РЕПРОДУКЦИЈА КРАВА НОВИ УВОЗИ - СТАРЕ НАВИКЕ
ПРИМЕНА ПРОГЕСТЕРОНСКОГ  ЕИА ТЕСТА  У КОНТРОЛИ И

ПОБОЉШАЊУ РЕПРОДУКЦИЈЕ МУЗНИХ КРАВА
УВОД
Дијагностика гравидитета у говедарству је од посебног значаја јер су њени резултати често пресудни за дужину експлоатације производних грла. Методе које се користе у дијагностици гравидитета крава (клиничке и лабораторијске) већином су развијене током 20. века са циљем да се што раније и прецизније одреди исход осемењавања. Прогестерон је стероидни хормон кога лучи жуто тело јајника након овулације у лутеалној фази полног циклуса говеда. Opsomer и сар. (1999) истичу да концентрација прогестерона у плазми крава указује на секреторну активност лутеалног ткива, будући да нема других значајнијих извора прогестерона. 
Прогестерон је неопходан за очување гравидног стања и лутеална дефицијенција се сматра једним од узрока неплодности (Parkinson, 2001). У случају пада концентрације прогестерона у раном периоду гравидитета долази до угинућа ембриона или побачаја. Како је жуто тело главни извор прогестерона са задатком очувања гравидитета у почетку гравидитета, подстицање његове активности било је предмет испитивања више истраживача у последњој декади. Резултати постигнути у том правцу, указали су на позитиван ефекат поступака који су имали за циљ да стимулишу функцију жутог тела на успех концепције. Постоји већи број аутора који сматрају да апликација препарара хЦГ од 7. до 15. дана после еструса може довести до побољшања плодности код крава, Sianangama i 

 HYPERLINK "http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Rajamahendran%20R%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract" Rajamahendran (1992) .
Жуто тело крава садржи два до пет пута више β-каротина у односу на друга ткива (јетра, масно ткиво, плазма), чак и у дефицитном стању (Ahlswede i Lotthammer 1978). Ahlswede i Lotthammer (1978) су, код животиња са смањеним садржајем β-каротина у храни, доказали благо сигнификатно снижење концентрације прогестерона у ткиву жутог тела у односу на животиње које су имале довољно β-каротина. Бројна истраживања о утицају β-каротина на побољшање репродуктивних параметара давала су некохерентне резултате.
 Одређивање концентрације прогестерона у крви и млеку спроводи се не само у смислу дијагностике и искључивања стеоности већ и у откривању цикличких дисфункција и поремећаја функције јајника. Иако су разлике у концентрацији прогестерона јасно видљиве већ 17. дана од припуста или осемењавања, најпоузданији резултати у дијагностици стеоности се постижу од 19. до 24. дана циклуса (Nakao и сар., 1983; Wimpy и сар., 1986; Shrestha и сар., 2004).

Паралелним испитивањем узорака млека и крвног серума, сваког другог дана, Миловановић и сар. (2009) су израдили прогестеронски профил стеоних и нестеоних крава, крава са поремећеним циклусима и у случајевима пропуста приликом осемењавања. На основу прогестеронског профила могу се поуздано пратити концентрације прогестерона по данима полног циклуса. 
Упркос знатном напретку технологије, одређивање концентрације прогестерона остало је и даље најранији, индиректни начин откривања негравидног статуса крава и одличан показатељ функције јајника.
За високу поузданост прогестеронског теста неопходна је редовна евиденција која има кључну улогу у контроли репродукције на фармама музних крава. Успех у репродукцији зависи од много фактора али откривање еструса и утврђивање оптималног времена осемењавања представљају један од основних проблема узгоја високо млечних крава. 
У овом раду представљена је примена ЕИА теста на фармама са прогестеронским надзором и софтверским праћењем производних и  репродуктивних параметара. Испитивања у овом раду имала су циљ да утврде:

1. тачност откривања еструса на дан осемењавања;

2. откривање нестеоних и стеоних крава 20. дана од в.о.;

3. утицај апликације карофертина на дан осемењавања и апликације хЦГ 7. дана од в.о. на повећање нивоа прогестерона и степен концепције
Оглед је спроведен на комерцијалној фарми у околини  Зрењанина са 450 крава на мужи. Краве су биле у лактацији од 60 -180. дана и мужене су два пута дневно. Просечна производња млека на фармама износила је 6.500 л обрачунато на 305 дана лактације. Еструс је детектован на основу спољашњих знакова еструса, ректалним прегледом и вагиналним прегледом (спекулумом).  
Провера стеоности је извршена ултразвучним апаратом (Siui CTS 285-V, Shantou, Кина) употребом ректалне сонде од 7,5 МХз, 27-35. дана након осемењавања. Коначна потврда стеоности вршена је ректалном експлорацијом са ≥ 2 месеца после осемењавања ради потврђивања гравидитета и отклањања могућности ембрионалног морталитета.
За испитивање нивоа прогестерона узорковано је око 8 мл млека из клинички здравих четврти у пластичне епрувете запремине 10 мл (Спектар, Чачак). Као конзерванс су коришћене таблете са 3,3 мг калијум дихромата (Merck, Darmstadt, Немачка). Узорци су допремани до Института одласком на фарму или су допремани брзом поштом и чувани у фрижидеру на +4 (C до момента извођења анализа.

Испитивање нивоа прогестерона у пуном млеку рађено је ЕИА прогестеронским тестом израђеним у НИВ ,,Нови Сад“ из Новог Сада 2007 године  уз помоћ истраживача из Јапана (Департман ветеринарске медицине, Лабораторија за репродукцију Пољопривредног факултета, Јамагучи Универзитет, Јапан) и ИНЕП-ом из Земуна.

Очитавање резултата врши се преко оптичке густине (екстинкција), на читачу плоча (Multiscan MCC/340, Финска), са филтером за таласну дужину од 450нм. За прерачунавање добијене вредности оптичке густине у вредности прогестерона у пуномасном млеку (ng/ml) у односу на добијене стандарде криве коришћен је софтвер GraphPad Prism, Верзија 3.02 (Graph Pad Software, Inc., САД).
На фармама је инсталисан софтверски програм „Dairy Quest“ (Profit Source, САД) и обучени оператери да уносе податке о историји грла и податке из репродукције, што је од основне важности за примену ЕИА теста. 
Узорци млека коришћени су за:  
1. проверу тачности откривања еструса, млеко је узето у моменту осемењавања. Укупно је узорковано 70 узорака млека на основу пријаве  еструса од стране откривача еструса и провере ординирајућег ветеринара на фарми. 
2.  индиректно откривање нестеоних и стеоних крава, односно почетка поновног еструса, спроведено је узорковање млека 19, 20, 21. или 22. дана после осемењавања, на основу генерисане листе крава у софтверу 
„Dairy Quest“. Укупно је овим огледом обухваћено 148 крава.
3. испитивање утицаја апликације карофертина на дан осемењавања и апликације хЦГ 7. дана од в.о. на повећање нивоа прогестерона и степен концепције, узорковано је млеко од 54 краве распоређене у три огледне групе;
А - „Карофертин“ група 
Б -„хЦГ“ група и 
Ц - контролна група. 
Групе су формиране случајним избором - алтернативним варирањем након клиничког-ректалног прегледа материце и јајника од стране ординирајућег ветеринара фарме са вишегодишњим искуством. 
3.А. Карофертин група   
 Испитивање утицаја апликације карофертина приликом вештачког осемењавања
 на повећање нивоа прогестерона и степен концепције испитиван је апликацијом комерцијалног препарата β-каротина (Carofertin®, Alvetra u. Werfft Gmbh, Аустрија). Препарат је у виду уљаног раствора и апликован је дубоко и.м. у мускулатуру сапи на дан осемењавања, у укупној дози од 200 мг β-каротина (20 мл). Третирано је укупно 19 крава.
3.Б. хЦГ група
Испитивање утицаја апликације хЦГ 7. дана од в.о. на повећање нивоа
 прогестерона и степен концепције, испитиван је апликацијом комерцијалног препарата Pregnyl® (Schering-Plough). Препарат је у лиофилизованом облику и непосредно пре употребе растворен је у солвенту (дестилованој води) и апликован  дубоко и.м. у мускулатуру сапи, 7 дана после осемењавања, у укупној дози од 1500 ИЈ (5 мл). Третирано је укупно 17 крава.
3.Ц. Контролна група
Након спонтаног еструса и вештаког осемењавања (дан 0), контролној групи крава  је апликован плацебо (5 мл физиолошког раствора). Обухваћено је укупно 18 крава.
Млеко је код свих група узимано три пута: 

1) на дан осемењавања (нулти дан) ради утврђивања тачности откривања еструса. Краве са високим нивоом прогестерона на дан осемењавања нису узете у испитивање;

2) 14. дана циклуса ради испитивања утицаја два различита третмана на повећање  активности жутог тела и синтезе прогестерона у односу на контролну групу и
3) 20. дана ради откривања репродуктивног статуса (стеона-нестеона). 

1. Резултати провере тачности откривања еструса на дан осемењавања
У огледу провере тачности откривања еструса укупно је анализирано 70 узорака млека добијених у моменту осемењавања. Гранична вредност за апсолутно погрешно време осемењавања одређена је за концентрацију прогестерона од преко 4 ng/ml, а супрабазални ниво прогестерона дефинисан је за вредности концентрације прогестерона од 2-4 ng/ml. Тада је сматрано да је осемењавање извршено у проеструсу или на почетку метеструса. Од 70 узорака, 16 (22,86%) је имало концентрацију прогестерона вишу од 2 ng/ml на дан осемењавања, што је указивало на лошу технику откривања еструса крава, односно, висок степен осемењавања крава у погрешном тренутку.

Табела 1. Приказ резултата налаза концентрације прогестерона у узорцима млека узетим на дан осемењавања.

	Категорије:
	Број грла 
	(%)

	  - низак прогестерон (0-1,9 ng/ml) 
	54
	77,14

	  - супрабазални ниво (2,0-3,9 ng/ml)‏
	12
	17,14‏

	  - висок ниво (≥4 ng/ml)
	4
	5,72

	Укупно:
	70
	100,00


Тачност откривања еструса у огледу била је 77,14% (54/70). Ниједно грло које је имало високу концентрацију прогестерона на дан осемењавања није остало стеоно (≥4 ng/ml). Од 12 плоткиња са супрабазалним вредносима концентрације прогестерона (2,0-3,9 ng/ml)‏ две су остале стеоне, али уз поновљено осемењавање после 24 часа.

Према разултатима истраживања неких аутора (Reimers и сар., 1985; Sturman и сар., 2000; Ranasingha и сар., 2009) 5,1%, 19%, односно, 22,1% крава се осемењава у лутеалној фази циклуса.

Према подацима из литературе, као и на основу наших клиничких искустава, може се закључити да је један од највећих проблема великих фармских система (фарме капацитета од 200 и више музних грла), тешкоћа у откривању еструса. Анализом 520 циклуса код 120 крава са најмање два осемењавања у периоду од 01. 01. 2008. године до 31. 12. 2009. године, ми смо уочили да је дистрибуција нормалних интервала између два еструса - осемењавања (18-24 дана) свега 19,76%. Број продужених циклуса (25-35 дана) износио је 12,35%. Број двоструких интервала између два полна циклуса (36-48 дана) износио је 16,39%, а поремећених или неоткривених циклуса (интервал осемењавања ≥48 дана) износио је 43,13%. Ови подаци до сада нису публиковани и преузети су из анализе софтвера Dairy Quest. Према Smith-u (1986.) дистрибуција нормалних циклуса (од 18. до 24. дана) треба да износи (60%, а удео циклуса са 24 и више дана не би требало да буде заступљен са више од 25%.
2.  Резултати  откривања нестеоних и стеоних крава 20. дана од в.о. 

У циљу ране детекције гравидитета, односно поновног еструса спроведено је узорковање млека код 148 крава 19 - 22. дана након осемењавања,. Низак ниво прогестерона код грла осемењених пре 19 - 24 дана указује на појаву еструса, а висок ниво прогестерона индиректно указује на концепцију (гравидитет). 

Табела 2. Резултати анализе узорака млека узетих 19-22. дана после осемењавања
	Групе према нивоу прогестерона
	Број узорака (n)
	Налаз стеоности

	
	
	Стеоне (бр.)
	(%)
	Нестеоне (бр.)
	(%)‏

	Висок (≥ 4 ng/ml)‏
	64
	48
	75,00
	16
	25,00

	Низак (< 4 ng/ml)‏
	84
	8
	9,52
	76
	90,48

	Укупно:
	148
	56
	37,83
	92
	62,17



Од 64 узорка са високом концентрацијом прогестерона, за које се сматрало да указују на стеоност, стеоност је потврђена клиничким прегледом код 48 крава (75%), а 16 крава (25%) није било стеоно. Од 16 лажно позитивних налаза (висок прогестерон-краве нису стеоне), код 62,50% случајева (10/16) разлози аконцепције су били последица ембрионалних угинућа (налаз ембрионалних мешкова и остатака плодних овојница 32-38. дана од осемењавања - 3 краве), упалних процеса на материци (патолошки вагинални исцедак и клинички ендометритис, укупно код 5 крава) и хормонални поремећај (налаз лутеинских циста, код 2 краве). Код преосталих 6 крава (6/16; 37,50%) није утврђен разлог изостанка гравидитета упркос високом нивоу прогестерона. Побољшање тачности теста било би могуће додатним узорковањем млека након 2-7 дана.


Од 84 узорка са ниским прогестероном за које се сматра да указују на очекивани еструс, односно негравидно стање, код 8 крава је потврђена стеоност (9,52%). Просечан ниво прогестерона код лажно негативних грла износио је 1,88±0,68 ng/ml (ЦВ=36,39%). У контроли тачности прогестеронског теста ово се сматра најкритичнијом групом, те се судбини ових гравидитета (као и тачности теста) мора посветити посебна пажња. Овде се препоручује поновно узорковање млека за 2-3 дана (24. дана циклуса) ради прецизније контроле и јасније диференцијације «сиве зоне», односно, граничне концентрације прогестерона у диференцијацији стеоности («cutt off» вредности). Тачност теста код нестеоних крава износила је 90,48% (76/84). Све краве чији су узорци недвосмислено имали нулти ниво прогестерона од 19-22. дана, имале су очекивани клинички налаз на репродуктивним органима (естрална слуз, постеструсно крварење, повађање). 
3.  Резултати испитивања утицаја карофертина и хЦГ на повећање нивоа прогестерона и степен концепције 
У овом делу анализе резултата, испитивали смо утицај хуманог хорионског гонадотропина (хЦГ) апликованог 7. дана после в.о. и β-каротина, апликованог на дан осемењавања (0. дан), на ниво прогестерона у млеку 14. и 20. дана од осемењавања и стеоност код холштајн крава. Краве са високим нивоом прогестерона на дан осемењавања нису узете у испитивање. 
3.1. Резултати одређивања концентрације прогестерона 14. дана циклуса између група Карофертин, хЦГ и контроле
Статистичка значајност утврђених разлика између средњих вредности приказана је у табели 3а.

Табела 3. Дескриптивна статистика вредности за концентрацију прогестерона 14. дана циклуса. Анализом су обухваћене све краве, без обзира на исход осемењавања (стеоне или нестеоне)

	   Групе у огледу
	Концентрација прогестерона (ng/ml) 14. дан све

	
	n
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	SD
	S(
	CV%
	I.V.

	А - Карофертин
	19
	10,53
	9,70
	2,23
	92,15
	0,36-30,5

	Б - хЦГ
	17
	16,97
	9,93
	2,41
	58,52
	0,30-34,50

	Ц - Контрола
	18
	7,28
	5,63
	1,33
	77,30
	0,05-19,50



Средње вредности концентрације прогестерона 14. дана циклуса имају тенденцу пораста код Б-хЦГ и А-Карофертин групе. Може се уочити да су стандардне девијације у свим групама велике, што је и нормално за концентрације прогестерона у пуном (необраном) млеку.  
Табела 3а. Оцена статистичке значајности разлика у концентрацији прогестерона у млеку по групама 14. дана од осемењавања.
	Статистичка значајност разлика (p)

	Групе у огледу
	Б - хЦГ
	Ц - Контрола

	 А - Карофертин
	p > 0,05

(p = 0,0525)
	p > 0,05

(p = 0,4341)

	  Б - хЦГ
	–
	p < 0,01

(p = 0,0024)


  Man-Vitni-Vilkoksonov test Sume rangova
Резултати испитивања статистичке значајности у зависности од третмана указују да постоји врло висока статистичка значајност између групе Б која је добила 1.500 ИЈ препарата хЦГ у односу на контролну Ц групу. Концентрација прогестерона је 14. дана циклуса била већа код групе Б која је третирана са хЦГ у односу на  А-карофертин групу, али су ове вредности само нумеричке (10,53±9,70 према 16,97±9,93 ng/ml; p = 0,0525). 

Графикон 1. Концентрација прогестерона у млеку по групама 14. дана од осемењавања
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3.2. Резултати одређивања концентрације прогестерона 14. дана циклуса између стеоних и нестеоних крава унутар група Карофертин, хЦГ и контроле
Статистичка оцена значајности утврђених разлика средњих вредности  приказана је у табели 4. 
Табела 4. Дескриптивни статистички параметри за концентрацију прогестерона 14. дана циклуса (стеоне и нестеоне, унутар група). 

	Групе у огледу
	Концентрација прогестерона (ng/ml) 14. дан 

	
	n
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	SD
	S(
	CV%
	I.V.

	
	Карофертин стеоне
	7
	14,40
	11,43
	4,32
	79,38
	1,50-30,50

	
	Карофертин нестеоне
	12
	8,28
	8,23
	2,38
	99,40
	0,35-30,00

	
	хЦГ стеоне
	8
	21,91
	7,03
	2,49
	32,09
	10,75-34,50

	
	хЦГ нестеоне
	9
	12,59
	10,39
	3,46
	82,51
	0,30-30,00

	
	Контрола стеоне
	7
	5,77
	2,99
	1,13
	51,77
	2,15-11,00

	
	Контрола нестеоне
	11
	8,24
	6,77
	2,04
	82,19
	0,05-19,50



Средње вредности концентрације прогестерона 14. дана циклуса, уколико се анализирају на основу будућег исхода осемењавања, показују тенденцију пораста код хЦГ и Карофертин групе стеоних крава у односу на нестеоне. Међутим, може се уочити да су стандардне девијације и коефицијенти варијације у свим групама велики.

Табела 4а. Оцена статистичке значајности разлика за концентрацију прогестерона 14. дана циклуса (стеоне и нестеоне унутар група)

	Статистичка значајност разлика (п) у концентрацији прогестерона 14. дана између група

	Групе у огледу
	хЦГ стеоне
	Контрола стеоне
	Карофертин нестеоне
	хЦГ нестеоне
	Контрола нестеоне

	Карофертин стеоне
	p > 0,05

(p=0,281)
	p > 0,05

(p=0,2593)
	p > 0,05

(p=0,3402)
	–
	–

	хЦГ 

стеоне
	–
	p < 0,05

(p=0,0006)
	–
	p > 0,05

(p=0,0592)
	–

	Контрола стеоне
	–
	–
	–
	–
	p > 0,05

(p=0,6916)


   Man-Vitni-Vilkoksonov test Sume rangova

Овим испитивањем установљено је да концентрација прогестерона у раном гравидитету има утицај на исход осемењавања, односно, да је концентрација прогестерона у диеструсу нижа код крава које повађају, него код крава које остају стеоне, до сличне констатације долази (Mann, 1999). Ради утврђивања значајности разлика у концентрацији прогестерона 14. дана циклуса на исход осемењавања, извршена је подела крава на стеоне и нестеоне унутар контролне и огледних група. Међусобним упоређивањем резултата унутар формираних група и њихове статистичке обраде, нису уочене статистички значајне разлике (p > 0,05). Разлика у концентрацији прогестерона 14. дана циклуса између стеоних и нестеоних крава била је највећа у Б-групи крава које су третиране са хЦГ препаратом, али је она била само нумеричка услед високих осцилација за очитане вредности прогестерона (21,9±7,0 према 14,7±15,3 ng/ml, п=0,0592). Статистичком обрадом података унутар стеоних група забележена је значајна статистичка разлика p < 0,05 (п=0,0006) између Б-хЦГ и Ц-контролне групе стеоних крава. 
Резултати наших испитивања указују да третман крава препаратом хЦГ доводи до повећања нивоа прогестерона у диеструсу (средини полног циклуса). Апликација препарата β-каротина није утицала на концентрацију прогестерона у млеку.

Lamming и сар. (1989) тврде да рано повећање прогестерона (од 12 до 17 дана након в.о.) може да утиче на исход осемењавања, али наглашавају да нема стриктно одређеног високог нивоа прогестерона који са сигурношћу обезбеђује очување ембриона. Вероватно је да за потврду тезе Lamminga и сар. (1989) да висина прогестерона може да одреди судбину заметка већ од 7. дана циклуса, потребан већи број узорака или анализа крвног серума, где се очекују мање осцилације у висини прогестерона.  

3.3. Резултати одређивања концентрације прогестерона 20. дана циклуса између група Карофертин, хЦГ и контроле
Статистичка оцена значајности утврђених разлика између средњих вредности код стеоних крава по групама приказана је у табели 5а.  

Табела 5. Дескриптивни статистички параметри за концентрацију прогестерона 20. дана циклуса код стеоних крава
	   Групе у огледу 20. дан од осемењавања
	Концентрација прогестерона (ng/ml), 20. дан од в.о.

	
	n
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	SD
	S(
	CV%
	I.V.

	А-Карофертин стеоне
	7
	22,12
	11,78
	2,23
	53,26
	8,00-40,00

	Б-хЦГ стеоне
	8
	19,32
	6,62
	2,41
	34,29
	5,53-26,50

	Ц-Контрола стеоне
	7
	15,22
	10,31
	3,90
	67,72
	3,90-29,67


Средње вредности концентрације прогестерона 20. дана циклуса су биле највеће  код А-Карофертин и Б-хЦГ групе. Може се такође уочити да су стандардне девијације и коефицијенти девијације у свим групама велики. 
Табела 5а. Оцена статистичке значајности разлика вредности за концентрацију прогестерона 20. дана циклуса код стеоних крава између група
	Статистичка значајност разлика (p)

	Групе у огледу
	Б-хЦГ
	C-Kontrola

	
	А-Карофертин
	p > 0,05

(p = 0,6535)
	p > 0,05

(p = 0,2885)

	
	Б-хЦГ
	–
	p > 0,05

 (p = 0,4634)


   Man-Vitni-Vilkoksonov test Sume rangova

Ман-Витни-Вилкоксоновим тестом суме рангова, нису откривене статистички значајне разлике између стеоних крава по групама на основу концентрацје прогестерона 20. дана након вештачког осемењавања. 

3.4. Утицај апликације препарата Карофертина и хЦГ на стеоност
Стеоност је у овом огледу дијагностикована ректалним прегледом од 45. до 60. дана након осемењавања, а резултати успеха вештачког осемењавања крава приказани су у табели 6.
Табела 6. Резултати успеха вештачког осемењавања крава по групама у зависности од третмана 

	Групе у огледу
	n укупно
	n стеоне 
	n нестеоне
	%

	А-Карофертин 
	19
	7
	12
	36,8

	Б-хЦГ 
	17
	8
	9
	47,1

	Ц-Контрола 
	18
	7
	11
	38,9


Анализом резултата испитиваних група утврдили смо да је највећи успех приликом в.о. постигнут у групи Б третираној са хЦГ- 47,05% (8/17), затим у групи Ц-контролној - 38,88% (7/18) и групи А третираној Карофертином 36,84% - (7/19). 
Табела 6а. Оцена статистичке значајности успеха концепције у зависности од третмана по групама. 
	Статистичка значајност разлика (p)

	Групе у огледу
	Б-хЦГ
	Ц-Контрола

	
	А-Карофертин
	p > 0,05

(p = 0,62)
	p > 0,05

(p = 0,13)

	
	Б-хЦГ
	–
	p > 0,05

 (p =0,49)


   t test proporcije
Т-тестом пропорција нису откривене статистички значајне разлике у стеоности између анализираних група крава. 
Статистичком обрадом података (т-тест) је доказано да третман крава препаратом хЦГ и Кароферином није имао значајан утицај на повећање успеха осемењавања. Разлика концепције у односу на Ц-контролну групу (+8,17%) и А-Карофертин групу (+10,21%) може да укаже да значајан губитак ембриона настаје услед недовољне ендокрине комуникације мајке и плода. Спорији развој ебриона или слабо развијени ембрион није у могућности да произведе довољну количину интерфеона (, не успева да спречи лутеолизу и осигура даљи развој (Mann и сар., 1996; Mann и сар, 1998б). Потпуније познавање контроле развоја ембриона и производње интерферона ( је од изузетног значаја у развоју стратегије смањења високог процента клинички невидљивих ембрионалних угинућа код млечних крава. Mann сматра да умањење плодности од 25-30% настаје управо због раног ембрионалног губитка и недовољне комуникације мајке и плода. 
Апликације препарата β-каротина није утицала на концентрацију прогестерона у млеку и проценат стеоности. Међутим, с обзиром да је највиши ниво прогестерона код стеоних крава 20. дана ипак регистрован у Карофертин групи (разлика није била статистички значајна већ само нумеричка), потребно је испитати да ли је за дејство карофертина на повећање концентрације прогестерона и побољшање успеха осемењавања потребан дужи период. Могуће је да се ефекти апликације овог препарата уоче тек у наредном осемењавању (циклусу). 

 ЗАКЉУЧЦИ
На основу резултата спроведених испитивања и њихове анализе, могу се формулисати следећи закључци:

1. Тачност у откривању еструса и одређивању оптималног момента осемењавања на основу концентрације прогестерона у млеку (<2 ng/ml прогестерона) износила је 77,14% (54/70). 

2. Поузданост прогестеронског теста у откривању крава које нису конципирале (19-22. дана након осемењавања) била је 90,48% (76/84). Нетачни налази су регистровани у 9,52% случајева (8/84). 

3. Поузданост прогестеронског теста у откривању стеоних крава била је 75% (48/64). Нетачни су добијени код 25% крава (16/64).
4. Третман крава са 1.500 ИЈ препарата хЦГ, 7. дана циклуса доводи до статистички веома значајног повећања концентрације прогестерона у диеструсу (p < 0,01) што није био случај код крава третираних Кароферитином. Успех в.о. је био највећи у групи третираној са хЦГ - 47,05% (8/17), затим у контролној групи - 38,88% (7/18) и групи третираној Карофертином 36,84% - (7/19).
5.   Прогестеронски тест за утврђивање концентрације прогестерона у млеку има особине брзог, поузданог и високо осетљивог теста.
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