DISENO DE UNA TECNICA PARA OPTIMIZAR LA
DETERMINACION DE FACTOR PRECOZ DE PRENEZ
EN PORCINOS

Gregorat, F.%;Grosso, C.%; Cuello, F.%; Martinez, R.%; Vivas, A.% Greco, C... 2006.
V° Congreso de Produccion Porcina del Mercosur.

! Dpto de Microbiologia e Inmunologia. FCEFQyN UNRC, Rio Cuarto, Argentina.
2 Lab. de Radiois6topos. FAV UNRC, Rio Cuarto, Argentina.
www.produccion-animal.com.ar

Volver a: V° Congreso

INTRODUCCION

El diagnostico de prefiez es una herramienta de gran valor econémico en los criaderos de cerdos. La blsqueda
de marcadores de prefiez temprana es objeto de interés tanto en investigacion como en produccion. Entre las
sustancias que aparecen tempranamente en el suero de una cerda gestante se destaca el Factor Precoz de Prefiez
(EPF) detectado a las 72 hs post-fertilizacion. EI EPF es una proteina de 29 kDa que puede ser utilizada como
inmundgeno, para producir Ac anti-EPF, lo que permitiria detectar EPF por técnicas inmunoldgicas como un
ELISA. Por otra parte, el suero de una cerda posee una mezcla compleja de proteinas que interfieren en la
determinaciéon del factor. Por ello, el objetivo de este trabajo fue desarrollar una técnica que optimice la
determinacion del EPF, absorbiendo las proteinas no propias de la prefiez.

MATERIALES Y METODOS

Se obtuvieron Ac anti-suero de cerda vacia (SCV) por inmunizacién experimental en conejos. Estos
anticuerpos se utilizaron para absorber los sueros de cerdas prefiadas (SCP) y asi eliminar proteinas inespecificas
de la prefiez. Con el fin de determinar las cantidades optimas de Ac y SCP a absorber se confeccion6 una curva
de precipitacion. Se deslipidizaron sueros de cerdas prefiadas de 30 dias de gestacion y también de vacias, como
control negativo. Para absorber las proteinas inespecificas de la prefiez del SCP se mezclaron los sueros en la
siguiente relacion: 4,85 mg de proteina del Ag (SCP) con 1,2 mg de Ac anti-SCV. Luego de 24 hs de incubacion
se precipitd la mezcla por centrifugacion 30 min a 5000 rpm. (Margni, A.R.,1996). Las proteinas presentes en el
sobrenadante (proteinas especificas de la prefiez) se analizaron por SDS-PAGE en condiciones desnaturalizantes y
no desnaturalizantes. Para determinar la presencia de EPF se realizd6 un Western Blot utilizando como Ac
Primario anti-EPF porcino en conejos y como Ac Secundario una anti-lgG de conejo marcada con peroxidasa
(Sigma). Las bandas se revelaron con DAB (Sigma Fast™).

RESULTADOS

De acuerdo a nuestros resultados la absorcion de los sueros en la proporcion Ag/Ac descripta, disminuye la
cantidad y tamafio de las bandas que aparecen en el SDS-PAGE particularmente aquellas correspondientes a
proteinas inespecificas de la prefiez, por ejemplo la albdmina. Este tratamiento también refleja un mejor
resultado en el Western Blot, ya que después de la incubacion con Ac anti-EPF, se observa, de manera mas nitida,
una banda a la altura del peso molecular de 29 kDa que corresponderia al factor.

DISCUSION

Como fuera descripto el EPF es una proteina que se encuentra en bajas concentraciones y aumenta en la
gestacion temprana. Para determinarla se emplean bioensayos, inviables de realizar a campo , que lo estiman
indirectamente (RIT técnica propuesta por Morton et al, 1974; validada por Greco et. al, 1992). En nuestro
laboratorio se intenta desarrollar un ELISA para la determinacion sérica del EPF en SCP.(Grosso et. al, 2003). La
pre-purificacion de los sueros mejoraria la sensibilidad del método. La metodologia descripta en este trabajo
utilizando Ac anti-SCV eliminaria algunas proteinas que interfieren con el EPF.
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