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I. RESUMEN

FLLORES PELLICER, ANA GABRIELA. "Diagndstico de gestacion en
ovajas mediante un radioinmunoandlisis rdpido de los niveles de
progesterona en el dia 18 post-servicio”, (bajo la direccidn de:
Luis Zarceo Guintero y Andrés Ducoing Watty).

Se wutilizaron 160 borregas del Centro Ovino del Programa de
Extensi6n Agropecuaria de la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia de la Universidad Nacional Autdnoma de Meérico. En el
dia 18 después de la inseminacidén artificial se obtuvieron
muestras de sangre de cada borrega, las cuales se centrifugaron
para obtener el plasma, en donde se determind la progesterona
por un radioinmunoanalisis (RIA) de fase sdlida. Se considerd
que los niveles de progesterona superiores a t ng/ml se deben a
la presencia de un cuerpo luteo funcional, y por lo tanto indican
gestacion. El diagndstico definitivo se establecid con base

a las pariciones, al comparar el diagnostico por RIA con las
pariciones se encontrd que hubo: 125 verdaderos positivos
(W) ,19 wverdaderos negativos (VN), 14 falsos pasitivos (FP) y 2
falsos negativos (FN). La sensibilidad del diagndstico de
gestacion fueé 94.4%, la especificidad del diagnostico de
gestacidn 57.7%, la precisidn del diagndstico de gestacidn fue de
8%9.9%, la precisidn del diagndstico de no gestacidn {fue de
90.47%, la eficiencia global fue del 90%. Se calculd tambiéen el
valar predictivo caensideranda varios nivelea hipotéticos de
fertilidad. La técnica de RIA de fase sdlida para el diagnostico
de gestaciodn temprana resultd ser una alternativa muy util
especialmente para el diagndstico de no gestacidn en hatos ovinos
en explotaciones intensivas.



II. Introduccion:

La eficiencia reproductiva es un factor <fundamental para
lograr un aprovechamiento éptimo del potencial productive de los
hatos ovinos.

En cualquier especie, un componente importante para lograr
una alta "eficiencia reproductiva es el diagndstico precoz vy
preciso de la gestacion, pero ésto es aln mds importante en
especies estacionales, pues en las hembras que son servidas al
final de la época reproductiva no es posible saber si la falta
de retorno a estro es debida a que el animal quedd gestante o si
se debe simblemente a que se ha iniciado la época de anestro
estacional. Esta misma duda surge cuando las hembras son
inducidas para presentar calores en el periodo de anestro
estacional (2,23,24,41) L.(El diagndstico precoz de la gestacion
ofrece la posibilidad de volver a servir a las hembras que no
quedaraon gestantes al ser servidas, 1o que permite un rapido
incremento en la cantidad de ganado debido al aumento de 1la

eficiencia en el manejo reproductivo del hato (25).

Es comin que la detecciédn de las borregas vacias ase realice
hasta que la ¢época de partos se aproxima. Esto puede tener
consecuencias economicas desfavorables e innecesarias, pues se
les estaraA proporcionande alimento a las ovejas vaclas como si
estuvieran gestantes. Es por ello que otra ventaja del
diagnéstico precoz de la gestacidn es que permite la lotificacion

de las ovejas para aportarles los requerimentos nutricionales



adecuados a su situacion reproductiva (7,17,27,37,39).

Por 1lo anterior se puede afirmar que el diagndstico precoz
de gestacion es una practica justificable para aumentar la
eficiencia econtmica del hato (17,25,34),

Un método ideal de diagnéstico de gestacién debe ser preco:s
y capaz de identificar con eficiencia tanto a leos anmmales
gestantes como a las no gestantes. Ademds el método ideal debe
ser sencillo, econdmico y que permita obtener los resultados el
mismo dia en que se hace la prueba.

€l objetivo del presente trabajo es evaluar la sensibilidad,
especificidad, precisién , valor predictivo del diagnostico vy la
eficiencia global del método 4, del diagnostico de gestacién y no
gestacién basado en la utilizacidn de wun radioinmunoanadlisis
rapido y seencillo para la determinacién de los niveles

plasmaticos de progesterona en el dia 1B post-servicio.



I11. REVISION DE LA LITERATURA

1.- Evaluacién de las pruebas de diagndstico de gestacion.

En la literatura se han evaluado muchas pruebas para el
diagnésticoa de gestacidn en la oveje (42,57,29), sin embargo la
mayor parte de estas evaluaciones son incompletas, ya que solo
contemplan alguno o algunos de los pardmetros que se deben
evaluar; por esta razon se describiran en primer lugar los

pardmetros que se deben evaluar en las pruebas diagndsticas.

Fara poder llevar a cabo ésta evaluacidn es npecesario
comparar los resultados de la prueba diagndstica con el
unico diagnodstico seguro de gestacidn, que es la ocurrencia
del parto o aborto, para obtener de esta forma el numero de
diagnosticos verdaderos positivas (VW), es decir las boarregas
diagnosticadas como gestantes por la prueba y que en realidad lo
estdn; el ndmero de falsos positivas (FP), es decir el numero de
borregas diagnosticadas por la prueba como gestantes sin estarlo
realmente; el namerp de verdaderos negativos (UN), que aes al
numera de borregas diagnosticadas camo no gestantes y que
realmente esten vacies y el numero de falsos negativos (FN) que
son las borregas diagnosticadas como vacias cuando en realidad

estan gestantes (11,12).

Posteriormente can  los valares anteriores es posible



calcular los siguientes pardmetros (11}

Sensibilidad del diagndstico de gestacion (SDG).~

Es el porcentaje de los animales gestantes que fueron
diagnosticados como tales par la prueba. Se obtiene dividiendao el
numera de animales verdaderos positivaos entre el total de los
animales gestantes (VP + FN), por lo que la formula ea (11):

P

SDG= (100}

VP + FN

Especificidad de la prueba de diagndstico de gestacidn

(EDG) s
Es el porcentaje de animales no gestantes que fueron

diagnosticados como vacias por la prueba. Ea decir es el
resultado de dividir los verdaderaos negativos entre el total de
los animales vacias, (VN + FP), gque es igual a (ii):

N

EDG= {100}

VN + FP

Preciaidn del Diagndstice de Gestacion (PDG).~
Es el porcentaje de animales que, siendo diagnosticados como
gestantes por la prueba, realmente lo estaban. Es decir es el
resultado de dividir los verdaderos positivos entre el total de
los animales diagnosticados como positivos, y se calcula de
acuerdo a la siguiente fdrmula (11):
ve

PG emmem— { 100)
VP + EP



Precisidn del Diagndstico de no gestacidén (FDNG). -

Es el porcentaje de animales que, siendo diagnosticados como
ne gestantes por la prueba realmente estaban vacios. Es el resultado
dividir 1los verdaderns negativos entre todos los animales
diagnosticados como negativos, vy se calcula de acuerda a la
sigquiente fdrmula (11):

VN
PDONG= ~———————(100)
VN + FN

Eficiencia global (EG).-

Es el porcentaje de animales clasificados correctamente por
la prueba., Es el resultado de dividir los verdaderos positivos
mas los verdaderos negativos entre el total de animales
analizados y se calcula de acuerdo a la siguiente férmula

(11)3:

VP + EF + FN + UN

Valor Fredictivo del Diagnastico de gestacidén (VPDG).-

Es la precisidtn que tedricamente tendrd 1a prueba para
diagnosticar gestacién en un hato con una incidencia de gestacion
determinada (39). La precisién de la prueba del diagnéstico de
gestacion depende de la probabilidad de que un animal este
gestante, es decir de la incidencia de ggestacién en el grupo de
animales en los Que se ;plicaré la prueba ya que es posible

demostrar que la formula VP se deriva de una
(100)

VP + FP



formula mas general (12) gue a su vez se deriva del tearema de

Bayes (28) dicha formula general est

Sensibilida Incidencia de
Diagnostico % gestacion

gestacidn

Sensibilida Incidenci 1-Especifici Inciden
Diagnéstico | x + dad Diagnoseti %) cia de no
gestacion gestacian co gestacioén gestacion

Valor predictivo del diagnéstico de no gestacion (VPDNG).-

Es la precisién que tedricamente tendrd 1a prueba para
diagnosticar no gestacién en wun hato con una incidencia de
gestacién determinada (39). La precisién de la prueba diagnéstica
de no gestacion depende de la incidencia de no gestaciénrya que

es posible demostrar que la formula VN se deriva de
{100)

VN + FN
una formula mas general (12) a su vez derivada del teorema de

Bayes (28), dicha férmula general es:

Sensibilidad Incidenci
Diagndstico ® de no
de no gestacion
gestacidn
Sensibilidad Inciden 1-Especifici- Inciden-
Di agnostico % cia de + |dad Diagnéati4 x cia de
de no no Ges-~ co no Gestac- Gestacid
gestacidn tacion cion

Solamente es posible saber a ciencia cierta cuales animales
estdn gestantes y cuales no en faorma retrospectiva (después de
los partos) en esta situacion al momento de realizar la prueba
diagnéstica no es posible saber si los resultados de 1la prueba

son falsos o verdaderos, par la tanto para calcular la precisién



de la prueba no se pueden usar las fdrmulas:

vp 6 UN
€100)
VP + FP UN + FN

<100)

s51n0 que se tiene que recurrir a la férmula general, utilizando
como probabilidad de que un animal esté gestante, la incidencia
de gestaciones que se ha obtenido en el pasado en experiencias
similares. Por esta razdn con las fdrmulas generales se estd
prediciendo como se comportara la prueba cuando se tenga cierta
probabilidad de gestacion (39).

Esto significa que el valor predictivo de una prueba de
gestacion o de no gestacién con sensibilidad y especificidad
determinada variard al cambiar la probabilidad de gestacidn
(39, 1), vy por lo tanto la utilidad de cierta prueba
sera diferente si1  la probabilidad de gestacidén es baja (p.
ej. cuando se utiliza semen congelado) camparando con  un casa en
que dicha probabilidad sea alta (p.ej. cuando se utiliza monta

natural en animales de primer serviciol.

3.2.- Métodos de diagnastico de Gestacidn.
Se han descrito en la literatura gran cantidad de métodos
para diagnosticar la gestacién en ovejas. Los métodos que mas se

han utilizado son los siguientes:



Observaci16n del retorno al estro (25,34,41,42,46)
Palpaci 6n recto-abdominal (24 ,264,34,82,44,46)
Biopsia vaginal (24,29,456).

Deteccitn de ligquidos placentarios mediante ultrasonido

(6,9,18,19,24,42,46)

etecci on del pulso fetal mediante ultrasonido
(19,24,34,37,42)
Ultrasonido con formacion de imagen

(Tiempo real) (6,9,19,39,42)
Radiografia (24,42,48)
laparoscopfa exploratoria (3%9)
tMedicidn de concentraciones hormonales:
“+ Medici én de estrégenns (5,15,24,41),
+ Medici éon de Lactagena Placentario Dvino
(14,22,31,41),
+ tedicién de progesterona en sangre por
Radioinmunoandlisis (RIA) (3,5.9,10,15,21.24,3é
41,44) .
+ Medicidn de progesterona en leche por RIA
¢ 3,258,413,
+ Medici an de progesterona en sangre por

Enzimoinmunoensayo (E1AY,(1,3,24,41).

+ ‘Ademas en bovinos se ha realizado la prueba de
medicién de progesterocna en leche por EIA,
la cual puede en el futuro usarse también en

oveijas (8,45).



A continuacién se describe cada una de estas técnicas,
citando sus principales ventajas y desventajas; es necesario
tomar en cdenta qQue, de acuerdo a lo expuesto en la seccion
anterior, los valaores de precision informados por la mayoria de
los autores solamente son aplicables si la prueba se repite en
grupos de animales con exactamente la misma incidencia de
gestacidn que e]1 hato experimental. Por esta razdn la mayoria
de las publicaciones tienen el defecto de no informar sobre el
valor predictivo de la prueba en hatos con diferente fertilidad,
ni proveer los valores de sensibilidad y especificidad, a partir

de 1los cuales el lector podria calcular el valor predictivo.

3.2.1. Observacion de retorno al estro

Eate es un método de diagnéstico temprano de no gestacian ya
que si 10s animales no quedan gestantes entrardn en calor 146-18
dias después del servicio (42).

Una dificultad para la utilizacién de éste método consiste
en que la oaveja, a diferencia de la vaca, no manifiesta
comportamiento homosexual al encontrarse en estro, por lo que es
necesario contar con machos celadores. Ademds, es necesario
tontar con instalaciones adecuadas y pérsonal disponible para
llevar a cabo diariamente la observacion de estros, que es un
proceso gque ahsorve bastante tiempo del personal. Una desventaja
adicional es que la deteccidn de estros en las borregas es més

compleja que en otras especies, pues Sse caracterisan  por

1



presentar anestro estacional (24,41), por lo que el no retorno al
estro debido a l1a gestacién no se vpuede diferenciar del anestro
estacional que se preduce al final de la estacidn reproductiva en
hembras vacias (25). Con esta técnica se ha informado que 1la
precisidn del diagndstico positivo de gestacidn es del 71.8% y la
precision del diagnéstico negativo es del 96.8% (42), lo que
indica que la mayoria de las hembras detectadas caon retorno al
estro realmente estan vacias. Sin embargo la sensibilidad del
diagnostico de no gestacidn es muy variable ya que la capacidad
de detectar a las hembras en celo se ve afectada por factores
como tamafo del hato (entre mas grande el hato menor la
eficiencia), habilidad de los machas celadores, numero de hembras

por macha celador, época del afio,etc.

3.2.2. Palpacidén recto-abdominal:

En la técnica de palpacién recto-abdominal se coloca a la
borrega en decubito dorsal, se inserta un bastén con punta roma
por el recta y se manipula de un lado a otro con wuna mano,
mientras que con la mano libre se palpa la regidn abdominal de
la borrega hasta sentir la pgresencia del feto entre el baston y

la pared abdominal (17,23,26,42).

A pesar de ser muy popular, precisa y econdmica, esta
técnica tiene 1la desventaja de que puede provocar dafios como
perforaciones (1-18% de lgs casos) y abrasiones rectales (18-
46%), asi como abortos y muerte de bhorregas (24,44). En animales

muy nerviosos puede llegar a ser necesaria la sedacidn (44).



Ademas es necesario privar a los animales de alimento
durante 12 horas, colocarlas en posicién darsal y practicarles un
enema con solucidn jabonosa, todo lo cual constituye una tensidn
para las borregas (2,13,23,24,37).

Otra desventaja es gque este método no es muy precoz ya que
debe realizarse despuds de &0 dfas de gestacidn para obtener una
sensibilidad del 974 (23,24,26,29). Trapp, (42) reportd que 1la
precisidn del diagndstico positivo de gestacidn es del &6% y la
precision del diagndstico negativo es de; 58.9%4 teniendo una

eficiencia global del &2.7%4 .

3.2.3 Metodo de biopsia vaginal:

La teécnica se basa en el contea del numero de capas de
células escamosas presentes en la vagina., Las borregas no
gestantes tienen varias capas de células escampsas
poligonales (8 a 10), mientras que las gestantes tienen menos
capas de células y estas son cuboidales (3 a 4) (24,29). Este
método es poco practico y no puede utilizarse en la granja, pues
para realizar el conteo se requiere obtener quirtrgicamente una
biapsia vaginal vy procesarse para su estudio histopatoldgico
{Bearden}), necesitdndose de un labaoratorista bien entrenado,
ademas de que la lectura requiere rutinariamente de por lo menos
48 horas.

La precisidn de este método puede ir desde un 8437
(2,37), hasta un 97% (29) cuando se realiza despues del dia 40 de
prefiéz, y se ha reportado una precisidn del 100% si se realiza a

los 80 dias(24,29).
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3.2.4 Métodos por Ultrasonido:
3.2.4.1 Ultrasonido para deteccién de liquidos:

Esta técnica se basa en la deteccidn de una diferencia en
la inpedancia acustica entre los tejidos 6 estructuras
contenidas en el cuerpo (37). Consiste en la colocacidn externa
de un transductor en el vientre, previa aplicacidn de unas gotas
de aceite para lograr un mejor contacto. El transductor emite
ondas de ultrasonido, que viajan hacia los tejidos internos vy
regresan en forma de eco al receptor. 6i estas andas chocan con
el Jtero grdvido, el cual estd lleno de fluidos, un eco de
profundidad determinada serd detectado y se indicard la
gestacidén. (18,37).

Este método tiene entre un 90 y 100% de precision tanto
para el diagnéstico de gestacién como para el de no gestacion
(42) y tiene 1la ventaja de ser econdmico y no requerir
entrenamiento especial para el personal que lo aplique (24,37).
Sin embargec no es un método precoz ya que solamente es eficaz
entre los dias 45 y 100 postericres al apareamiento (2,24,25),

Se pueden producir falsos positivos al llegar a confundir la

seflal con eco de la vejiga, piometra u otras estructuras (24,37

3.2.4.2 Detector del pulso fetal (Doppler):

El1 método Doppler consiste en la insercidén de un sensor en
el recto de la borrega, el cual detecta el pulso fetal (20,42) .
Se puede aplicar algun tranquilizante subcutaneo para facilitar
la insercion del sensor (20). La utilizacion de sensores a

comparaci 60 con las pruebas externas han eliminado el problema de

13



las ondas de ultrasonido que se absorven por las fibras de la

lana (34),

Este método ha side comparado con el método de palpacién
rectoabdominal,, demostrandose que la precisién en ambos es muy
similar 24). Plant. {26) reporta que la precision del
diagndstico de gestacidon es del &B.3% y la precisidn del
diagndstico de no gestacidn es del 84.8%, con una eficiencia
global del 72.7% entre los &0 y 96 dias después del apareamiento.

Este método tampoco es muy precoz, ya que la prueba
solamente es precisa después del dia 40 de gestacién, con 88% de
precisi6n, y si se realiza a los 8! a 100 dias se puede obtener
"hasta un 96% de precisidan (20,23,24,37,42),

Se requiere algo de experiencia para realizar esta prueba de
gestacion ya que pueden detectarse sonidos como el flujo de 1la
arteria femaral (20). La presencia de heces blandas puede
interferir con la transmisién del ultrasonido y puede causar
errores (20). Esto se puede evitar si se dieta a las borregas 2 o
3 dias antes con forraje seco.

Una desventaja del método es que puede provocar abrasiones
en la pared rectal, abortos y muertes, debidas aparentemente a
infecci ¢nes subsecuentes al daflo rectal causado por operadores

sin experiencia (42).

3.2.4.3 Ultrasonido de tiempo real (Con formacion de imagen):
Es una técnica de diagndstico de gestacidn que emplea ondas
de ultrasonido para generar una imagen bidimensional, la cual es

fotografiada por una cdmara y mostrada en una pantalla (39).

4



Esta técnica se puede realizar en una etapa avanzada de
gestacion, (dias 97 al 144), con una eficiencia global del 100%
(7,39). Lindhal, (19) reporta una eficiencia global del 84%
Reci éntemente se ha informado que el ultrasonido con formacion de
imagenes desarrollado para medicina humana puede ser utilizado
para diagnéstico de gestacién y conteo de fetos en ovelas entre

los dias 40 y 90 de gestacién (19,39).

Para realizar la prueba se coloca la sonda del transductor en
el abdomen, Jjustamente frente a la ubre de la borrega. La oveja -
puede permanecer de pie y puede ser sostenida por una sola
persona (39). Se emiten ondas de 3.5 Mhz que pasan al interior de
la borrega y se reflejan de regreso en diferentes tiempos e
intensidades desde las visceras., Estas ondas gue regresan son
dirigidas hacia el instrumento explorador y son mastradas como
imAdgenes en una pantalla de video como sombras en diferentes
tonos de gris (&6). ta principal desventaja de esta técnica es
el alto costo del equipo y el requerir de cierta experiencia para

la interpretacidn de las imagenes.

3.2.95 Método radiograficos

Este método tiene aplicacién limitada par a la
investigacion ya que aunque presenta un 100% de precision,
esta solamente es lograda a partir del dia 70 a 90 de gestacion,
pués es cuando ocurre la osificacidn del esqueleto tatal

2,23,24),. Otra desventaja es el alto costo del equipo.



Rizzeli, 197¢ aisefio una tecnica radiografica movil
para . utilizarse en el campo basdndose en la técnica para

examinar tdrar de humanas.

3.2,6 Metodo de Laparoscopia @

Se ha informado que ésta técnica es muy confiable y segura
(3%). Algunos investigadores mencionan que la no gestacidn se
puede detectar tan temprano como 15 dias post-servicio observando
la regresidn del cuerpo luteo (35).

Al dia 25 de gestacidn el utero muestra cierta
distensién y una variacién en el color de rosa brillante a azul
grisaceo, los cuernos uterinos tienen apariencia segmentada y el
epitelio uterinoc se encuentra mas vascularizado en las borregas
gaestantes (37,35).

La principal desventaja de esta técnica es el manejo de
los animales, ya que para realizarla se recomienda vaciar la
vejiga para evitar puncionarla, privar a la ovejas de alimento 24
horas antes de la laparoscopia, aplicar anestesia general o
tranquilizar y aplicar anestesia local. Ademds es necesario
colocar a las borregas en posicion dorsal en un dngulo de 45
grados con la cabeza hacia abajo para lograr un dptimo acceso al
area anatdmica (35). También es necesario contar con un operador
experimentadn, y el examen de cada borrega requiere de variaos

minutos (35).

3.2.7 Medici 6n de concentraciones hormonales
Las investigaciones sobre reproduccidn en ovinos se

facilitan por las técnicas de medicidn de las concentraciones
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harmonales en varios liquidds cov;pdreus' (3,’21.24‘,’2_5').”?_/ Estas
técnicas se han utilizado ta&nbién en la vaca (15,33,35) y.en la
cabra (40).

LLa medicion de hormonas se esta convirtiendo, ¢ada vez mas
en  un importante instrumento empresarial y de diagnéstico, asi
como para vigilar la respuesta a diferentes tratamientos

hormonales (25).

Durante mucho tiempo, uno de los principales obstaculos
para la medicidn de las hormonas de la reproduccidn consistid en
que los métodos quimicos y de biocensayo de que se disponia
carecian de 1la sensibilidad necesaria para detectar las
bajisimas concentraciones circulantes de estas hormonas (25).

El empleo de radiois6topos, sin embargo, ha facilitado la
creacién de todo un grupo de técnicas, llamadas de ensayo de
radioligandos, que permiten superar esta dificultad (25). Uno de
éatos es el Radiocinmunoanilisis (RIAY, La prueba de RIA es tan
sensible que permite detectar concentraciones muy bajas (pg/ml)
de hormonas en la sangre periférica, prefiriéndose realizar en el
plasmpa, aunque también es posible en el suero y en otros ligquidos

corporales como la leche (25,41).

3.2.7.1 Medicidn de estrdgenoss

A pesar de que la unidad feto-placentaria comienza a
producir sulfato de estrona poco después de la implantacidn, la
hormana civcula principalmente en la sangre fetal. Por esta razon

las concentraciones en la sangre materna son muy bajas al inicio



de la gestacidn, por lo gue es necesario esperar hasta los dias
100 a 110 de la gestacidén para poder detectar la hormona y dar un
diagnostico (41). Es por ésto que la medicién de estrogenos se
ha utilizado como una prueba tardia de gestacién, entre los dias-
100 y 110. Las hembras con niveles mayares a (0.3 ng por ml de

sangre se clasifican como gestantes (5,24,41).

3.2.7.2 Medicion de lactégeno placentario ovino (LPO))

La producci®n de lactégeno placentario ovino (LPO) o
somatotropina coriénica ovina {5CO) se ha demnstrado en el
trofoblasto ovino desde las dias 16 y 17 de la gestaciéon., Esta
hormona es producida por 1los cotiledones o vellosidades
coridnicas (22).

Las concentraciones de LPO en la placenta se elevan
lentamente, hasta el dia 100, después hay un rapido incremento, y

alrededor del dia 140 las concentraciones disminuyen ( 22).

La concentracién de LFO se media anteriormente por la
actividad lactogenica de la sangre por medio de un ensayo de

radioreceptores. (14,22,41),

Actualmente se han determinado concentraciones de LFO en el
plasma sanguineo de la madre, asi en el plasma de}l cordén
umbilical y en el liquido alantoideo par medio de un RIA homélogo

para LPO (22,31,41).

Este método tiene la ventaja de basarse en la demostracion
de una proteina especifica de la gestacién, por lao que el
riesgo de falsos positivos es minimo (4).

Robertson, (31) afirma que este método de diagnostico de
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gestacidn puede ser efectivo si se utiliza a partir del dia S5
deapués del apareamiento obteniendo un 99% de precisidn.

La desventaja principal consiste en la tardia aparicidn
del LPO en concentraciones detectables en plasma materno ya que
solo se puede detectar en éste a partir del dia 40 a S0 de la

gestacidn  (14).

Otra desventaja es gque el método de RIA que se utiliza es
complejo y las reactivos necesarios no se encuentran fdcilmente

disponibles.

3.2.7.3 Medicion de progesterona:

Recientemente se ha demostrado que aunque la pragesterona no
es una hormona especifica de la gestacion, ya que se encuentra
también en la sangre de animales vacios durante la fase de
diestro,la determinacién de niveles de progesterona sanguinea
puede ser utilizada para el diagndstico de gestacidn cuando se
conoce el dia que ocurrid el apareamiento (21,25,32,40).

Tales niveles se niden directamente por radioinmunoandlisis
(R1IA) (21,38} habiendose usado anteriormente en cabras (40) y en
vacas (45).

En una hembra no gestante, la concentracion de progesterona
en el plasma declina cuando el cuerpo luteo sufre regresion, por
lo que los niveles de progesterona seran bajos entre los dias 16
a 19 después del estro o servicio(48), En cambioc en la hembra
gestante, el cuerpo luteo persiste, por lo que los niveles de
esta hormona seran elevados durante toda la gestacién, incluyendo

el dia 16 a 1B post-gservicio (5,13,25,36,49).
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Para pader efectuar la prueba de RIA se requiere un
antigeno sin marcar, que es la progesterana contenida en el
plasma (progesterona na marcadal, antigenos marcados con isétopos
radigactivas (3H,14C,125~1) que en este caso es pragesterona
marcada con 125-1 y anticuerpos especificos contra progesterona.
El antigeno marcado y el no marcado campetiran por el anticuerpo.
Determinando 1a cantidad de progestercna radicactiva unida al
anticuerpo se podrd conocer en que proaoporcion la  hormona
radioactiva fue desplazada por la hormona presente en la muestra,

1o que indicard la concentracidn de eata Jdltima en ng/ml (43).
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IV MATERIAL Y METODOS
El presente trabajo se realizd en el centro 0Ovino del
Praograma se Extensidn Agropecuaria (C.Q.P.E.A.) de la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional
Autonoma de Mérico.

El centro cuenta con 600 borregas, de las cuales se
utilizaron 160 hembras adultas de las razas Dorset, Tarset,
Suffolk, Tabasco Yy cruzas. Estas fueron sincronizadas
reproductivamente con acetato de melengestrol (MGA) Y

posteriormente inseminadas artificialmente con semen fresco.

El muestreo se llevd a cabo 18 dias después de la inseminacidn.
Se obtuvieron 7 ml de sangre de la vena yugular de cada borrega
utilizando tubas al vacio heparinizados. Las muestras se
transportaron en refrigeracion a 4°C al Departamento de
Reproduccién de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia
donde se centrifugaran durante 10 minutos a 1500~-2000
revoluciones por minuto para separar el plasma, el cual se colocdé
en tubos de ensaye previamente identificados. El plasma se
mantuvo congelado a una temperatura de -20°C hasta el momento de
ser analisado. La determinacidn de los niveles de progesterona re
realizéd por medio de un radiocinmunoandlisis comercial de fase
s4lida que wutiliza 125-1 come trazador Yy que esta constituido
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-Tubaos de polipropileno cubiertos en su interior con
anticuerpos especificos contra progesterona.

-Progesterona marcada con 125-1.

~Plasma bovino conteniendo cantidades caonocidas de
progesterona (0, 0.393, 0.786, 1.572, 3.144, &.289, 12.57@
ng/ml), los cuales se utilizan como estédndares para la curva de
calibracidn. Cada curva estandard puede ser utilizada para
pracesar 200 muestras sin alterarse.

—-Controles de calidad, uno con un nivel bajo de progesterona
y otro con un nivel alto de progesterona que se incluyen en cada

grupo de estandares.

Este sistema ba sido utilizado y validado para la
determinacidn de progesterona en la vyegua, perra vy vaca

(38).

El RIA se realizéd de la siguiente farma:
Los tubos del ensayo se dividieron en cuatro grupos:
1.-Tubos de la curva de calibracién, dos tubos para cada

punto de la curva.

2.-Tubos destinados a control de calidad, dos tubos para el

control alto y dos para el control bajo.

3.-Tubos para las muestras de plasma ovino, un tubo para

cada muestra destinada al diagno6stico de gestacidn.

4.-Tubos para cuentas totales, dos tubos.
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Cn-  cada uno de los tubos de la curva de calibracidn.-se
colacaron 100 ul del estandar correspondiente y se le adiciond 1

ml de progesterona marcada.

En dos de 1los tubos destinados al control de calidad se
colocaron 100 ul del control alto y 1 ml de progesterona marcada vy
en los atros dos tubos se colocaron 100 Pl del control bajo y 1| ml
de progesterona marcada.

En cada una de los tubos para las muestras se colocaron 100 ul
del plasma respectivo ovino para diagndstico de gestacion y § ml

de progesterona marcada.

En cada tubo para cuentas totales se colocd solamente § ml
de progesterona marcada.

Los tubos se dejaron incubar durante 4 horas a temperatura
ambiente.

Pasado el tiempo de la incubaciéan se decantaron todos los
tubos (excepto el de cuentas totales) y se esperd de 2 a 3
minutas para que escurrieran. Posteriaormente se golpearon sobre
papel absorvente para eliminar las gotas restantes. En seguida se
colocaron en un contador de rayos Gamma (modela Packard multi-
Prias 4), el Fual cuenta la radiocactividad liberada por cada
muestra durante un minuto.

Utilizando las cuentas por minutos emitidas por los
estandares se calculd una curva de calibracion con la cual se
compararon las cuentas emitidas por las muestras de plasma ovino
para determinar la concentracién de progestercna, expresandola

en ng/ml de plasma.
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De acuerdo a lo informado en la literatura con respecto a
concentraciones de progesterona en el dia 18 post~estro en
borregas gestantes y no gestantes los niveles superiores a 1 ng
de praogesterona por ml de sangre se consideraron como positivos y
los inferiores a éste nivel como negativos (40,49).

El diagnastico definitivo se estableci6 con base a las
pariciones.

Al comparar los resultados del RIA con los de las pariciocnes
s8 obtuvo el numero de diagndsticos verdaderos positivas (VP),
falsos positivos (FP), verdaderos negativos (VUN) vy falsos
negativos (FN).

Utilizando estos valores se calculd:

La sensibilidad del diagndstico de gestacidn.

La especificidad del! diagndstico de gestacidn.
Frecisidn del diagndatico positivo

Precisivn del diagndstico negativo

Eficiencia global del método

Para realizar dichos calculos sevutjligafon las siguientes

formulas (11):
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Especificidad del. diagndstico de gestacién :

VN
(100)
VN + FP
Precisidn del diagndstico positivo:
Ve (100
VP + FP
Precisidn del diagndstico negativo:
VN (100)
VN + FN
Eficiencia global del métodoa:
VP + VUN

VP + FP + FN + UN

3

Para calcular el valor predictivo del diagndstico de gestacién

se utilizd la fdrmula general:

Bensibilidad Incidencia de|

diagnastico 3 gestacidn

gestacian

Sensibilidad Incidencia 1-Especifici Incidencia

diagnéstico |x + dad diagndos— x | de no

gestacion gestacion tico de ges-— estacion
tacion

La cual se repitid utilizando diferentes incidencias de
gestacidn.

Y para calcular el valor predictivo del diagnéstico
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de no gestacidn se utilizd la fdrmula general (11):

Sensibilidad Incidencia

diagndstico % de no

no gestacioén gestacion

Sensibilidad Incidencia 1~Especificidal Inciden
diagnostico ¥ de no + diagnostico de | x cia de

no gestacion gestacién no gestacion estacion

fa cual se repitid utilizando diferentes incidencias de no

gestacion.



V. RESULTADOS

Al revisar las fechas del parto de las borregas se econtrd
que 127 de las 160 borregas utilizadas quedaron gestantes en el
gservicio estudiado, 1o que indica un indice de concepcidn del
79.3%.

Al comparar los resultados del diagndstico de gestacion a
los 1B dias con las pariciones se encontraron los siguientes

resultadas:

vP= 125
UN= 19
FN= 2
FP= 14

La sensibilidad del diagnéstico de gestacién fue de %8.4%
indicando que este porcentaje de los animales gestantes fueron

diagnosticados como tales.

La especificidad del diagnéstico de gestacidn fue de 57.7%4 ,
indicando que el 42.3Z de los animales vacies no fueron

detectados como tales.

La precisién del diagnéstico positivo fue de 89.9 4 lo que
indica que existe tal probabilidad de que un animal diagnosticado

como gestante realmente lo esté.

La precisioén del diagnostico negativo fué de 90.47%, lo que
indica que existe tal probabilidad de que un animal diagnosticado

como vacio realmente lo esté.




La eticrencia glonhal del metodo fue del F0%.

Asumiendo que la sensibilidad y la especificidad de la
prueba se mantienen constantes, es posible determinar cual swserd
la precisian de la prueba al utilizarla en hatos con diferente
fertilidad. €£€n este caso, la estimacién de la precision se
denomina valer predictive. En el cuadro | se presenta el valor
predictivo de la prueba de RIA utilizada en este trabajo para el
diagndstico de gestacion en hatos con diferente fertilidad
asumendo una sensibilidad del 98.4% y una especificidad del
97.7%.

En el cuadro 1 tambien se muestra la ventaja que se obtiene
al apiicar la prueba con respecto a la seleccidn aleatoria de
hembras, tomando en cuenta que s1 por sorteo se clasificara a las
hemhras como gestantes o vacias, el porcentaje de aciertos seria
igual al porcentajle de hembras gestantes en el grupo
{(terti1lidad}.

En el cuadro 2 se presenta el valor predictive de 1a prueba
de KIA para diagnoestico de no gestacién en hatos con diferente
fertilidad.

En el cuadro 2 también se muestra la ventaja en precisidan
que se obtendria, en bhatos con diferente fertilidad, al
seleccionar a las borregas gestantes por medio del RIA aqui
propuesto, comparado con  la precisidn que se obtendria si  se
seleccionan. por. sorteo las borregas vaciac. Esta ventaja llegarad
a ser hasta de un 70% cuando la prueba se aplica en hatos con

alta fertilidad.
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VI. DISCUSION

En este trabajo la sensibilidad del diagndstico de gestacidén
fue muy elevada (98.4%), indicando que casi todos 1los animales
gestantes fueron detectados por la prueba. Solamente dos animales
gestantes tuvieron niveles de progesterona menores a 1 ng/ml al
momento de obtener la muestra de sangre (0.079 y 0.196 ng/ml
respectivamente). Debido a que la progesterona es indispensable
para el mantenimiento de la gestacidn (3) o mds probable es que
los niveles extremadamente bajos encontrados en estos dos
animales se debieran a errores en la identificacidn de los
animales o de las muestras. Esto indicaria que la prueba tiene el
potencial para detectar a la mayoria de 165 animales gestantes,
aunque se puede esperar un margen de falla reducido.

En cambio, la especificidad del diagndstico de gestacidn fue
mucho mas baja (57.7%4), 1o cual indica que aproximiadamente un
427 de los animales que no parieron habian sido diagnosticados
zomo gestantes. Este resultado es esperado ya que existen varias
razanes par las que una borrega no gestante puede tener realmente
niveles elevados de progesterona en el dia 18 post-servicio. La
principal causa de dsto es la mortalidad embrionaria después del
dia 14 post-servicio, ya que en este caso el reconocimiento de la
gestaciéon ya ha ocurrido, por lo que la fase lutea se alarga
aunque el embridn ya no esteée presente (22,25,41). También puede

ocurrir que el embrién efectivamente esté presente en el dia 18
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post-servicio pero sea reabsorvido o abortado posteriormente sin
que el aborto se detecte. ENn estos casos la borrega no llega a
parir y el resultado de la prueba es clasificado como falso
positivo aungque el animal realmente estaba gestante al realizar
la prueba.

Una tercera causa de que los niveles de progesterona estén
elevados en el dia 18 post-servicio en hembras vacias es'la
persistencia espontdanea del cuerpo luteo, la cual ocurre en un
porcentaje reducido de animales, aparentemente por una falla en
el wmecanismo de liberacion pulsidtil de prostaglandina F2 alfa
(17,47).

Una ultima razén para que se presenten estos falsos
positivos es la variabilidad natural en la longitud del cicloe
estral de la borrega (48), que puede hacer que ciertos animales
que se encuentran ciclando tengan un cuerpo luteo funcional en el
dia 18 post—servicio.

En este trabajo la precisién que se obtuvo para el
diagnostico de gestacidén fue de un 89.9%4, lo que indica qQue si
la prueba se hubiera utilizado para seleccionar animales
gestantes ( por ejemplo para venta, para alimentacidn especial,
etc.) hubiese bhabido un 9.1% de animales no gestantes gque se
mezclarian con los gestantes. Esta precisidn fue superior a
las informadas por Rawlings (27) (40-70%) y por Thimonier (41)
(83.9%4). Sin embargo es necesario aclarar que si bien la
precision depende de 1la sensihilihad y especificidad de 1la
prueba, es ademas directamente proporcional a la fertilidad
(indice de concepcién) de los animales en que se aplique la

prueba. Esto ha sido demostrado con datos reales obtenidos
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cuando una misma prueba se ha utilizado en hatos con diferente
fertilidad (41). La alta precisiédn del diagndstico de

gestacidén encontrada en este trabajo puede entonces explicarse
porque un porcentaje elevado (79.3%4) de las horregas en que se

aplicd la prueba estaban gestantes.

Cama se puede cobservar en el cuadro 1, el valor predictivo de
la prueba se eleva conforme Se eleva la fertilidad, pero la
ventaja derivada de la aplicacién de la prueba aumenta hasta
llegar a un maximo al aplicarse en hatos con un S0% de
fertilidad y luego disminuye. La precisién derivada de 1la
utilizacién de la prueba es en el mejor de los casos un  20%
superior a la que se obtendria si la seleccidn de los animales
gestantes se realizara por sorteo. Esto indica que la prueba es

mas Gtil para el diagnostico de no gestacidon.

Como resultado de los pardmetros anteriores, y del {ndice
de concepcion de las borregas utilizadas (79.3%), la precision
del diagnéstico de no gestacién fue del 90,5%, la cual es
ligeramente inferior al 94%Z informado por Rawlings (27) 'y al

99.6% informado por Thimonnier (41).

Como una erplicacidén a esta precisidén inferior es necesario
recordar que, inversamente a 1o que ocurre con la precisiéon de
una prueba de gestacidn, la precisidn de una prueba de no
gestacidn disminuye conforme aumenta la fertilidad del hato
en el que se aplica. La alta fertilidad del hato investigada en

este estudio puede entonces explicar la precisién obtenida.
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Como se puede abservar en el cuadro 2, el valor predictivo
de la prueba de no gestacidn abjeto del presente estudio es del
97.3% al aplicarse en hatos con 50% de fertilidad, 1o que esta
muy cercano a la precisidn del 99.6% encontrada por Thimonier al
utilizar otra técnica de radioinmunoanalisis en un hato con 48%

de fertilidad.

Estos resultados demuestran que la prueba es Gtil para el
diagndstico de no gestacidn, ya que aunque solamente detecta al
97.7% de las hembras no gestantes, se tiene una alta seguridad de
que las hembras detectadas realmente esten vacias, lo que permite
implementar las medidas pertinentes (eliminacidn, tratamientos,
etec)  disminuyendo el riesgo de afectar a hembras gestantes que

por error fueran clasificadas como vacias.

La eficiencia global del método fue del 0%, lo que indica
que el 90% del total de 1los diagndsticos (positivos o
negativos) fueron acertados. Esta eficiencia es similar a 1la
reportada por otros autores utilizando métodos mds complicados
para la determinacion de progesterona 127,32,41)

lo que indica la utilidad de esta prueba.
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VIii. CONCLUSIONES

Debido a la sencille:x del método de RIA de fase sdlida
para la determinacién de progesterona, a la posibilidad de
analizar bhasta 400 muestras simultadneamente obteniéndose el
resultado el mismo dia en que se haga el muestreoc, y a que los
resultados son comparables a las que se han obtenido con métodos
mads complicados de radioinmunoandlisis, se concluye que el método
evaluadao en el presente trabajo es una alternativa util,
especialmente para el diagndstico de no gestacidn en hatos ovinos
en explotaciones intensivas.

Este método de diagndstico puede introducirse en los
palses en desarrollo, tal vez vinculdndolo al servicio de
inseminacion artificial y a los programas de extensidn, como
alternativa a los servicios de diagndstico de preféz aunque los
costos que entrafla la realizacidn de ensayos hormonales pueden a
primera vista impedir su empleo en los paises en desarrollo,
conviene recordar que las ganancias que cabe esperar de la
aplicacidn de estas técnicas para la rdpida multiplicacidén de
ganado genéticamente superior pueden ser sustanciales y, desde el

punto de vista econotmico, a la larga se justifica su empleo .
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ESTA TESIS 0 DERE
SAR BE 1A BISLIOTECA

IX. CUADROS

Cuadro 1. Valor predictivao del diagnostico de gestacién
mediante la determinacidn de progesterona plasmidtica en el dia

18 post-servicio utilizando un radiocinmunnandlisis de fase

stlida en hatos con diferentes niveles de fertilidad.

Fertilidad del Valor predictivo Valor predictivo Incremento

hate % del sorteo del Diagnostico en la pre-
(VPS) % por RIA (VP RIAY cision(IP)
% %
o [¢] Q 0
10 10 20 10
20 20 37 17
30 30 S0 20
40 40 60 20
S0 S0 70 20
&0 &0 78 i8
70 70 g4 14
ao a0 20 10
20 90 95 S
100 100 100 V]

(VPS) Es la probabilidad de que una hembra elegida como gestante
mediante sorteo (azar), realmente esté gestante.

(VP RIA) Es la probabilidad de que una hembra elegida como
gestante por el radioinmunoandlisis de fase sdlida realmente lo
esté. Se asume que la sensibilidad se mantiene en 98.47% y la
especi ficidad en 57.7%.

(IP) Es la resta de (VP RIA}-(VPS)
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Cuadro 2. Valor predictive del diagnostico de no gestacioén
mediante la determinacidn de progesterona plasmidtica en el dia
18 post-servicio utilizando un radiocinmunoandlisis de fase

solida én hatos con diferentes niveles de fertilidad.

Fertilidad Valor predictivo Valor predictivo Incremento en

del hato del sorteo del diagnéstico la precisién

% (VPG) % por RIA (VP RIA) (1P)

% %

o 100 100 (4]
10 0 9.7 .7
20 80 99.3 19.3
30 70 98.8 28.8
40 &0 98.1 38.1
50 50 7.3 47.3
&0 40 6.0 56.9
70 30 93.9 63.9
80 20 90.0 70.0
{0 10 80.0 70.0
100 o [¢] [¢]

(VPS) la probabilidad de que una hembra elegida como vacia
mediante sorteo realmente esté vacfa.

(VP RIA) Ea la probabilidad de que una hembra elegida como vacia
por el radiocinmunoandlisis de fase sdlida realmente lo estd. Se
asume que la sensibilidad del diagndstico de no gestacion se
mantiene en 57.7% y su especificidad en 98.4%

(IP) Es la resta de (VP RIA)-(VPS).
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