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Abstract
ELISA vs RIA Technigues Comparation in the Plasmatic Progesterone Determination in Bovines

Plasma progesterone JRoncentrations using ELISA kit and RIA kit were examined in 56 samples of
bovine heifers. The intra - and inter-assay coefficients of variation were 5.77 %, 6.50 % and 5.85, 8.50 %
respectively, based on two plasma samples. There was a significant correlation between ELISA and RIA results
based on 56 plasma samples ( r = 0.933; P < .05). Simple linear regression, two samples t test and one way
analysis of variance indicated that there were not significant differences between ELISA and RIA. Serum P4
concentrations examined in non-pregnant heifers were normal changgsewélB observed during all the
estrous cycles. Comparison of The ELISA system with the RIA system gave a regression linear ELISA =2.7001
+1.2431 X (? = 0.89). Total time needed for the ELISA assay was approximately 1 %2 h. It was concluded that
ELISA kit was available for measuring P4 concentrations in bovine heifers. In general, ELISA also offers the
advantages of less expensive detector instrumentation, longer shelf-life of reagents and more simplified assay
protocols, which can potentially lead to greater automation, than RIA.
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Introduccioén

La medicion de progesterona plasmaticg (©ne una aplicacion practica como método para mejorar la
eficiencia reproductiva en la produccion animal. Por ejemplq siafe para el diagndstico de prefiez en diferentes
especies, confirmar el celo en vacas, novillas y bafalas, asi como monitorear la fertilidad en el ganado (Roa,
1996). El método mas usado ha sido el radioinmunoensayo (RIA). Sin embargo, el RIA tiene varias limitaciones
sobre todo las relacionadas al uso de is6topos radioactivos (Van de Wiel, 1986). De alli que actualmente se intenta
sustituir el uso de radiois6topos con otros reactivos como son las enzimas (Morrel, 1993). Asimismo, el principal
problema del enzimoinmunoandlisis (ELISA) posiblemente sea la interferencia de otras hormonas durante el
ensayo cuando se desea determinar una hormona especifica, es el llamado “efecto matrix” (Van de Wiel, 1986).
Este efecto puede ser disminuido purificando la hormona de la muestra 0 aumentando la sensibilidad reduciendo
el volumen de la muestra disminuyendo asi este efecto. Con la finalidad de evaluar el uso de los dos sistemas en
nuestro medio, se disefié un ensayo donde se procesaron muestras pareadas para ambas técnicas.

Materiales y métodos

Muestreo sanguineoEl estudio incluy6 un total de 56 muestras de plasma sanguineo de novillas mestizas
Bos indicux Bos taurus Se colectaron 8 mL de sangre de los vasos coccigeos el dia del celo (dia 0), el dia 7,
21, 28, 35, 42 y 49 post celo en tubos vacutainer con EDTA potasica. Inmediatamente se centrifugaron para
evitar su metabolizacion (Vahdegital.,1979; Pulidcet al.,1991) por 15 minutos a 3000 rpm, trasegandose el
plasma obtenido a viales plasticos identificados para su congelacion a -20 °C, hasta su procesamiento en el
laboratorio por la técnica de RIA (Diaz, 1991) y por la técnica de ELISA (Munro & Stabenfeldt, 1984). Se
uniformizaron todos los factores que pudieron influir en el muestreo, haciéndolo a una misma hora en la mafiana
(6:30 am) los dias del muestreo, manteniendo el mismo patrén de recoleccién, centrifugacion, congelacién y
almacenamiento.

Técnica de enzimoinmunoanalisis (ELISA)La cuantificacion hormonal se realiz6 utilizando kits de
ELISA (Munro & Stabenfeldt, 1984, Kubiak, 1986). Se usé un lector de placas de ELISA Multiskan Plus 1.4,
ajustando el espectrofotémetro para leer absorbancia a 405 nm. Como control de calidad de los Kits se realizaron
las pruebas de validacion, para especificidad la prueba de paralelismo y para precision, el célculo del coeficiente
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de variacién (CV) intra e interensayo (Sihatral.,, 1992; Manzo, 1987). La evaluacion realizada al Kit utilizado
sefal6é que tiene paralelismo. El CV intraensayo calculado fue de 5.77 % y el CV interensayo fue de 6.50 %
valores que estan dentro de los rangos 6ptimos de CV para ambas pruebas .

Técnica de radioinmunoensayo (RIA)El método de RIA usado fue el descrito por Manzo (1987). El
ensayo Yy el antisuero usado fue producido en ovejas cohprafhen-3.20 dione-6 BSA, validado y elaborado
por la AIEA y por Manzo (1987).

Andlisis estadisticoLos datos fueron analizados por correlacion para determinar el grado de asociacion
existente entre las diferentes concentraciones da s diferentes dias de muestreo. El analisis de regresion
lineal para verificar el grado de prediccion de las concentraciones ate ddda dia del ciclo estral en los
diferentes dias del muestreo. La prueba de t pareado para verificar significancia entre las 2 técnicas. El andlisis
de varianza para determinar si existia diferencias significativas de concentragemtes s dos técnicas para
los diferentes dias del muestreo y la prueba de comparacién de medias de Tukey. Los andlisis estadisticos fuero
realizados siguiendo los procedimientos descritos por Steel y Torrie (1988).

Resultados y discusién

La confiabilidad de los ensayos usando ambos sistemas fue el siguiente: Sensibilidad del ensayo, para el
caso del RIA fue de 0.175 ng/mL, para el caso del ELISA fue de 0.03 ng/mL. Precision del ensayo, basado en
dos muestras de plasma para cada sistema (RIA y ELISA), se obtuvieron un coeficiente de variacién intra e
interensayo de 5.77 %, 6.50 % respectivamente para ELISA y 5.85 %, 8.580 % para RIA.

Los resultados de correlacion de ELISA con respecto al RIA fueron significativos (r = 0.933, P < .05)
obteniéndose la siguiente ecuacién de regresion lineal ELISA =2.7001 + 1.2431 RIA.

En general, se observaron los cambios tipicos de las concentraciones de P4 de acuerdo al estado fisiolgice
del ciclo estral de la hembra el dia del muestreo tanto para el sistema RIA como el ELISA. Estos resultados nos
indicaron una alta similitud entre ambas técnicas, donde si se considera el protocolo de ambos sistemas podemo
decir que el ELISA combina las ventajas de la técnica de inmunoflorescencia y del radioinmunoensayo por el uso
de antigenos y anticuerpos y elimina muchas de las desventajas de ambos métodos. Los reactivos enziméatico
marcados son menos costosos de preparar y son altamente estables, lo que proporciona un mayor tiempo d
depdsito. Los equipos necesarios para el ELISA son menos costosos y los resultados son obtenidos con relativz
rapidez. El ELISA en este ensayo, tiene una sensibilidad muy cercana a la del RIA y sus resultados pueden sel
determinados visualmente o también con un equipo simple a diferencia del RIA que utiliza radiois6topos.

Todos los principios basicos empleados en el procedimiento de ELISA son los mismos usados para el RIA
cuantitativo, con la diferencia de que la medicion de la actividad de la enzima en ELISA es por fotocolorimetria,
mientras que en RIA es por contaje de radioactividad.

Asimismo, como el ELISA tiene en el mercado kits comerciales, sus costos son mas bajos en comparacion
al RIA, ya que posee los requerimientos necesarios (alta precision, repetibilidad y sensibilidad) para ser una
buena herramienta para medir esteroides en comparacion con los métodos empleados tradicionalmente, ya qu
presenta una alta correlacién con el RIA (r = 0.933).

Conclusiones y recomendaciones

se recomienda el uso de la técnica de ELISA como otro sistema de determinacién hormonal en ya que es un
método rapido y simple que sirve como herramienta para diagndstico y tratamiento problemas reproductivos en
bovinos a nivel de finca.
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