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Resumen

Se evalu6 la eficiencia del diagnéstico de gestacién determinando los
niveles periféricos de progesterona en leche descremada mediante la técnica
de Radicinmunoanalisis (RIA). Se utilizaron 207 vacas, con uno a seis partos,
mestizas con predominancia racial Brahman, Pardo Suizo y Holstein,
ordefiadas mecénicamente dos veces al dia y pertenecientes a la finca La
Esperanza, Municipio Rosario, Estado Zulia, Venezuela. Las muestras de
leche fueron tomadas en el ordefio de la tarde, entre los dias 19 al 24 después
del servicio por inseminacién artificial (A.I). El método de diagnéstico por
palpacién rectal a los 42-75 dias se usé como prueba comparativa. El ané isis
discriminante determiné que el nivel 6ptimo de la concentracién de
progesterona para animales gestantes fue de 0.50 ng/ml; concentracicnes
menores permitieron identificar los animales no gestantes. Los dias 20 al 23
presentaron la mayor proporcién de éxitos en el diagnéstico, siendo la
eficiencia total de la prueba de 85.0%. El diagndstico fue significativamente
superior (P<0.01) para determinar los animales no gestantes, 94.9% contra
79% de éxito para los gestantes. La tasa de error en el diagnéstico fue de
1.93%. Un trece por ciento de casos con progesterona positiva entre los dias
19-24 y no gestantes al momento de la palpacién, son atribuibles a mortalidad
embrionaria. Mediante analisis de varianza, se determing el efecto de la época
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del servicio, nimero de parto, tipo racial, el lapso entre el dia del
servicio-muestra y el diagnéstico de gestacién sobre los niveles de
progesterona. Sélo fueron significativos (P<0.05) 1a época de servicio y mimero
de parto, tanto en animales gestantes como no gestantes. Los resultados
confirman la eficiencia del diagnéstico precoz de no gestacién entre 20-23 dias
después del servicio mediante la determinacién de progesterona en lecae
descremada. Se recomienda la utilizacién de esta prueba para identificar
rdpidamente los animales no gestantes con el fin de proceder a realizar un
nuevo servicio o corregir el problema del anestro post-servicio.

Palabras claves: Bovino, progesterona, leche descremada, gestacién.

Abstract

Progesterone level (Pg) on skim milk was determined by RIA, and used
to evaluate pregnancy diagnosis of 207 crossbred cows from La Esperanza
dairy farm of Universidad del Zulia. Cows were produced from a
crossbreeding program involving Brahman,. Holstein and Brown Swiss
breeds. Milk samples were taken on afternoon milking from days 19 to 24
after. Al Pregnancy was confirmed by rectal palpation at 42-75 days afier
service. Use of a discriminating linear function method allowed ‘or
establishing a Pg level greater or equal to 0.5 ng/ml as the optimum
concentration to confirm the pregnancy status. Overall diagnosis efficier.cy
was 85 percent and worked better on animals tested 20-23 days after service.
Diagnosis of non-pregnant were significantly more accurate than did for
pregnancy (94.9 Vs 79.0%, respectively P<0.01) 19-24 days after A.I. 1.93% of
cows with Pg lower than 0.5 ng/ml resulted pregnant at palpation whereas
13% of cows with Pg higher than 0.5 ng/ml resulted non pregnant wk.en
palpated 25-45 days after Pg determination. This later event was attribu-ed
to embryonic mortality. Analysis of variance was used to determine the effect
of time of service, calving number, crossbreed group, sampling day and
pregnancy diagnosis on Pg levels. Pg was only affected (P<0.05) by time of
service and calving number in either pregnant or non pregnant animals.
Results showed the efficiency of the test for early diagnosis of non pregnant
cows within 20-23 days after service. The test is recommended for detection
of early non pregnant animals and for anestrous post service control.

Key words: Bovine, progesterone, skim milk, pregnancy.

Introduccion

Habitualmente el diagnéstico  rior examen clinico mediante palpa-
de gestacién depende de la observa-  cién rectal, cuya precocidad y exac-
cién del retorno en celo de losanima-  titud dependera de la eficiencia del
les no gestantes y de la confirmacién  veterinario clinico (5,23). Sin embar-
del estado de gestacién por un poste-  go, la determinacién de los niveles de
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progesterona periférica especial-
mente en plasma, suero, leche ente-
ra o descremada, etc, utilizando la
técnica de radioinmunoandlisis
(RIA) se ha revelado como uno de los
métodos mas precisos y precoces
para establecer un diagnéstico de
gestacién en las diversas especies
animales (6); incluso ha permitido
lograr una exactitud del cien por
ciento en el diagnéstico de no gesta-
cién en vacas (19).

La técnica ha mostrado ser me-
nos eficiente para el diagnéstico de
animales prefiados; desde el momen-
to temprano del diagndstico hormo-
nal hasta su posterior confirmacién
clinica por palpacién rectal o hasta el

nacimiento de la cria, se ha reporta-
do una variable incidencia de morta-
lidad embrionaria tardia (5) que in-
fluye en la precision del diagnéstico
de gestacion.

El objetivo del presente trakajo
fue estudiar los niveles dptimos de
progesterona en leche descremada
determinados mediante el RIA para
el diagndstico de gestacién en vacas
y el momento del muestreo mas e'ec-
tivo entre los dias 19-24 después del
servicio, comparado con el posterior
examen clinico por palpacién rectal
en relacién con el predominio racial,
el nimero de partos y la época del
servicio del animal.

Materiales y métodos

1. Caracteristicas de la zona

La presente investigacion fue
realizada durante el afio 1988 en la
finca La Esperanza, propiedad de la
Facultad de Agronomia de la Univer-
sidad del Zulia. La temperatura me-
dia fue de 29.5°C con una minima y
maxima de 23.7 y 34.5°C respectiva-
mente y una precipitaciéon anual de
1048.4 + 180 mm.

2. Animales experimentales

Se estudiaron 207 vacas mesti-
zas, sometidas a ordefio mecinico
dos veces al dia, sin apoyo ni ama-
mantamiento de la cria. Las vacas
mestizas con predominancia racial
Holstein (43.5%), Pardo Suizo
(33.3%9%) y Brahman (23.2%) con 1, 2,
3 y 4 0 mds partos fueron suplemen-
tadas especialmente en época seca
de acuerdo a su nivel de produccién.
Cada animal fue muestreado una

sola vez entre los dias 19 al 24 ces-
pués del servicio realizado por irse-
minacién artificial con semen conge-
lado. Se agruparon los animales en
las épocas de servicio seca (meses: de
Enero-Abril}; intermedia (Mayo-
Agosto) y himeda (Septiembre-Di-
ciembre).

3. Muestras

Se tomaron muestras de leche
de la primera fraccion del orderic de
la tarde, del cuarto posterior dere-
cho, obteniendo una fracciéon menos
rica en grasa, se eliminaron las pri-
meras descargas. Las muestras se
colocaron en tubos de polipropilzno
usando azida de sodio al 0.1% ccmo
preservativo y se conservaron hajo
refrigeracién a 5°C. Las muestras se
procesaron por duplicado aplicando
la técnica de RIA utilizando la meto-
dologia especificada por Ramirez
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(22). El anélisis de la progesterona
dio un coeficiente de variacién in-
traensayo e interensayo de 8.46 y
13.05% respectivamente, cifras que
se consideran bastante apropiadas
(3, 25).

4. Palpacién rectal

Todos los animales experimen-
tales que no retornaron en celo, fue-
ron examinados por palpacién rectal
a cargo de un médico veterinario es-
pecializado, entre los dias 42 y 75
después del servicio. Este resultado
fue contrastado con la cuantificacién
de la progesterona en leche descre-
mada.

5. Determinacién de la
concentracién é6ptima de pro-
gesterona parael diagnésticode
gestacion

Una vez obtenidos los valores
de las concentraciones de progeste-
rona en las muestras de leche descre-
mada de los 207 animales, se proce-
di6 a seleccionar entre los valores de
0.40, 0.50, 0.55 y 0.60 ng/m! el valor
mas satisfactorio para el diagnéstico
de gestacién y no gestacién confir-
mado por palpacién rectal, los dias
19 al 24 después del servicio.

6. Distribucién en grupos de
acuerdo a la concordancia del
diagnéstico por progesterona y
por palpacién rectal
Comparando los resultados de
la palpacién rectal con los niveles de
progesterona menores o mayores de
0.50 ng/ml, los animales se clasifica-
ron en cuatro grupos; los dos prime-
ros con coincidencias de ambos diag-
nésticos y los dos restantes en los
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cuales el diagnéstico por progestero-
na y por palpacién no coincidian;

Grupo 1. Vacas con niveles de
progesterona menores a 0.50 ng/mly
vacias a’la palpacién (negativas).

Grupo 2. Vacas con niveles de
progesterona iguales o mayores a
0.50 ng/ml y prefiadas a la palpacién
(positivas).

Grupo 3. Vacas con niveles de
progesterona menores a 0.50 ng/mly
prenadas a la palpacién.

Grupo 4. Vacas con niveles de
progesterona iguales o mayores a
0.50 ng/ml y vacias a la palpacién.

Estos cuatro grupos se combi-
naron de acuerdo a los niveles de
progesterona para obtener la varia-
ble gestacién, asi los grupos 1y 3 (Pg
< 0.50 ng/ml) darian el diagnéstico
de no gestacién y los grupos 2 y 4 el
de gestacién (Pg > = 0.50 ng/ml).

Para medir la efectividad real
del diagnéstico por progesterona ne-
gativa y positiva, se utilizaron los
grupos 1 y 2 (diagnéstico efectivo);
los grupos 3 y 4 se consideraron ccmo
fallas del diagnéstico hormonal ex el
momento actual; el grupo 3 atribuido
a errores en el manejo o en el proce-
dimiento y el grupo 4, debido a dife-
rencias entre el momento del diag-
néstico por progesterona y la poste-
rior comprobacién por palpacién rec-
tal, atribuibles a una posible morta-
lidad embrionaria.

7. Procesamiento de
muestras

El equipo utilizado para prace-
sar la progesterona en leche por RIA
fue un MINI-ASSAY tipo 6-20 cuya
eficiencia fue de 52.3%. Fueron em-

las
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pleados kits suministrados por el
convenio con el Ministerio de Ener-
gia y Minas y la Agencia Internacio-
nal de Energia Atémica y procesados
de acuerdo con la metodologia esta-
blecida en el Manual JAEA FAO (10).
Se utiliz6 el RIA en fase sélida para
progesterona, el cual se fundamenta
en la competencia entre la progeste-
rona presente en la muestra de leche
descremada y la hormona marcada
con I'® por un limitado ntimero de
sitios de unién al anticuerpo, el cual
se encuentra adherido a la pared in-
terna del tubo de polipropileno que
traen los kits. La proporcién de pro-
gesterona yodada unida al anticuer-
po, estd inversamente relacionada
con la concentracién de progesterona
en la muestra de leche. Todos los
componentes del ensayo se utiliza-
ron a temperatura ambiente (10).

8. Metodologia estadistica

Se efectud la distribucién de los
animales experimentales, tomando
en cuenta las variables paramétri-
cas: época del servicio, tipo racial,
nimero de partos y el lapso entre el

servicio y la toma de muestra, para
estudiar la relacién entre ellas con el
diagnéstico de gestacién por la pro-
gesterona comparado con el resulta-
do de la palpacién rectal. Se aplico la
prueba chi-cuadrado x2) para esta-
blecer la independencia entre las va-
riables, el coeficiente de correlacién
de Pearson para determinar la aso-
ciacién entre las variables estuclia-
das y la prueba de Z para conocer la
significancia entre los resultados ob-
tenidos del porcentaje de eficiencia
del diagnéstico. El andlisis de va-
rianza para estudiar el efecto de las
variables sobre el diagnéstico de ges-
tacion y sobre los niveles de proges-
terona se realizé usando un modelo
factorial aditivo lineal. Se usé el ana-
lisis discriminante para estimar los
niveles de progesterona en leche ces-
cremada, el cual admite el mejor va-
lor para la clasificacién de animeles
gestantes o no por niveles de proges-
terona, confirmados por palpacién
rectal (2, 16). Los datos del expari-
mento fueron procesados con el SAS
(26).

Resultados y discusion

1. Concentraciéon 6ptima de
progesterona para el diag-
néstico

Se usé la funcién lineal discri-
minante para estimar los niveles de
progesterona en leche descremada
(2, 16). Para el estudio se fijaron
concentraciones de progesterona de
0.40, 0.50, 0.55 y 0.60 ng/ml. Al apli-
car el andlisis discriminante, se ob-
tuvo que el mayor porcentaje de ani-
males diagnésticados efectivamente

como gestantes y no gestantes co-
rrespondié a 0.50 ng/ml, valor en el
cual no se reportan animales mal
clasificados. Para las otras concen-
traciones el porcentaje de animales
mal clasificados oscila entre 2.9 y
3.3% (Cuadro 1). Valores simileares
han sido reportados por otros auto-
res (1, 17, 20).

En animales gestantes, la me-
dia de progesterona fue de 2.34
ng/ml con una desviacién estandar
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Cuadro 1. Efectividad del diagnéstico de gestacién utilizando
diferentes niveles de progesterona mediante el estimado
de la funcién lineal discriminante en vacas mestizas.

Niveles de Clasificacién correcta
progesterona de animales (%) Animales  Efectividad Animales mal
(ng\ml leche) No Gestantes Gestantes n (%) clasificados
0.40 94.5 75.4 170 82.1 2.9
0.50 94.9 78.9 176 85.2 0.0
0.55 88.2 77.8 170 82.8 2.9
0.60 87.2 T 169 81.6 34

de 1.95 para animales gestantes
mientras que en 79 no gestantes la
media de progesterona en leche des-
cremada fue 0.29 ng/ml con una des-
viacién estandar de 0.04 entre los
dias 19 al 24 post servicio. Se han
sefialado concentraciones de proges-
terona en leche descremada de 0.19
+ 0.03 ng/ml para diagnéstico de no
gestacién y 2.16 £ 0.1 ng/ml para
diagnéstico de gestacién (15).

E1l bajo porcentaje de animales
en los cuales no coincide el diagnés-
tico negativo por progesterona con
una palpacién positiva (1.93%), es
factible atribuirlo a un error en la
identificacién de las muestras y/o
muestreo al momento de la extrac-
¢ién, dosaje o lectura (Cuadro 2). Los
resultados del diagnéstico de gesta-
cion fueron errdticos para muestras
de leche que tenian grumos y ésta
pudo ser otra causante (8) en el por-
centaje de error que se obtuvo en este
trabajo.

En los animales que habian re-

sultado positivos con la progesterona
v que no fueron confirmados a la

palpacién, la falta se atribuyé a la
presentia de mortalidad embriona-
ria, que con muy escasa variacién
fluctué alrededor del 13%.

Estas cifras son ligeramente
superiores a las reportadas para ani-
males mestizos de 8% (7) y 7% (27).
Otros autores reportaron valores di-
versos de mortalidad embrionaria,
fluctuando entre 12% (4,23) y 17%
(14, 28).

Estos resultados justifican la
seleccién de la concentracién de 0.50
ng/ml para diferenciar animales ges-
tantes de no gestantes al ofrecer una
eficiencia total para el diagnésticc de
85.02% (1'76/207), superior a lo obte-
nido para concentraciones de 0.40 y
0.55 ng/ml (82.1% y de 0.60 ng/ml
81.6%) (Cuadro 1).

2., Dia post-servicio més
adecuado para la muestra
diagnéstico

Se aprecia que indistintamente
de la concentracién de progesterona
utilizada, fueron los dias 20 al 23
post servicio los que ofrecieron una
mayor constancia de efectividad en
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Cuadro 2. Efectividad total del diagnéstico de gestacién y no
gestacion al relacionar losresultadosde la determinacién
de progesterona con la palpacién rectal en vacas

mestizas.
No
Grupos No. Efectividad Coincidencia Coincidencia
(% relativo) (%)
Grupo 1 75 48.80
Pg(-) PR (-)
Grupo 3 4 1.93
Pg () PR (+)
79 94.90 50.73 5.10
Grupo 2
Pg (+) PR (+) 101 48.80
Grupo 4
Pg(+) PR (-) 27 13.00
128 78.90 61.80 21.10
207 85.00 o

los resultados, confirmando resulta-
dos previos (12). Algunos autores re-
portaron una similar variacién entre
el porcentaje de efectividad del diag-
néstico de gestacién y no gestacién
tomando en cuenta loc niveles de
progesterona en leche entera y des-
cremada confirmados a la palpacién
rectal (5, 14, 21, 24),

No se detect6é una dependencia
significativa entre el dia del mues-
treo (19 al 24 post servicio) en rela-
¢i6n con los niveles de progesterona.

Al comparar la determinacién
de progesterona con la palpacién rec-
tal, en distintos momentos después
del servicio, se corroboran estos re-
sultados tanto para el diagnéstics de
gestacién como de no gestacién (Cua-
dro 3); no obstante, con una efectivi-
dad media de 85%, es facil presumir
una mayor utilidad al aplicar la téc-
nica de RIA para la determinacién de
progesterona en el diagnédstico ore-
coz de no gestacién, indistintamente
del dia de muestreo, aunque los dias
mis efectivos fueron los dias 20-23
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Cuadro 3. Eficiencia de la prueba diagnéstica de gestacién y no
gestacion utilizando la determinacién de progesterona
(0.5 ng/ml) comparada con la palpacién rectal en vacas

mestizas, de acuerdo al dia del diagnéstico post-servicio.

Dias Eficiencia del diagnéstico Efectividad
post-servicio Gestacién No Gestacién Total B
n No. % No. % No. %
19 8 2 50.0 4 100.0 6 75.0
20 23 11 78.6 9 100.0 20 86.9
21 24 11 84.6 10 90.9 21 87.5
22 123 64 79.0 40 95.2 104 84.5
23 17 7 89.0 8 88.0 15 88.0
24 12 6 75.0 4 100.0 10 83.0
Total 207 101 79.0* 75 94.9* 176 85.0
*P<0.05

post servicio, confirmando reportes
de otros autores (5, 9, 18, 19).

La efectividad del diagnéstico
de gestacién por la determinacién de
los niveles de progesterona confir-
mada por la palpacién rectal revela
en los grupos 1 y 2 una concordancia
altamente positiva para el diagnés-
tico de no gestacién, 94.9% contra
78.9% del diagnéstico de gestacién
positivo (P<0.01) (Cuadro 2). Porcen-
taje similar ha sido reportade por
otros autores (5, 18).

3. Influencia del tipo racial,
época de servicio y numero de
partos.

El tipo racial no tiene influen-
cia sobre la efectividad del diagnés-
tico de gestacidn, ni sobre los niveles
de progesterona en leche descrema-
da. Por el contrario, se ha reportado
que la concentracién de progestero-
na en leche completa es afectada por
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la raza, al encontrar una mayor con-
centracién de progesterona en la Jer-
sey que en la Pardo Suizo, Ayrshire
o Holstein (18). Similarmente se han
sefialado resultados diferentes en
las concentraciones de progestercna
referidos a los animales Jersey y Da-
nish, encontrandose valores mayo-
res de progesterona para el diagnés-
tico de gestacién en los Jersey, a la
vez que el porcentaje de efectividad
es mayor para estos animales ("1).
No se han reportado variaciones de
acuerdo al tipo racial en animales
mestizos con predominio europeo o
cebuino. Tampoco existe relacién en-
tre los niveles de progesterona v el
diagnéstico de gestacidn con respec-
to a la época del servicio al animal.

En vacas mestizas no se han
descrito los efectos de la época del
servicio sobre el diagnédstico de gres-
tacién ni sobre los niveles de proges-
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terona. No obstante, se ha reportado
que los resultados del diagnéstico no
fueron afectados por la época de ser-
vicio en vacas lecheras (13).

No se observé dependencia del
namero de partos de la vaca sobre la
efectividad con respecto a los niveles
de progesterona (P<0.05). Es posible
destacar que las vacas de tres y cua-
tro o méas partos muestran cierta ten-
dencia para una mayor efectividad
del diagnéstico. En vacas mestizas
no se ha reportado el efecto del nu-
mero de partos sobre la efectividad
del diagnéstico de gestacién.

Al aplicar el anélisis de varian-
za para observar los efectos de las
variables época de servicio, tipo ra-
cial, ndmero de partos y lapso entre

el servicio y la muestra, sobre la efec-
tividad del diagndstico de gestacién,
se observé que no existe ningin efec-
to de estas variables sobre el d.ag-
néstico de gestacién (Cuadro 4).

El anslisis de varianza para de-
tectar los efectos de las variables
época del servicio, tipo racial, nime-
ro de partos, diagnéstico de gesta-
cién, palpacién y el lapso entrs el
servicio y la muestra sobre los nive-
les de progesterona mostré igaal-
mente que sélo fueron significat vos
los efectos de la época de serv.cio,
nuimero de partos y diagnéstico de
gestacién (P < 0.05); las interaccio-
nes entre las otras variables no fue-
ron significativas (Cuadro 5).

Cuadro 4. Anilisis de varianza. Variable dependiente: gestacién.

Fuente de Variacién G.L S.C C.M. F
Epoca 2 0.6856 0.3428 1.53 ns
Raza 2 0.1476 0.0730 0.33 ns
N° de Partos 3 1.1534 0.3844 1.71ns
INTSM 5 0.9478 0.1895 0.84 ns
Epoca x Raza 4 1.2868 0.3210 1.43 ns
Epoca x Parto 6 2.0579 0.3429 1.53 ns
Epoca x INTSM 9 1.5908 0.1767 0.79
Raza x INTSM 10 2.4282 0.2428 1.08 ns
Parto x INTSM 13 3.3523 0.2578 1.15ns
Raza x Parto 6 2.4250 0.4041 1.80 ns
Modelo: Niveles 60 16.0758

Progesterona
Error 146 32,7740 1.19ns
Total 206 48.8502 .

r=3291% CV=2927%
INTSM = Intervalo servicio - Dfa de muestra

No se encontraron diferencias significativas entre tratamientos
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Cuadro 5. Analisis de varianza, Variable dependiente: Niveles de

progesterona.

Fuente de variacién G.L. S.C. C.M. F
Efecto época 2 17.6750 8.8370 9,73 **
Efecto raza 2 2.5774 1.2880 1.42ns
Efecto No. de partos 3 18.1140 6.0380 6.65**
Efecto INTSM 5 8.7888 1.7577 1.94ns
Interaccién raza x INTSM 10 9.4026 0.9402 1.04 ns
Interaccién época x raza 4 0.7225 0.1806 0.20 ns
Interaccién época x parto 6 7.9960 1.3326 1.47ns
Interaccién palpacién x época 2 0.1624 0.0812 0.09 ns
Interaccién época x INTSM 9 4.4299 04922 0.54ns
Modelo: Niveles 58 595.1510
) Progesterona -
Error 148 134.3650 11.30 **
Total 206 729.5160
*P<0.0l r=8158% CV=31.26% o
INTSM = Intervalo servicio - Dfa de muestra

Conclusiones

La concentracién éptima de
progesterona en leche descremada
igual o mayor a 0.50 ng/ml determi-
na el diagnéstico positivo de gesta-
cién y los valores menores de 0.50
ng/m] el estado de no gestacién.

En los animales gestantes y no
gestantes, los niveles promedio de
progesterona en leche descremada
fueronde 2.3+1.9y0.29+0.04 ng/ml
entre los dias 19 y 24 post servicio.

Los dias 20 al 23 presentaron el
mayor porcentaje de éxito en el diag-

néstico, siendo la eficiencia total de
85.0% al comparar la progesterona
determinada per RIA con el examen
clinico por palpacién rectal. La efec-
tividad del diagnéstico precoz de no
gestacién fue de 94.9%, significativa-
mente superior al 79% hallado para
el diagnéstico de gestacién, Se sefia-
la un margen de error del diagnésti-
co de 1.93%, mientras que 13% de
casos son atribuibles a mortalidad
embrionaria.
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Puede considerarse la determi-
nacién de progesterona en leche des-
cremada mediante radicinmunoa-
nalisis como un método de amplia
utilidad préactica para el diagnéstico
de gestacién en la vaca, permitiendo

identificar precoz y rdpidamente los
animales no gestantes, de forma que
pueda procederse a un nuevo servi-
cio o a la correccién del problems de
anestro post servicio.
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