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Deteccion temprana de prefiez en ganado de carne con prueba ELISA usando Kit
IDEXX Rapid Visual Pregnancy Test®

Christian Ignacio Guadamud Garcia
Walter Roca Suarez

Resumen. El kit IDEXX Rapid Visual Pregnancy Test® es una prueba de deteccion
temprana de prefiez la cual nos permite reducir el intervalo parto concepcién en el hato
ganadero. Esta prueba utiliza un ensayo inmuno-enzimatico (ELISA) que detecta prefiez de
manera temprana a los 28 dias pos servicio, identificando la presencia de glicoproteinas
asociadas a la gestacion (PAG), siendo producidas a partir del dia 25 de gestacion hasta el
dia 60 pos parto. Con el objetivo de determinar la eficiencia del kit IDEXX en comparacion
con la palpacion rectal se realiz6 un estudio donde se usaron 131 vacas de carne sometidas
al kit al dia 28 pos servicio y fueron comprobadas al dia 60 pos servicio por medio de la
palpacion rectal. Las variables medidas fueron: porcentaje de prefiez del kit IDEXX y de la
palpacion rectal para determinar si existe diferencia entre ambas, porcentaje de verdaderos
positivos, verdaderos negativos, falsos negativos, falsos positivos y asi obtener la
especificidad y sensibilidad del kit IDEXX. El porcentaje de prefiez a los 28 dias con
IDEXX fue 75% en comparacion con la palpacion rectal al dia 60 que fue 60%, encontrando
diferencias significativas (P<0.05). La sensibilidad de la prueba fue de 97.4% vy la
especificidad 58.4%. En base a los resultados obtenidos concluimos que la prueba de prefiez
temprana IDEXX Rapid Visual Pregnancy Test® es muy recomendable para detectar vacas
vacias y tomar decisiones de manejo reproductivo en ellas, para lograr un mejor desempefio
reproductivo.

Palabras clave: Especificidad, gestacion, glicoproteinas, palpacién, sensibilidad.

Abstract. The kit IDEXX Rapid Visual Pregnancy® is an early pregnancy test which allows
to reduce the interval between calving and conception in the herd. This test uses an enzyme-
linked immunoassay (ELISA) that detects pregnancy early on the 28th day after service,
identifying the presence of pregnancy-associated glycoproteins (PAG ), which are produced
from day 25 of gestation until day 60 post calving. With the objective to determine the
efficiency of the kit IDEXX compared to rectal palpation a study was conducted were 131
beef cows were subjected to the kit on the 28th day after service and were checked on day
60 post service by rectal palpation. The measured variables were: percentage of pregnancy
of the kit IDEXX and rectal palpation to determine if there is a difference between the two
tests, percentage of true positives, true negatives, false negatives, false positives, in order
to obtain the specificity and sensitivity of the kit. The percentage of pregnancy on day 28
with IDEXX was 75% compared to 60% with rectal palpation on day 60, finding significant
differences (P< 0.05). The sensitivity of the test was 97.4% and the specificity was 58.4%.
Based on the results obtained, we concluded that the early pregnancy test IDEXX Rapid
Visual Pregnancy® is highly recommended to detect empty cows and take reproductive
management decisions in them, to achieve a better reproductive performance.

Key words: Specificity, gestation, glycoproteins, palpation, sensitivity.
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1. INTRODUCCION

En explotaciones ganaderas existen pilares claves para el éxito productivo. Estos factores
son genética, nutricion y manejo reproductivo. Dichos factores se entrelazan en una
sinergia, cuyos resultados se ven reflejados en la productividad de los animales. En los
pilares, la eficiencia reproductiva es un factor clave para obtener mejores desempefios,
permitiendo lograr mayores beneficios productivos y econémicos. El programa
reproductivo en una ganaderia debe estar enfocado en obtener indices de produccion
elevados, cumpliendo con pardmetros reproductivos 6ptimos. Por ejemplo, intervalos de
partos cortos, para satisfacer los objetivos en una ganaderia que es prefiar a las vacas en el
menor tiempo posible y obtener un ternero por afio (Huanca 2013; Santo 2015).

Los ingresos de produccion estan relacionados directamente con los indices reproductivos
del hato. Dentro de dichos indices, unos de los indicadores econdmicos con menor
relevancia es el costo de un dia abierto, el cual es determinado por el intervalo parto-
concepcion. Dicho indice nos refleja el dinero que el productor deja de percibir debido a
que la vaca se encuentra vacia (Paiva y Batista 2015).

La deteccion de prefiez temprana puede ser una herramienta que permite hacer mas rentable
la produccién de ganado de carne. Por ejemplo, mantener una vaca de 1250 Ib durante
invierno puede costar alrededor de $1.30 por dia, lo cual resultaria en un total de $270 por
vaca en la época de invierno. Si consideramos un hato de 100 vacas en las cuales siete de
ellas estdn en el periodo abierto, resultaria en $1890 que se dejarian de percibir e
incrementaria el costo de las 93 vacas en $19.48 (South Dakota State University 2014).

Existen muchos métodos disponibles para determinar si una vaca esta prefiada. La mas
simple es la observacion de los signos del estro a la tercera semana después del servico. Los
resultados obtenidos con este método dependen de la capacidad de deteccion de estro.
Refiriéndose a la palpacion rectal, un examen prematuro puede inducir mortalidad
embrionaria, por lo tanto, esta practica es ejecutada entre los 50-55 dias pos servicio y, por
ende, no puede calificarse como deteccion temprana. Sin embargo, con la ecografia, el
examen transrectal se convierte en un método preciso y sencillo de diagndstico, con una
sensibilidad que alcanza el 100% 28 dias después del servicio. La ecografia transrectal
requiere instrumentos especificos y caros, un operador experto y habil. Ademas, tambien
hay un conjunto de técnicas analiticas para detectar la prefiez (Commun et al. 2016).

Se ha desarrollado una herramienta de campo denominada kit IDEXX Rapid Visual
Pregnancy Test®, la cual utiliza una muestra de plasma en un ensayo inmunoldgico
enzimético (ELISA) que detecta Glicoproteinas Asociadas a la Gestacion (PAG) mediante



un formato de captura de antigeno para un diagnostico de prefiez a los 28 dias por servicio
y durante la gestacién. Dichas glicoproteinas son producidas por las placentas
cotiledonarias desde el dia 25 de la gestacion hasta el dia 60 post parto (Paiva y Batista
2015; IDEXX Laboratories 2017).

IDEXX Rapid Visual Pregnancy Test® es una prueba relativamente rapida, pues se obtienen
los resultados aproximadamente a los 21 minutos desde su ejecucion; el andlisis de los
resultados se logra mediante la observacion del cambio de color en las placas, tomando
como referencia el color azul para una vaca en gestacion y transparente para una vaca vacia.
Debido a su alto margen de sensibilidad de 99.1% y una especificidad de 95.1%, se la
considera una prueba confiable y segura para inducir a un nuevo servicio mediante
cualquier método, ya sea inseminacion artificial, monta natural o transferencia de
embriones (IDEXX Laboratories 2017).

El kit IDEXX es de facil utilizacion, la cual no requiere de personal especializado y brinda
resultados confiables. Su principal objetivo es permitir al productor disminuir el intervalo
parto-concepcion, por ende, disminuir el nimero de dias abierto, logrando asi una mejor
eficiencia reproductiva en el hato y nacimientos de grupos mas uniformas de terneros en
explotaciones ganaderas. Asi mismo consigue reducir los gastos por animales y descartar
los animales menos fértiles (Paiva y Batista 2015).

Basado en los conceptos anteriores, el presente estudio tiene como objetivos:

e Evaluar la eficiencia de la implementacion del kit IDEXX Rapid Visual Pregnancy
Test® en una ganaderia de carne para un diagnostico temprano de prefiez.

e Determinar la sensibilidad y especificidad del kit IDEXX Rapid Visual Pregnancy
Test®



2.  METODOLOGIA

El estudio se realizé en la unidad de ganado de carne de la Escuela Agricola Panamericana,
Zamorano, situada en el Valle del Yeguare, Departamento de Francisco Morazén,
Honduras, en los meses de Mayo y Junio. Ubicado a 32 km de Tegucigalpa, a una altitud
de 800 msnm, precipitacion de 179.8 mm y una temperatura promedio de 25 °C.

Se utilizaron 131 vacas de la raza Brahman y sus encastes con Angus, Senepol, Charolais,
Simental y Holstein. Estos animales fueron sometidos a un protocolo de sincronizacion de
celo con un dispositivo intravaginal SYNTEX-DIB® a base de progesterona, posteriormente
fueron inseminadas artificialmente. Las vacas que repetian celo a los 21 dias pos servicio
fueron inseminadas nuevamente. Las vacas que no repitieron celo se les extrajo una muestra
de sangre, sometiendo las muestras al kit IDEXX Rapid Visual Pregnancy Test® al dia 28
después del servicio para determinar prefiez.

Las muestras de sangre se colectaron, en el mes de Mayo, de las venas de la region coccigea
de la vaca, localizadas en la base de la cola. Se extrajo la sangre con jeringas de 10 mL y se
colocaron en tubos de ensayo de 10 mL, se usé una centrifugadora marca ROTOFIX®
modelo 2800 a 7000 rpm durante tres minutos para extraer el plasma sanguineo, el cual
contiene las glicoproteinas asociadas a la gestacion (PAG). Después de la centrifugacion el
plasma fue transferido a tubos eppendorf de 2 mL para su almacenamiento a 0 °C previo a
la utilizacion del kit IDEXX Rapid Visual Pregnancy Test®.

Las muestras fueron asignadas un codigo de identificacion y los reactivos se mantuvieron
en refrigeracion a una temperatura de 7 °C hasta iniciar el estudio. De manera general, en
la prueba se incubaron las muestras con el anticuerpo anti-PAG (solucién de deteccion) en
los pocillos de la placa. Las glicoproteinas capturadas fueron detectadas por anticuerpos
especificos de la solucion de deteccion, mientras que el anticuerpo no ligado se elimind
mediante el lavado y se afiadié un conjugado de peroxidasa de rabano a los pocillos. El
conjugado no ligado se eliminé mediante el lavado y se afiadié un sustrato de tetrametil-
benzidina (TMB) a los pocillos para el desarrollo de color, el cual es proporcional a la
cantidad de PAG en la muestra.

Los reactivos y las muestras se expusieron a la intemperie para que adquirieran una
temperatura ambiente entre 15 a 30 °C. Se dispensaron 100 uL del control negativo y
positivo en sus pocillos correspondientes en la placa tapizada utilizando una pipeta de
precision. Luego se depositaron 100 pL de muestra de plasma sanguineo de cada vaca en
los pocillos respectivos utilizando una pipeta de precision.



A continuacién se afiadieron tres gotas de la solucion de deteccion en cada pocillo. Se
cubrieron los pocillos con la tapa de la placa y se golpe6 la placa diez veces suavemente
con un dedo para homogenizar la mezcla. Se dejé incubar la placa durante siete minutos a
temperatura ambiente.

Una vez finalizada la incubacion se retiré la tapa, se invirtié sobre un recipiente para
desechos liquidos y se sacudié hacia abajo para eliminar el rastro de liquidos de los pocillos.
En seguida se lavd la placa llenando cada pocillo con agua destilada hasta que el chorro de
agua desbordase por los pocillos, después se invirtio la placa para desechar el agua. Se
repitié dos veces esta operacion y al final se golpe6 firmemente la placa con la mano sobre
papel absorbente para eliminar el residuo de agua de cada pocillo.

Luego se depositaron tres gotas del conjugado en cada pocillo. Se cubrieron los pocillos
con la tapa de la placa y se golped la placa diez veces suavemente con un dedo para
homogenizar la mezcla. Se dej6 incubar la placa durante siete minutos a temperatura
ambiente.

Inmediatamente se retiro la tapa, se invirtié sobre un recipiente para desechos liquidos y se
sacudid hacia abajo para eliminar el rastro de liquidos de los pocillos. En seguida se lavé la
placa llenando cada pocillo con agua destilada hasta que el chorro de agua desbordase por
los pocillos, después se invirtio la placa para desechar el agua. Se repitié dos veces esta
operacion y al final se golpe6 firmemente la placa con la mano sobre papel absorbente para
eliminar el residuo de agua de cada pocillo.

Como paso siguiente se dispensaron tres gotas del substrato tetrametil-benzidina (TMB) en
cada pocillo. Se cubrieron los pocillos con la tapa de la placa y se golpeo la placa diez veces
suavemente con un dedo para homogenizar la mezcla. Se dejo6 incubar la placa durante siete
minutos a temperatura ambiente.

Finalmente se depositaron tres gotas de la solucion de frenado en cada pocillo y se golpe6
la placa diez veces suavemente con un dedo para homogenizar la mezcla. Por Gltimo se
colocé la placa sobre una mesa donde se realizd la lectura visual de los resultados.

Para la interpretacion de la prueba se consideraron los siguientes puntos:

» Si el pocillo del control positivo no cambia a color azul, todos los resultados del
andlisis son invalidos.

» Siel color del pocillo no es azul, un color parecido al pocillo del control negativo,
se determina que la vaca esta vacia.

» Si el color del pocillo es azul, significa que las PAG estan presentes y se considera
que la vaca esta gestante.

Las muestras que representen una dificil interpretacion, color azul muy tenue, deben
considerarse como dudosas, por lo cual se recomienda someter al animal a una nueva prueba
de gestaciéon con una segunda muestra en una fecha posterior o usando otro método de
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deteccion de gestacion. A los animales con respuesta positiva a la prueba se les realizaron
una palpacion via rectal al dia 60 después del servicio para confirmar su prefiez o determinar
si hubo reabsorcion embrionaria.

Las variables analizadas fueron:

Porcentaje de prefiez: Parametro que representa la fertilidad del hato, se expresa como el
numero de vacas que quedaron prefiadas del total de vacas que fueron inseminadas.

Mortalidad embrionaria: Es la pérdida de la gestacion durante el periodo embrionario,
el cual ocupa los primeros 42 dias de gestacion. Es un problema dificil de diagnosticar y
corregir en reproduccion bovina. Se pueden considerar diversos factores que pueden ser
causantes, de los cuales podemos destacar factores genéticos, de manejo, estrés, salud
animal, entre otros (Diskin y Morris 2008).

Sensibilidad: Es la capacidad de la prueba para detectar las vacas prefiadas (Commun et
al. 2016).

Especificidad: Es la capacidad de la prueba para poder detectar las vacas vacias (Commun
et al. 2016).

Verdaderos positivos: EI numero de vacas que fueron diagnosticadas prefiadas con el kit
IDEXX Rapid Visual Pregnancy Test® y confirmadas su prefiez mediante la palpacion
rectal.

Falsos positivos: El nimero de vacas que fueron diagnosticadas prefiadas con el kit IDEXX
Rapid Visual Pregnancy Test® e identificadas como vacias mediante la palpacion rectal.

Verdaderos negativos: ElI nimero de vacas que fueron diagnosticadas vacias con el kit
IDEXX Rapid Visual Pregnancy Test® y confirmadas que estaban vacias mediante la
palpacion rectal.

Falsos negativos: EI nimero de vacas que fueron diagnosticadas vacias con el kit IDEXX
Rapid Visual Pregnancy Test® e identificadas como prefiadas mediante la palpacion rectal.

En el andlisis estadistico se utilizd el programa “Statistical Analysis System” (SAS version
9.4%), en el cual se us6 un disefio completo al azar, en el cual se determinaba la prefiez de
vacas sometiéndolas al IDEXX Rapid Visual Pregancy Test® 28 dias después de la
inseminacion y a una palpacion rectal 60 dias después de la inseminacion, para poder
confirmar prefiez o determinar muerte embrionaria. Para la evaluacién de prefiez se utilizo
una prueba de frecuencia con Chi-cuadrado con un nivel de significancia de P< 0.05, para
poder contrastar diferencias en la eficiencia en la deteccidn de prefiez entre IDEXX Rapid
Visual Pregancy Test® y palpacion rectal.



3. RESULTADOS Y DISCUSION

Porcentaje de prefiez. Hubo diferencia entre la prueba IDEXX y palpacion rectal,
indicando mayor porcentaje de prefiez en el uso de kit IDEXX con 74.8 y 59.5% por
palpacion rectal (Cuadro 1). A la vez, estos resultados concuerdan con el estudio realizado
por Puerto y Ordoriez (2016) en el cual obtuvieron diferencias significativas, siendo mayor
el porcentaje de vacas prefiadas con IDEXX con 43,8% que con palpacion rectal con 32.3%.

Cuadro 1. Porcentaje de prefiez de vacas de ganado de carne con deteccién temprana de
prefiez mediante kit IDEXX Rapid Visual Pregnancy Test® a 28 dias pos servicio y
palpacién rectal a 60 dias pos servicio.

Prueba \Vacas Resultados (%)
IDEXX Rapid Visual Pregnancy Test® 98/131 75 (74.8)
Palpacién rectal 78/131 60 (59.5)
Probabilidad 0.0085

Porcentaje de reabsorcion embrionaria. Se obtuvo 20.4% de reabsorcion embrionaria
que se lo atribuye al tiempo en que fueron corridas las muestras con IDEXX (Cuadro 2).
Este dato es similar a los de Puerto y Ordofiez (2016) y a los de Garate y Suarez (2015),
que obtuvieron mortalidades embrionarias de 26.2% y 14.5%, respectivamente.

Cuadro 2. Porcentaje de reabsorcion embrionaria en vacas de ganado de carne que fueron
sometidas al kit IDEXX Rapid Visual Pregnancy Test®a 28 dias pos servicio y palpacion
rectal a 60 dias pos servicio.

Prueba Vacas Resultados (%)
IDEXX Rapid Visual Pregnancy Test® 98/131 75 (74.8)
Palpacion rectal 78/131 60 (59.5)
Mortalidad embrionaria 20/98 20.4




Sensibilidad y Especificidad. Se obtuvo una sensibilidad del kit IDEXX Rapid Visual
Pregnancy Test® de 97.4%, resultado similar al provisto por el laboratorio IDEXX, el cual
indica una sensibilidad de 99,1%. Sin embargo se encontrd una especificidad de 58,4% en
el kit, muy por debajo de lo establecido por el laboratorio IDEXX (2017) de 95,1%. Las
diferencias porcentuales se le atribuyen a la reabsorcién embrionaria que presento el hato.
A su vez el contraste entre la especificidad del estudio con los resultados mostrados por el
laboratorio, concuerdan con el resultado presentado por Puerto y Ordofiez (2016) en la cual
indican que el porcentaje de especificidad estan por debajo de los establecido por la
empresa, atribuyendo dicha diferencia al porcentaje de mortalidad embrionaria presentada
en el hato.

Cuadro 3. Porcentaje de verdaderos positivos, verdaderos negativos, falsos positivos,
falsos negativos, sensibilidad y especificidad del diagndstico con kit IDEXX Rapid Visual
Pregnancy Test® a 28 dias pos servicio y palpacion rectal a 60 dias pos servicio.

Diagnostico final \acas Resultados (%)
Verdaderos positivo 76/131 58.0
Verdadero negativo 31/131 23.7
Falso positivo 20/131 15.3
Falso negativo 2/131 1.5
Sensibilidad 76/78 97.4
Especificidad 31/53 58.4




4. CONCLUSIONES

El porcentaje de prefiez del kit IDEXX Rapid Visual Pregnancy Test® fue mayor al
de la palpacion rectal.

Se obtuvo un nivel de sensibilidad similar al provisto por la empresa, sin embargo la
especificidad se vio afectada por el porcentaje de mortalidad embrionaria presentada
en el hato.

La deteccion temprana de prefiez utilizando el kit IDEXX Rapid Visual Pregnancy
Test® permite detectar y cuantificar la mortalidad embrionaria en el hato.



S. RECOMENDACIONES

Utilizar el kit IDEXX Rapid Visual Pregnancy Test® como una herramienta para el
diagnostico temprano de prefiez en hatos de ganaderia de carne.

Analizar los costos para determinar la rentabilidad de la implementacion del kit IDEXX
Rapid Visual Pregnancy Test® en una explotacion ganadera de carne.

Desarrollar un sistema de color flex para poder tener una mejor interpretacion de los
resultados dudosos.

Estudiar el kit IDEXX Rapid Visual Pregnancy Test® utilizando muestras de sangre o
suero, con el objetivo de comparar la sensibilidad y especificada que la empresa provee.
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7. ANEXOS

Anexo 1. Célculo de sensibilidad y especificidad.

Verdadero Positivo
Sensibilidad =

Verdadero Positivo + Falso Negativo

Verdadero Negativo

Especificidad =

11

. — X
Verdadero Negativo + Falso Positivo

100

100
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