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Summary

Early pregnancy diagnosis in ruminants, especially in high production herds, is one of the most important
components of reproduction management. Reducing the time between insemination and the exclusion or
confirmation of pregnancy is of major economic importance. That is why the traditional method of pregnancy
examination by transrectal palpation is increasingly complemented by additional tests, such as ultrasonography.
An alternative to these methods of pregnancy diagnosis are also simple field tests. The best known are tests
for progesterone and estrone sulphate concentrations. Over the last few years, the measuring of pregnancy-
associated glycoproteins (PAGs) has also been gaining popularity. In cattle, this method can be used as early
as the 28™ day of pregnancy, when the plasma concentration of PAGs exceeds 1ng/ml. Maximum values of
pregnancy-associated glycoproteins are observed about day 240 after fertilization. After calving, their level
quickly decreases. In sheep, the concentration of PAGs increases significantly in the 3" and 4™ weeks of gestation
and reaches its maximum level around the 9" week. In goats, the concentration of PAGs differs between races,
but its measurement can be quite a reliable indirect method of pregnancy diagnosis. The PAGs value in this
species grows until about the 8™ week after insemination and, depending on the breed, reaches a maximum
value of 50 to 69 ng/ml. One limitation for the use of PAGs field tests may be false positives which occur after
the death of the embryo. Similarly, an increased PAGs concentration can persists for up to about 70 days after
calving. Moreover, the PAGs concentration is also affected by the health, age and milk production of the female.
The advantages of field tests are the simplicity of performance, the ease of reading and interpreting the results
and the short time needed to complete the entire procedure. Field tests based on the commonly used ELISA
method are characterized by low invasiveness (blood, milk), combined with high sensitivity and specificity.
Their rapid application under field conditions makes them an excellent extension of diagnostic capabilities,
especially in large herds of cows,
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W celu zwigkszenia ptodnosci w nowoczesnej
hodowli bydta mlecznego, okres miedzy inseminacja
a stwierdzeniem cigzy powinien by¢ jak najkrétszy.
Dlatego jednym z rozwigzan jest mozliwie wczesne
wykrycie zwierzat nieci¢zarnych i ich szybka, po-
nowna inseminacja. Do podstawowych metod w dia-
gnostyce cigzy u kréow zalicza si¢ badanie kliniczne
per rectum oraz powszechne juz dzi$ badanie ultraso-
nograficzne (27, 30, 37). Chemiczne testy cigzowe sa
alternatywa dla tradycyjnych metod diagnozowania
cigzy (badania manualnego lub USG) w rozrodzie
krow 1jatowek. Do najbardziej znanych nalezy badanie
stezenia progesteronu oraz siarczanu estronu. W przy-

padku progesteronu jego wysoka wartos¢ wskazuje
wprawdzie na obecno$¢ aktywnego ciatka zottego, nie
jest jednak bezwzglednym dowodem obecnosci cigzy.
Produkcja hormonu, w przypadku $mierci zarodka
okoto 13.-15. dnia po zaptodnieniu trwa jeszcze przez
pewien czas mimo wystania sygnatu o utracie zarodka.
Wiarygodno$¢ tej metody wynosi 80%. Sprzezony
siarczan estronu syntetyzowany jest od 70. dnia cigzy
w nieuszkodzonym tozysku, w praktyce jednak odpo-
wiedni jego poziom wykrywalny jest dopiero ok. 120.
dnia cigzy (> 1 ng/ml osocza krwi). Testami labora-
toryjnymi oznacza¢ mozna takze stezenie EPF (early
pregnancy factor), interferonu tau oraz czynnika ISG15
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1 biatka DG29. Wykrywanie wczesnego czynnika cig-
zowego (EPF) okazalo si¢ zawodne, zwlaszcza przy
wykrywaniu samic niecielnych. Dokladno$¢ metody
w tych przypadkach nie przekraczata 50% (3, 12, 14).
Pozostale testy nie sag wykorzystywane w praktyce
terenowej (14, 35).

Ostatnio w diagnostyce wczesnej cigzy popularnosé
zyskuje badanie swoistych biatek cigzowych (PAG —
pregnancy-associated glycoproteins) (4,9,24,25,46).
Glikoproteiny zwigzane z cigza (PAG) sa enzymami
proteolitycznymi, z grupy proteinaz asparaginowych
(AP). Syntetyzowane sg one przez jedno- lub dwu-
jadrowe komorki olbrzymie tozyska przezuwaczy kil-
kanascie dni po zaptodnieniu. We krwi krow pojawiaja
si¢ w okresie mocowania si¢ tozyska (10). Dotychczas
zbadano i opisano 22 izoformy bPAG, réznigce si¢
migdzy sobg stopniem glikozylacji. Podzielono je na
3 gléwne podrodziny (boPAG-1, boPAG-2 i boPAG-8)
ze wzgledu na zgodno$¢ aminokwasowa czasteczek
1ich powigzania filogenetyczne (44).

PAG-1, zwana takze glikoproteing gtéwna, wystepu-
je u krow bedacych w cigzy, od okresu blastocysty do
porodu. Udowodniono, ze ma ona swoj udziat w pro-
cesie implantacji zarodka i placentogenezie. PAG-2,
tzw. gonadotropowo podobny PAG, wykazuje z kolei
dziatanie luteotropowe. Do jednych z gtéwnych gliko-
protein cigzowych nalezy tez PAG-8 (pepsynogeno po-
dobny PAG), jednak mimo wysokiego st¢zenia podczas
cigzy jego rola nie zostata jednoznacznie okreslona
(44). PAG-1 jest wskaznikiem prawidtowego rozwoju
tozyska i ptodu, natomiast PAG-2 stanowi marker do
przewidywania i wykrywania poronien u ci¢zarnych
samic (38). Wedhug r(’)Znych danych glikoproteiny te

sa wykrywalne we krwi juz od 18.-28. dnia quy (8).
Ich poz1om mlqdzy 18. a 42. dniem po inseminacji
jest zréznicowany i wynosi od 1,25 w 18. dniu do
3,47 ng/ml w 41. dniu po zapiodnieniu (9). Podczas
cigzy stezenie bPAG we krwi systematycznie ro$nie do
240.1105. dnia cigzy, odpowiednio, u krow i bawolic,
a nastgpnie utrzymuje si¢ przez caly okres jej trwania
(2, 44). Wartos$ci stwierdzane w szczytowym okresie
ich sekrecji (240. dzien) moga osigga¢ 160 ng/ml,
w skrajnych przypadkach nawet powyzej 2900 ng/ml
(9, 43). Podobne tendencje notuje si¢ takze w mle-
ku, przy czym poziom PAG jest dwukrotnie nizszy
niz we krwi (8, 11). Wartos$ci PAG powyzej 1 ng/ml
(osiggane od 28. dnia po zaplodnieniu) jednoznacznie
wskazuja na ciagze (27). Jednocze$nie w 23. dniu po
zaplodnieniu czuto$¢ metody wynosi 23%, natomiast
w 28. dniu — 98% przy 100% swoistosci (wlasciwe
rozpoznanie kréw niecielnych) (3). Wyzszy poziom
PAG stwierdza si¢ u krow pierwiastek niz u wielorodek
(33). Stwierdzono, ze profil metabolitow PGF,, kor-
tyzolu, progesteronu i PAGs zmienia si¢ w przypadku
urodzenia martwych ptodéw oraz trudnych porodéw
(22). Kortyzol jest odpowiedzialny za obnizanie si¢
osoczowego i tkankowego poziomu progesteronu oraz
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podniesienie si¢ koncentracji estrogendéw pod koniec
cigzy (21, 31). Poziom PAG jest niski podczas porodu,
w przypadku rodzenia si¢ cielgt martwych lub niskiej
zywotnosci (21). Chociaz stezenie PAG w obwodowe]
krwi matek nie rdznito si¢ migdzy krowami z zatrzy-
maniem tozyska (RFM) i bez tej komplikacji, to jednak
przypuszcza si¢, ze jego lokalne stezenie w tozysku
moze by¢ w RFM wyzsze. Sugeruje to mozliwo$¢
lokalnej roli regulacyjnej PAG w uwalnianiu bton
ptodowych (16).

U owiec wysoki poziom PAG we krwi notowany
jestod 28. do 42. dnia po zaptodnieniu (6). Pozytywny
wynik oznaczenia PAG jest rtOwnoznaczny ze stwier-
dzeniem ciazy (6, 10, 11, 33).

Ostatnio pojawily si¢ interesujace badania dotyczace
mozliwo$ci wykorzystania oznaczania st¢zenia PAG
do rozpoznawania cigzy blizniaczej u bydta. Zaréwno
w 28., 35, jak 1 42. dniu cigzy blizniaczej stezenie
PAG we krwi samicy bylo wyzsze niz w przypadku
cigz pojedynczych i wynosito, odpowiednio, 6,5 ng/ml
osocza krwi krowy dla cigzy blizniaczej 1 4,9 ng/ml
w przebiegu cigzy pojedynczej w 28. dniu cigzy.
Czuto$¢ wyzej opisanej metody diagnozowania cigz
blizniaczych wynosita 73-76% (w zalezno$ci od ozna-
czanej grupy glikoprotein, 1. lub 2.), a swoisto$¢ testu
wahata si¢ w granicach 74-80%. Jak podaje autor, za-
stosowanie testow do oznaczenia st¢zenia PAG moze
by¢ uzyteczng i skuteczng metoda przewidywania
cigzy blizniaczej na wczesnym etapie rozwoju (13).

Testy diagnostyczne PAG

Mimo pewnych wad testy do oznaczania PAG wyko-
rzystywane s3 na coraz szersza skal¢ w duzych stadach
bydta mlecznego w Europie zachodniej i niektorych
krajach Europy srodkowej (8). Pewna korzyscig z ich
stosowania jest mozliwos$¢ przeprowadzenia badania na
cielnos¢ wedhug ustalonego wezesniej harmonogramu,
obnizenie kosztow przy — co najistotniejsze — wysokiej
czulos$ci testu. W przypadku oznaczen prowadzonych
w laboratoriach do wad tej metody nalezy czesto dtugie
oczekiwanie na wynik. Mimo pewnych niedogodnos-
ci, zainteresowanie testami PAG ro$nie. W Ameryce
Potnocnej dostepne sg takie testy, jak: BioPRYN,
BioTracking, LLC, Moscow, ID; DG29, Conception
Animal Reproduction Technologies, Beaumont, QC;
IDEXX Bovine Pregnancy Test, IDEXX Laboratories,
Inc, Westbrook, ME) (8). Ich mozliwosci diagnostycz-
nych dowodza badania. W jednym z nich oceniano
czuto$¢ testu u krow mlecznych wykorzystujac test cig-
zowy (IDEXX Milk Test, Westbrook, ME) umozliwia-
jacy wykrywame PAG w mleku. W pierwszym badaniu
badano cigze¢ w 33.-52. dniu po inseminacji, w drugim
w 60.-74. Doktadnos¢ testu w przypadku kréw ciel-
nych i niecielnych wynosita 99% i 98%, odpowiednio,
dla pierwszego i drugiego badania. W drugim z kolei
eksperymencie badano st¢zenie PAG w mleku po-
czynajac od, odpowiednio, 2. i 4. dnia po inseminacji
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Tab. 1. Warto$ci parametréow oceny wiarygodnosci diagnostycznej wybranych testow do wezesnego wykrywania ciazy

. e L i Wartosé Wartosé
Test Materiat D;:?PE.’:.O DokI[ao/d]nosc SWt[):/s;osc cz[l.',;‘;sc predykeyjna predykeyjna Autor
° ° ° dodatnia [%] | ujemna [%]
TU* - 27 93,8 96,2 93,8 89,7 97,5 .
Silva (2007) (42)
PAG ELISA osocze 27 93,7 91,7 96,3 89,7 97,1
IDEXX TEST MILK-ELISA | mleko 60 95,0 95,5 99,2 99,8 80,8 LeBlanc (2013) (25)
IDEXX TEST MILK-ELISA | mleko 33-52 99,0 97,9 100 98,5 100
Lawson (2014) (24)
IDEXX TEST MILK-ELISA | mleko 60-74 98,0 100 97,8 100 83,3
ELISA-MPT mieko 3| 97,4 90,3 100 96,4 100
. Commun (2016) (4)
ELISA osocze/surowica 4 99,0 96,8 98,1 93.8 100

Objasnienia: *TU = transrektalna ultrasonografia

w tygodniowych odstepach. Badanym materialem
byly probki mleka i surowicy, odpowiednio, 17 1 16
krow. Eksperyment prowadzono do momentu ustalenia
wlasciwej diagnozy. W badaniach tych stwierdzono,
ze trafng diagnoz¢ mozna postawic¢ u wszystkich ba-
danych kréw w 30. dniu po inseminacji (24). Celem
innej pracy byta ocena dwoch glikoprotein zwigzanych
z ci3za (PAG) w oparciu o immunoenzymatyczne testy
(ELISA) przeznaczone do badania krwi i mleka (4).
W 12 gospodarstwach krow mlecznych wybrano 116
krow montbéliarde lub holstein, ktore nastepnie zain-
seminowano (artificial insemination — Al; n = 102).
Kilka z nich byto 2-3 miesigce po wycieleniu. Od
wszystkich kréw pobrano probki krwi i mleka. Analizy
przeprowadzono w probkach mleka, surowicy i osocza
za pomoca testu cigzowego. U krow inseminowanych
krotko po wycieleniu notowano wyniki fatszywie do-
datnie. Od kréw poddanych Al pobrano probki w 16.,
30.141. dniu po inseminacji. Dodatkowa probka mleka
zostala pobrana 53 dni po Al. Aby ustali¢, czy insemi-
nowane krowy byly w cigzy, poddawano je badaniu
transrektalnej ultrasonografii (transrectal ultrasono-
graphy — TU) w 41. dniu po inseminacji. Sposrod 102
inseminowanych krow, u 63 potwierdzono ciazg. W 30.
dniu po inseminacji czutos$¢ testu ELISA w probkach
surowicy, osocza i mleka wynosita, odpowiednio,
100%, 100% 1 98,1%, swoistos¢ natomiast 88,6%,
88,9% 190,3%. Wykazano takze, iz obszar pojawiania
si¢ strat cigzy miesci si¢ miedzy 30. a4 1. dniem po AL
Doktadno$¢ uzyskiwana w surowicy, osoczu i mleku
w 41. dniu po Al oraz mleku 53 dni po Al wynosita
od 97,4% do 100%. Nie stwierdzono istotnych réznic
diagnostycznych pomiedzy krwig i mlekiem badanym
testem ELISA w wybranych okresach po inseminacji.

Testy terenowe

Ostatnio pojawity si¢ komercyjne testy cigzowe
przeznaczone do jako$ciowej analizy bialek PAG
w probkach krwi, surowicy i mleka (5, 18, 19, 25).
Dostepne takze w kraju, tak zwane testy wzrokowe,
umozliwiaja, wedlug producenta, wykrywanie gliko-
protein cigzowych (PAG) w warunkach terenowych
juz od 28. dnia cigzy az do jej konca (5). Wyniki pierw-

szych krajowych eksperymentéw z wykorzystaniem
testu wzrokowego sa zachecajace (18, 19). Wsrod zalet
podkresla si¢ mozliwos¢ wykorzystania krwi petnej,
szybkie czasy inkubacji i odczyt wizualny. W bada-
niach przeprowadzonych w poéinocno-wschodniej cze-
$ci stanu Missouri zebrano od kréw mlecznych probki
krwi w 28. dniu po sztucznej inseminacji (Al). Probki
badano na obecno$¢ glikoprotein zwigzanych z cigza
(PAG) przy uzyciu wyzej wspomnianego szybkiego
testu wizualnego, a takze tradycyjnych testow do wy-
krywania PAG w osoczu i mleku. Ultrasonograficzna
diagnoza cigzy w 35.-38. dniu po inseminacji byta
punktem odniesienia (tzw. ztotym standardem) dla
testow wykrywajacych PAG. Ultrasonograficznie
cigze stwierdzono u 49,7% krow. W doswiadczeniu
do diagnozy cigzy uzywano testow ELISA oraz oceng
gestosci optycznej (OD, mierzy si¢ za pomoca czytnika
ptytek do mikromianowania w osoczu i mleku, szyb-
kie badania wizualne) albo odczyt wizualny (szybkie
testy wizualne). Przy zastosowaniu oceny OD odsetek
prawidtowych wynikow (czuto§¢) w probkach osocza,
mleka i szybkich badaniach wizualnych wynosit, od-
powiednio, 97%, 96%, 95%. Czutos¢ szybkiego bada-
nia wizualnego wynosita 98%. Swoisto$¢ (proporcja
nieci¢zarnych kréw prawidtowo sklasyfikowanych)
testu dla badania osocza, mleka i szybkich wizualnych
testow, przy uzyciu OD, wynosita, odpowiednio, 94%,
94% 1 93%. Podczas odczytu wizualnego, swoistos¢
szybkiego testu wizualnego byla mniejsza (85%),
poniewaz u niektoérych kréw zmiana zabarwienia byta
nieznaczna. Takie wyniki okazywaty si¢ falszywie
dodatnie. Catkowita doktadno$¢ (odsetek ci¢zarnych
1 nieci¢zarnych kréw zdiagnozowanych poprawnie)
byla podobna we wszystkich testach (osocze, mleko,
szybka wizualna kontrola gestosci (OD) i wynosita,
odpowiednio: 96%, 95%, 92%). W drugim ekspery-
mencie, w czterech gospodarstwach krow mlecznych
w zachodnim Kentucky przeprowadzono badania
migdzy 25. a 95. dniem po Al stosujac szybki test
wzrokowy. Wnioskiem zasadniczym plyngcym z po-
wyzszych eksperymentow jest stwierdzenie, ze szybki
test wizualny ma jednakowa czuto$¢ i doktadnos$¢ jak
w przypadku istniejagcych juz na rynku testow PAG.
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Przy okazji zwraca si¢ takze uwage na jego nieco
nizsza swoisto$¢ poddawanego badaniom testu (30).

Stahilno$¢ testow PAG

W niewielu badaniach oceniano stabilno$¢ testow do
wykrywania PAG. Nalezg do nich badania niemieckie,
w ktorych oceniano czynniki zakldcajace prawidtowe
wykrycie PAG w mleku (7). Stabilno$¢ PAG badano po
wielokrotnych cyklach zamrazania i rozmrazania pro-
bek, jak rowniez po przechowywaniu ich przez siedem
dni w temperaturze pokojowej i w 37°C, rOwniez przez
siedem dni. Po drugie, skuteczno$¢ diagnostyczng
dostepnego w handlu PAG-ELISA w warunkach tere-
nowych oceniano w diagnostyce cigzy migdzy 28. a 60.
dniem po inseminacji przez porownanie uzyskanych
wynikow do wynikdéw otrzymanych podczas transrek-
talnej ultrasonografii. Po jednej procedurze zamrazania
1rozmrazania gestos¢ optyczna (OD) wzrosta, a potem
pozostala stabilna. Przechowywanie probek mleka
w temperaturze pokojowej nie miatlo wplywu na OD,
a po pigciu dniach przechowywania w temperaturze
37°C OD gwattownie spadta. W zwigzku z powyzszym
zaleca si¢, aby podczas transportu i przechowywania
probek mleka do analizy bPAG dodawaé¢ odpowiedni
srodek konserwujacy o dziataniu bakteriobojczym.
W celu uzyskania wiarygodnych wynikoéw nalezy
nie dopusci¢ do zanieczyszczenia probek woda (45).
W innych badaniach probki mleka przechowywano
w temperaturze 37°C, 22°C, 4°C, —20°C oraz —80°C
przez 4, 7, 14, 28, 60, 90, lub 365 dni. Niezaleznie
od temperatury, podczas przechowywania przez 365
dni, zanotowano nieznaczne podwyzszenie poziomu
PAG, podczas gdy przechowywanie przez okres krot-
szy powodowalo nieznaczne obnizenie jej poziomu
w poréwnaniu do prob inicjalnych. W przypadku
mniej niz 6% odczyt byt inny od oczekiwanego. Byty
to probki pobrane relatywnie wezesnie po inseminacji
w okresie progowym — tj. takim, w ktorym zawarto$¢
PAG nie byla jeszcze wystarczajaca do postawienia
jednoznacznej diagnozy (48).

Ograniczenia testow PAG

Ograniczeniem testu sg wysokie stezenia PAG
w okresie poporodowym. Wynika to z dtugiego
okresu poéttrwania czasteczki (Srednio 7-9 dni), ktory
z kolei warunkowany jest stopniem jej glikozyla-
cji. Wspomniany proces wplywa takze na stezenie
PAG we krwi obwodowej (44). W efekcie moze on
by¢ zawodny (wyniki falszywie dodatnie) u samic
inseminowanych krétko (70 dni) po wycieleniu.
Podobnie, fatszywe wyniki dodatnie mozna uzyskac
badajac samice na cielnos¢ krétko po obumarciu za-
rodka, poniewaz poziom PAG utrzymuje si¢ w takiej
sytuacji na wysokim poziomie jeszcze przez kilkana-
$cie dni (min. 10-14 dni) (26, 31). Obecnos¢ PAG-1
w osoczu krow wykazano w przypadku obumarcia
ptodéw, z roznym stopniem zaawansowania procesu

Med. Weter. 2018, 74 (6), 349-355

mumifikacji. Prawdopodobnie obumarcie ptodu i jego
mumifikacja sg skutkiem uszkodzenia tozyska, brak
jednak danych jednoznacznie potwierdzajacych te teze
(26). Fakt wystepowania PAG w organizmie krowy
po obumarciu zarodka oraz w okresie poporodowym
moze by¢ pewna niedogodnos$cia we wspolczesnych
stadach bydta mlecznego, w ktérych dazy si¢ do
maksymalnego skracania okresu przestoju poporodo-
wego. Ponadto pewnym utrudnieniem w przypadku
niektorych testow moze by¢ stosunkowo dhugi okres
oczekiwania na wynik (2-3 dni) (15). Niebagatelny
pozostaje takze wzglednie wysoki koszt testu, cho¢
ceny nowszych zestawow komercyjnych wydaja si¢
przeczy¢ tej tezie (11). Nie bez znaczenia dla wiary-
godnosci wynikow testow pozostaja takze zakazenia
samic w cigzy. Jednym z przyktadow jest zakazenie
Neospora caninum, ktérego skutkiem jest produkcja
IFN-y przez organizm. Udowodniono, ze u krow se-
ropozytywnych wystepuje ujemna korelacja miedzy
wystgpowaniem stanu zapalnego spowodowanego za-
kazeniem a poziomem cigzowej glikoproteiny. Nizsze
stezenie PAG-1 obserwowano krétko po inseminacji
samicy, natomiast spadek poziomu PAG-2 wystepowat
okoto 120. dnia cigzy (38).

Czynniki ryzyka

Poziom PAG zalezy takze od szeregu czynnikow in-
dywidualnych. Naleza do nich: dzien cigzy, wysokos¢
produkcji mlecznej, liczba ptodow, wiek samicy, wiel-
ko$¢ ptodu oraz dawca nasienia (buhaj) (7, 9, 26, 29,
33). Podwyzszony poziom PAG notowano w klinicz-
nych przypadkach mastitis, zaburzeniach metabolicz-
nych oraz lewostronnym przemieszczeniu trawienca
(29). Wykazano takze niewielkie roznice w czutosci
testow RIA, szczegolnie w okresie wezesnej cigzy (24,
25). Lepszym pod wzgledem czutosci okazat sie¢ test
PAG-RIA-706 niz RIA-497 (25). Wykazano ponadto,
iz komercyjnie uzywany test PAG-ELISA (Bovine
Preg Test) do okre$lania zawarto$ci PAG w surowicy
krwi kroéw jest porownywalny do testu radioimmu-
nologicznego (PAG-RIA) oraz ultrasonograficzne;j
diagnozy cigzy w 28. dniu po inseminacji (20).

Badanie stezenia PAG
w programach zarzadzania rozrodem

Jednym ze sposobdéw zarzadzania rozrodem w sta-
dach kréw mlecznych jest wykorzystanie programow
synchronizacji rui i owulacji w potaczeniu z ustalo-
ng w czasie inseminacja. Programy takie zaktadaja
cotygodniowa kontrolg zwierzat — w tym mozliwie
wczesne ustalenie cielnosci. Przy zalozeniu sied-
miodniowych odstepow najwczesniejsze badanie
byloby mozliwe 28. dnia po inseminacji. Wychodzac
z takiego zatozenia oceniano doktadno$¢ diagnozy
cigzy przy pomocy testu ELISA przeprowadzanego
27 dni po ustalonej w czasie inseminacji (TAI). Prébki
krwi pobrane zostaty od krow (n = 1079) 27 dni po
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pierwszym, drugim lub trzecim zabiegu inseminacji.
Diagnozg cigzy za pomocg transrektalnej ultrasono-
grafii (TU) przeprowadzono natychmiast po pobraniu
probki krwi, a wyniki cigzy stwierdzone przy uzyciu
TU stuzyty jako standard do testowania doktadnosci
testu ELISA do okreslenia st¢zenia PAG. Wyniki cigzy
ustalonej w oparciu o badanie PAG (ELISA) i TU,
uznawano za witasciwe. W przypadku niezgodno$ci
migdzy badaniami stawiano diagnoze¢ poprzez bada-
nie ultrasonograficzne po uptywie 5 dni. Doktadno$¢
diagnozy ciagzy byla mniejsza niz oczekiwano przy
uzyciu transrektalnej ultrasonografii 27 dni po TAI
(od 93,7% do 97,8%), zwlaszcza gdy diagnozg cigzy
oparto na wizualizacji ptynu kosméwkowo-omocz-
niowego 1 obecnosci ciatka zottego, z pominigciem
uwidocznienia zarodka. Doktadno$¢ testu PAG-ELISA
w 27. dniu po TAI wynosita 93,7%, 95,4% 1 96,2%,
odpowiednio dla pierwszego, drugiego i trzeciego TAL
Korelacja migdzy TU i PAG ELISA 27 dni po TAI
wynosita od 0,87 do 0,90. Réwnoczesnie ustalono, ze
wyniki oparte na tescie ciagzowym PAG ELISA miaty
wysoka ujemng warto$¢ predykcyjna, co wskazuje,
ze prawdopodobienstwo podania PGF,a cigzarnym
krowom jest niskie (41). W innych badaniach ocenia-
no ptodno$¢ kréw poddawanych wczesnej (ER) lub
p6znej (LR) resynchronizacji po wykluczeniu cigzy
w oparciu o wyniki testu (PAG) ELISA lub transrek-
talnej palpacji. Krowy poddawano protokotowi migdzy
61.a74. dniem laktacji z wykorzystaniem programow
Presynch-Ovsynch i ustalong w czasie inseminacj3.
Krowy z grupy ER nie byly inseminowane w kolej-
nej rui, lecz otrzymywaly pierwsza iniekcje¢ GnRH
programu Ovsynch, dwa dni przed przewidzianym
momentem diagnozy cigzy. W 28. dniu po pierwszej
Al (27.-34. dzien) stwierdzano badz wykluczano
cigze poprzez oceng PAG ELISA i kontynuowano
program Ovsynch do inseminacji. Cigz¢ kontrolowano
powtornie w 46. (od 35. do 52.) dniu po inseminacji
dokonujac badania rektalnego, a samice, u ktorych
doszto do jej zamarcia, reinseminowano. Z kolei kro-
wy grupy LR badano na cigz¢ w 46. dniu, a zwierzeta
niecielne poddawano programowi Ovsynch. Odsetek
samic niecielnych, ktére poddawano powtornej inse-
minacji, unasienniajac je w ustalonym czasie, wynosit,
odpowiednio 30% wobec 7,6%. Krowy poddawane
poznej resynchromzacp miaty krétszy odste;p mle;dzy
inseminacjami naturalnymi, tj. 21,7 w poréwnaniu
ze $rednim odstepem wynoszacym 27,8 dni lub in-
seminacji ustalonej w czasie 35,3 wobec 55,2 dnia.
Niemniej pdzna powtorna synchronizacja nie wplyngta
na wskaznik cigzy (wspotczynnik ryzyka = 1,23, 95%
przedzial utnosci=0,94 do 1,61) i dlugos¢ okresu mig-
dzycigzowego (ER =132 vs. LR = 140). Czulos$¢, swo-
isto$¢ oraz dodatnia i ujemna warto$¢ prognostyczna
wynosity, odpowiednio, 95,1%, 89,0%, 90,1% 194,5%,
natomiast doktadno$¢ — 92,1%. W podsumowaniu
ustalono, ze test PAG-ELISA do wczesnej diagnozy
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ciazy wykazuje akceptowalng doktadnos¢, jednak
wczesna resynchronizacja rui po wykluczeniu cigzy nie
ma wptywu na wskaznik cigzy oraz nie skraca okresu
mig¢dzycigzowego (42). Wczesniejsza detekcja krow
niecielnych w przypadku wykorzystania testu PAG
ELISAw p0w1qzan1u z programem ustalonej w czasie
inseminacji (TAI — time oriented insemination) przy
resynchronizacji cyklu rujowego u samic niecielnych
moze istotnie poprawia¢ odsetek zacielen w stadach
w porownaniu do programu opartego na pdzniejszym
wykrywaniu zwierzat niecielnych z wykorzystaniem
ultrasonografu (41, 42).

Testy PAG u krow migsnych

Wprawdzie testy cigzowe wykrywajace PAG wy-
korzystywane sg przewaznie u bydta mlecznego, jed-
nak nie brak informacji na temat ich uzycia u kréw
migsnych. W jednym z badan od kazdej krowy do-
$wiadczalnej pobierano probki mleka i surowicy. Row-
noczes$nie wszystkie zwierzeta byty badane transrek-
talnie — palpacyjnie lub z uzyciem USG. W badaniach
wykorzystano testy ELISA-IDEXX Milk Pregnancy
Test (IDEXX, Westbrook, ME) oraz IDEXX Bovine
Pregnancy Assay (serum). W poréwnaniu z badaniem
transrektalnym, czuto$¢ badania stezenia PAG w mleku
wynosita 99,7% (99,0-100,0%), a swoistos¢ 80,8%
(65,6-95,9%). Nizsza swoisto$¢ byta prawdopodobnie
zwigzana z niska czgsto$cig wystepowania (9,9%)
kréw niecielnych. Sposrod 332 przebadanych probek
mleka 1,8% (n = 6) wynikow zaklasyfikowano jako
wymagajace ponownego sprawdzenia. Wyniki testu
PAG-ELISA dla mleka i surowicy wykazaly wysoka
korelacj¢. PAG oznaczane testem ELISA w mleku
byly precyzyjne w przewidywaniu stanu cigZy u bydta
migsnego miedzy 37. a 125. dniem po 1nsem1naCJ1
mogg by¢ zatem przydatne do wspomagania decyzji
w zakresie zarzadzania w stadach bydta migsnego (35).

Testy PAG jako narzedzie do przewidywania
wczesnych strat cigzy

Mozliwos¢ diagnozy poznej $miertelnosci zarod-
kowej (EM — embryo mortality) jest czgsto wymie-
niana jako zaleta badania stezenia PAG (24, 31, 34).
Wielko$¢ strat cigzy pojedynczych we wspotczesnych
stadach kréw mlecznych pomigdzy 32. a 104. dniem
cigzy, opierajac si¢ na badaniach ultrasonograficznych,
wynosi¢ moze nawet 13%. Podobne mozliwosci daje
badanie stezenia PAG (31, 33, 34). Przyjmuje sig, ze
przynajmniej u potowy krow majacych ciatko zolte
w dniu badania na cigzg¢ testem PAG (32 dzien po TAI)
doszto do utraty cigzy (34). Celem szerszych badan
wykorzystaniem testow PAG do wykrywania EM byto:
(1) okreslenie korelacji miedzy stezeniem PAG a wy-
stepowaniem zjawiska pdznej $mierci zarodkowej;
(2) identyfikacja PAG w 31. dniu, po ktéorym p6zna
EM moze wystapi¢ oraz (3) okreslenie konca okresu
W czasie cigzy, podczas ktorego pé6zne EM wystepuje
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najczesciej (31.-59. dzien). U krow diagnozowano
cigze w 31. dniu na podstawie obecnosci ptodu i bicia
serca oraz potwierdzano ja w 59. dniu ciazy. Za pozne
EM przyjmowano sytuacje¢, gdy u krowy stwierdzono
zarodek/ptéd w 31. dniu ciagzy, ale nie wykazano go
w 59. dniu po TAI lub TET. W analizie uwzgledniono
jedynie krowy, ktore byly w cigzy w 31. dniu po in-
seminacji lub transferze. Krowy, ktore w 31. dniu po
inseminacji byly w cigzy 1 utrzymaty ja do 59. dnia
mialy istotnie wyzsze stezenia krazacych PAG w 31.
dniu cigzy w poréwnaniu do krow, u ktorych nasta-
pito p6zne zamarcie zarodka/ptodu miedzy 31. a 59.
dniem po inseminacji, zar6wno w przypadku ustalonej
w czasie inseminacji, jak 1 transferu zarodka. W celu
przeprowadzenia dokladniejszych testow wykonano
oznaczenie stezenia PAG w 31. dniu cigzy. Ustalono,
ze poziom PAG pozwala na przewidywanie z duzg do-
ktadnoscia (> 95%) wystapienia EM u kréw poddanych
TAI lub ustalonemu w czasie transferowi zarodkoéw
(TET — time oriented embryotransfer). Jednocze$nie
stezenie PAG ponizej 1,4 ng/ml po zabiegu TAI (mini-
malny wykrywalny poziom to 0,28 ng/ml) i 1,85 ng/ml)
1TET (w 31. po rui) pozwala na trafne przewidywanie
wystapienia zjawiska EM z doktadno$cia na poziomie
95%. Po TET, utrata ciagzy byta dodatkowo monitoro-
wana w oparciu o badanie dopplerowskie USG, ocene
poziomu progesteronu i stezenia PAG od 24. do 59.
dnia cigzy. Ponad 50% strat miato miejsce miedzy 31.
a 38. dniem cigzy. Podsumowujac, stezenie PAG w 31.
dniu cigzy moze stanowi¢ dobry marker prognostyczny
smierci zarodkowej nastgpujacej pomiedzy 31. a 59.
dniem cigzy (34).

PAG u matych przezuwaczy

W przypadku owiec badanie st¢zenia PAG w osoczu
1 mleku moze stanowi¢ pewng i skuteczng metode
diagnostyczng cigzy poczawszy od 32. dnia po za-
ptodnieniu (39, 40). Wzrost stezenia glikoproteiny
cigzowej rozpoczyna si¢ w 3.-4. tygodniu i ro$nie do
9. tygodnia cigzy, osiaggajac wartos¢ 92 + 14 ng/ml
surowicy, a nastepnie stopniowo si¢ obniza (36). Warty
podkreslenia jest tez fakt, iz stezenie glikoproteiny
cigzowej w mleku owiec jest 10 razy nizsze niz w 0so-
czu krwi, co nalezy uwzgledni¢ podczas interpretacji
wynikow testow (6). Stezenie PAG-1 w organizmie
samicy w okresie poporodowym spada do poziomu
niewykrywalnego testami przez ok. 10 tygodni (36).

Wykrycie cigzy w surowicy krwi ko6z z wykorzy-
staniem testu caPAG jest mozliwe od 23. dnia po
inseminacji (1). Stezenie PAG rdzni si¢ w zaleznosci
od rasy. Dla przyktadu, wzrost stezenia glikoproteiny
cigzowej u koz burskich rozpoczyna si¢ 21.-28. dnia
cigzy. Maksymalne stezenie PAG notuje si¢ w 5.-8.
tygodniu cigzy, ktére osigga wartos¢ ok. 69 ng/ml su-
rowicy, a nastepnie stopniowo si¢ obniza do 0,3 ng/ml
okoto 4 tygodni po porodzie (39, 40). Z kolei u koz
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karpackich stezenie PAG rosnie do 8. tygodnia cigzy,
osiggajac warto$¢ maksymalng 50 ng/ml, po czym
spada miedzy 12. a 14. tygodniem do poziomu 16-32
ng/ml 1 pozostaje stosunkowo state do porodu (49).
Podobne tendencje notowano u koz grzywiastych (47).
Réwnoczesnie stwierdzano wysoka ekspresje mRNA
glikoprotein cigzowych (izoformy PAG 1-11) w tkan-
kach tozyska korelujaca z poziomem PAG we krwi
(46). Ostatnio komercyjny test ELISA do wykrywania
PAG u krow wykorzystano do diagnozy cigzy u za-
grozonych wyginigciem owcy grzywiastej uzyskujac
100,0% czulos¢ 1 95,8% swoistos¢ (23).

Zaleta zastosowania testow PAG w wykrywaniu
cigzy u matych przezuwaczy jest ich mata inwazyjnos¢
oraz mozliwos$¢ potwierdzenia lub wykluczenia cigzy
duzo wczesniej niz w przypadku ultrasonograficzne;j
diagnozy cigzy przez powloki brzuszne. Przezskorne
USG mozna przeprowadzac u koz dopiero okoto 42.
dnia po zaptodnieniu. Natomiast w transrektalnym
badaniu ultrasonograficznym, z wykorzystaniem spe-
cjalnego wysigegnika — istnieje ryzyko uszkodzenia
odbytnicy, a samo badanie wymaga duzego do§wiad-
czenia. Ponadto, doktadno$¢ diagnostyki cigzy poprzez
oznaczanie stezenia PAG jest wyzsza niz w przypadku
rozpoznawania cigzy na podstawie badania ultrasono-
graficznego (w 24. dniu, odpowiednio: 98,8% 189,3%)
(16).

Oznaczanie glikoproteiny cigzowej we krwi lub
mleku samic przezuwaczy moze stanowi¢ skuteczng
metode diagnostyki wczesnej cigzy u bydta i matych
przezuwaczy. Niewatpliwg zaletg testow terenowych
do oznaczania poziomu PAG jest ich niska inwazyj-
nos¢, wysoka czuto$¢ i swoistos¢. Mimo pewnych
ograniczen, np. w postaci podwyzszonego stezenia
glikoproteiny takze po obumarciu zarodka, znaczenie
tej metody stopniowo wzrasta.
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