccion de prefiez del 86% y de no prefiez del
100% (Engeland y col 1997).

3.4.2 Técnicas de laboratorio

Estas técnicas se basan en la deteccion de cambios que ocurren en los tejidos maternos que
rodean a un posible embrion o de sustancias procedentes de él, y se realizan mediante pruebas
inmunologicas en sangre, orina o leche materna.

e Biopsia Vaginal: Técnica empleada en ovinos y cerdas. La mucosa vaginal reacciona a los
cambios endocrinos que ocurren durante la prefiez con un decremento en el nimero de
capas del epitelio escamoso estratificado. Dado que este método implica muestreo,
procesamiento y examen microscopico, su aplicacion practica es limitada (Ishwar 1995).

e Progesterona: Es el método de laboratorio mas usado para detectar prefiez, aunque no es
una hormona especifica de este estado, la progesterona puede emplearse como prueba
debido a que el cuerpo luteo persiste durante el principio de la gestacion en todos los
animales domésticos. Las concentraciones de progesterona se miden en liquidos biologicos
como sangre y leche cuando estdn disminuyendo en hembras no prefiadas. Normalmente,
la muestra se recolecta durante el tiempo que dura un ciclo estral después de la cubierta,
esto es 18 a 22 dias en cabras. En este periodo de muestreo la concentracion de
progesterona es baja en la hembra no prefada y alta en la prefiada. Se prefiere la leche a la
sangre, en especial porque las concentraciones de progesterona son considerablemente
mayores en ella que en el plasma. También porque las muestras pueden colectarse durante
la ordefia sin causar gran malestar o dolor al animal (Jainudeen y Hafez 2000).
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o Sulfato de Estrona: Es el principal estrogeno generado por el embrion y puede medirse en
plasma, leche u orina maternos en todas las especies domésticas. En la cabra es detectable
en leche o plasma entre los dias 40 y 50 de gestacion (Jainudeen y Hafez 2000).

3.4.3 Técnicas clinicas
En estas técnicas existe deteccion del embrion, membranas o liquidos fetales.

e Exploracion Rectal: Debido a la pequeiiez de su cavidad pélvica, la cabra no es apta para
la exploracion rectal del contenido uterino (Jainudeen y Hafez 2000).

e Radiografia: Técnica que solo es aplicable en el ultimo tercio de gestacion. Se basa en la
identificacion del esqueleto fetal en una placa de rayos X. En ovejas, se ha diagnosticado
prefiez y la determinacion del nimero de fetos con una exactitud del 100 y 90%
respectivamente, a partir de los 70 dias de gestacion. Es una técnica rapida, pero el costo
del equipo y el conocimiento del operario limitan su uso (Karen y col 2001).

e Ultrasonografia: Medio diagnéstico basado en las imagenes obtenidas por ultrasonido
mediante el procesamiento de ecos reflejados de las estructuras corporales. Esta técnica

permite lograr un diagnostico de prefiez precoz de manera inocua y no invasiva (Saelzer
1989).

3.5 MEDICION DE LAS CONCENTRACIONES DE PROGESTERONA

En la cabra, la concentracion de progesterona sanguinea durante el periodo de estro
normalmente es inferior a 1 ng/ml, después de la ovulacidén se incrementa paulatinamente
hasta alcanzar una concentracion mayor a 5 ng/ml a partir del dia 10 del ciclo, este nivel se
mantiene hasta que la prostaglandina F2a provoca la luteolisis, lo cual ocurre en el dia 17
aproximadamente (Chemineau y col 1982).

Progesterona (ng/ml)

17 19 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

Dia del ciclo estral

Figura 1: Concentracion de progesterona durante el ciclo estral de la cabra Alpina Francesa.
Dia 0= pulso preovulatorio de la hormona luteinizante (Chemineau y col 1982).
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La concentraciéon de progesterona al inicio de la gestacion es similar a lo que ocurre al
principio del ciclo estral, se incrementa paulatinamente hasta el dia 8, pero posteriormente
permanece elevada durante toda la gestacion. Esta hormona es esencial para el mantenimiento
de la prefiez, su reduccion por cualquier motivo provoca el aborto. La progesterona también se
produce en la placenta, pero la fuente principal de esta hormona en la cabra es el cuerpo luteo
(Jainudeen y Hafez 2000 y Bonilla 2001).

Para la medicion de las concentraciones de progesterona se dispone de radioinmunoanalisis e
inmunoensayos enzimaticos.

Técnica de radioinmunoanalisis (RIA): Es un radioinmunoanalisis de fase s6lida donde
la progesterona marcada con I'* compite por un tiempo fijo con progesterona de la
muestra por sitios de unién al anticuerpo. Debido a que el anticuerpo esta inmovilizado en
la pared de un tubo de polipropileno, la simple decantacién del sobrenadante es suficiente
para terminar con la competencia y aislar la fraccion unida al anticuerpo de la progesterona
marcada. La lectura se realiza en un contador gamma, el que proporciona un nimero que
se convierte por medio de un curva de calibracion, en una medida de la progesterona
presente en la muestra del animal.

Inmunoensayos enzimaticos: Actualmente, existen kits o estuches comerciales para la
determinacion de progesterona en plasma, suero o leche basados en enzimainmunoanalisis
(EIA) o en aglutinacion de latex (LA).

La técnica de EIA se desarrolld6 como una alternativa a RIA para la deteccion de
anticuerpos y antigenos en fluidos corporales. La mayoria de los andlisis
inmunoenzimaticos para esteroides usan métodos de separacion entre el conjugado y la
fraccion libre, que consumen considerable tiempo y reactivos, debido al requerimiento de
varios pasos del lavado y centrifugacion. Por estos problemas y los asociados con el
manejo de material radioactivo, se desarrollo el sistema de EIA para progesterona (Leyva-
Ocariz y Munro 1998).

El principio de estos ensayos se basa en la competencia de progesterona no marcada
presente en las muestras con una cantidad fija de progesterona marcada con una enzima
como fosfatasa alkalina (AP), por la unién a los anticuerpos a progesterona presentes. La
cantidad de progesterona marcada ligada a los anticuerpos es inversamente proporcional a
la concentracion de progesterona no marcada presente en la muestra. La progesterona
marcada es activada por el sustrato (un reactivo a la enzima). En EIA cualitativo el color
producido es medido visualmente comparando los colores entre las muestras y los
estandares. Mientras que en EIA cuantitativo el color producido es medido
espectrofotométricamente obteniéndose su densidad Optica y las concentraciones de
progesterona determinadas por una curva estandar.
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La concentracidon de progesterona en plasma o suero usado para discriminar entre prefiez y no
prefiez varia segun los distintos estudios, siendo de 1 ng/ml (Corteel y col 1987), 1,5 ng/ml
(De Montigny y col 1982 y Humblot y col 1990), o de 2 ng/ml (Engeland y col 1997). De esta
forma, valores iguales o superiores a 2 ng/ml indicarian prefiez y niveles entre 1 y 2 ng/ml
generan resultados inciertos o dudosos (Matsas 1997).

A su vez, las concentraciones de progesterona en leche para discriminar entre prefiez y no
prefiez, segin algunos estudios, consideran como resultado positivo valores iguales o
superiores a 10 ng/ml (Holdsworth y Davies 1979 y Thibier y col 1981) y niveles entre 5y 10
ng/ml resultados inciertos (Dionysius 1991). Aunque estos valores pueden variar segin el tipo
de muestra de leche obtenida, donde en leche entera estos niveles son superiores, considerando
como resultados positivos de prefiez a valores superiores a 30 ng/ml (Murray y Newstead
1988).

Una elevada concentracion de progesterona no necesariamente indica prefiez, pudiendo
encontrar falsos positivos en cabras con una duracion de su ciclo estral mayor de lo normal,
por muerte embrionaria temprana, hidrometra o piometra (Pieterse y Taverne 1986). La
exactitud en la prediccion de prefiez ha variado en los ensayos de RIA entre 85-92% (Thibier y
col 1981 y Leiva-Ocariz y Munro 1998) y en EIA entre 82-93% (Murray y Newstead 1988,
Dionysius 1991, Borela y col 1993 y Engeland y col 1997). Al contrario, la exactitud de no
prefiez es de 100%, debido a que las cabras con bajo contenido de progesterona no podrian
estar gravidas (Freitas y Simplicio 1999 y Jainudeen y Hafez 2000).

3.6 ULTRASONOGRAFIA O ECOGRAFIA

Es una técnica que permite observar la viabilidad fetal, nimero de fetos, calcular la edad
gestacional, sexo fetal y detectar aspectos clinicos de importancia, como muerte embrionaria,
hidrometra o piometra (Bellenda 2003).

Las ondas de ultrasonido son inaudibles para el oido humano y operan a frecuencias de 1 a 10
megahertz (Mhz). El transductor debe ser comodo de manipular y que sus frecuencias
permitan trabajar con una buena relacion de profundidad y calidad de imagen. Los de baja
frecuencia (3 a 3,5 Mhz) penetran mas y permiten visualizar tejidos mas profundos que los de
altas frecuencias (5 a 7,5 Mhz), con menor penetracion en los tejidos, pero con mejor
resolucion de imagen (Bellenda 2003). En la actualidad se utilizan dos tipos:

e Modo Doppler: Consiste en un transductor y un amplificador. Las ondas sonoras inciden
en un objeto en movimiento y se reflejan hacia la fuente transmisora a una frecuencia
ligeramente distinta, donde son convertidas en sonido audible y amplificadas. Detecta el
latido cardiaco fetal, los movimientos fetales, pulso fetal o flujo sanguineo de las arterias
uterinas medias (Goel y Agrawal 1992 y Matsas 1997). Puede ser utilizado
transrectalmente con una precision aceptable entre los dias 35 y 40 de gestacion (Matsas
1997).
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Ultrasonografia en modo B: Es reconocida actualmente como una de las técnicas mas
completas en la deteccion temprana de prefiez (Matsas 1997). Produce una imagen
bidimensional exacta de cortes transversales de los tejidos blandos de tiempo real. El
mecanismo utiliza ondas de ultrasonido que son emitidos a través de cristales
piezoeléctricos que penetran los tejidos, son devueltos como ecos, los cuales son captados
por el mismo cristal y transformados en la pantalla en puntos de brillo. Cada tejido se
denomina hiper, hipo o anecogénico, segun la cantidad de ecos que reflejan. Se presentan
en una escala de grises, desde el negro (anecogénico) como vejiga urinaria, vesicula
embrionaria y liquidos fetales, hasta el blanco (hiperecogénico) como el esqueleto fetal
(Bellenda 2003).

El diagndstico de prefiez temprano a través de ultrasonografia se basa en la visualizacion de
fluidos en el lumen uterino en forma de dareas anecogénicas redondas o elongadas,
correspondientes a la vesicula embrionaria, confirmado por la observacion del embridn, en
forma de una estructura de ecogenicidad media en el interior de la vesicula anecogénica y su
latido cardiaco apreciado como una fibrilacion ritmica en el embrion (Buckrell 1988, Goel y

Agrawal 1992, Brezlaff'y col 1993 y Matsas 1997). En la cabra se utilizan dos métodos:

Ecografia transrectal: Técnica sencilla y precoz, donde los animales en estudio deben
tener a lo menos 12 horas de ayuno. Se debe emplear un transductor de alta frecuencia (5 a
7,5 Mhz). Segtn algunos autores se puede detectar prefiez en cabras a partir del dia 16 post
cubierta (Matsas 1997 y Bellenda 2003), mientras que otros sefialan que a partir del dia 24
de gestacion, aunque el momento de visualizaciéon del embrion y latido cardiaco es
alrededor del dia 30 de prefiez (Buckrell 1988 y Bretzlaff y col 1993).

Ecografia transabdominal: Técnica menos precoz y mas simple que la ecografia
transrectal. La onda ultrasonografica debe atravesar una mayor distancia y mayor nimero
de capas, por lo que se utiliza un transductor de menor frecuencia (3,5 Mhz) y por ende
mayor penetracion. Este se ubica en la region inguinal de la cabra, por delante y arriba de
la insercion mamaria (Bellenda 2003). Se sefiala que esta ecografia se puede realizar a
partir del dia 28 de gestacion, con una exactitud superior al 80% y que el momento ideal es
entre los dias 40 a 75 de gestacion, cuando el ttero gravido descansa sobre la pared
abdominal derecha (Bretzlaff y col 1993 y Matsas 1997).

Si bien, la ultrasonografia es actualmente el método mas exacto y completo para el diagnostico
de gestacion, puede presentar en menor medida diagnosticos falsos positivos por factores
como mortalidad embrionaria o hidrometra, o diagnosticos falsos negativos producto de
interposiciones como fluidos, gases intestinales o fecas entre transductor y pared rectal
(Buckrell 1988, Saelzer 1989 y Freitas y Simplicio 1999).
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3.7 HIPOTESIS

e Es posible diagnosticar gestacion (no gestacion) en cabras mediante la determinacion de
progesterona en leche por EIA a los 21 dias post cubierta.

e El diagndstico de gestacion temprana en cabras por EIA es tan confiable como por RIA y
ultrasonografia.

3.8 OBJETIVOS

e Conocer los valores de progesterona en leche entera de cabras durante el estro y al dia 10
de la fase luteal.

e Hacer un diagnédstico de gestacion mediante el uso de EIA para determinar progesterona
en leche entera.

e Confirmar el diagnostico de gestacion (no gestacion) efectuado por EIA a través de RIA y
Ultrasonografia.
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1 MATERIAL

4.1.1 Predio

El estudio se realizo en el plantel caprino “CHEVRITA”, ubicado en las cercanias de Colina,
a 40 km. al norte de Santiago, latitud 33° 12’ S y longitud 70° 43’ O.
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Figura 2: Mapa de zona central de Chile.

4.1.2 Animales

Se utilizd 20 cabras clinicamente sanas e identificadas, mestizas con predominio de la raza
Saanen en un 85% y el 15% restante entre Criollas, Alpinas y Anglo Nubian, con edades entre
2 y 5 afios con un promedio de 3,4 afios, una produccion promedio de 2,9 litros diarios, de 1 a
3 partos y con 5 a 6 meses de lactancia (Anexo 1).

El manejo de las cabras en estudio considerd todas las directrices y normas de Bienestar
Animal establecidas por la Unién Europea y la OIE (Citado por Godoy 2004).
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Figura 3: Cabras mestizas con predominio Saanen usadas en la experimentacion.

Las cabras fueron sincronizadas mediante manejo hormonal utilizando el protocolo francés de
sincronizacion y cubiertas (Capri-IA) descrito en Cuadro 2.

Cuadro 2: Protocolo de sincronizacion y cubierta de cabras empleado en este estudio.

ACTIVIDAD MATERIAL DOSIS FECHA HORA
POSTURA ESPONJAS Chrono-gest (Intervet) 45 mg Cronolona (acetato de 09/03/05 10:00
VAGINALES fluorogestona)

INYECCION eCG Folligon (Intervet)  |700 UI de gonadotropina sérica via| 18/03/05 16:30
IM (dosis 2 ml)
INYECCION PGF,, Lutalyse (Pharmacia) 5 mg de prostaglandina via IM 18/03/05 16:30
(dosis 1 ml)
RETIRO ESPONJAS 20/03/05 16:30
DETECCION CELO AM 21/03/05 11:00
DETECCION CELO PM 21/03/05 14:00
CUBIERTA 21/03/05 |16 -19:30

Como se sefiala en el Cuadro 2, a las cabras se les introdujo una esponja vaginal por 11 dias
para aumentar sus concentraciones de progesterona, 2 dias antes de su retiro se les inyecto: a)
PGF,, para provocar la luteolisis y de esta forma iniciar su ciclo estral y b) eCG para potenciar
la expresion del estro y aumentar la tasa ovulatoria. 12 a 24 horas después del retiro de las
esponjas se les detectd celo y 6 horas después se cubrieron por monta dirigida.
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4.1.3 Determinacion de progesterona por EIA

Determinacion cualitativa de progesterona en leche de cabras usando un kit de EIA disefado
para suero y plasma de perras y gatas, Ovucheck PREMATE 10, laboratorio Biovet, Canada.
Este kit contiene 2 estandares de progesterona (bajo 3 ng/ml y alto 10 ng/ml), conjugado
(progesterona marcada con enzima fosfatasa alcalina), sustrato y tampon sustrato (activador de
enzima), 32 micropocillos, 32 pipetas de plastico y un gotario.

Figura 4: Kit Ovucheck Premate 10 laboratorio Biovet

Determinacion cuantitativa de progesterona en leche de cabras mediante un kit de EIA
disefiado para leche de vacas, Ovucheck Milk, laboratorio Biovet, Canada. Este kit contiene
una microplaca con 96 pocillos con anticuerpo a progesterona, 4 estindares de progesterona
(de 1, 5, 10 y 30 ng/ml), conjugado, sustrato y tampon sustrato, solucion stop. Ademas, se
requiri6 de los siguientes materiales: micropipeta, puntillas desechables, agua y equipo lector
para ELISA con filtro de 405 nm.

4.1.4 Determinacion de progesterona por RIA

Kit coat-a-count progesterona DPC, compuesto por tubos de polipropileno recubiertos con
anticuerpos a progesterona (TPG1), progesterona marcada con I'** (TPG2), curva estandar con
valores de 0; 2,5; 5; 10; 20; 40 y 80 nmol/lIt. Ademas, se requirid de un contador gamma,
vortex, micropipetas, puntillas desechables y guantes.

4.1.5 Ultrasonografia
Ecégrafo marca MEDISON, modelo Sonoace 88P.

Transductor marca MEDISON de 5 MHz.
Ademas, se requiri6 de gel para ecografo, vaselina liquida y toallas desechables
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42 METODOS

4.2.1 Muestras de leche

Para determinar la concentracion de progesterona se obtuvo muestras de 20 ml de leche en la
ordefia de la mafiana (08:00 AM) en las siguientes fases:

e MI: dia siguiente de la cubierta “valor estral”
e M2: dia 10 post cubierta “valor luteal”
e M3: dia 21 post cubierta “diagnostico de prefiez”

En la determinacion cualitativa de progesterona por EIA se utilizd leche entera fresca y en el
estudio cuantitativo a la leche entera se le adiciond6 como preservante azida de sodio (8
mg/muestra, laboratorio MERCK) y se refrigerd a 4 °C. Para el estudio con RIA la leche fue
centrifugada por 15 minutos a 3.000 r.p.m., descremada y congelada.

Para estimar el efecto del preservante en el ensayo con EIA también se tomo6 muestras de leche
entera sin preservante y se mantuvieron refrigeradas a 4°C.

4.2.2 Determinacion cualitativa de progesterona por EIA

Este kit se empled en terreno, minutos después de obtenidas las muestras. La distribucion de
los 32 pocillos del kit fue: estdndar A, estandar B, 5 muestras para M1, 5 muestras para M2 y
20 muestras para M3.

Se puso una gota del estdndar A (baja progesterona) en el primer pocillo, una gota del estandar
B (alta progesterona) en el segundo pocillo y una gota de cada muestra de leche, previamente
homogeneizada, en los pocillos siguientes. Posteriormente se adiciono 4 gotas del conjugado a
cada pocillo, se cubri6 la placa y se dejo 15 minutos a temperatura ambiente. Después, se
vacio el contenido de los pocillos y se lavo delicadamente 3 veces con agua de la llave y se
secd sobre papel absorbente. Luego se adiciond 4 gotas de preparacidon sustrato en cada
pocillo, se cubrid y se dejé reposar 15 minutos a temperatura ambiente. Finalmente, los
pocillos se agitaron suavemente para mezclar los contenidos y se compararon los colores entre
las muestras y los estandares para interpretar los resultados, siendo la coloracion del estandar
A de un rosa intenso y la del estandar B amarillo palido con una leve tonalidad rosa.

Se consideré como diagnodstico positivo de prefiez a las muestras M3 que presentaron
coloracion amarillo palido, similares a lo obtenido en M2 y al estandar B.

Se consider6 como diagnostico negativo de prefiez, a las muestras M3 que presentaron
coloracion rosa intensa similar a las obtenidas en M1 y al estdndar A.

Se consider6 como diagnostico dudoso de prefiez, a las muestras M3 que presentaron una
coloracion intermedia o distinta a las mencionadas anteriormente.
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4.2.3 Determinacion cuantitativa de progesterona por EIA

Este ensayo se realiz6 en el laboratorio del Instituto de Microbiologia de la Universidad
Austral de Chile en un equipo lector para ELISA. La distribucion de los 96 pocillos de la
microplaca fue: los 4 estandares con duplicado, 24 muestras M1 (20 con preservante y 4 sin
preservante), 24 muestras M2 (20 con preservante y 4 sin preservante), 20 muestras M3 cada
una con duplicado.

Se adicion6 10 pl de cada estdndar y 10 pl de cada muestra de leche en los pocillos
correspondientes previamente homogeneizada, luego se anadié 200 pl de conjugado a cada
pocillo, se cubri6 con una hoja limpia y se dejo por 30 minutos a temperatura ambiente (23 + 2
°C). Posteriormente, se vaciaron los pocillos y se lavaron con agua de llave tibia, repitiéndolo
dos veces mas y se secaron sobre papel absorbente. Luego se agregd 200 ul de preparacion
sustrato a cada pocillo, se cubrid con una hoja limpia y se dejo por 30 minutos a temperatura
ambiente. Finalmente, se adiciond 100 pl de solucién stop a cada pocillo y se procedid a leer
la microplaca.

Se ley¢6 la densidad optica de cada muestra y estandares y con estos resultados se construyo
una curva logaritmica y = 1,27 — 0,23 In(x), con una correlacién de r=-0,99, lo que refleja que
la relacion entre densidad Optica y concentracion de progesterona es inversamente
proporcional y con un alto grado de asociacion entre ellas.
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Figura 5: (a) Linea formada por los puntos obtenidos entre los estandares del kit (1, 5, 10y 30
ng/ml) y su densidad 6ptica. (b) Curva estandar extrapolada de los estandares del kit.

Finalmente, se determind las concentraciones de progesterona para cada muestra y los
promedios de M1 y M2.

Se consideré como indicador de prefiez a los valores de M3 que se asemejaron al valor
promedio de las concentraciones de progesterona para M2: M3 > prom. M2 — 2*DE.

Se considerd como indicador de no prefiez a los valores de M3 que se asemejaron al valor
promedio de las concentraciones de progesterona para M1: M3 < prom. M1 — 2*DE.

Se consider6 como diagnostico dudoso a los valores de M3 que fueron intermedios entre los
valores promedios obtenidos en M1 y M2.
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4.2.4 Determinacion de progesterona por RIA

Este ensayo se realizdO en el laboratorio del Instituto de Reproducciéon Animal de la
Universidad Austral de Chile en un equipo de radioinmunoandlisis. Se utilizd6 60 tubos de
ensayo distribuidos en 20 tubos para M1, 20 para M2 y 20 para M3. Ademas, se utiliz6 7
tubos para procesar la curva estandar a progesterona en leche con valores conocidos de
progesterona de 0; 2,5; 5; 10; 20; 40 y 80 nmol/It.

Se agregd a cada tubo recubierto con anticuerpos a progesterona 100 pl de muestra de leche y
1 ml de I'* progesterona, se agitd en vortex y se dejo incubar por 3 horas a temperatura
ambiente. Luego se decantaron los tubos y se dejaron escurriendo por 3 minutos. Finalmente,
se procedio a su lectura en un contador gamma durante 50 segundos por muestra.
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&

Figura 6: Realizacion del ensayo de RIA en el laboratorio del Instituto de Reproduccion
Animal.

Con la lectura de los valores conocidos de progesterona se construy6 una curva logaritmica
que dio como resultado y = 72,3 — 14,27 In(x), con una correlacion de r= -0,98.
Posteriormente, se determind las concentraciones de progesterona para cada muestra y los
valores promedios de M1 y M2 expresados en nmol/L y convertidos a ng/ml (1 ng/ml = 3,25
nmol/L).

Se consideré como indicador de prefiez a los valores de M3 que se asemejaron al valor
promedio de las concentraciones de progesterona para M2: M3 > prom. M2 — 2*DE.

Se considerdé como indicador de no prefiez a los valores de M3 que se asemejaron al valor
promedio de las concentraciones de progesterona para M1: M3 < prom. M1 — 2*DE.
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Se consideré como diagnostico dudoso a los valores de M3 que fueron intermedios entre los
valores promedios obtenidos en M1 y M2.

4.2.5 Ultrasonografia

El examen por ultrasonografia se realizd via transrectal los dias 21 y 53 post cubierta, siendo
en esta ultima fecha la forma de verificacion (o no) de prefiez para este estudio.

La ultrasonografia se realiz6 introduciendo el transductor por el recto, previamente lubricado
con vaselina liquida. Se ubicd la vejiga urinaria como referencia, por su estructura
anecogénica con bordes bien delimitados y de tamafio variable segun el grado de replecion, y
se examinaron los cuernos uterinos en ubicacion ventral a la vejiga urinaria.

Se considerd como diagndstico positivo de prefiez la visualizacion de la vesicula embrionaria
caracterizada por dilataciones anecogénicas de luz uterina, identificaciéon del embrion
caracterizado por una estructura ecogénica de tamano variable dentro de la luz uterina y la
distincion del latido cardiaco, observado como una fibrilacion ritmica en el embrion.

Se consideré como diagndstico negativo de prefiez cuando no se apreciaron las estructuras
antes mencionadas.

Se consideré como diagnostico dudoso de prefiez cuando se apreciaron signos poco claros, sin
movimiento, falta de nitidez o interferencias.

4.2.6 Analisis de resultados

Los resultados fueron analizados por medio de estadistica descriptiva. Se construyd una curva
estandar por medio de andlisis de regresion logaritmica empleando programa Excel 97. Para
determinar las diferencias de medias se uso prueba t para dos muestras suponiendo varianzas
desiguales en programa Statistix 8: analystical software 2003. Ademas, se obtuvo parametros
tales como promedios, rangos y desviacion estandar de los niveles de progesterona en leche de
cabras.
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S. RESULTADOS

5.1 EIA CUALITATIVO

Cuadro 3: Muestras empleadas en cabras para la determinacion cualitativa de progesterona en
fase estral (M1), fase luteal (M2) y probable gestacion (M3).

Muestras n Negativos Positivos
A (color rosa intenso) | B (color amarillo pélido)
M1 5 5 _
M2 5 _ 5
M3 20 - 20

Tal como se aprecia en el Cuadro 3 en la fase estral (M1) las muestras de leche arrojaron una
coloracion rosa intensa equivalente a la obtenida en el estdndar A, estableciendo que son
iguales o menores a 3 ng/ml.

En la fase luteal (M2) las muestras de leche presentaron una coloracion amarillo palido similar
a lo obtenido en el estandar B (progesterona alta), aunque esta Gltima presentd una coloracion
amarilla con una leve tonalidad rosa, por lo que cualitativamente se establecid que las
muestras son superiores a 10 ng/ml.

En M3, las muestras mostraron una coloracion amarillo péalido equivalentes a las obtenidas en
la fase luteal (M2). Con estos resultados se establecidé que las 20 cabras estudiadas se
encontrarian prefadas, ya que sus niveles de progesterona encontrados al dia 21 post cubierta
fueron elevados y similares a los niveles encontrados en la fase luteal.
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Figura 7: Evidencia mostrativa del kit de EIA cualitativo. Primer pocillo corresponde a
estandar A, segundo pocillo a estandar B y los siguientes a las muestras de leche obtenidos a
los 21 dias post cubierta (M3).

5.2  EIA CUANTITATIVO

Cuadro 4: Concentracion de progesterona obtenidos por EIA cuantitativo en fase estral (M1),
fase luteal (M2) y probable gestacion (M3) expresados en ng/ml.

Muestras n Prom. Rangos DE
Ml
e ¢/ preservante 20 13,0° 0,8 — 64,1 18,1
e s/ preservante 4 1,8° 1,0-3,1 0,9
M2
e ¢/ preservante 20 91,7°¢ 62,8 -112,7 13,1
e g/ preservante 4 94,2 d 80,4 —104,4 11,9
M3 20 91,5 77,1 —-103,5 8,7

a — b sefialan diferencia P<(,01 entre muestras con y sin preservante; ¢ — d no sefialan
diferencia P<0,72 entre muestras con y sin preservante.

Segun el Cuadro 4 en la fase estral (M1) se obtuvo un promedio y DE en las concentraciones
de progesterona de 13 £ 18,1 ng/ml con rangos de 0,8 y 64,1 ng/ml en las muestras de leche
con preservante, mientras que en las muestras sin preservante el promedio y DE fue de 1,8 +

0,9 ng/ml con un rango de 1,0 y 3,1 ng/ml, existiendo diferencia significativa entre estos
valores (P<0,01).
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En la fase luteal (M2) se obtuvo un promedio y DE en las concentraciones de progesterona de
91,7 £ 13,1 ng/ml con rangos de 62,8 y 112,7 ng/ml en las muestras con preservante, y en las
muestras sin preservante el promedio y DE fue de 94,2 £ 11,9 ng/ml con un rango de 80,4 y
104,4 ng/ml, sin presentar diferencia significativa entre ellas (P<0,72).

Segtin lo sefialado en Cuadro 4, en M3 los valores fluctuaron entre 77,1 y 103,5 ng/ml con un
promedio y DE de 91,5 £ 8,7 ng/ml, cada una de las muestras se asemejo6 al valor promedio de
la fase luteal (M2) de 91,7 ng/ml, siendo superior a 65,5 ng/ml (prom. M2 — 2*DE), por lo que
se considerd diagnostico positivo de gestacion en la totalidad de las cabras en estudio.

53 RIA

Cuadro 5: Concentracion de progesterona obtenidos en leche desgrasada por RIA en fase
estral (M1), fase luteal (M2) y probable gestacion (M3) expresados en ng/ml.

Muestras n Prom. Rangos DE
M1 20 0,4 0-1,8 0,6
M2 20 11,7 5,7-22,1 4,0
M3 20 9,7 58-142 2,6

En el Cuadro 5 se aprecia la determinacion de progesterona mediante RIA, donde en la fase
estral (M1) se obtuvo un promedio y DE en los niveles de progesterona de 0,4 £ 0,6 ng/ml con
rangos de 0 y 1,8 ng/ml, mientras en la fase luteal (M2) el promedio y DE fue de 11,7 £ 4
ng/ml con rangos de 5,7 y 22,1 ng/ml.

Como se aprecia en Cuadro 5, en M3 se obtuvo un promedio y DE de 9,7 = 2,6 ng/ml con
rangos de 5,8 y 14,2 ng/ml, similar al valor promedio de la fase luteal de 11,7 ng/ml. Cada una
de las muestras presentod valores superiores a 3,7 ng/ml (prom. M2 — 2*DE), por lo que se
consider6 diagnostico positivo de gestacion en la totalidad de las cabras estudiadas.
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54 ULTRASONOGRAFIA

La ultrasonografia a los 21 dias post cubierta mostro que 13/20 (65%) de las cabras estaban
prefiadas, 5/20 (25%) dudosas y 2/20 (10%) indeterminadas. Se observo en las cabras
prefladas ventral a la vejiga urinaria la vesicula embrionaria anecogénica y redondeada de
aproximadamente 1 cm. de didmetro y con movimiento generado por el latido cardiaco; en las
cabras dudosas se apreci6 una zona anecogénica similar a las anteriores pero sin presentar
movimiento, mientras que a las cabras indeterminadas no se les vislumbro6 vejiga urinaria ni
cuernos uterinos.

La ultrasonografia a los 53 dias post cubierta confirmé gestacion en 20/20 (100%) de las
cabras en estudio, observandose ventral a la vejiga urinaria una clara zona anecogénica
redondeada y con presencia del feto en su interior como una estructura ecoica, de forma
alargada y en la mayoria de los casos ubicada centralmente de unos 4 cm. de didmetro y con
presencia de movimiento producto de los latidos cardiacos (Figura 8).

Figura 8: Ecégrafo (Medison) usado para diagnéstico de gestacion en cabras a los 53 dias.
Note en la pantalla presencia de fluido uterino y feto en su interior.



28

Cuadro 6: Cuadro comparativo de diagndstico de gestacion en cabras mediante la utilizacion
de EIA, RIA y ultrasonografia.

Rango Diagnostico de gestacion (%)
Ensayo n (ng/ml) prefiez dudosas no prefiez | indetermin.

EIA cualitativo| 20 _ 100 0 0 0

EIA 20 | 77,1-1035 | 100 0 0 0
cuantitativo

RIA 20 58-14,2 100 0 0 0

Eco 21 dias 20 _ 65 25 0 10

Eco 53 dias 20 _ 100 0 0 0

Del Cuadro 6 se establece que el diagnostico de gestacion fue de un 100% (20/20) en todos los
ensayos excepto en la ultrasonografia a los 21 dias post cubierta con un 65% (13/20). Ademas,
se determind que las concentraciones de progesterona en leche entera obtenidos por EIA en
cabras gestantes fue superior a 77 ng/ml y en leche desgrasada elaborados por RIA fue
superior a 5,7 ng/ml.
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6. DISCUSION

La determinacion de progesterona en leche de cabras, tanto cualitativa como
cuantitativamente, funcioné adecuadamente como se puede apreciar en los Cuadros 3 y 4. Se
debe hacer notar que el kit de EIA para la determinacion cualitativa estaba disefiado por el
fabricante para su uso en plasma o suero de perras o gatas y el kit cuantitativo para su uso en
leche de bovinos. Estos resultados indican que pueden usarse estos kits en diferentes especies
tanto en muestras de sangre como de leche, donde la importancia radica en conocer
previamente los valores de progesterona en la especie en estudio para ver si es aplicable en
alguno de los kit comerciales de acuerdo a sus estandares. De hecho, Borela y col. (1993)
emplearon un kit de EIA para equinos y Murray y Newstead (1988) y Engeland y col. (1997)
un kit disefiado para bovinos, para sus estudios en sangre y leche de cabras respectivamente.

Segun los resultados del Cuadro 3, el ensayo realizado por EIA cualitativo permitié estimar
que el 100% de las cabras estaban prefiadas, ya que sus niveles de progesterona fueron
elevados y similares a lo encontrado en la fase luteal, con una coloraciéon amarillo palida.
Estos resultados mostraron claramente la diferencia existente entre un valor negativo y uno
positivo, permitiendo determinar gestacion.

De igual forma los resultados del ensayo realizado por EIA cuantitativo (Cuadro 4),
permitieron determinar que todas las concentraciones de progesterona encontrados al dia 21
post cubierta fueron elevados y comparables a los valores encontrados en la fase luteal. Estos
valores pueden parecer elevados, pero coinciden con aquellos descritos por Murray y
Newstead (1988) quienes encontraron promedios en la fase luteal de 70 ng/ml y consideraron
prefiez en cabras entre los 19 y 22 dias post cubierta en concentraciones superiores a 30 ng/ml,
estos mismos autores estimaron no prefiez en concentraciones inferiores a 4 ng/ml.

El preservante empleado influy6 en la lectura de las concentraciones de progesterona en las
muestras de la fase periestral (M1) presentando diferencia significativa (P<0,01) respecto a
las muestras sin preservante, mostrando una elevada variabilidad y promedio como se puede
apreciar en el Cuadro 4. Sin embargo, este efecto no se observo en la fase luteal cuando las
concentraciones de progesterona eran elevados. Lo anterior se puede deber a la existencia de
muestras erraticas o a que el preservante utilizado modifica el espectro del color de las
muestras cuando los valores de progesterona son bajos pudiendo alterar sus valores.

En relacién a los valores obtenidos en la fase estral observados en el Cuadro 4, puede
sefalarse que parecen ser mas bajos y claros que los descritos por Murray y Newstead (1988)
quienes obtuvieron una media de 6,6 ng/ml con un amplio rango de 1,5 a 20 ng/ml.

El dia 10 post cubierta como representacion de los valores de la fase luteal mostrados en el
Cuadro 4, parece una eleccion adecuada porque sus concentraciones son coincidentes con las
descritas por Murray y Newstead (1988) entre los dias 10 y 14 del ciclo estral.
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En cuanto a la amplitud y variacion observada entre este estudio y los de Murray y Newstead
(1988) y a los rangos de cada fase, se pueden explicar por el tipo de anticuerpo utilizado, la
presencia de otros metabolitos que pueden interferir con el anticuerpo a progesterona
empleado, el porcentaje de grasa existente en cada muestra, la funcion fisioldgica de la
glandula mamaria especialmente en prefiez donde presenta un aumento y el periodo de
lactancia donde al final de ella las concentraciones de progesterona decrecen. De los factores
antes mencionados que explican la variacidon en los valores de progesterona, el que resulta de
mayor importancia es el porcentaje de grasa existente. Engeland y col. (1997) senalan que los
valores tan altos de progesterona encontrados en muestras de leche entera se deben a su
porcentaje de grasa afectando sus concentraciones. De Montigny y col. (1982) determinaron
progesterona en leche y en grasa obteniendo para el primero valores promedios de 3,5 ng/ml
en la fase estral y de 26,4 ng/ml en la fase luteal mientras que en grasa estos valores
alcanzaron promedios de 21,6 ng/ml y de 437 ng/ml respectivamente. El mismo estudio
establecio valores en cabras prefiadas de 16 ng/ml en las muestras de leche y de 238 ng/ml en
grasa. De esta forma se confirm6 la influencia de la grasa en los valores de progesterona y
también que es totalmente factible diagnosticar gestacion ya sea en muestras de leche o grasa
por el claro aumento de sus valores respecto a la fase estral.

El ensayo de RIA para la determinacion de progesterona (Cuadro 5) confirmé valores bajos en
la fase estral y altos en la fase luteal. Estos resultados son coincidentes con aquellos descritos
por Thibier y col. (1981), Leiva-Ocariz y Munro (1998) y San Martin (2001). De igual manera
los valores obtenidos a los 21 dias post cubierta (M3) permitieron considerar al 100% de las
cabras prefiadas, lo que confirma los resultados cualitativos y cuantitativos obtenidos por EIA.

En cambio, la ultrasonografia realizada a los 21 dias post cubierta s6lo permiti6 estimar prefiez
en el 65% (13/20) de los animales muestreados. Este resultado plantea una duda: o las
estimaciones por EIA y RIA estan equivocadas o la ecografia empleada en esta fecha presenta
algin problema. Los resultados obtenidos por ultrasonografia a los 53 dias post cubierta
confirmaron que el 100% de las cabras estaban prefiadas, ratificando el diagnodstico por EIA y
RIA y estableciendo que el inconveniente estuvo en el diagndstico ecografico practicado a los
21 dias post cubierta. Como posible explicaciéon a este bajo porcentaje de prefiez es la
inluencia del operario, donde se requiere de personal con experiencia y conocimientos (ver
Anexo 2), sin embargo estudios sefialan que si bien se ha descrito que es posible determinar
gestacion en cabras a partir del dia 15 post cubierta (Bretzlaff y col 1993) el embrion
frecuentemente no se puede determinar antes de los 24 dias (Matsas 1997). Por lo tanto, la
fecha limite para determinar gestacion seria el dia 24, aunque Buckrell (1988) sefiald que el
embrion y latido cardiaco pueden visualizarse con certeza a partir de los 30 dias. Esto difiere
de lo reportado por Santiago y col. (1995) quienes determinaron que la imagen del embrion y
el parpadeo cardiaco se detectan con nitidez en el dia 16 post cubierta; sin embargo, conviene
sefialar que estos ultimos autores utilizaron un transductor de 7,5 MHz que es mds sensible
que el transductor de 5 MHz empleado en este estudio y los anteriormente mencionados.
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La ecografia realizada a los 53 dias post cubierta confirmé los resultados obtenidos a los 21
dias mediante EIA y RIA; esta segunda ultrasonografia pudo haberse efectuado mas temprano
como lo sefialan Buckrell (1988), Bretzlaff y col. (1993) y Engeland y col. (1997) donde a
partir del dia 40 el diagnostico de gestacion es 100%, apreciandose claramente fluido uterino,
placentomas, feto y movimientos fetales.

El hecho de que el 100% (20/20) de las cabras en este estudio estuviesen realmente prefiadas
al dia 53 post cubierta es excepcionalmente alto. Esta alta tasa de gestacion se debe al manejo
reproductivo empleado, en el cual se examind a todas las cabras y se eligio a 20 clinicamente
sanas, sincronizadas adecuadamente, y cubiertas por medio de monta dirigida. Conviene hacer
notar que Murray y Newstead (1988) diagnosticaron prefiez por EIA en el 82% (53/66),
Dionysius (1991) en el 88,9% (9/8), Borela y col. (1993) en el 93,3% (14/15) y Engeland y
col. (1997) en el 82% (57/47). Esta diferencia de exactitud en el diagndstico de progesterona
se peude deber a que en los dias 18 a 24 post cubierta sdlo se confirma la presencia de un
cuerpo luteo activo, el que puede persistir, ademas de prefiez, por otras causas tales como
metritis o cuadros mas severos de hidrometra o piometra. Por el contrario, valores bajos de
progesterona sefialan que no hay actividad luteal y por ende en un 100% no puede haber
gestacion, siendo un test de 100% de efectividad como diagnostico de no prefez (Freitas y
Simplicio 1999 y Jainudeen y Hafez 2000).

Otro punto a considerar en este trabajo es que no hubo mortalidad embrionaria, un factor que
puede disminuir el valor diagnostico realizado a los 21 dias post cubierta. Dionysius (1991) y
Engeland y col. (1997) diagnosticaron prefiez temprana, pero verificaron posteriormente
algunas cabras como no prenadas mediante ultrasonografia (a partir de los 50 dias) o porque
no parieron. Para Bretzlaff y col. (1993) el porcentaje de muerte embrionaria o pérdida fetal
varia segun la raza, nutricion y principalmente por estrés y segun su experiencia es entre 2 y
8%, mientras que Boscos y col. (2003) plantean que estas pérdidas pueden llegar al 25%.

Finalmente, puede sefialarse que el kit de EIA para determinacion cualitativa de progesterona
se empled en terreno, junto a las cabras, sin necesidad de un laboratorio ni instrumental o
maquinaria especifica y sus resultados se obtuvieron en menos de una hora desde que se tomo
las muestras. Todas estas caracteristicas le dan una ventaja a este método sobre el kit
cuantitativo que requirié de un laboratorio con equipo lector para ELISA tardando mas de 90
minutos en obtener la densidad oOptica y por RIA que necesitd un laboratorio y equipo
especializado por tratarse de material radioactivo tardando mds de 5 horas en conseguir los
valores de las muestras. Por lo tanto, esta técnica podria incorporarse como una nueva
herramienta al manejo reproductivo caprino.
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CONCLUSIONES

e La deteccion de progesterona en leche entera, tanto por EIA cualitativo como cuantitativo,
permitié diagnosticar gestacion en cabras a los 21 dias post cubierta.

e La determinacion de progesterona por RIA y la ultrasonografia empleada a los 53 dias post
cubierta permitieron confirmar en un 100% los resultados cualitativos y cuantitativos
obtenidos por EIA.

e Las concentraciones de progesterona en leche entera fueron inferior a 4 ng/ml en la fase
estral y superior a 60 ng/ml en la fase luteal.

PROYECCIONES DEL TRABAJO

Proporcionar una herramienta de diagndstico de gestacion temprana a los productores de leche
de cabra y otras especies menores, que se realice en terreno, en forma indolora, simple, rapida
y a un costo relativamente bajo (ver Anexo 2).
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ANEXO 1

8.

ANEXOS
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Descripcion de las cabras en estudio segun: arete, raza, edad (afios), partos y produccion de
leche diaria (en litros).

Nimero Arete Raza (]:; gz(si) N*Partos (ﬁfgg)
1 257 Mest. Saanen 5 3 3.8
2 277 Mest. Saanen 5 3 2.9
3 1026 Mest. Saanen 4 2 3
4 1155 Mest. Saanen 4 2 2,6
5 1162 Mest. Saanen 4 2 472
6 1179 Mest. Saanen 4 2 2,8
7 1206 Mest. Saanen 4 2 2.9
8 1246 Mest. Saanen 4 2 4.2
9 1332 Mest. Saanen 4 2 2.9
10 2001 Mest. Saanen 3 2 2,8
11 2041 Mest. Saanen 3 2 2,7
12 2065 Mest. Saanen 3 2 2,2
13 2201 Mest. Saanen 3 2 2.4
14 2226 Mest. Saanen 3 2 3,3
15 2245 Mest. Saanen 3 2 2,8
16 2355 Mest. Saanen 3 2 2,5
17 3056 Mest. Saanen 2 1 2,5
18 3072 Mest. Saanen 2 1 2,3
19 3080 Mest. Saanen 2 1 2,5
20 3302 Mest. Saanen 2 1 2,8

Promedio 34 1,9 2,9
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ANEXO 2
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Cuadro comparativo de los ensayos empleados en este estudio para determinar gestacion

temprana en cabras.

EIA cualitativo EIA
Items cuantitativo RIA (leche) Ultrasonografia
(leche)
(leche)
Material Kit EIA cualit. | Kit EIA cuantit. Kit RTA para P4 Ecografo +
para P4 para P4 transductor
Micropipeta, Contador gamma
. . vortex, .
Material . puntillas, : . Gel ecografo,
. Ninguno . micropipeta, T
adicional equipo lector ntillas vaselina liquida
ELISA pumt a5,
guantes
Laboratorio para
Lugar del ensayo Terreno Laboratorio con material Terreno
& y lector ELISA radioactivo con
contador gamma
Tiempo <1 hra. > 1 Y hra. > 5 hra. 1-2 min. por
empleado animal
Costo material | US$ 170 US$ 170 US$ 220 Desde USS
12.000
Costo bor animal Se requieren min.
P $3.300 $1.100 $1.350 2100 ecos para
igualar costo EIA
Efectividad en el
diagnostico: 21 dias: 65%
- prefiez 83 —100% 82 —100% 85 —100% 30-40 dias: >80%
- no prefez 100% 100% 100% >4(0 dias:  100%
Efecto en animal Ninguno Ninguno Ninguno Estrés
Material
. . ) Personal con
Inconvenientes Nineuno Personal radioactivo y experiencia
del ensayo & calificado personal P Y

calificado

conocimientos
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Resultados de los niveles de progesterona obtenidos por EIA en fase periestral (M1), fase

ANEXO 3

luteal (M2) y probable gestacion (M3) por cabra, expresados en ng/ml.

M1 (ng/ml) M2 (ng/ml) M3
Cabras
c/ preserv. | s/ preserv. | ¢/ preserv. | s/ preserv.| (ng/ml)

1 13,1 1,5 97,9 103,9 95,4
2 1,1 102,6 97,9
3 3,2 91,0 102,6
4 0,8 97,5 89,5
5 24,0 69,6 79,1
6 2,4 1,7 72,3 80,4 78,4
7 10,1 70,8 77,1
8 4,2 93,0 93,8
9 4.2 91,4 92,6
10 33,7 112,7 99,1
11 5,3 3,1 100,8 104,4 87,2
12 56,2 98,3 98,7
13 14,2 100,0 102,1
14 64,1 62,8 98,3
15 3,1 96,2 103,5
16 3,0 1,0 84,7 88,0 89,5
17 3,1 93,8 89,9
18 4.2 96,2 79,7
19 3.9 99,1 80,8
20 6,8 103,0 94,6
Prom 13,0 1,8 91,7 94,2 91,5
DE 18,1 0,9 13,1 11,9 8,7

38



84 ANEXO4

Resultados de los niveles de progesterona obtenidos por RIA en fase periestral (M1), fase

luteal (M2) y probable gestacion (M3) por cabra, expresados en nmol/It y ng/ml.

Cabras M1 M2 M3
nmol/It ng/ml nmol/It ng/ml nmol/It ng/ml
1 2,3 0,7 28,1 8,6 40,1 12,3
2 0,1 0,0 40,7 12,5 38,9 12,0
3 0,4 0,1 49.9 15,3 29,9 9,2
4 5,5 1,7 46,0 14,2 34,9 10,7
5 1,6 0,5 29,7 9,1 24,2 7,5
6 0,5 0,2 25,5 7,8 18,8 5.8
7 0,3 0,1 18,5 5,7 25,6 7,9
8 0,1 0,0 33,0 10,1 20,8 6,4
9 0,1 0,0 40,8 12,5 253 7,8
10 1,4 0,4 37,6 11,6 36,3 11,2
11 0,1 0,0 59,7 18,4 46,2 14,2
12 4,3 1,3 37,8 11,6 43,0 13,2
13 2,0 0,6 50,1 154 36,4 11,2
14 5.9 1,8 45,0 13,8 26,8 8,3
15 0,1 0,0 36,3 11,2 33,6 10,4
16 0,3 0,1 27,0 8,3 38,1 11,7
17 0,7 0,2 25,8 7,9 21,6 6,7
18 0,5 0,2 24,0 7,4 25,1 7,7
19 0,7 0,2 35,6 11,0 22,5 6,9
20 0,3 0,1 71,9 22,1 43,9 13,5
Prom. 14 0,4 38,1 11,7 31,6 9,7
DE 1.8 0,6 13,1 4,0 8,5 2,6
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