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RESUMEN

Comparando tres métodos para la determinacion de actividad ovérica en novillas a pastoreo en sabanas bien
drenadas del estado Guérico, Venezuela, se utilizaron 35 novillas mestizas, con peso y edad de 342,3 + 31,6 kg y
35,87 + 3,88 meses, respectivamente, durante 45 dias, correspondientes a dos ciclos estrales, y presencia de
actividad ciclica, determinada por radioinmunoanalisis (RIA), mediante concentracion de progesterona en plasma
sanguineo (P4). Se utiliz6 como método de referencia el doble muestreo semanal de P4 a intervalos de 3 y 4 dias
entre muestreos (T0). Los métodos a evaluar fueron: (T1) = un muestreo semanal de P4; (T2) = deteccion visual
de celo (DVC) y (T3) = Palpacion transrectal (PT). Para evaluar los métodos se utilizé como referencia a To, en
tabla de doble entrada (2x2) aplicando los estadisticos de J de Youden, valor de Kappa y McNemar (muestras
relacionadas). Al evaluar T1 se obtuvo un 55,9% de sensibilidad con 100% de especificidad. Al evaluar DVC, se
encontré un 45,31% de falsos positivos y 27,82% de falsos negativos, con un 52,23% de sensibilidad y 74,18% de
especificidad. Evaluando PT, se reportd6 un 51,85% de falsos positivos y 30,58% de falsos negativos, con
sensibilidad del 30,00% y 80,82% de especificidad. T1 es la metodologia que permitié detectar con mayor
frecuencia actividad ciclica en novillas puberes. La metodologia de la DVC mostr6 mayor sensibilidad (52,23%
vs. 30,00%) para determinar animales activos que PT. Es recomendable combinar metodologias para reducir
errores en la deteccion de actividad ciclica en el campo.

INTRODUCCION

Una de las principales limitantes de la IA son las fallas en la deteccién de celos [12, 14, 18]. La precision y la
eficiencia en la deteccion de celos, seguida de una IA oportuna, es el mayor desafio a que se enfrentan muchos de
los rebafios bovinos sometidos a este tipo de tecnologia [11, 29]. Una baja tasa de deteccion de celos combinada
con una pobre tasa de concepcidn al primer servicio, son las principales causas de una baja eficiencia reproductiva
en muchos rebafios lecheros, de carne y doble propdsito [49]. En referencia a explotaciones intensivas, éstas
pueden inducir a un mayor estrés limitando la expresién normal del comportamiento sexual dificultando la
deteccidn de celos [22, 31].

Existen vacas que ciclan normalmente, pero no son detectadas en celo por problemas en la expresién del
mismo (corta duracién, signos débiles, o cortos, celos nocturnos y ciclos estrales de duracion anémala). Tales
problemas suelen ser citados como la principal razén para la obtencion de bajas tasas de prefiez.

La expresion del celo puede verse afectada por factores como la edad, estado sanitario, clima, aislamiento [1,
8, 22, 31, 43], ademas de fallas humanas y técnicas, relacionadas con un bajo nimero de observaciones, chequeos
en horas inapropiadas, reducido tiempo de observaciones y fallas de continuidad, particularmente, los fines de
semana y durante la noche [41].

Las fallas en la observacion, asi como en la interpretacion de los signos de estros, resultan en pérdidas
econdmicas significativas. Pelissier [33] y De Kruif [7] han estimado que del 3 al 50% de los estros en vacas
lecheras no son detectados, atribuyéndose este problema a estros silenciosos; por su parte, Sepllveda y Rodero
[44], sefalan que el componente mas costoso en la 1A, resulta ser la deteccidn de estros, reportandose en EEUU
pérdidas por fallas en la deteccion de estros que superan los 300 millones de dolares al afio.

En Venezuela, el principal problema que afecta la reproduccién en rebafios mestizos que utilizan la 1A es el
anestro, el cual esta muy relacionado con problemas en la deteccidn del celo [14], utilizandose principalmente la
palpacion transrectal para inferir el funcionamiento de los ovarios de las novillas y vacas [45] y en menor
frecuencia la deteccion visual de celo. De esta problemaética se desprende la necesidad de evaluar algunos métodos
de deteccidn de actividad ovarica utilizados en investigacion y en rebafios comerciales como son la determinacion
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de P4, una vez semanal, la deteccion visual de celo (DVC) y la palpacion transrectal (PT), en novillas mestizas
pastoreando en sabanas bien drenadas.

MATERIALES Y METODOS

El ensayo fue efectuado en la Estacion Experimental "La Iguana”, de la Universidad Nacional Experimental
Simén Rodriguez, ubicada en el municipio Santa Maria de Ipire, al Sureste del estado Guérico, entre los paralelos
8° 23' 30" y 8° 28' 30" Latitud Norte y entre los meridianos 65° 28' 37" y 65° 22' 50" Longitud Oeste con una
altitud promedio de 100 msnm [26]. Ubicada en el bosque seco tropical, de sabanas bien drenadas 6 sabanas de
Trachypogon [19]. El clima definido con dos periodos muy marcados, uno seco que va desde noviembre a mayo y
otro lluvioso de junio a octubre. La precipitacion anual oscila entre 1100 y 1400 mm, y temperatura media entre
26°C y 30°C, siendo los meses més calurosos marzo, abril y mayo [26]. Los suelos son pobres en nutrientes, con
pH &cido. La vegetacion de estas sabanas, estd dominada por gramineas del género Trachypogon, y otros géneros
como Andropogon, Axonopus, todas de bajo valor nutritivo, y algunas leguminosas de los géneros Cassia,
Eriosema, Galactia y Stylosantes [3].

Se utilizaron 35 novillas mestizas Gyr-Simmental, con peso vivo promedio de 342,3 + 31,6 kg, y 35,87 + 3,88
meses de edad, condicion corporal (CC) promedio de 3,16 £ 0,2 por el método Nird modificado con escala de 1-5
[9], y con valores de progesterona en sangre (RIA), superiores a 3,18 nmoles/L en dos pruebas consecutivas, y con
presencia de estructuras ovaricas a la palpacion transrectal (foliculos y cuerpo lGteo), corroborando actividad
ovarica. Las novillas bajo pastoreo continuo, tuvieron el mismo manejo sanitario y alimenticio (bloque
multinutricional con 30% de proteina y 2-3% de fosforo, con un consumo de 330 g/animal/dia). Las mediciones se
realizaron durante 45 dias consecutivos, o que representa dos ciclos estrales.

Se evaluo la actividad ciclica utilizando los siguientes métodos: Método de deteccién visual de celo (DVC), se
observo a los animales dos veces por dia (método AM-PM), en la mafiana de 7:30 a 9:00, y luego en la tarde de
17:00 a 18:30, evaluando la inmovilidad de las novillas ante la monta, como la presencia del celo [4, 14, 20, 38].
Ademas se observaron los signos secundarios de celo, como intentos de montar a otras hembras, mugidos o
bramidos, intranquilidad, mayor movilidad, elevacion de la base de la cola, presencia de mucus o limo en la vulva,
vulva enrojecida e inflamada [38, 41]. Se realizd palpacién transrectal de los ovarios (PT), una vez por semana,
coincidiendo con €l Gltimo muestreo de sangre semanal.

En la revision se detect6 la presencia y diferenciacion de estructuras anatémicas en ambos ovarios (cuerpo
luteo y foliculo). Muestreo sanguineo para determinar P4, en la vena yugular dos veces por semana para obtener
plasma, luego de la centrifugacién. Se muestred por 45 dias lo que corresponde a dos ciclos estrales [5, 35, 37, 40,
47]. La P4 se determin6 por el método de RIA con Kits DPC (FAO/IAEA) fase sélida [34], cuyos valores de
coeficiente de variacion inter e intra ensayo fueron de 7,7% y 9,69%, respectivamente. Se uniformizaron todos los
factores que pudieran influir en el muestreo, haciéndolo a una misma hora en la mafiana (8:00 A.M.) los dias de
muestreo, manteniendo el mismo patrén de recoleccién, centrifugacion, congelacion y almacenamiento.

Para el analisis estadistico se definieron los siguientes tratamientos para determinar actividad ciclica:

¢ To: Determinacion de P4 mediante dos muestreo de sangre semanal a novillas puberes (RIA 2) utilizado
como referencia.

¢ T1: Determinacion de P4 mediante un muestreos de sangre semanal a novillas puberes (RIA 1).

¢ T2: Método de deteccidn visual del celo (DVC).

+ T3: Palpacion transrectal de ovarios (PT).

Los datos de frecuencia de actividad ciclica determinados a través de DVC, PT y RIAL, fueron evaluados a
través de pruebas no paramétricas (J de Youden, valor de Kappa y la prueba de McNemar). Para esta evaluacion
se elaboraron tablas de doble entrada (2 x 2), segln se puede apreciar en el TABLA | [2]. De esta forma se
compararon las metodologias de deteccién de actividad ciclica por pruebas (DVC, PT y RIA1) contra la prueba
estandar (RIA 2).

Para cada método en evaluacion, se calcularon la sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y
negativo, falsos positivos y falsos negativos [2]. Adicionalmente, se determind la concordancia de cada prueba
con RIA2, a través de los estadisticos J de Youden [2] y el valor de Kappa [23]; en el primer caso, se consideran
indicativos de concordancia entre pruebas los valores cercanos a 1 y -1 y en el segundo, la proporcion de
concordancia entre dos o mas pruebas. Finalmente, se utiliz6 la prueba de McNemar (muestras relacionadas) para
determinar la simetria de cada método de diagnoéstico, es decir, la distribucion de falsos positivos y falsos
negativos [2].
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TABLA
TABLA DE DOBLE ENTRADA (2=2)
Estandar Total
Fositivos I'IE"QEU\.'EIE
; Positivas A B A+8
‘rueba
Negativos c B} C+D
Total AT B+D AtB+C+D
A Bon los ndividues que leeron detectados positivas (acividad cichca) oan la proeba v el eslandar B: Son los falsos posilives a la proeba y
negalivos al estdndar.  C: San los falsas negalives a kb prosks v posilivos al astdadar.  D: San los individuos gue fusnon detectsdos nagativos (sin
actvided) con la prusha v @l estandar

TABLA W
FRECUENCIAS OBTENIDAS POR LOS METODOS DE T1 (UN MUESTRED SEMANAL)
¥ To (DOS MUESTREOS SEMANALES)

RlA 2 (To} Total
Positvos Megativos
Paosit oz 4] 52
RI& (T} peves 'J
Negativas 41 26 BT
Tatal a3 28 119

RESULTADOS Y DISCUSION

A. Evaluacion de dos frecuencias de muestreo en sangre para la determinacion de progesterona
(P4)

En la TABLA 1l se presentan los valores de frecuencia de actividad ciclica obtenidos para T1 y TO,
observandose que T1 es capaz de detectar 52 frecuencias positivas de 93 sefialados por TO, lo que corresponde a
un 55,91% de sensibilidad. Esto indica una moderada confiabilidad para detectar animales activos de T1, sin
embargo, al hacer referencia al valor predictivo positivo (100%), indica que todas las muestras diagnosticadas
positivas son realmente positivas por este método.

En relacidon con la especificidad, T1 fue capaz de detectar el total de animales negativos (100%). Se obtuvo un
valor predictivo negativo de 38,8%, que relacionado con el 100% de especificidad indicado, sugiere que de la
totalidad de los individuos diagnosticados como inactivos por T1, una elevada proporcion fue de falsos negativos
(61,2%). Estos falsos negativos son representados por muestras de plasma sanguineo que resultaron observaciones
negativas (P4 < a 3,18 nmol/L), pero al ser comparados con TO, resultaron ser muestras positivas (P4 > a 3,18
nmol/L). En las condiciones de este experimento, esto puede ocurrir por fluctuaciones individuales diarias de las
concentraciones de P4, debido a condicion metabdlica y nutricional de cada animal al momento del muestreo
sanguineo, que pueden ocasionar una regresion prematura del cuerpo lateo [39] 6 por el tiempo entre muestreos
[24].

Los resultados de la comparacion de los métodos T1 vs TO a través de la prueba de concordancia de Youden (J
= 0,5591) indicaron una moderada similitud entre ellas, confirmado por el valor de Kappa (0,357), el cual sefialé
una concordancia regular. Adicionalmente, los resultados de la prueba de McNemar (P < 0,01) sefialaron que no
existe simetria en la distribucion de falsos positivos y falsos negativos para T1, es decir, la proporcion de falsos
negativos fue mayor, en comparacion con los falsos positivos (61,2 vs. 0%, respectivamente).

Algunos autores [36, 42, 46] indican que el ciclo estral, en condicién normal o no, puede tener un amplio
rango de variacion que afecta la frecuencia de muestreo. Cuando se utiliza T1 en animales que presentan ciclos
cortos (8-14 dias), existe la posibilidad de encontrar dos muestras consecutivas con valores por debajo de 3,18
nmol/L, por lo que podria esperarse que ambas muestras sean tomadas en la misma etapa del ciclo
consecutivamente. En el caso de que esto sucediese este animal seria reportado como no ciclico, por el contrario,
cuando se utiliza TO el intervalo de tiempo entre la toma de una muestra y otra es menor (3-4 dias), existiendo una
gran probabilidad de obtener, al menos, dos valores consecutivos de progesterona mayores de 3,18 nmol/L, en el
ciclo estral, permitiendo de esta manera corroborar la presencia de actividad ciclica.

La frecuencia de muestreo para un determinado analisis depende del tipo de informacion que se desee obtener.
Garcia y col. [13], recomiendan altas frecuencias de muestreos semanales, cuando se desea definir el perfil
hormonal del ciclo estral y muestreos con intervalos de 10 dias cuando se investiga la proporcion de animales
gestantes, vacios con actividad ciclica y vacios con anestros [37]. Plaizier [34], indica 1-2 muestras por semana,
dependiendo de la exactitud requerida y del intervalo esperado entre el parto y la primera ovulacion. El RIA de
progesterona ha sido utilizado en innumerables trabajos de investigacion en América Latina [21, 36].

B. Comparacién de la deteccidn visual de celo como indicadores de actividad ciclica

En la TABLA I, se puede apreciar las diferencias en las observaciones positivas y negativas detectadas entre
los métodos TO y T2, observandose que este ultimo fue capaz de detectar el 52,23% (35/67) de las novillas en celo
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0 con actividad ciclica. En este caso los resultados de sensibilidad, sefialan que la DVC tiene baja confiabilidad
para detectar animales activos, sin embargo, el valor predictivo positivo obtenido (54,68%) fue similar a la
sensibilidad, indicando que las observaciones reportadas como positivas, son correctas en todos los casos. Valores
comparables han sido reportados en otros estudios [14, 44, 48] con promedios alrededor del 50%.

TABLA il
FRECUENCIAS OBTENIDAS POR EL METODO DE RADIOINMUNOENSAYD (T:) ¥ DETECCION VISUAL DE CELO (T4)
RlA 2 (T:) Taota
Fositvos Megativos
OVE (T} Paositivos a5 249 {H_
Magativas 3z a3 115
Taotal BT 112 1749
TABLA IV
PORCENTAJES OBTENIDOS POR LA METODOLOGIA DE DETECCION VISUAL DE CELO (T;)
Mdmero de observacones Porcantaje (%}
‘erdaderos positivos 35 54,68
‘Verdaderos negativos B3 F2aT
Falsos positvos e 45,31
Falsos negativos 32 2782

En relacion con la especificidad la DVC fue capaz de detectar 74,18% del total de animales negativos,
mientras que su valor predictivo negativo fue de 72,17%, similar a la especificidad indicada, debido a que de la
totalidad de los individuos diagnosticados como inactivos por DVC, una proporcion fue de falsos negativos
(27,82%), correspondiendo a animales sin signos de celo, pero al ser comparados con TO presentaron actividad
ciclica. Los resultados de la comparacién de la DVC (T2) vs. RIA (TO0) a través de la prueba de concordancia de
Youden (J = 0,2563) indicaron una baja similitud entre ellas, confirmado por el valor de Kappa (0,266), el cual
sefial6 una concordancia regular. Adicionalmente, los resultados de la prueba de McNemar (P > 0,05) sefialaron
que existe simetria en la distribucién de falsos positivos y falsos negativos para DVC (T2), es decir, la proporcion
de falsos negativos no fue muy amplia, en comparacion con los falsos positivos (27,82 vs. 45,31%,
respectivamente).

Al evaluar T2, se detectaron diferencias como la presencia de falsos positivos y negativos, que afectan la
confiabilidad del método y determinan fallas en actividades de investigacion, inseminacion artificial u otras que
impliquen la determinacion de actividad ciclica (TABLA V).

Los falsos positivos (45,31%) son observaciones de animales que presentaron los signos tipicos de celo, pero
al analizar los valores de progesterona (P4) en plasma, se determind que estos animales no presentaron actividad
ciclica. En este caso puede tratarse de animales con celos anovulatorios, foliculos persistentes, foliculos
indehiscentes o quistes foliculares.

Gonzélez y Goicochea [15] reportan 9,1% de celos anovulatorios en un estudio con novillas Brahman. Morrow
y col. [28] reportan un 14% de celos anovulatorios en novillas Holstein.

Nelson y col. [30], indican que los celos anovulatorios son un comportamiento normal durante la pubertad. En
el caso de los falsos negativos (27,82%), se tratd de animales que no presentaron ningun signo evidente de celo,
pero los andlisis de P4 indicaron actividad ciclica.

Los falsos negativos pueden ocurrir por diferentes causas, ademas de la consideracion de la frecuencia y
duracion de la observacion, uno de ellos es la incidencia de ciclos irregulares.

Cuando los ciclos son cortos, y afectan cada una de las fases del ciclo, existe menos probabilidad de que el
celo sea observado en el campo. McDonald [27], indica que el poco tiempo utilizado por el personal es una de las
causas principales por la cual se presentan los celos silentes, agudizandose cuando los animales pastorean
libremente, ya que los animales tienden a presentar mayor proporcion de celos durante la noche. Otro aspecto que
puede inducir a la observacion de falsos negativos es la presencia de celos silentes o subestros, los cuales son
reportados por varios autores [6, 16, 17, 22, 25].

C. Evaluacién de la técnica de palpacién transrectal (PT) para determinar actividad ciclica

Al comparar T3 con TO, se encontraron 13 observaciones positivas, que representa el 30,00% de las
observadas en este tratamiento. Ello implica que T3 es de baja confiabilidad para detectar animales activos o
positivos. Su valor predictivo positivo, fue de un 48,14%, indicando que de la totalidad de los animales detectados
como positivos por el método el 48,14% son verdaderos positivos y 51,85% corresponden a falsos positivos
(novillas que por palpacion presentaron alguna estructura no corroborada por T0) (TABLA V).
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FRECUENCIAS OBTENIDAS POR LOS METODOS DE I:rﬁ.ALEIP_.:C\;ON TRAMSRECTAL (T;) ¥ RADIOINMUNOENSAYO (T,)
RlA 2 (Te) Total
Positivos Megativos
PT(T: Positivas 13 14 27
MNegativas 26 58 BEG
Total 34 73 112
TABLA W
PORCENTAJES OBTENIDOS POR LA METODOLOGIA DE PALPACION TRANSRECTAL
MNdmaro de observaciones Porcantaje (%}
erdaderos positvos 13 48,14
‘Verdaderos negativos it 6941
Falsos paositvos 14 51,85
Falsos negatives 28 30,56

En cuanto a la especificidad, T3, fue capaz de detectar 80,82% de negativos del total de animales, en contraste
al valor predictivo negativo que fue 69,41%, indicando que los diagndsticos de ausencia de cuerpo lGteo o
foliculos fueron correctos en 69,41% de los casos. Los resultados de la comparacion de los métodos RIA (TO) vs.
PT (T3) a través de la prueba de concordancia de Youden (J = 0,1416) indicaron una baja similitud entre ellas,
confirmado por el valor de Kappa (0,152), el cual sefiala una concordancia leve. Adicionalmente, los resultados de
la prueba de McNemar (P > 0,05) sefialan que existe simetria en las distribucion de falsos positivos y falsos
negativos para PT, es decir, la proporcion de falsos negativos no fue muy amplia, en comparacion con los falsos
positivos (30,58 y 51,85% respectivamente).

En la TABLA VI se presentan falsos positivos y falsos negativos correspondientes a la metodologia de PT. Los
falsos positivos son cuerpos lateos (CL) diagnosticados por T3 no corroborados por T0, lo que confirma que son
observaciones negativas. En el caso de los falsos negativos son observaciones donde el diagnostico sefiala la
ausencia de CL en los ovarios (observacion negativa), pero confirmada por TO, indicando observaciones positivas.

En los resultados se puede observar que la PT presentd més falsos positivos que falsos negativos. Esto suele
estar ocurriendo debido a erradas percepciones en la palpacion, reportando CL, cuando pueden ser foliculos de
gran tamafio (mayores de 10 mm), asi como también, puede tratarse de quistes ovaricos. El reporte errado ha sido
reportado por diferentes autores [10, 19, 32], sin embargo el valor reportado por ellos es inferior al encontrado en
este ensayo. Se puede inferir que la ocurrencia de falsos positivos (51,85%) utilizando T3 para evaluar la
presencia de CL, en novillas que van a entrar a un programa de inseminacién artificial, va a determinar la pérdida
de un ciclo estral al no poder ser sincronizado efectivamente, con aumento en los costos y con el riesgo de
descartar animales, por considerarlos problematicos para la IA.

CONCLUSIONES

El uso de un muestreo de sangre por semana para determinar progesterona en plasma, detecté un 55,91% de
muestras positivas y mostr6 una mayor sensibilidad para detectar animales en actividad ovérica, en comparacion
con la deteccion visual de celo (52,23%) y la PT (30,00%). Sin embargo, PT detecto el 80,82% de negativos
verdaderos, indicando que su uso en conjunto con los otros dos métodos, podria mejorar significativamente la
deteccion de actividad ovarica en novillas mestizas a pastoreo.
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