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RESUMEN

Los objetivos fueron evaluar un ensayo inmunoenzimatico (EIiE) para determinar progesterona (P4) en leche para confirmar el
estro, diagnosticar y determinar las pérdidas reproductivas entre el estro y los 45 dias posteriores a la inseminacién artificial (1A)
en vacas de doble proposito. Se realizaron dos experimentos. En el experimento 1, se usé un disefio completamente al azar (n=47),
se tomaron en forma simultanea muestras de leche y sangre para ser analizadas por el EIE y por el radioinmunoanalisis (RIA) para
determinar P4 al momento del estro ya los 23 £ 1 dias posteriores. Con respecto al RIA, el EIE tuvo un 7.1% de error para confirmar
el estro y un 4.3% de error para la gestacion. En el experimento 2, se uso un disefo completamente al azar sin tratamientos ni
restricciones (n=47), se tomaron muestras de sangre por puncion de la vena yuguiar al momento del estro y a ios 23 + 1 dias
posteriores a la tA. Con base en el RIA los datos indicaron que el EIE determind 0% de error en la confirmacion de estros, mientras
que el 82% de las pérdidas reproductivas ocurrieron entre la A y el dia 2311 posteriora la (A
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La deteccion del estro y un diagnéstico  otro lado, en la industria lechera, los altos
precoz de la gestacion son aspectos incrementos de los costos en la produccion,
importantes en el manejo reproductivo del ~ aumentan la importancia de contar con un
ganado bovino. Asi como, la precisiénenla  diagnostico precoz y preciso de gestacion
deteccién del estro es esencial para tener  (18,19) que permita detectar los problemas
éxito en cualquier programa deinseminacion ~ de infertilidad (20). Las primeras
artificial. Las fallas en la observacion investigaciones realizadas con progesterona
(1,2,3,4), asi como en la interpretacion (5,6)  (P4) enleche permitieron proponer que podria
de los signos de estro resultan en pérdidas ~ ser usada para realizar un diagnostico de
econdmicas significativas (7,8). gestacion (21). Posteriormente, varios
Se ha estimado que del 3 al 50% investigadores usaron el radicinmunoanalisis
(9,10,11,12,13,14,15) de los estros envacas  (RIA) para correlacionar la concentracién de
lecheras no son detectados, atribuyéndose P4 en leche y en plasma (5,22), con objeto
este problema a estros silenciosos (16,17).  de monitorear el estado reproductivo de la
La principal utilidad del diagnéstico de  vaca y realizar un diagndstico de fertilidad
gestacion en la vaca productora de leche,  (23,24,25). Por otro lado, existe informacién
es facilitar el reconocimientotempranodela que  indica que los ensayos
vaca no gestante, y evitar pérdidas en la  inmunoenzimaticos (EIE), al ser usados para
produccion como resultado de infertilidad. Por ~ determinar niveles de P4 en leche, pueden

ser procedimientos Utiles en la obtencion de
8 Recibido para su publicacion el 12 de enero de 1996 informacion referente al monitoreo de la

Campo Experimental Ilacuaco, SAGAR-INIFAP, Apartado o .
Postal 162, Martinez de la Torre, Ver. C.P. 93600 actividad ovarica (26,27.28). Entre los usos

€ CIRGOC. Division Pecuaria, SAGAR-INIFAP. Apartade  de importancia de los EIE se encuentran la
Postal 90, H. Cardenas, Tab. C.P.86500. ' F A ;

9 CIRGOC. Division Pecuaria, SAGAR-NIFAP, Aparado  YETITICACION de vacas con signos dudosos
Postal 1224, Veracruz, Ver. C.P. 91700. de estro (29), asi como método de
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diagnéstico de gestacion entre los 21 y 24
dias posteriores al servicio. Ademas, permite
confirmar vacas gue no gestaron y de esta
manera argumentar gue han ocurrido fallas
en la deteccion del estro, de la ovuiacion, de
fecundacion, disfuncién endocrina,
incremento de la mortalidad embrionaria, y
a las aberraciones genéticas y del canal
reproductivo (30, 31, 32,33).

La mortalidad embrionaria representa
potencialmente la mayor pérdida por
concepto de ingresos para el productor de
leche con relacién al productor de ganado
de carne (34). Los principales factores
implicados en la mortalidad embrionaria son
los aspectos genéticos, ambientales y
endocrinos(33,35,36,37,38,39,40,41,42,43,44).
Aproximadamente, entre el 25 y 40% de los
embriones se pierden en las especies
domésticas, y el periodo critico para que
ocurran las primeras pérdidas reproductivas
es inmediatamente después del
apareamiento (35,39,45,46 47 48), mientras
que entre el 63 al 80% de las muertes
embrionarias tempranas, ocurren entre los
dias 68y 19 después de la lA (33,38,41,49,50).
Ademas, entre el 7.2y 12.5% de las pérdidas
reproductivas por causa de mortalidad
embrionaria después de los 23 dias de la |A,
ocurren generalmente después del dia 28 de
lalA, y se deben a unadisfuncién endocrina
del cuerpo lGteo, o bien a procesos
infecciosos especificos del aparato
reproductor (34,51).

Los objetivos generales de los experimentos
fueron, evaluar un EIE para confirmar el estro
y diagnosticar precozmente la gestacion, asi
como determinar las pérdidas reproductivas
entre el estro y los 45 dias posteriores a la
1A en vacas de doble propésito.

Los objetivos especificos para el experimento
1 fueron : a) Determinar la eficacia de un
EIE para confirmar vacas en estro; b)
Determinar la eficacia del EIE para
diagnosticar la gestacién a los 23 + 1 dias;
¢) Examinar la eficacia del EIE disefiado para
determinar niveles de progestercnaen leche,
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como herramienta de manejo reproductivo
en un hato de vacas de doble propésito. Los
objetivos especificos para el experimento 2
fueron : a) Determinar con el uso del RIA la
proporcién de vacas de doble propésito
detectadas en estro errbneamente; b)
Determinar las pérdidas reproductivas entre
el estroylos 23 £ 1 dias posteriores ala lA;
c) Determinar las pérdidas reproductivas
entre los 23+ 1 dias ylos 45 dias posteriores
alalA. .

Los dos estudios se efectuaron en un rancho
comercial del municipio de Papantla, Ver.
L.a region tiene una precipitacién anual de
1,200 mm., temperatura promedio diaria de
24 C y una altitud de 180 msnm. Se utilizaron
47 vacas multiparas lactando, con diferente
grado de cruzamiento de Bos taurus X Bos
Indicus, sanas y que no presentaron
problemas al parto. Las vacas pastorearon
en potreros de Estrelia de Africa (Cynodon
plectostachyus) y tuvieron libre acceso a
suplementacién minerai y agua.

La deteccion del estro se efectué a partir
del dia 5 posparto, durante tres pericdos
diarios de observacidn, realizados durante
la ordefia (07:00 a 10:00 h), al medio dia
{12:00 a 13:00 h) y por la tarde (17:00 a
18:00 h). Las vacas fueron inseminadas
artificialmente en forma convencional entre
12 y 18 h después de observadas por
primera vez en estro. Las vacas que no
resultaron gestantes al primer servicio de |1A
y que presentaron nuevamente signos de
estro, se les inseminé por segunda ocasién.
£l diagnéstico de gestacion fue por
palpacién rectal a los 45 dias después del
Gitimo servicio.

En el experimento 1, se utilizaron 47 vacas,
en un disefic completamente al azar, y
conforme presentaron el primer estro se
asignaron en forma alterna a los siguientes
tratamientos: grupo 1 (n=24), se utilizé un
EIE para confirmar estros (dia 0) y
diagnosticar gestaciones precozmente (dia
23 1+ 1). El grupo 2 (n=23) fue el testigo. Las
vacas de ambos grupos fueron manejadas
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enforma similar. Atodas las vacas del grupo
1, se les tomo una muestra de leche residual
al momento de la IA para determinar los
niveles de P4 por medio del EIE (29).
independientemente de los resultados
determinados por el EIE, todas las vacas
fueron inseminadas artificialmente al
momento del estro (dia 0). Posteriormente,
alos 23 + 1 dias después de la JA se les
tomo ofra muestra de leche residual, cuyos
niveles altos de P4 indicaron gestacién
(> 1 ng/ml de suero del RIA).
Simultdneamente a la toma de muestras de
leche residual, al momento delaiAyalos
23 + 1 dias se colectaron muestras de
sangre por puncién de la vena yugular, para
obtener muestras de suero y determinar la
concentracion de P4 por medio del RIA (52).
Sinembargo, retrospectivamente se simuld
con base en los resultados del EIE, la
decision de inseminar o no las vacas del
grupo correspondiente. Los efectos de dicha
decision fueron determinados por el
porcentaje de gestacidbnalos 23+ 1y 45
dias posteriores a la lA. Los criterios usados
para el grupo EIE fueron : a) Enel dia 0, si
la P4 determinada por RIA (>1 ng/ml}, la
vaca no fue inseminada. Por el contrario, si
la P4 fue baja (< 1 ng/ml) la vaca fue
inseminada; b) en el dia 23 £ 1 los niveles
altos de P4 indicaron gestacion, mientras
que niveles bajos indicaron ausencia de
gestacién. El grupo 2 {(n=23) fue el testigo,
en el cual, todas las vacas fueron
inseminadas artificialmente al momento del
estro. A todas las vacas al momento del
estro y alos 23 + 1 dias posteriores ala A
se les colectaron muestras de sangre por
puncién de la vena yugular para obtener
muestras de suero y posteriormente,
mediante la concentracién de P4 para
confirmar por RIA silas vacas estuvieronen
estro (< 1 ng/ml de suerc). Las proporciones
de estros detectados erréneamente y el
porcentaje de vacas gestantes de ambos
grupos se analizaron por ji cuadrada (53).

En el experimento 2, se usaron 47 vacas,
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en un disefioc completamente al azar, sin
tratamientos ni restricciones. De todas las
vacas se tomaron muestras de sangre por
puncién de la vena yugular al momento de ia
IA(dia0) y alos 23 t 1 dias después de [A.
De estas muesiras se obtuvo el suero y a
partir de este se determinaron las
concentraciones de P4 por medio de un RIA
(52). Las concentraciones de P4 (> 1 ng/ml
de suero) de las muestras colectadas al
momento de la |A indicaron la proporcion de
vacas detectadas errbneamente en estro.
Posteriormente, la P4 (> 1 ng/ml de suero)
cuantificada el dia 23 £ 1 posterior a la IA,
permitié efectuar el diagnéstico de gestacion,
La proporcion de vacas gestantes,
determinada de esta forma, con relacién al
nimero de vacas inseminadas
artificialmente, permitié cuantificar las
pérdidas reproductivas ocurridas entre la 1A
y los 23 = 1 dias posteriores. Las
concentraciones altas (equivalente > 1ng/ml
de suero)de P4 eneldia23 £ 1, seguidade
un diagnoéstico de gestacion por via rectal
negativo, se considerdé como evidencia de
pérdida reproductiva entre 23 £ 1 y 45 dias.
De esta manera, se permitié conocer las
pérdidas reproductivas entre el estro y ios
45 dias posteriores a la IA. La estadistica
empleada en este caso fue descriptiva.

El EIE al determinar los niveles de P4, tuvo
un error del 7.1% para confirmar estros y del
4.3% para diagnosticar gestaciones en forma
precoz (Cuadro 1). En el caso de la deteccion
del estro, el EIE determiné niveles altos de
P4 en leche de dos de las vacas al momento
de ser inseminadas, contrariamente ef RIA
indicd una concentracién baja de P4, sin
embargo, estas vacas después de haber sido
inseminadas volvieron a presentar estro alos
23y 49 dias, respectivamente. En el Cuadro
2, se muestra que las vacas del grupo del
EIE requirieron 1.6 servicios por concepcion,
asi como el 71% de las vacas resultaron
gestantes, mientras que ias vacas del grupo
testigo requirieron 2.1 servicios para poder
concebir, y el 65% de las vacas resultaron



CUADRO 1.-PORCENTAJE DE DETECCION DE ESTROS Y DIAGNOSTICO PRECOZ DE
GESTACION ALOS 2341 DIAS POSTERIORES A LA INSEMINACION ARTIFICIAL CON

EL USO DEL ENSAYO INMUNOENZIMATICO EN VACAS DE DOBLE PROPOSITO

PORCENTAJE DE
RIA EIE ERROR DEL EIE
CONFIRMAR ESTROS, % 100 92.9 7.1
(26) @
DIAGNOSTICO DE GESTACION, % 100 95.7 4.3

(22) M

* Se asurnid que progesterona > 1 ng/mi de suero = gestacién (2311 dias posteriores a la IA).

( ) Numero de observaciones.

gestantes. En el Cuadro 3, se muestra que
del total de las vacas que resultaron
gestantes al primer y segundo servicio,
requirieron 1.8 y 2.2 servicios por concepcion
y una tasa de concepcion del 55% y 45%,
respectivamente. Por consiguiente, después
de la aplicacion de 1 6 2 servicios de |A, el
50% de las vacas que patticiparon en este
experimento resultaron gestantes,
requiriendo 2.0 servicios por concepcion
(Cuadro 3).

Al considerar la concentracion sérica de P4,
determinada a través del RIA, no ocurrieron
errores en la deteccion del estro (Cuadro 1).
Por otro lado, el 32% de las vacas utilizadas
en este estudio permanecieron sin gestar,
después de haber recibido 1 6 2 servicios
de IA. Ademas, se detecto que la mayoria
de las pérdidas reproductivas (92%)
ocurrieron durante los 23 1 1 dias posteriores
ala IA, y el 8% restante entre los 24 y 45
dias posteriores ala A (Cuadro 4).

Los porcentajes de error (7.1%) en la

deteccidn de estros, asi como el diagndstico
precoz de gestacion (4.3%), realizado con
vacas de doble prop6sito son similares a los
de las vacas lecheras, en donde una alta
proporcion de vacas «detectadas» en estro,
realmente se encuentran en la fase de
diestro o bien padecen de algin problema
endocrine (26,27,29). Las diferencias
observadas (7.1%) en la confirmacién del
estro entre el EIE y el RIA, se debi6 a que
dos vacas que el RIA confirmé en estro al
determinar baja conceniracion de P4,
mientras que el EIE registré valores elevados
de P4, indicando que no estaban en estro.
Dichas vacas fueron inseminadas
artificialmente y no resultaron gestantes; lo
que permite, aungue de ninguna manera en
forma definitiva, suponer que quizé en estos
dos casos el EIE fue mas certero que el RIA.
De manera similar, se determiné en 10 hatos
de vacas lecheras que el 25% de las vacas
tuvieron altos niveles de P4 al ser detectadas
visualmente con manifestaciones de estro

CUADRO 2.- USO DEL ENSAYQ INMUNOENZIMATICO EN LA DETECCION DE ESTROS
Y DIAGNOSTICO PRECOZ DE GESTACION EN LA EFICACIA REPRODUCTIVA DEVACAS

DE DOBLE PROPOSITO.
EIE TESTIGO
NUMERO % NUMERC %
SERVICIOS POR CONCEPCION 16 2.1
VACAS GESTANTES (45-50 DIAS) 17 71 15 65
VACAS QUE PERMANECIERON SIN GESTAR 7 29 8 35
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CUADRO 3.-NUMERO DE SERVICIOS POR CONCEPCION Y TASA DE CONCEPCION

EN VACAS DE DOBLE PROPOSITO

N %
PRIMER SERVICIO 1.8 55
SEGUNDO SERVICIO 22 45
TOTAL 20 50

(29). A pesar de que la eficacia del RIA ha
sido ampliamente documentada, no se
puede ignorar que en este tipc de estudios
el EIE sea mas sensible y seguro que el
RIA. La duda plasmada anteriormente, no
puede ser resueita debido a que en la
literatura disponible no se encontrd ningtn
experimento que aclarara cual de los
procedimientos, es mas precisc. Debido a
ello, el criterio usado para evaluar el EIE fue
el de comparar los resuitados obtenidos con
dicho procedimiento, contra aquellos
determinados en forma simultanea mediante
el RIA (dia del estro y dia 23 i 1 posterior a
la IA) y confirmados con palpacion rectal
efectuado el dia 45 posterior a la 1A, La
palpacién rectal permitié confirmar que al
menos en el caso de los diagnésticos de
gestacion, el RIA fue mas preciso (100%)
que el EIE. Sin embargo, estos datos indican
la magnitud del problema de la deteccion de
estros en vacas lecheras, y en forma
indirecta, permiten considerar a los EIE
como un elemento potenciaimente
importante para confirmar el estro envacas.
De ser posible lo anterior, el uso de los EIE
puede reducir los costos por concepto de |A

y aumentar la tasa de concepcion por servicio
(29). Por lo tanto, en el futuro sera
conveniente planear los efectos del uso de
un EIE para estudios que aclaren esta duda.
El uso del EIE como herramienta de manejo
no mejord (p>.05) el comportamiento
reproductivo de las vacas de doble propésito,
ya que los servicios por concepcidn,
porcentajes de vacas sin gestar no difirieron
(p>.05) con las del grupo testigo.

Enlos estudios consultados (26,27,29) yen
el presente, se empleé el EIE para
diagnosticar gestacion durante la primera
mitad de la vida del embrién, a pesar de
varios factores ya discutidos en la revision
de literatura que pueden contribuir a inducir
lecturas falsas positivas con el uso de dicho
ensayo. Debido a ello, en todos los trabajos
el EIE registré errores de diagnoéstico, sin
embargo, se ha logrado cbtener un 95% de
aciertos en el diagnostico de gestacion con
el uso de un EIE entre los 21 y 24 dias
posteriores a la IA. A pesar de lo anterior,
no es posible concluir sobre la inutilidad del
EIE, hasta no examinar su eficacia en etapas
posteriores (> 23 £ 1 difas) del desarrollo
embrionario.

CUADRO 4.- PORCENTAJE DE LAS PERDIDAS REPRODUCTIVAS ENTRE EL ESTRO
(DIA 0) Y LOS 45 DIAS POSTERIORES A LA INSEMINACION ARTIFICIAL EN VACAS
DE DOBLE PROPOSITO DETERMINADAS POR EL RADIOINMUNOANALISIS @

NUMERO %
ESTRO ERRONEAMENTE DETECTADO 0 0
PERDIDAS REPRODUCTVAS TEMPRANAS (2311 DIAS) 24 92
PERDIDAS REPRODUCTIVAS TARDIAS (2311 A 45 DIAS) 2 8
PERDIDAS REPRODUCTIVAS TOTALES 26 100
VACAS NO GESTATES (DESPUES DE 1 6 2 SERVICIOS) 15 32

a = (n=47)
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En el experimento 2, el numero de servicios
por concepcién son similares a los
encontrados en vacas de doble propbsito (54)
y en ganado especializado en produccién
de leche (65). De acuerdo al RIA, no
ocurrieron errores en la deteccion del estro,
consecuentemente todas las vacas
presentadas para |A estaban
verdaderamente en estro (Cuadro 4). Lo
anterior indica que en hatos de doble
propésito con aproximadamente 50 vacas,
donde las observaciones para detectar estros
son frecuentes, ésta no es una causa
importante de infertilidad, como io es en
ganado especializado en produccién de
leche, donde a pesar de detecciones
meticulosas del estro, el porcentaje de
vacas identificadas errdbneamente en estro,
llega a ser entre 5 y 7% como lo indican
evidencias circunstanciales (56,57). Sin
embargo, la precisién en la deteccion del
estro en vacas, realizado por toros celadores,
presentan altos porcentajes de concepcion
comparados con aquellos que solamente
fueron observadas por un vaquero (58).

La presente informacién, no es extrapolable
a ranchos con mayor nimero de vacas, ya
que se ha documentado que los problemas
de deteccion del estro y reproductivos en
general, aumentan con el nimero de vacas
presentes en un establo lechero (57).

En este estudio no se determind con que
frecuencia no son detectadas todas las vacas
que estan en estro. Al respecto, se ha
documentado que entre el 17 y el 50% de
las vacas lecheras en estro, no son
detectadas mediante 2 6 3 observaciones
diarias (9,57,59,60,61). Por lo tanto, es
importante que en estudios futuros se
determine si este tipo de errores en la
deteccién de estros es una fuente importante
de variacion del comportarniento reproductivo
de las vacas de doble propédsito, ya que
tampoco se encontraron trabajos que
aborden este tema. Ademas, el 32% de las
vacas utilizadas en este estudio,
permanecieron sin gestar después de haber
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recibido 1 6 2 servicios de IA (Cuadro 4).
Esta informacion indica que la baja tasa de
concepciones también determina en forma
el comportamiento reproductivo del ganado
de doble propdsito, contribuyendo a prolongar
los periodos entre partos, cuya duracion es
afectada en forma similar por el anestro
posparto (62).

Se detectd que la mayoria de la pérdidas
reproductivas (92%) en vacas de doble
propésito ocurrieron durante los 2311 dias
posteriores a la IA (Cuadro 4). Esta
informacion, es la primera en su género, y
coincide con la existente en ganado lechero
especializado (2,34,38,51,) y en ganado
productor de carne (36,39,41,49,50,).
Ademas, se ha documentado que en el
ganado cruzadoc amamantando y en las
hembras aduitas, la mortalidad embrionaria
se incrementa con la edad de las vacas
(31,83), porio tanto, la funcién zootécnica y
probablemente las razas o grupos genéticos
no son factores importantes que alteren el
hecho de que la mayor parte de pérdidas
reproductivas en hembras bovinas ocurran
en fases tempranas con relacién al momento
de lalA. Se puede concluir que en vacas de
doble propésito la deteccion errdnea del estro
no parece ser una causa importante de
infertilidad, en contra de lo observado en
ganado lechero especializado donde son
frecuentes las vacas sefialadas en estro sin
estarlo.

IMMUNOENZYMATIC ASSAY USED TO
DETERMINE REPRODUCTIVE -LOSSES
AND AS A TOOL FOR REPRODUCTIVE
MANAGEMENT DECISION-TAKING IN
DUAL-PURPOSE COWS IN THE TROPIC

SUMMARY

The objective of the present study was to evaluate an
immunoenzymatic assay (IEA) to both confirm estrus and early
pregnancy diagnosis, and the reproductive losses occuring
between es{rus and 45 days post-artificial insemination (Al) in
dual-purpose cows. Two experiments were conducted, and in
both of them, the detection of estrus was done three times per
day, Alwas done using conventional methods and pregnancy
diagnosis was done by rectal palpation practiced at 45 days



post-Al In experiment 1, a completely random design was used
for simultaneous samples of milk and biood taken for
progesterone determinations at time of estrus and at 23x1 days
post-Al. In comparison to radiounmunocassay (RiA), IEA
presented 7.1% of failures at detecting estrus, and 4.3% of error
at detection gestation. In experiment 2, a completely random
design was used with no treatments and no restrictions, blood
samples were taken by punction of yugular vein at the time of
estrus and 2311 days post-Al In comparison to RIA, the EIA
results showed 0% of error in the confismation estrus, and the
majority of the reproductive losses (92%) occurred between
the day of Aland 231 days post Al

KEY WORDS: Dual-purpose cows, Inmunoenzimatic assay,
Radioinmuno assay, Estrus, Pregnancy diagnosis;
Progesterone. Reproductive losses.
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