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Validacion de ensayo de fluorescencia polarizada de progesterona en leche

- Estudio piloto -

Milovan Stojanovic!, Chris Carter?, Milica Kovacevic Filipovic®, Andjelo Beletic*,
Adam Suluburic’, Miladin Kostovic'

Ellie LLC ha desarrollado un ensayo fluorescencia polarizada (FPA) para la cuantificacion de los niveles de progesterona en
leche (P4). Para validar el rendimiento analitico de este ensayo, probamos: 1) intra-ensayo, inter-ensayo y precision entre
operadores; 2) estabilidad de almacenamiento de P4 en leche después de refrigerar o congelar muestras durante 24 h; 3) el
efecto de agregar dicromato de potasio como conservante sobre la concentracion de P4; y 4) el rendimiento del FPA frente a
un radioinmunoensayo (RIA) en la determinaciéon de concentracion P4 en leche y suero. Ademas, evaluamos el rendimiento
de FPA P4 en leche como una "prueba temprana de no embarazo" durante al menos un ciclo estral en 20 vacas Holstein-
Friesian y 14 Jersey. El FPA P4 en leche demostr6 una fuerte repetibilidad (CV medio total<5%) y reproducibilidad (CV
medio total<9%). La estabilidad del almacenamiento de la muestra fue aceptable en ambas condiciones de temperatura. La
adicion de dicromato de potasio no causo variacion significativa en las mediciones de P4 FPA. Las concentraciones de P4 en
leche, en comparaciéon con los resultados de RIA estaban sesgados, pero las diferencias no fueron significativas desde el
punto de vista diagnostico. En todos los casos en que se evalud el rendimiento de la "prueba temprana sin embarazo ", el FPA
P4 arrojo una especificidad del 100%, cuando se utilizé un valor de corte arbitrario de P4 de 35 AmP. Ningtn animal se
clasificé falsamente como abierto, y estos resultados se verificaron posteriormente utilizando métodos clasicos. El mismo
punto de corte también produjo una sensibilidad del 60-100% para las vacas Holstein-Friesian, dependiendo de del uso del
ensayo. En vacas Jersey no sincronizadas, la sensibilidad fue del 28-57%. El método de pintura de cola se utilizé para detectar
el celo en este grupo, lo que condujo a una IA de menor éxito general en Jerseys. Concluimos que la FPA P4 en leche, es un
ensayo diagndstico rapido y fiable para detectar los niveles de P4 en leche, y en consecuencia calor, estado de embarazo, y
algunas condiciones patoldgicas. Ademas, el ensayo no requiere un espacio de laboratorio dedicado; se puede ejecutar una
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granja o en un laboratorio clinico.

Introduccion

El ensayo de progesterona lactea (P4) es una herramienta util para
detectar rapidamente el calor que se aproxima en vacas que no
concibieron después de la inseminacion artificial (IA) y para identificar
vacas con celo silencioso (McLeod et al, 1991; McDougall, 2010).
Idealmente, un ensayo de P4 en leche debe ser cuantitativo y lo
suficientemente simple como para realizarse en la granja (Waldmann y
Rod, 2016). Ellie LLC ha desarrollado un ensayo de fluorescencia
polarizada (FPA) sensible y especifico que cuantifica la concentracion
de progesterona en leche.

FPA es facil de realizar, y no requiere multiples pasos de separado, lo
que ayuda a los usuarios finales a evitar potenciales errores analiticos.
Con el uso de equipos portitiles, se puede realizar en la granja.
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También es un ensayo homogéneo sin una fase sélida, lo que facilita la
extraccion y deteccion consistentes de moléculas hidrofébicas, como la
progesterona, en comparacion, a ensayos de fase sélida, como ELISA o
flujo lateral. La grasa de la leche tiene menos efecto sobre el FPA
porque utiliza alcohol como disolvente, lo que también facilita la
recuperacion de P4. La preparacion de la muestra y los resultados se
pueden lograr en menos de 10 minutos.

En este informe, presentamos datos preliminares de rendimiento
analitico y diagnostico para el FPA P4 en leche. Para evaluar el
rendimiento del ensayo, seguimos las pautas de la Sociedad
Americana de Patologia Clinica Veterinaria - ASVCP (Flatland et al.,
2010) y los Estados Unidos. Administracion de Alimentos vy
Medicamentos — FDA (www.fda.gov). Para determinar el rendimiento
analitico de la FPA P4 de leche, probamos la precisién intra-ensayo,
inter-ensayo e inter-operador utilizando concentraciones bajas, medias
y altas de P4. También probamos la estabilidad del almacenamiento de
muestras y el efecto de agregar dicromato de potasio como conservante.
Ademas, comparamos los resultados del FPA vy el radioinmunoensayo
(RIA) al medir las concentraciones de P4 en la leche.
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Para evaluar el rendimiento diagnéstico del FPA, correlacionamos las
concentraciones de P4 en suero y leche y monitoreamos las
fluctuaciones de P4 durante al menos un ciclo de celo en vacas
Holstein-Friesian, Jersey y Simmental.

Materiales y métodos

FPA P4 Leche

Las concentraciones de P4 en muestras de leche se midieron con el Kit
de ensayo FPA P4 en leche (Lote No. 101) de Ellie LLC que utiliza un
lector de fluorescencia polarizada de BioTek® Synergy™ H1 y placas de
microtitulacion negra de 24 pozos. El ensayo se realiz de acuerdo con
el manual del kit. Las pruebas se realizaron en Totally Vets Ltd., una
clinica veterinaria en Feilding, Nueva Zelanda y en nuestro laboratorio
subsidiario en DOO Biotehnika IVD en Kraljevo, Serbia.

El ensayo FPA P4 es cuantitativo, pero los resultados no representan la
concentracion absoluta de P4. En cambio, la unidad de medida es Delta
mP (AmP). AmP es directamente proporcional a la concentracion de
P4 en la leche. Sin embargo, la interpretacion de los resultados es
cualitativa: si un valor de AmP estd por debajo del limite, indica un P4
bajo (es decir, una vaca abierta). Si el valor de AmP esta por encima del
punto de corte, indica P4 alto e identifica una vaca potencialmente
prefiada, o una vaca no prefiada con un cuerpo liteo activo, o un quiste
lateo. En este manuscrito, algunos resultados de validacion analitica se
presentan como mP (es decir, no convertidos a AmP). En estos casos, la
relacién con la concentracion de P4 de la leche es inversa.

Desemperio analitico de la FPA P4 en leche

Para evaluar el rendimiento analitico de la FPA P4 en leche, utilizamos
leche de vacas Simmental tomada 30 y 70 dias después del parto para
obtener muestras con concentraciones bajas y altas de P4,
respectivamente. Las muestras con una concentracién P4 media se
crearon mezclando muestras de leche P4 bajas y altas en una
proporcion de 1: 1.

La precisién intra-ensayo se determin6 mediante la prueba de muestras
de leche fresca, mientras que las precisiones inter-ensayos e inter-
operadores se determinaron utilizando muestras de leche en alicuotas
y congelada. Para determinar la precisién intraensayo, se probo 10
veces, una de concentracién baja, 1 media y 1 alta. Para determinar la
precision interensayos, se probaron 10 muestras de concentracién de
P4 baja, 10 media y 10 altas por triplicado durante 3 dias. Para
determinar la precision del inter-operador, 1 muestra de baja, 1 mediay
1 alta concentracion fueron probadas 15 veces cada una por 2
operadores.

La estabilidad de almacenamiento se evalué6 utilizando 16 muestras de
leche fresca que se alicuotaron y almacenaron a 2-8 °C o -20°C durante
24 horas. Antes del andlisis, las muestras se equilibraron a temperatura
ambiente (RT) durante 30 minutos y se mezcl6 vigorosamente con el
apoyo del vortex. El sesgo se calculé como: (P4stored - P4fresh)/
P4fresh x 100. La prueba t para muestras pareadas se utilizd para
determinar si la diferencia entre los niveles de P4 en muestras de leche
fresca y almacenada era significativa. El analisis de correlaciéon de rango
p de Spearman probd la relacién entre el sesgo y el nivel P4 en
muestras de leche fresca.

Para probar los efectos de un conservante de muestra, se agreg6é una
solucion de dicromato de potasio a 50 ml de leche fresca para alcanzar
una concentraciéon final de 0.01-0.04%. Luego, una prueba t pareada
compard los niveles de P4 en 6 muestras de leche antes y después de la
adicion del conservante.

Como calibracién preliminar, una muestra de leche de una vaca
Simmental en celo (considerada "libre de progesterona" por RIA) fue
inyectada con progesterona para alcanzar concentraciones finales de 5
ng / ml, 10 ng/mL y 15 ng/mL, y se midi6 el valor de mP para cada
concentracion. Los valores obtenidos se utilizaron para calcular la
ecuacién de regresion. A continuacidn, se utilizaron 18 muestras de
leche en un estudio de comparaciéon de métodos: 9 se originaron a
partir de vacas Simmental en celo, y 9 de vacas Simmental prefiadas de
2,5 a 4,5 meses. Los andlisis de Bland-Altman y Passing-Bablok
evaluaron la similitud de los resultados de FPA y RIA.

Correlacion entre suero y leche P4

Se recogieron muestras de suero y leche de 6 vacas en celo y 34 vacas
Simmental prefiadas (un total de 40 muestras de suero y 40 muestras
de leche). Las concentraciones séricas de P4 se midieron utilizando un
RIA comercial, administrado por el Instituto de Aplicacién de energia
nuclear (INEP), Serbia, y las concentraciones de P4 de leche se
midieron por FPA.

Rendimiento diagndstico de FPA P4 en leche

Para determinar el rendimiento diagndstico del ensayo, se utilizaron
tres grupos de animales:

1. Veinte vacas Holstein-Frisonas eran de una granja en Feilding,
Nueva Zelanda. Esta granja mantiene aproximadamente 400 vacas
de ordefio que se mantienen libremente en un pasto. El manejo de
la reproduccion en esta granja de servidores incluye un protocolo
de sincronizacién e IA. Los toros identificaron vacas que no
concibieron después de la primera IA.

2. Catorce vacas Jersey eran de una granja en Feilding, Nueva
Zelanda. La granja mantiene aproximadamente 800 vacas de
ordefo que se mantienen libremente en un pasto. El manejo de
reproduccién en esta granja no incluye un protocolo de
sincronizacién. La técnica de pintura de cola identificé animales en
celo que luego fueron inseminados artificialmente. La pintura de la
cola identifico las vacas, de nuevo, que no concibieron después de
la primera IA.

3. Cinco vacas Simmental eran de varias mini-granjas en la regién
montanosa serbia de Dragacevo. Todas las vacas estaban bajo la
supervision total de un veterinario y examinadas cuidadosamente
diariamente durante todo el experimento. Cabe senalar que esta
parte del experimento evaludé la capacidad del ensayo para
monitorear las concentraciones de P4 en la leche durante un ciclo
de celo, pero no su capacidad como una "prueba temprana de no
embarazo". Tres vacas estaban sincronizadas y dos no. Una vaca

L

mostrd "celo silencioso".
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Estado del embarazo

Se utilizaron tres métodos para determinar el estado de embarazo de
las vacas:

1. Ecografia transrectal a los 30-33 dias post-IA (vacas Holstein-
Friesian [n=8], vacas Jersey [n=14], vaca Simmental [n=1]).

2. IDEXX glicoproteina asociada al embarazo (PAG) iELISA a los
30 dias después de la IA (vacas Holstein-Friesan [n=4].

3. Deteccién de calor a los 18-25 dias post-IA en 8 vacas Holstein-
Friesian y en 4 vacas Simental durante el ciclo de celo.

Protocolo de sincronizacion en vacas Holstein-Friesian

Brevemente, la sincronizaciéon se facilité con inyecciones
intramusculares de prostaglandina 2a (PGF2a) 23 dias antes de TAI y
hormona liberadora de gonadotropina (GnRH), 10 dias antes de TAIL
Las vacas que no ciclaban también fueron tratadas con un dispositivo
de progesterona vaginal (CIDR) durante una semana. Tres dias antes de
la TAI todas las vacas fueron inyectadas con PGF2a y gonadotropina
coridnica equina (ECG).

Todas las vacas fueron inseminadas artificialmente y recibieron 2 ml
de GnRH.

Recogida de muestras de leche

Se tomaron muestras de leche del cuarto sano de la ubre. Después de
desechar los primeros 10-15 chorros, se recolectaron 50 ml de leche en
un recipiente limpio. Las muestras de leche se analizaron para P4 el
dia de la recoleccion.

Las muestras de calostro del grupo de Holstein-Friesian se recogieron
en el ordeno de la tarde (7-17 dias después de la IA) con 2-4 dias entre
las colecciones, y las muestras se recogieron diariamente entre los dias
17 y 23. En el grupo de Jersey, las muestras de calostro se recogieron en
el ordeio matutino (1 dia después de la IA) con 2-4 dias entre
colecciones, y las muestras se recogieron diariamente entre dias. 18 y
24. La ultima muestra se tomé el dia 26. En el grupo Simmental, las
muestras de calostro se recogieron en el ordefo matutino (un dia
después de la TA) y cada dia durante el mes siguiente.

Andlisis estadisticos

Todos los andlisis estadisticos se realizaron utilizando el software
MedCalc®, version 16.2.1. El valor de corte de P4 en leche para la
detecciéon de no embarazo se eligi6 de modo que arrojara una
especificidad del 100%, 19-23 dias después de la IA (es decir, ninguna
de las vacas prefiadas) fueron identificadas como no embarazadas segin
la concentracion de P4 en la leche). Un valor de "P" inferior a 0,05 se
considerd significativo.

Resultados y discusion
Rendimiento analitico de FPA P4 en leche

Precision intraensayo

La Tabla 1 muestra los resultados de FPA para muestras de leche con 3
concentraciones diferentes de P4 (baja, media y alta). Cada muestra fue
probada 10 veces por un operador. El rango de coeficiente de variacion
(CV) demuestra la fuerte repetibilidad del ensayo. El mean CV total
para la repetibilidad fue del 5%.

Tabla 1. Precision intraensayo para la FPA P4 en leche.

Concentracién de P4 # ge Pruebas  SD+ media (AmP) CV (%)
Bajo 10 245+1.3 5.4
Medio 10 89.1 29 3.2
Alto 10 105.6 + 6.7 6.3
CV medio total 5.0

CV: coeficiente de variacion, SD: desviacion estandar
Precision inter-ensayos

La Tabla 2 muestra los resultados de FPA para 10 muestras de leche con
3 concentraciones diferentes de P4 cada una (baja, media y alta). Cada
muestra se analizé por triplicado. El rango de coeficiente de variacion
(CV) demuestra la fuerte reproducibilidad del ensayo. La CV media
total para la reproducibilidad fue del 8,5%.

Table 2. Inter-assay precision for the milk P4 FPA.

Concentracién de P4 # de Pruebas SD+ media (DmP) CV (%)
Bajo 30 19324 12.3
Medio 30 723 6.1 8.5
Alto 30 100.6 + 4.7 4.6
CV medio total 8.5

Precision inter-operadores

La Tabla 3 muestra los resultados de FPA de muestras de leche con 3
concentraciones diferentes de P4 (baja, media y alta). El rango de
coeficiente de variaciéon (CV) demuestra una buena reproducibilidad.
La CV media total fue del 8,8%.
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Tabla 3. Precision entre operadores para la leche P4 FPA.

Concentracion de P4 # de Pruebas SD + media (AmP) CV (%)
Bajo 15x2 19.3+2.6 13.2
Medio 15% 2 723+ 6.0 8.3
Alto 15% 2 100.6 * 4.8 4.8
CV medio total 8.8

CV: Coeficiente de variacién, SD: Desviacion estandar
Estabilidad de almacenamiento

Los resultados indican que la concentracion de P4 es estable en las
condiciones que se investigaron; los valores medios de sesgo son
pequenos y la diferencia en las muestras individuales no es significativa
(Tabla 4). Sin embargo, el rango algo amplio entre los valores de sesgo
minimo y méximo implica que los resultados deben confirmarse con un
grupo mas grande de muestras. Esto permitiria evaluar los valores de
sesgo separados que corresponden a las diferentes concentraciones de
P4 en las muestras de leche fresca.

Table 4. Estabilidad de almacenamiento de P4 en muestras de leche
refrigeradas o congeladas durante 24h (n=16). Los valores de P4 y sesgo
se presentan como mediana (min-mdx.), mientras que los valores de P se
den para los andlisis estadisticos.

Almacenamiento P4 AmP Bias % t-test p
Fresh 68.3(13.9, 114.9) / / /
2-8°C 68.9 (13.3,111.5) -1.3(-39.7,29.0) 0.561 0.485

-20°C 69.8(11.3,121.5 4.3(-48.8,57.9) 0.402 0.387

(p) Correlacién de rango p de Spearman

Efecto del dicromato de potasio

Las concentraciones de P4 antes de la adiciéon de dicromato de
potasio no cambiaron significativamente después de agregar el
conservante (P =0,415).

Tabla 5. Resultados de FPA P4 en leche (AmP) de muestras antes y
después de la adicién de dicromato de potasio.

Muestra Antes Después
1 14 13
2 19 10
3 19 15
4 19 21
5 46 50
6 63 61

Comparacion entre FPA y RIA en muestras de leche

Los resultados de RIA y FPA de muestras de leche se compararon
utilizando los analisis de Bland-Altman (Figura 1) y Passing-Bablok
(Figura 2). Ambos analisis indican sesgo proporcional. Sin embargo, el
sesgo no parece significativo desde el punto de vista diagndstico, ya que
ambos métodos muestran un patron analogo de discriminacion entre
vacas prefnadas y vacas en celo (Figura 3).

Figura 1. Grdfico de las diferencias entre RIA y FPA versus la media de
las dos mediciones
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Figura 2. Linea de regresién Passing-Bablok
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Figura 3. Concentracion de P4 de leche en vacas en celo y en vacas prefiadas determinada con RIA y FPA
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El FPA tiene una mayor resolucion al determinar las concentraciones Comparacion de FPA en leche y RIA en muestras de suero
de P4 en muestras de leche, lo que facilita distinguir vacas en celo
frente a vacas prefiadas. Esto se ilustra por la amplia diferencia entre las Después de que se biosintetiza en los ovarios, la placenta y las
concentraciones de P4 en leche de vacas en celo y vacas prefiadas glandulas suprarrenales, P4 se libera en el torrente sanguineo
obtenidas a través de FPA (Figura 3). Esta resolucion conduce a un (Wiltbank et al., 2014) y se secreta en la leche, donde alcanza
ensayo mds robusto. Los pequeflos errores de pipeteo al realizar el concentraciones mds altas que en el suero. Por lo tanto, las
ensayo no cambian el resultado diagndstico. concentraciones de P4 en suero y leche muestran una correlaciéon

positiva (Roelofs et al., 2006); esto fue confirmado por nuestros
resultados (Figura 4).

Figura 4. Correlacion entre la concentracion de P4 en las muestras de suero y leche.
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Rendimiento de diagndstico

Vacas Holstein-Friesian

La concentracion de P4 en la leche discrimina de manera confiable
a las vacas prenadas de las no prenadas entre 19 y 23 dias después
de la TA (Figura 5). La Figura 5 muestra que las vacas Holstein-
Friesian prefiadas sin signos de calor (n = 6) o con signos de calor
en el dia 21 (n = 3) tenfan un nivel alto de P4. El estado de prefiez
de estas vacas se confirm6 mediante ultrasonido o PAG el dia 30
después de la TA.

Es importante tener en cuenta que una mediciéon baja de P4 FPA
clasifica con precision a las vacas como no prenadas; por lo tanto, la
repeticion de TA estd especificamente dirigida. Ademas, las vacas no
prenadas (n = 11) tuvieron una disminucién significativa de P4 en el
dia 19 (valor medio), oscilando entre los dias 15 y 22, y los signos de
calor aparecieron de 2 a 3 dias. después de la disminucion.

Combinacién de resultados de ensayo recopilados de vacas que exhiben
altos niveles de P4 en dos dias consecutivos, o dos veces solo en los dias
20y 22, produciria una sensibilidad y precision diagndstica ain mayor.
Idealmente, la sensibilidad y la precisién podrian alcanzar el 100% con
una especificidad del 100%.

Cabe senalar, una vez mas, que las vacas Holstein-Friesian investigadas
se sincronizaron de modo que un periodo de pre-estro y estro, en
donde hay una disminuciéon P4 pudo determinarse con precision en
abierto. vacas.

Lo mds importante, es que, el valor de corte de 35 AmP produjo una
especificidad del 100% a lo largo del estudio, lo que prevendria la TA
repetida de vacas ya prenadas.

Figura 5. P4 en muestras de leche de un grupo de vacas Holstein-Friesian
prefiadas y no prefiadas sincronizadas de Nueva Zelanda.
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Se muestran los valores medios de vacas prefiadas (n = 6), prefiadas con calor (n = 3) y no prefiadas
(n = 11). En vacas no prefiadas, P4 disminuyo significativamente (flecha azul) el dia 19 (valor
mediano) y el calor (flecha roja) aparecié el dia 21 (valor mediano). La linea horizontal representa el
valor de corte de 35 AmP.
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Figura 6. Distribucion de los valores de P4 entre verdaderas prefiadas

(superior cuadrante izquierdo - a), falsa prefiada

(cuadrante superior derecho - b), falsa no prefiada (cuadrante inferior

izquierdo - ¢), y verdadera no prefiada

(cuadrante inferior derecho - d) Vacas Holstein-Friesian. el p4 el valor

de corte se fijé en 35 AmP y la precision de la FPA P4 en leche
confirmando el estado de "no prefiado” fue probado.
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Vacas Jersey

La concentracion de P4 en la leche distinguié de manera confiable a las
vacas Jersey prefiadas y no prenadas entre 19 y 23 dias después de la IA
(Figura 7). Sin embargo, tres vacas que tenian valores altos de P4 (por
encima del limite de 35 AmP) entre los dias 19 y 23 no estaban prenadas
el dia 30. Esto probablemente fue causado por un tiempo de celo mal
calculado durante la TIA (los Jerseys no estaban sincronizados), o la
pérdida del feto después del dia 23. En linea con esto, una de las tres
vacas testeadas "no prenadas” el dia 26 segin la FPA P4 en leche. En
otras cuatro vacas Jersey prenadas, una disminucién en la concentracion
de P4 entre los dias 18 y 23 fue seguida de manera confiable por el calor
(Figura 7).

Curiosamente, en comparacién con holstein, las vacas Jersey tuvieron
una menor propagacion en la concentracion de P4 entre animales
prefiados y no prenados (Figura 7). Esto probablemente se deba a la
influencia de la matriz en el rendimiento de FPA, o podria ser una
caracteristica fisiologica de la raza.

Se sabe que las vacas Jersey tienen una composicién de leche diferente;
por lo tanto, medir la concentracién de moléculas hidrofébicas como
P4 en la leche es mds desafiante.

Una mayor optimizacion del ensayo podria conducir a una precision
atn mayor. También es importante tener en cuenta que la leche P4 FPA
fue 100% especifica sin un solo diagnostico erréneo de animales
prefiados.

Figura 7. Mediciones de P4 en leche de vacas Jersey no sincronizadas prefiadas y no prefiadas de Nueva
Zelanda. El grdfico muestra los valores medios de las vacas prefiadas (n=7) y no prefiadas (n=4+3). En vacas no
prefiadas, P4 disminuyé por debajo del valor de corte en el dia 19 (indicado con una flecha azul), y el calor aparecio el
dia 21 (indicado con una flecha roja). La linea horizontal representa el valor de corte de 35 AmP.
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Figura 8. Distribucién de los valores de P4 entre verdaderas prefiadas (cuadrante superior izquierdo - a), falsas prefiadas (cuadrante superior derecho

- b), falsas no prefiadas (cuadrante inferior izquierdo - c) y verdaderas no prefiadas (inferior cuadrante derecho - d) Vacas Jersey. El valor de corte de P4

se establecié en

35AmP, y se probé la precision de confirmar el estado de "no preniada”. Se muestran seis dias consecutivos con valores de P4 de seccién transversal
para todas las vacas.
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La Figura 8 muestra la sensibilidad y especificidad de FPA P4 en leche
con mas detalle cuando las vacas fueron testeadas en los dias 19 a 24 y
utilizando un valor de corte de 35 AmP. Cabe sefialar que la sensibilidad
del ensayo es menor cuando se aplica en vacas Jersey que en vacas
Holstein-Friesian. Esto puede explicarse debido a que las vacas Jersey
no estaban sincronizadas.
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En consecuencia, el momento de la inseminacion (el momento
para la primera IA no se probd con la FPA P4 en leche) y todos
los célculos posteriores podrian haberse malinterpretado. Por lo
tanto, estos resultados deben considerarse con precaucion.
Sin embargo, es interesante que el ensayo mostré su mayor
sensibilidad en los dias 21 y 22 en vacas Jersey (57%) y dia 22 en
vacas Holstein-Friesian (91%).
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Vacas Simmental

Entre ellos, la vaca con un celo silencioso tenia el mismo patrén P4
tipico que todas las demas vacas no prenadas (Figura 9). En todas
las vacas, los resultados del ensayo se correlacionaron fuertemente

Las concentraciones de P4 en leche de cinco vacas Simmental de
Serbia se monitorearon diariamente durante un mes después de la IA.
Una vaca prefiada tuvo un aumento continuo en la concentracioén de
P4 desde el dia de la inseminacion hasta el final del periodo de con el estado bioldgico.
prueba.

Cuatro vacas no prefladas tuvieron una disminucién en la

concentracion de P4 en el dia 19 (valor medio) que oscilé entre los

dias 17 y 20.

Figura 9. Concentraciones de P4 en leche de muestras en un grupo de vacas Simmental de Serbia. El grdfico muestra los valores para una
vaca prefiada y los valores medios para las vacas no prefiadas (n = 4). En vacas no prefiadas, la P4 disminuyé por debajo del cut-off
valor en el dia 19 (indicado con una flecha azul), y el calor aparecié en el dia 21 (indicado con una flecha roja). La linea horizontal

representa el valor de corte de 35 AmP.
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Conclusion

Los datos de este informe demuestran inequivocamente el sélido
rendimiento analitico y diagnostico del FPA P4 en leche
desarrollado por Ellie LLC. Una especificidad del 100% es critica
para evitar una inseminacién repetida potencialmente peligrosa de
vacas ya prefadas.

Las vacas preestrales y las vacas con celo silencioso también fueron
identificadas consistentemente. En situaciones estrictamente
controladas (por ejemplo, la inclusion de un protocolo de
sincronizacién), este ensayo demostré una alta sensibilidad y
especificidad.
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