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Introduccion

Una buena deteccion del celo en ganado vacuno es crucial para registrar
indices reproductivos éptimos. Se han probado multiples métodos detectores del
celo con resultados no satisfactorios (falsos positivos y negativos). En la vaca la
ovulacion ocurre 25-29 horas después de la descarga preovulatoria de la hormona
luteinizante (LH). La deteccion de esta subida por un método fiable y rapido podria
servir para elegir el momento 6ptimo de inseminacién. Sélo dos trabajos sobre la
presencia de LH en leche han sido publicados (Schams y Karg 1986, Johnson y
Reeves 1988) y sus resultados son contradictorios. El pico preovulatorio de LH en
sangre a veces dura una hora, por lo que si la LH pasa de la sangre a la leche y
queda acumulada en la mama, el desarrollo de un analisis capaz de detectar su
presencia cada doce horas entre ordefio y ordeno tendria un valor indudable. Este
trabajo fue disefiado para desarrollar un ELISA capaz de detectar un incremento
en la concentracion de LH en leche que corresponda al pico preovulatorio de
dicha hormona en plasma inducido después de aplicar GnRH.

Animales y muestreo

En el experimento se usaron cuatro vacas Frisonas en lactacién con ciclos
estrales regulares. Se cogieron muestras de sangre y leche de todos los
cuarterones de las cuatro vacas en fase luteal antes de inyectar 5 ml de GnRH i.v.
(Buserelin). Previo al tratamiento de GnRH se tomé una muestra de sangre y se
canulé la yugular de todos los animales para realizar un muestreo sanguineo
intensivo (cada hora durante 6 horas post-tratamiento). La sangre se recogi6 en
tubos heparinizados que se centrifugaron durante 15 minutos a 1.500 X g; el
plasma se conservé congelado a -20°C hasta su analisis.

Después de tomar la primera muestra de leche, se extrajo la leche restante con
ordefiadora automatica y el muestreo de leche post-tratamiento de GnRH fue
realizado cada hora durante seis horas en dos cuarterones por un ordefiador
experimentado. A las 6 y 12 horas después de la administracion de GnRH se
muestrearon el tercer y cuarto cuarnterdn. Después de cada muestreo el ordenfador
extraia la leche restante del cuarterdn muestreado. La leche refrigerada se analizé
el mismo dia.

ELISA

La validaciéon del ELISA se hizo para LH de bdvidos siguiendo el método de
Spearow (1987) con algunas modificaciones. Brevemente, se tapizaron las placas
NUNC con anticuerpo frente a la LH bovina a una dilucion 1/25.000 (Atc bLH
cedido por el Dr. J. J. Reeves, Universidad del Estado de Washington, Puliman).
Para ello se anadieron 100ul en cada pocillo del Atc diluido en tampdn de tapizado
(TT; carbonato sédico 0,05M pH=9,6) y después de una incubacién de 24 hrs a
20°C se lavé la placa seis veces con tampén de lavado (TL; 0,02M Na,HPQO,, 0,12M
CINa, 0,025% Tween 20, 0,005% Digluconato de Clorohexidina; pH=7,2).
Inmediatamente después se afadieron 50ul de tampén analisis (TA; 0,04M MOPS,
0,10CINa, 0,1% Gelatina, 0,05% Tween 20, 0,01M EDTA, 0,002% Rojo fenol,

0,005% Digluconato de Clorohexidina; pH=7,2) en todos los pogillos y 50ul de los
estdndares bLH o muestra (diluida con TA a 1:2). Los estadndares de bLH se
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realizaron en TA a las concentraciones siguientes: 10ng/ml, 4ng/ml, 1ng/ml,
400pg/mi y 100pg/ml.

La placa se incubé toda la noche a 20°C en un humidificador. Al dia siguiente se

afadieron 50ul del conjugado (realizado segiun el método de Nakane P. K; 1980)
diluido 1000 veces con TA y se incubd toda la noche a 42C en un humidificador.

Después de lavar 8 veces con TL se anadieron 100ul de sustrato especifico para la
peroxidasa. Se us6 la tetrametilbenzidina 75ul diluida en 15 ml de tampdn sustrato

(TS 0,05M Fosfato-citrato, 0,5M HO, pH=4,4). Se pard la reaccién con 50ul de
0,5M SOH, y se leyeron las absorbancias a 450 nm.

Para validar el ELISA en leche se realizaron los patrones a las siguientes
concentraciones: 20, 10, 5, 1 y 0,5 ng/mi en TA, leche fresca (LF) de vaca prenada
(con concentraciones de LH muy bajas en sangre), suero de leche fresca con LH
obtenido por centrifugacién a 10.000 X g durante 30 minutos (Suero), suero
extraido por centrifugacién a 10.000 X g durante 30 minutos después de congelar
la leche fresca con LH a -20? C (Suero C) y leche fresca con LH a la que se
anadié 1,5 mg EDTA por ml (LFem).

En el experimento realizado con las vacas, se analiz leche fresca. La leche de
las muestras previas al tratamiento con GnRH se usé como diluyente para preparar
los patrones individuales de cada vaca. A su vez, cada recta patrén se usd para
detectar los posibles aumentos de LH en la leche del animal correspondiente.

Resultados

El limite de deteccion del ELISA fue de 400 pg/ml y la sensibilidad de 150 pg por
pocillo. Las rectas paralelas de los patrones hechos con TA (y=-7,7x+6,3), LF (y=-
7x+3,74), Suero (y=-6,7x+3,9) y LFgy (y=-5,5x+3,49) nos indican que el analisis
se puede realizar en leche fresca con o sin adicién de EDTA y que el suero lacteo
no tiene ningun compuesto que impida la unién de la LH y el Atc. Sin embargo, los
patrones del Suero C describieron una recta paralela al eje de las «x
(y=Absorbancia y x=log concentracion).

No se detectaron subidas de LH en leche en ninguna de las vacas, mientras que
en sangre, se detecté una subida evidente en todos los animales a la hora de
aplicar la GnRH; este incremento duré 3,6+ 0,5 horas y tuvo una amplitud de
26,314 ng/ml.

Discusion

El paralelismo de las rectas de los diferentes patrones indica que con este
ELISA se puede medir la LH afnadida a la leche fresca sin aditivos, al suero lacteo
y a la leche con EDTA. Sin embargo, la congelacion no es un método adecuado
para la conservacion de muestras de leche en las que posteriormente se pretenda
analizar LH.

El hecho de haber realizado los patrones en la leche fresca de cada animal
recogida antes del tratamiento con GnRH nos asegura la deteccién del pico de LH
si éste se hubiera producido en concentraciones semejantes a las detectadas en
plasma.

Las concentraciones basales de LH en el plasma coinciden con las publicadas
en otros trabajos en vacas durante la fase luteal (Christensen et al. 1971). Asi
mismo, en los animales tratados con GnRH la duracién y amplitud del pico de LH
concuerdan con lo publicado anteriormente (Kittok et al. 1973). Por otro lado, la
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amplitud de este pico (26,3 ng/ml) fue suficiente para detectar cualquier subida de
LH en leche si la hormona hubiera pasado desde la sangre.
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Grdfica 1 y 2. Concentraciones de LH en plasma y leche en dos vacas en fase luteal después del
tratamiento con GnRH (hora O=inyeccién de GnRH)

En resumen, en este trabajo se evalué un ELISA para analizar la LH en leche
fresca sin aditivos, suero lacteo y leche con EDTA, las concentraciones de LH en
leche no aumentaron pero si en plasma después de aplicar un choque de GnRH a
las vacas. Por tanto, este trabajo concluye que la medicién de LH en leche no es
un método predictor de la ovulacidn en vacas lecheras.
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