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Abstrakt

Tato bakalarska prace se vénuje moZznostem veterinarni diagnostiky v laboratorni
praxi, pfedeviim rozpoznani plodné faze hospodarsky vyznamnych samic
vybranych druhii savci. Cilem teoretické ¢asti prace je uvedeni moznosti veterinarni
diagnostiky v humannich i veterindrnich laboratofich, dale charakteristika
estralnich cyklti samic, nejdetailnéji fen, jejich hormonalniho fizeni a moZnosti
detekce nejvhodnéjsi doby pro kryti samcem. V dnesni dobé je nejpresnéjsi metodou
detekce plodné faze fen stanoveni sérového hormonu progesteronu. Cilem praktické
¢asti je srovnani metod stanoveni sérového progesteronu u fen na analyzatorech
Abbott Architect i2000SR a Siemens Immulite 1000. Dil¢im cilem praktické casti
je charakteristika metody stanoveni chemiluminiscence a obou analyzatorti
a statistické vyhodnoceni ziskanych dat pro porovnani obou analyzatora. V diskusi

jsou zminény studie vypovidajici o reprodukéni tspésnosti této metody.

Klic¢ova slova

Veterindrni  diagnostika; progesteron; estrdlni cyklus; reprodukce fen;

chemiluminiscence.



Abstract

This bachelor thesis deals with the possibilities of veterinary diagnostics
in laboratory practice, especially recognition of the fertile phase of economically
significant females of selected mammalian species. The aim of the theoretical part is
to introduce the possibilities of veterinary diagnostics in human and veterinary
laboratories, as well as characteristics of estrous cycles of the female, the most detaile
of bitches, their hormonal control and the possibility of detecting the most
appropriate time for fertilization. Nowadays, the most accurate method of detecting
the fertile phase of females is the diagnostic of serum hormone progesterone
concentrations. The aim of the practical part is to compare methods of determination
of serum progesterone infemales on Abbott Architect i2000SR and Siemens
Immulite 1000 analyzers. Next aim of practical part is a characteristic of the
chemiluminescence determination method, of both analyzers and statistical
evaluation of the obtained data for comparison of both analyzers. In the discussion

are mentioned studies evaluating the reproductive usability of this method.

Keywords

Veterinary diagnostics; progesterone; estrous cycle; reproduction of bitches;

chemiluminiscence.
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1 UVOD

MozZnosti veterinarni diagnostiky v laboratorni praxi jsou zna¢né obsahlym
tématem. Péce o hospodarsky vyznamna i domdci zvifata je v dneSni Evropé
na vysoké trovni. Obdobné jako je tomu u humanni mediciny, i veterinarni lékafi
k diagnostice onemocnéni zvirat vyuzivaji Sirokou Skdlu laboratornich stanoveni.
Tato bakaladfska prace je zaméfena na problematiku reprodukce, konkrétné urceni
plodné faze vybranych samic, pfedevsim fen. Diivodem volby tématu byl osobni
zdjem autorky o automatizované i neautomatizované laboratorni veterinarni

stanoveni v humannich laboratorich.

V teoretické c¢asti budou nastinény moZnosti veterindrni diagnostiky
v laboratorni praxi. Dal$im cilem této casti je podrobna charakteristika
reprodukénich cykllt vybranych samic savcli, nejpodrobnéji fen, z divodu
pochopeni dtileZitosti této diagnostiky i fyziologickych pochodti v organismu samic
dtilezitych pro spravné vyhodnoceni vysledki stanoveni a urcent jejich plodné faze

nejen laboratornimi metodami.

V praktické casti prace pak bude popsana metoda stanoveni hladiny hormonu
progesteronu, ktery je v soucasné dobé nejpfesn€jsi metodou nejen pro urcéeni
vhodné doby kryti feny, ale i predikci porodu, ¢imZz se vyrazné navysuje
reprodukéni tspésnost chovu. Cilem prace bude také porovnani vysledkii méfeni
sérového progesteronu na analyzatorech Immulite 1000 od vyrobce Siemens
a Architect i2000SR od vyrobce Abbott Laboratories. V diskusi budou zminény
studie vypovidajici o reprodukéni ispésnosti pti pouziti metody stanoveni sérového

progesteronu fen, v urceni plodné faze i predikci porodu.

10



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Obdobné jako je tomu v humanni mediciné, je i ve veterinarnim Ilékarstvi
laboratorni diagnostika neodmyslitelnou soucasti. Vysledky laboratornich vySetfeni

objektivizuji a dopliiuji klinické nalezy a konkretizuji diagndzu. [1]

2.1 Nahled do veterinarni laboratorni diagnostiky

.7

Praktikujici veterinaf stoji pfed rozhodnutim, zda testy provadét na svém
pracovisti, nebo vzorky posilat k diagnostice do veterindrnich, ¢i humannich
laboratofi. Kazd4 z uvedenych variant ma své opodstatnéni a spravna rozhodnuti

souviseji s potfebami a populaci pacientt jednotlivych veterindrnich ordinaci. [2]

Laboratofe pro humanni vzorky zpravidla nemaji referencni rozmezi pro rozli¢né
zvifeci druhy, ale presto mohou byt dobfe ndpomocné k diagnostice zvifecich
nemoci. V takovych laboratorfich mohou byt presné stanoveny naptiklad hladiny
elektrolytt, glukdza, urea, kreatinin a dalsi analyty. Z veterindrné specifickych
stanoveni, jez nelze stanovit v klasickych laboratofich, lze jmenovat napfiklad
hladiny raznych proteinti, hemostdzu, imunologické a hematologické vysetfeni.
V pfipadé potieby stanoveni méné obvyklych veterinarnich vySetfeni je vhodné

vyuzivat sluzeb mistnich humannich laboratofi. [2]

V dnesni dobé je standardem, Ze humanni klinické laboratofe nabizi i moZnosti
stanoveni veterindrnich vzorkt. Z tohoto dtivodu zavadi nové metody, nakupuji
specidlni pristroje, zaméstnavaji veterinarni lékare, Skoli personal, proto jsou
kvalitou stanoveni i interpretaci vysledka prakticky srovnatelné s veterindrnimi

laboratoremi.
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Rozsah stanoveni

Jednotlivé laboratofe se 1iSi nabidkou testi. Standardem jsou zakladni
i specializovana vysetfeni pro mala i velka zvifata v oborech klinické biochemie,
imunologie, sérologie, hematologie, genetiky, mikrobiologie ¢i parazitologie,
pfipadné i toxikologie. Mimo to, néktera pracovisté vysettuji i kvalitu vody a krmiv
nebo stanovuji radioaktivitu. Pro predstavu jsem do pfilohy 1 zatradila kopii aktualni

veterindrni zddanky.

Zvoleni konkrétnich testu veterinarnim lékarem

Pro to, aby lékar zvolil vhodny test pro zvife, ktery bude urcovat specifickou
diagnostickou odpovéd, si musi polozit konkrétni otdzku, co pfesné chce
od laboratofe stanovit. [2] Voditkem mu mohou byt tzv. orgdnové profily,
¢i programy, ze kterych si mtze vybrat dle klinickych nalezti. [3] Nékteré profily

a stanoventi Ize vidét ve veterindrni zddance (viz pfiloha 1).

Moznosti veterinarni diagnostiky v laboratorni praxi jsou pfili§ obsahlym
tématem. Zuvedeného dtvodu je tfeba se v této bakaldiské praci zaméftit
na konkrétni oblast stanoveni, proto se budeme dale vénovat oblasti moZnosti
laboratorniho stanoveni plodné faze cyklu samic, a tak nejvhodnéjsi doby pro kryti
samcem. V nasledujicich kapitoldch budou detailné charakterizovany jednotlivé
taze pohlavniho cyklu samic a jejich hormonalni fizeni. Také zde zminime zdkladni
znaky pro odhad ovulaci chovateli u nékterych druht. Okrajové zde popiSeme
dosud pouzivané moznosti laboratorniho stanoveni fije fen, ale zaméfime
se pfedevSim na sledovani hladin sérového progesteronu, coz bude i naplni

praktické ¢asti tohoto textu.
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2.2 Estralni cyklus samic

Pojem estralni cyklus definuje periodické fyziologické zmény, které je mozno
pozorovat na pohlavnich organech a vchovani samic domacich savci.
V intervalech, charakteristickych pro jednotlivé druhy, se pravidelné opakuji casové
omezené periody svolnosti k pafeni. [4] Slovo estrus je odvozeno z feckého oistros

— Tije.

Cas od poéatku Ffje po dalsi svolnost k pafeni nazyvame jednim intervalem cyklu.
Dle cetnosti vyskytu fije vroce rozdélujeme zvifeci druhy na monoestrické,
diestrické a polyestrické. Mezi monoestricka zvirata, majici fiji jedenkrat rocné, patti
vétsina divokych Selem. [4] Ze vSech plemen psti, je pfiblizné 26% fen
monoestrickych (nejcastéji primitivni nebo pfirodni plemena), 70% diestrickych,
haraji dvakrat ro¢né a pouze 9% tfikrat roné (mald plemena). [5] Polyestrickd
zvifata, mezi néz se fadi vétSina samic domacich druhti, prodélaji ro¢né vice nez dva
estralni cykly. Sezénni polyestrické druhy cykluji v zavislosti na délce svételného
dne, jsou tzv. fotoperiodické. Patfi mezi né naptiiklad klisna, kocka, koza
nebo ovce. [4] , Dalsi diferenciace Ize pozorovat v typu ovulace. U vétsiny zvifat dochdzi
ke spontinni ovulaci, ale u kocek, kralikii, velbloudii je ovulace vyvolana stimulaci

smyslovych receptorii v pochvé a déloznim krcku p#i koitu.” [10, str. 5]

Estralni cyklus je zpravidla rozdélen do ¢étyt stadii podle chovani ¢i probihajicich
zmén ve vajeCnicich. [4] Tato stddia jsou oznacovana jako proestrus, estrus,
metestrus a diestrus a budou podrobnéji definovadna v nasledujicich podkapitolach.
Periodu lze rozdélit iz pohledu folikularntho — proestrus a estrus, ve kterych
prevladaji estrogeny, a lutedlniho — metestrus a diestrus. [4] Obdobi bez estralnich

cyklti nazyvame anestrus.

Fotoperiodicka zvifata zahajuji sexudlni aktivitu zavisle na délce svételného dne

a dobé brezosti. Mladata se rodi do takovych podminek prostfedi, které jsou

vvvvv
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faktorem ovliviiujicim sezonni pafeni. Anestrus tak zacind v pozdnim podzimu
se zkracujicim se dnem. Ovarialni cyklus opét nastava na konci zimy nebo casné

z jara, kdy se prodluZzuje den. [4]
Proestrus

Tato faze, bezprosttedné predchazejici tiji, je specifickd vyraznym zvySenim
aktivity reprodukéniho systému. U polycyklickych druhti ustupuje Zluté télisko
z ptedchoziho cyklu a nastdva folikularni rist. Je patrné mirné zvétSeni délohy,
délozni sliznice se prokrvuje a jeji z1azy zvysuji sekrecni aktivitu. Vaginalni sliznice
se vice prokrvuje, pribyvaji bunécné vrstvy epitelu a povrchové vrstvy rohovati.
Feny vykazuji vnéjsi znaky této faze v podobé oteklé a prokrvené prezky s krvavym

vytokem. [6]
Estrus

V priibéhu estru samice aktivné vyhleddva samce a ddvda mu na védomi,
Ze je ochotna k pareni. V podstaté je pocatek a konec této "faze pfijeti" jedinym
presné méfitelnym mistem estralniho cyklu, z pohledu chovani samice, a proto jej

vyuzivame pro stanoveni referencnich rozmezi délky cyklu samic. [6]

Zlazy pohlavnich organti, konkrétné délozni, cervikalni a vagindlni, sekretuji vice
hlenu. Pozorujeme pfekrveni vagindlniho epitelu a délozni sliznice, uvolnéni
délozniho ¢ipku. Folikuldrni riist je v nepfitomnosti aktivniho Zlutého téliska

v pritbéhu proestru a estru zajistén hlavnimi ovaridlnimi hormony — estrogeny. [6]

U vSech domadcich zvifat dochazi k ovulaci, s vyjimkou kravy, které nastava
az 12 hodin po ukonceni estru. Ovulace se u nich spousti spontanné, jen kocka, kralik

a velbloud maji ovulaci vyvolanou koitem. [6]
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Metestrus

,Granuldrni burky od-ovulovaného folikulu podnécuji lutedlni buriky, které jsou
odpovédné za vznik Zlutého téliska. Snizuje se mnoZstvi sekretu Zldaz délohy, délozniho Cipku

a pochvy.” [6, str. 6]
Diestrus

V této fazi je zZluté télisko pIné funkéni a vylucuje hormon progesteron.
Jeho ptisobenim nastava hyperplazie — zvyseni po¢tu bunék, a hypertrofie — zvétSeni
objemu bunék, délohy. Délozni ¢ipek je sevieny, nepatrné mnozstvi sekretti

pohlavniho ustroji je lepkavé a vaginalni sliznice postupné bledne. [6]
Anestrus

Anestrus, faze sexudlniho klidu, je charakteristickd minimalnim folikuldrnim
vyvojem. V obdobi pohlavniho klidu pozorujeme zluté télisko v plivodnim
zmenSeném a nefunkénim stavu. Délozni ¢ipek je stale sevieny, tuhych sekretti

se vylucuje nepatrné mnozstvi a vaginalni sliznice je zcela bleda. [6]

2.3 Charakteristiky estralniho cyklu u vybranych druhi savci

Prabéh estralniho cyklu je u jednotlivych domestikovanych druht savcii obecné
podobny, avSak kazdy druh ma sva specifika, napf. v délce cyklu a jednotlivych fazi
cyklu (viz tabulka 1). Poc¢atek puberty kolisd s vékem samice, u nékterych druhii
s nastupem pafici sezony. [4] V nasledujicich podkapitolach budou ve zkratce
zminéna nektera specifika vybranych samic, nejpodrobnéji se zaméfime na feny

v kapitole 2.4.
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Tabulka 1 Shrnuti zdkladnich specifik estrdlnich cyklii vybranych samic.

Zvite Nastup Primérny vék | Délka Délka fije | Délka
puberty pfi zapusténi | estralniho brezosti
(mésice) cyklu (dny) (dny)
klisna 18 (10-24) 2-3 roky 21 (19-21) 5dnt (4,5~ | 336 (323-341)
7,5 dne)
krava 4-24 14-22 mésictt | 21 (18-24) 18 hod. (12— | 282 (274-291)
28 hod.)
ovce 4-12 (prvni | 12-18 mésict 16,5 (14-20) 24-48 hod. | 150 (140-160)
podzim)
prasnice | 3-7 8-10 meésict 21 (18-24) 2 dny (1-5 114 (110-116)
dn1)
fena 6-24 12-18 mésica 6-12 mésica | 9 dnt1 (5-19 | 63 (60-65)
dn1)
Zvife Cas ovulace Optimalni ¢as pro Vhodny cas pro zapusténi
zapusténi po porodu
klisna 1-2 dny pred 3—4 dny pted koncem okolo 25-35 dnti nebo
koncem estru estru nebo 2. ¢i 3. den v druhé fiji; okolo 9. dne
estru nebo pfi prvni fiji pouze
je-li vSe normalni
krava 10-15 hod. po konci | tésné pred stfedem fije 90-60 dnt
fije az po konec fije
ovce 12-24 hod. pred 18-24 hod. po nastupu obvykle nasledujici
koncem fije fije podzim
prasnice | 30-36 hod. po 12-30 hod. po nastupu V prvni iji 3-9 dnti po
nastupu fije fje odstavu selat
fena 1-2 dny po nastupu | 2-3 dny po nastupu fije; | obvykle v prvni fiji nebo

pravé fije

nebo 10-14 dnti po
nastupu proestralniho
krvaceni

2-3 mésice po odstavu
Sténat

Zdroj: [4, str. 406]
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2.3.1 Klisna

Nastup puberty a pohlavni dospélosti, u klisny pfichazi v nasledujici pafici
sezdné po jejim narozeni. Pokud je obdobi mezi narozenim a zacatkem sezdény
kratké, napriklad narodi-li se v 1ét€, puberta se oddali o 12 mésicti. Proto je interval
pocatku pohlavni dospélosti pomérné Siroce stanoven na 12-18 mésici. [4]
Chovatelska dospélost, tedy vhodnd doba k zatazeni klisny do chovu, pfichazi
ve véku 3,54 let. Télesna dospélost nastava s dokoncenim riistu trvalého chrupu,

tedy ve stari 5-6 let. [7]

Pfiznaky fije u klisen, tzv. hfindni, se projevuji prekrvenim, zdufenim
a z€ervenanim stydkych pyskt a pochvy, ktera je vlhkd s fidkym a ¢irym hlenovym
sekretem. Klisna rytmicky rozevird a uvolnuje stydké pysky, topofti klitoris neboli
,blyska”. [7] Samice zdviha ocas, doSiroka rozkrocuje koncetiny, ¢asto moci. [4]
,Klisna v #iji vyhleddva druhé koné, tlaci se na né, casto rehtd, na pastvé skdace na druhé
klisny, p¥i dotyku odetiovatele se hrbi. Spatné Zere, p¥i prdci je nespolehlivd.” [7, str. 203-

204]

Ovulace nastava 24 hodin pred koncem fije. V pfipadé€ nezabreznuti dochazi k fiji
opakované po 17-28 dnech, v prauméru po 21 dnech. Délka fije muze mit rozpéti

od 3 az do 10 dnt. [7]

Nejvhodnéjsi dobu k pfipusténi 1ze odhadnout tzv. ,zkousenim klisen”. Samice
se postavi ke dfevéné, priblizné 1,5m vysoké, zkuSebni sténé, ktera chrani koné
i chovatele. Za sténou stoji zkuSeny hiebec ,prubif”. Klisna klidné stoji, blyska,
pripadné moci, pokud je svolna k pfipusténi. V opacném piipadé samce odmita,
kope, pisti a utika. [7] , Jsou-li jednotlivé klisny zkouseny u vice hiebcii, mohou reagovat
rozdilnym zpiisobem. Normalné cyklujici klisna by méla byt denné zkousena u stejného
hiebce.” [8, str. 110] Odmitani hiebce je spojeno s rostouci hladinou sérového
progesteronu, jehoz hodnoty se ustaluji v prabéhu az 5 dnfi, coz je divodem
pro mozné projevy zevnich pfiznakt fije prvnich 48 hodin po ovulaci. [8]
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2.3.2 Dojnice

Puberta jalovic kulturnich plemen nastava ve véku 7-12 mésicli, primitivnich
plemen pozdé&ji. [7] Chovatelska dospélost, tedy vek, kdy Ize samice poprvé
pfipustit bez negativnich dopadi na dokonceni jejich vyvinu a vzristu,
se u dojenych plemen pohybuje ve vékovém rozmezi 14-16 mésici, u masnych
plemen od 18 od 20 mésict véku. Télesna dospélost, dokonceni rlistu a vyvoje

organd, pfichazi ve 4-6 letech véku. [9]

Pfiznakem fije je otekld a zarudld pochva a vulva, ze které vytéka husty,
prizracné sklovity hlen na pocatku fije, na konci zahnédly aZz krvavy, krava
tzv. ,provazkuje”. Charakteristickym projevem pravé fije samice je reflex
nehybnosti a postoj k pareni, pokud na ni naskakuje jind plemenice a ona sama
naskakuje na druhé. Mimo to casto budi, je neklidna, zvySuje se jeji télesna teplota

a sniZuje dojivost. [7, 10]

Na rozdil od vétSiny domadcich druhti, ovulujich na konci estru, kravy ovuluji
pfiblizné 12-14 hodin po estru. [4] Délka estralniho cyklu se pohybuje v rozmezi
18-24 dni s primérem 21 dni. Reprodukéni cyklus, interval mezi porody, trva

12-13,5 mésice. [10]

, Vyhledavani tije ve stadé krav je zdakladnim piedpokladem tispésné prosperity daného
chovu.” [9, str. 23] Dfilezity je v tomto procesu zkuSeny pracovnik, ktery zodpovida
za detekci fije ve stdjich a vedeni podrobné dokumentace. Tento zootechnik
pak tizce spolupracuje s veterindrnim lékafem, oSetfovateli a inseminacnim

technikem. [9]

Cas vhodny pro inseminaci stanovujeme s ohledem na tyto Cty¥i faktory: ¢as
ovulace; ¢as zivotaschopnosti a spravné funkénosti vajicka (5-6 hodin); potfebny ¢as

pro kapacitaci spermii, tedy zménu povrchu spermii umoznujici prichod samicimi
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pohlavnimi orgdny do vejcovodu a nasledné uchyceni (5-6 hodin); doba

zivotaschopnosti spermii (20-24 hodin). [10]

Prosttedky pro detekci fije krav Ize rozdélit na automatizované
a neautomatizované. Automatizované zahrnuji metody zaloZené na zménach
elektrického odporu tkani pohlavniho ustroji, sledovani zvySeni intravaginalni
teploty a teploty mléka. Lze vyuzit i tlakové senzory pro urceni reflexu nehybnosti,
pedometry a aktivity-metry, jeZ sleduji zvySenou aktivitu a pohyb plemenic v fiji
(ktera je 2—4x vyssi oproti kravdm v diestru). Mezi neautomatizované prostredky
fadime detektory vzeskoku umisténé na panvi kravy (stiratelné barvy), prubite,
videozdznam stdda nebo progesteronovy test mléka. [10] , Prostiedky pro detekci 7ije
a doby inseminace jsou obvykle ucinnéjsi, ale nemusi byt presnéjsi nez wvizudlni
pozorovdni. [10, str. 25] Metodou stojici mimo predchozi rozdéleni je hodnoceni
krystalizace (arborizace) cervikalniho hlenu, ktery se provadi mikroskopickym
pozorovanim hlenu na podloznim sklicku. Timto stanovenim lze vysledovat
pocatek fije i optimalni dobu pro inseminaci a pfipousténi, podle zmény tvart
krystalizovaného hlenu, nejen u krav, ale i u vétsiny chovanych hospodarskych

druht savca. [10]

2.3.3 Prasnice

Prasni¢ky pohlavné dospivaji v 6-7 mésici po narozeni, nezavisle na ro¢nim
obdobi jejich narozeni. V tomto obdobi mohou byt i pfipustény, ale pro vétsi
efektivitu chovu se zpravidla ¢ekd na tfeti estrus po nastoupeni puberty, kdy je pocet
ovulovanych vajicek vyssi nez u predchozich dvou estrii. Chovatelska dospélost
se proto nejcastéji stanovuje na obdobi 8-10 mésicti. [4] Idedlni hmotnost mladé
prasnice pro prvni oplodnéni je 120-140 kg, kdy jsou jiz dobfe vyvinuty pohlavni
organy i mlécné zlazy. Projevy sexudlniho chovani Ize pozorovat nejdfive ve stari

okolo 5 mésicti s télesnou vahou 50-60 kg. [11]
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,Ptiznaky ¥ije — estru jsou: otok vulvy, neklid, sniZend chut k Zrddlu. Zatlacime-li
prasnici na hibet v kfizové oblasti béhem ftije, dostavi se reflex znehybnéni, podobné

jako pti zapousténi kancem.” [4, str. 408]

Prasnicky jsou v pribéhu celého roku pravidelné polyestrické s priamérnou
délkou estralniho cyklu 21 dni, v rozmezi od 15 do 25 dni. Lutealni fdze probiha
do15-17 dni cyklu, folikularni pak pfibliZné nasledujicich 6 dni. [11] Ovulace
nastava
30-36 hodin po nastupu estru a trva primérné 2 dny, s maximalnim rozpétim 1-5

dnti. [4] , K ovulaci dochdzi na obou vajecnicich a uvoliiuje se 14 az 16 vajicek. “ [4, str. 408]

Vhodnou dobu pro pfipusténi nebo inseminaci prasnice lze odhadovat
sledovanim zmén na zevnich pohlavnich organech a fijového chovani, které se mize
v prubéhu roku ménit. Chovatel proto celorocné sleduje u kazdé samice délku cyklu
a vlastni fije. K detekci fije mtize napomoct i progesteronovy test stanovovany
zkrve prasnic, ktery je tfeba opakované provadét v intervalu 8-10 dnti. [11]
V lutedlni fazi je hladina progesteronu v plazmé v rozmezi 20,0-50,0 ng/ml,

s nastupem fije se hormon snizuje na hodnotu 4,0 ng/ml nebo nizsi. [2]

2.3.4 Ovce

Néktera plemena ovci jsou polyestrickd po cely rok, napriklad ovce karakulska
nebo awassi, avSak u vétSiny plemen probihd estralni cyklus a fije sezdnné,
na severni polokouli vétSinou na podzim a v zimé. [7] Narodi-li se tedy mladé mezi
prosincem a bfeznem, puberta u ného ptichazi dalsi prvni podzim, tudiz v rozmezi
4-12 mésicta veéku. [4] , Pohlavni dospélost zilezi na tirovni vyzivy, zdravi, osetfovdni,
ustdjeni, podnebi, plemenné prislusnosti, pohlavi a na jinych podminkich. Plemena ovci
se déli na ¢asné a pozdné dospivajici.” [7, str. 240] Mladé ovce se poprvé pripoustéji

ve véku 12 mésicii, pozdni plemena po dosazeni 18-30 mésicti Zivota. [7]
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Pritomny estrus ovci nemad specifické viditelné projevy na pohlavnich organech,
proto se ¢asto nazyva jako tzv. ticha fije. [7] Pokud pozorujeme chovani fijici se ovce,
muzeme si vSimnou tfepani ocasu a jeji ndpadné priblizovani se k beranim

nebo k jejich ohradé, pokud ohrady sousedi. [4]

Priimérna délka estralniho cyklu ovce je 16 a ptil dne s kolisdnim od 14 do 20 dni.
Vhodny cas pro zapusténi ovce se doporucuje od 18 do 24 hodin po nastupu fije.
Cas ovulace nastdva 12-24 hodin pred koncem estru. [4] MnoZstvi uvolnénych
vajicek se lisi mezi jednotlivymi plemeny a zaleZi i na vyzivé, véku a zdravotniho
stavu ovce. Nejcast€ji dozraji 1-3 folikuly. Sama faze estru trva pramérné 36 hodin,
s Sirokym rozmezim 3-84 hodin. Pokud bahnice (pozn. slovo bahnice souvisi
se specifickym ndzvem porodu ovce, tzv. bahnéni) nezabfezne, jeji cyklus se opakuje

od podzimnich az do zimnich mésica. [7]

ProtoZe rozpoznani tiSe Fijici ovce neni snadné, vyuziva se k tomu zkuSeny
beran, tzv. prubif. Beran ma zakryty pohlavni organ zastérkou, pfipevnénou
pres hibet, takze ovci neoplodni a ovce muze byt pfipusténa vhodnym chovnym
beranem nebo inseminovana. V chovu ovci se vyuziva i volné pfipousténi — ve stadu

ovci je nékolik beranti, ktefi volné oplodniuji samice podle jejich fije. [7]

2.3.5 Koza

Estralni cyklus koz v tropech probihd celoro¢né, jen mirné kolisa v jednotlivych
roc¢nich obdobich. Na celorocné pohlavné aktivni a sezonni I1ze rozdélovat africka

plemena. V mirném pdse jsou plemena ovlivnéna probihajici sezénou. [7]

Puberta koz v mirném pasmu nastava ve véku 8-9 mésicti, ale k pafeni casto

dochazi az v dalsi parici sezoné. [4]

Projevy pritomné fije koz jsou velmi podobné projeviim estru ovci. Kozy tedy

tfepaji ocasem a priblizuji se ke kozlim. [4] Pro zajimavost bych zde uvedla,
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ze sexudlni aktivita kozl je vysokd a neplodni kozli s normdlné vyvinutymi

pohlavnimi Zldzami jsou velmi vzacnym jevem. [7]

K ovulaci dochazi 12-24 hodin pfed koncem fije. [4] Délka estralniho cyklu
se pohybuje v rozmezi 18-21 dni. Faze estru probiha 24-36 hodin. [7]

2.3.6 Kocka

Kocka je zvife sezonné polyestrické. Na severni polokouli nastava parici sezéna
v obdobi mezi lednem a fijnem. [4] Kocky Zijici v byté maji casto sezonnost
zastfenou, a tak jejich estralni cyklus mutize probihat témér nepretrzité. Nejspise

je tento jev zptisoben umélym svételnym rezimem. [12]

Puberta kocek nastava ve véku 4-18 mésicti. Tak velkou variabilitu nastupu cyklu
urcuje nejen rocni doba, ve které se kocka narodila a sezonni fije, ale i jeji télesny
vzrist, plemenna prislusnost a dalsi individualni faktory. Koc¢ky zpravidla dosahuji
estru po dosaZeni minimalni hmotnosti 2,5 kg. U dlouhosrstych plemen nastava
puberta pozdéji nez u kratkosrstych. [12] DovrSeni chovatelské dospélosti kotéte
se doporucuje stanovit nejdfive na 1 rok stari. Kocka je télesné dospéla ve véku tiech

let. [13]

Rijici kocka je vyrazné mazlivéjsi neZ obvykle. Plazi se hrudnikem po podlaze,
hlasité mnioukd, tfe se o vétsinu objektli — kusy nabytku, zdi, lidi, aj. [4] Prohyba
se v kfizi, nastavuje zadecek, pfeSlapuje. Samicky v estru nekrvaci jako feny,

avSak nékteré mohou vylucovat malé mnozstvi ¢irého hlenu a castéji mocit. [13]

Ovulace kocek je indukovand, vyvola ji do 2448 hodin kopulace ¢i vaginalni

stimulace. Lze vyvolat i uméle poddnim hormont. [12]
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2.4 Charakteristika estralniho cyklu feny

Jak je jiz uvedeno v kapitole 2.2, vétsina fen je diestrickych, ptivodni a divoka
plemena jsou monoestricka, existuji vsak i feny, které haraji 3—4x rocné. [15] Puberta
nastupuje 2-3 mésice po vzristu samice do velikosti a hmotnosti dospélého
zvifete. [4] Primérné je to ve starfi 6-7 mésict s fyziologickym rozmezim 4-22
mésicli. Nastup sexualni dospélosti zavisi na rychlosti fyzického vyvoje a zplisobu
chovu, vyzivé, zdravotnim stavu, stresu a plemenné pfislusnosti — mala plemena
mohou harat jiZ mezi 6-10 mésici, velkd az okolo 20 mésicli véku. Prvni fije byva
atypickd. Ocekavany prubéh pfichdzi nejdfive sdruhym  hardnim,
proto se chovatelska dospélost fenky udava nejdfive s druhym az tfetim estrem.
Télesna dospélost, predevsim velkych plemen, ale pfichdzi pozdéji se zcela
ukoncenym riistem. [5] Obecné plati, Ze by se fenky nemély nechdvat pfipoustét
diive, nez v1 roku stafi, ujednotlivych plemen vék konkretizuji chovatelské

svazy. [14]

V této kapitole jsou charakterizovany jednotlivé faze cyklu fen, zmény

pfichdzejici s vy$sim vékem fen a hormondlni fizeni jejich estralniho cyklu.

2.4.1 Faze estralniho cyklu

Pohlavni cyklus fen je rozdélen do 4 etap — proestrus, estrus, metestrus
a anestrus. Nékteré zdroje vénujici se psi reprodukci zaménuji metestrus za diestrus.
Diestrus je obecné fazi zlutého téliska, to se ale u fen, na rozdil od ostatnich druhd,

tvofi jiz v pribéhu estru, coz objastiuje pojem metestrus u fen. [14]

Proestrus

Proestrus, nékdy nazyvan tzv. barveni, je faze charakteristickd krvavym
vagindlnim vytokem, ktery je u fen individualné intenzivni a pozorovatelny. [14]

Prvni den barveni se obvykle pocitd jako prvni den proestru. Pfezka otéka, fena casto
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moci, miZe byt neklidna a neposlusna. [16] Pomalu se za¢ina uvolnovat délozni
kréek. Pro psy je jiz fenka velmi atraktivni, ale stale je odmita. Jako jeden z diivodi
tohoto jevu se uvadi strategie feny, ktera si svoji atraktivitou v pfirodé zajisti vétsi
pocet samcti, ze kterych si mtiZe v estru vybirat. [15] Miize se vyskytnout i anomalie,
kdy fena samce pfijme. [16] Faze trva v priméru 9 dni s fyziologickym kolisdnim

3-17 dnii. [12]

Ve vajecnicich ptisobenim zvysujicich se koncentraci hormonu estradiolu dochazi
k riistu folikul. Pod vlivem estrogenti vaginalni sliznice zesili ze dvou vrstev

pfiblizné na dvacet. [12]

Estrus

Vaginalni vytok se z krvavé barvy méni na rtzovy, hnédy, slamovy az sklovité
prithledny a jeho intenzita ustava. [16] Vyskytuji se i feny, u kterych miize krvavy
vytok pretrvavat. Pfezka je mensi a mékci neZ v proestru. [14] PoSevni sliznice
bledne, osychd, je zfasend a lepiva, proto aby fena napomohla svazani pfi kryti. Fena
je svolna ke kryti, vyhleddva psy a nabizi se jim, pevné stoji a ocas ddva na stranu.
[15] Estrus trva primérné 9 dni, s rozmezim 3-21 dni. Ovulace nastava v 2—4 den fije
a trva nejvyse 24 hodin. [14] Jiny zdroj uvadi, Ze ovulace mtiZe nastat v rozmezi
2 dny pfed pocatkem estru az do 7. dne estru a trva 12-72 hodin. [16] Z toho plyne,

Ze tato faze je velmi individudlni v rdmci jedince, plemene i chovu.

., Pri ovulaci se uvolnuji oocyty I. fadu, ve kterych se dokoncuje ve vejcovodu v pritbéhu
1-3 dnii proni cast meiotického déleni a dozravaji tak na oocyty 1I. fadu. Tim dosahuji
schopnosti oplozeni, kterd pretrvava 12-48 hodin.” [18, cast: Hormonalni fizeni

pohlavniho cyklu]

Na pocatku estru klesne hladina hormonu estradiolu a s nastupujici ovulaci 1ze
v séru pozorovat nahlou vlnu progesteronu. [14] Progesteron produkuji zluta

téliska, utvorend po prasknuti Grafovych folikuldi, kterych mtze v jednom cyklu
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dozrat
4-6 a v kazdém z nich mohou byt az 3 vajicka. Proto pocet folikulii neurcuje realny

pocet narozenych Sténat. [16]

Metestrus

Toto stadium nastdva u nebrezich fen. Pokud by vajicka feny byla oplodnéna,
misto metestru by po estru nastala bfezost, porod a laktace. Fenka psa jiz odmita.
[16] Pro méné zkuSené jedince muze byt stdle pritazliva. Celkové se zklidiiuje,
poSevni sliznice se navraci k normalnimu stavu a vaginalni vytok pomalu ustava.

[15] Tato faze trva ptiblizné 9-12 tydnu. [14]

Hladina progesteronu v pribéhu metestru vrcholi, dale postupné klesa a na konci
taze se vraci k bazalnim hodnotdm. Brezi feny v této dobé jiz rodi. [12] Hladiny
hormont maji ve fazi estru a metestru u brezich i nebrezich fen zcela stejné hodnoty,

proto ¢asto dochdzi k tzv. faleSné bfezosti. [16]

Anestrus

Tato faze zacne po ukonceni ¢innosti zlutych télisek, tzn. s poklesem hladiny
progesteronu. [12] Je to obdobi klidu bez jakychkoli pfiznaki typickych pro estralni
cyklus. Prostfednictvim vysetieni bylo zjisténo, Ze se mohou vytvaret 34 folikuly,
které nedozraji, ale atrofuji. To mtZe zptisobit mirné zvyseni koncentrace estrogenti
v krvi. [14] V anestru probiha regenerace sliznice délohy a dokoncuje se 120-150 dni
po zacatku estru. Feny, které nerodily ukondi regeneraci ptiblizné o 20 dni dfive.
Délka anestru je individudlni a uréuje pocet estralnich cyklt feny. Obvyklé rozmezi

je 120-150 dni s kolisanim od 65 dnti do 300 dni. [16]

Dodnes neni zndmé, co presné ovliviiuje prechod z anestru do proestru.
Spekuluje se o GnRH a LH (gonadoliberin a luteinizacni hormon; hormony

ovliviiujici cykly samic, detailn€ji popsany v kapitole 2.4.2 hormonalni fizeni).
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Obdobi sexualniho klidu je mozno zkratit podanim agonisti dopaminu -
bromokriptinu aj., které potlaci sekreci prolaktinu. Neni jisté, zda ma snizeni
prolaktinu vliv na folikularni rtist nebo spociva ovlivnéni délky anestru v tcinku

agonisty. [12]

Starnouci feny

Fenky o estralni cyklus v priibéhu Zivota neprichdzi, ale mezi 5. a 7. rokem stari
zacne byt cyklus nepravidelny, anestrus se prodluZuje a samice se muze stat
az monoestrickou. Typické projevy fijového cyklu jsou nevyrazné. Mimo
to se s vékem zvySuje pravdépodobnost patologii. Po 9. roce zivota se s vice
nez 60 % pravdépodobnosti tvori nékteré z patologickych zmén, napf. cysty,
hyperplazie, atrofie nebo nadory délohy. [14] ,Po 7. roku Zivota se zvysuje pocet
nepravidelnych pohlavnich cyklii, odumrti plodu v biezosti, spontannich potratii, pocet
ztizenych porodil, frekvence vyskytu anomalii u novorozenych sténat, snizuje se velikost

vrhii a pravdépodobnost zabieznuti.” [16, str. 10]

2.4.2 Hormonalni fizeni

Pro popis ovlivnéni jednotlivych hormontt hormony jinymi se vyuZiva pojmu
endokrinni osa, kterd se pojmenovava dle periferni Zlazy nebo hlavniho téinku.
Literatura se zminuje o ose tyroidalni, adrenokortikdlni, rtstové, laktacni
a gonaddlni, jejimz castem se v této podkapitole budeme dale vénovat. [12]
,Gonaddlni osa: hypotalamus: GnRH — adenohypofyza: FSH, LH — gonddy: testosteron,
estrogeny, progesteron.” [12, str.19] (pozn. FSH je zkratka oznacujici folikulostimulaéni
hormone, detailnéji je popsan nize v této kapitole). Tuto spojnici hypotalamu,
hypofyzy a gondd ovliviiuji vnéjsi podnéty z okoli samice, které piijima CNS
(zkratka pro centrdlni nervovou soustavu). [10] V pfilohdch (viz pfiloha 2)
priklddam schématicky diagram hladin jednotlivych hormonti, které se lisi

v jednotlivych fazich estralniho cyklu fen.
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GnRH

V literatufe nejcastéji pouzivana zkratka hormonu GnRH (z anglického
Gonadotropin-releasing hormone) je do cestiny preklada jako gonadoliberin. [17]
Lze jej dohledat i pod oznac¢enim LHRH - luteinizing hormone-releasing hormone;

doslova prelozeno — hormon uvoliujici luteinizacni hormon. [4]

Tvofi jej endokrinni neurony po stimulaci zCNS, a tak jako LH a FSH
je uvoliiovan v pulsech. [10] Sekretuje se pfi sniZeni hladiny LH, ¢imZ ovlivni
zvyseni hladiny LH. Obdobnym zptisobem reguluje i sekreci FSH. [4] , Obecné plati,
Ze zvysujici se koncentrace estrogenii zapficiniuje zvyseni citlivosti predniho laloku hypofyzy
viici LHRH. To ma za nasledek zvysujici se uvoliiovdani gonadotropinii. Progesteron sniZuje
citlivost predniho laloku hypofyzy viici LHRH a koncentrace FSH a LH klesaji.” [4, str. 400]
Tvorbu tohoto peptidu v téle samice tedy ovliviiuji nervové, hormonalni

a metabolické podnéty. [11]

LH a FSH

Spojeni pismen LH oznacuje luteinizaéni hormon neboli lutropin, FSH
pak folikulostimulacni hormon - folitropin. [17] Oba se nazyvaji gonadotropiny,

protoze ovliviiuji buniky vaje¢nik{i samice, ptisobi uvniti gonad. [4]

Tyto glykoproteiny jsou produkovany burikami pfedniho laloku hypofyzy. [4]
ZvySena sekrece gonadotropinti nastava na konci anestru, po obdobi jejich bazalnich
koncentraci, kdy se nejdfive zacne uvolnovat FSH. S pocatkem estru hladina LH
dosahne maximalnich hodnot, které pretrvavaji 24-36 hodin. Tento peak je nazyvan
tzv. LH vlnou, po které dochazi (v rozmezi 24-96 hodin) k ovulaci. [18] FSH
podnécuje rtst ovaridlnich folikult. [10] ,LH je diileZity pro ovulaci a luteinizaci
granulozy, coz je zikladni aspekt tvorby zlutého téliska.” [4, str. 399, 400] Spole¢né
ovlivnuji sekreci estrogenti, progesteronu a GnRH a zaroven je jejich hladina i témito
hormony ovliviiovana, jak jiz bylo popsano vyse.
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Estrogeny

Estrogeny jsou tvofeny skupinou steroidnich hormonti. NejduleZitéjsi zastupci

této skupiny pro pohlavni systém feny jsou 17p3-estradiol (estradiol) a estron. [4]

Estradiol se tvorfi ve folikulech timto zptisobem: ptisobenim FSH vyvoj folikult
— LH aktivuje syntézu androstenedionu z molekul cholesterolu — preména
na testosteron — pusobenim FSH aromatizace testosteronu na 17B-estradiol
(v granuldznich burikach). [10] Pfiblizné 4 tydny pred nastupem proestru se zacina
zvysSovat do té doby bazalni hladina estradiolu. [14] Koncentrace méfend v periferni
krvi v anestrdlnim obdobi (nizsi nez 15 pg/ml) se na pocatku proestru postupné
zvysi az na 60 pg/ml. V zdvéru proestru dosahuje estradiol hladiny 120 pg/ml,
tedy jeho maximalni koncentrace. Zaroven se s luteinizaci folikuli postupné zvysuje
produkce progesteronu na tkor estrogenti. [18] Proto na pocatku estru pozorujeme
nahlé sniZeni koncentrace estradiolu se soucasnym ndhlym zvySenim hladiny
progesteronu. [14] Poznamka k jednotkdam: V soucasné dobé se v evropskych zemich
preferuje uzivani jednotek SI (v pfipadé estradiolu pmol/l), proto je hodnota udana

v pg/ml spiSe zastaralou formou, kterd ovsem i v soudobé literatufe neni neobvykla.

Funkce estrogenti je velmi rozmanitd. Zptsobuji vyvolani projevii fije a rhst
bun€k délozni sliznice, vaskularizaci v ovariich, nartist epitelu vejcovodti a dalsi
tyziologické procesy. [12] ,Estradiol mdi pozitivni zpétnou vazbu na hypotalamus
a hypofyzu. Zvysuje frekvenci pulzii GnRH. Nad uréitou mezni hodnotu estradiolu reaguje
hypotalamus wvolniovanim GnRH. Toto uvolnovini GnRH vyvoldva wvolniovini LH,

ktery iniciuje ovulaci.” [10, str. 6]

Progesteron

Obdobné jako estradiol je i progesteron steroidni hormon, ktery je tvoren
z cholesterolu pres pregnenolon (viz ptiloha 3). Progesteron je hlavnim pfirozenym

zastupcem skupiny gestagent (progestinti). [12] Sekretuje jej corpus luteum, ovaria,
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placenta a kiira nadledvin. [4] V krvi se vyskytuje navazany na bilkovinu albumin,
v jatrech je konjugovan kyselinou glukuronovou a z organismu je progesteron

vylucovan predevsim modi. [12]

Jak jiz bylo popsano v predeslych odstavcich a je i patrné z obrazku v ptiloze 2,
vlna progesteronu stfida predeslou vlnu estrogenti. Uvadi se, Ze je tfeba estrogenové
primarni plisobeni zcitlivujici a nabuzujici tkané pro pfijeti signalu poskytovaného
progesteronem. [4] Na pocatku anestru, kdy Zluta téliska ukoncila svoji ¢innost,
klesla koncentrace progesteronu v periferni krvi pod hodnotu 0,6 nmol/l. [12]
Podobné jako u estrogenu byvaji v literatufe vyuzivany jednotky ng/ml. Bazalni
anestralni koncentrace pak odpovida hodnoté 1 ng/ml a méné. [18] Hodnoty lze
prepocitavat nasledujicim vztahem: ng/ml se rovna hodnoté v nmol/l vydélené
c¢islem 3,18. [19] Na konci proestru se hladina progesteronu zvysSuje na hodnoty
2-4 ng/ml. V case ovulace dochazi k prudkému nartistu koncentrace na 5 ng/ml
a vice. Po ovulaci dochazi k dalsSimu zvySovani hladiny hormonu, ktera na konci
estru byva v rozmezi 15-25 ng/ml. Ve fazi metestru dosahuje progesteron svého
maxima (pfiblizné 20.-30. den po ovulaci), ale poté jiz dochazi k postupnému
poklesu jeho koncentraci, kdy s hodnotou nizsi nez 1 ng/ml opét nastupuje obdobi
pohlavniho klidu. [18] , U nebfezich zvifat lutedlni fize trvd priblizné 70 dni a u biezich
priblizné 63 dni od ovulace, pricemz béhem celé fize jsou priimérné koncentrace u obou
skupin zvirat obdobné. K nahlému poklesu progesteronu pod 1ng/ml dochdzi u biezich zvirat
24-36 hodin pred porodem.” [18, ¢ast hormonalni fizeni pohlavniho cyklu] Pro celkové
zpiehlednéni zde uvadim tabulku 2, ve které jsou v jednotlivych dnech a fazich

cyklu uvedeny hladiny progesteronu v jednotkach ng/ml i nmol/l.
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Tabulka 2 Zmény koncentraci progesteronu v pritbéhu estrdlniho cyklu feny

Féze CYklu UdélOSt C progesteron (ng/ml) C progesteron (anl/l)
Anestrus <1 <3,2
<1 <3,2

Proestrus

Den pfed LH peakem 1,0-1,9 3,2-6,0
P/E Den LH peaku 2 6,3

Den po LH peaku 3 9,5
Estrus Doba ovulace 4-8 12,7-25,4

1-5 dni po ovulaci >8 >25,4
Metestrus 10-60 31,8-158,8
(gravidita)

Zdroj dat: HUML, Oto. MoZnosti endokrinologické diagnostiky v Ceské republice.

roc. 9, ¢. 1, 5. 47. ISSN: 1214-6080.; [18]

Veterindrni klinika, 2012,

Hlavni funkci progesteronu je udrzeni bfezosti samice. [16] Ma v jejim organismu

imunosupresivni ucinky. [12] Déle pak zabranuje nekontrolovatelnym kontrakcim

délozni stény a napomahd snadnéjsSimu uhnizdéni embrya. Progesteron zpétné

snizuje uvolnovani GnRH, a tak nedochdzi k dalsi ovulaci. [10] Z jeho dalsich funkci

bych zde uvedla podporu riistu alveolt mlééné Zlazy, zladz endometria, stimulaci

sekrecéni aktivity vejcovodu a endometria. [4]

CHs

o)

CHs

CHs

Obrdzek 1 Struktura steroidniho hormonu progesteronu, vlastni zdroj
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2.5 Moznosti urceni vhodné doby pro kryti feny

Pfi pohledu na pfedesly text, popisujici projevy estralniho cyklu fen (poptipadé
ostatnich zminénych samic) a jeho hormonalni fizeni, ¢tenaf snadno nabyde dojmu,
Ze urceni optimalni doby kryti fenky je zcela intuitivni a samozfejma zaleZitost.
Avsak opak je pravdou, chovatelska praxe byva casto odlisnd. Nékteré feny, castéji
malych plemen, maji nevyraznou ¢i nepravidelnou fazi proestralniho krvavého
vytoku. [15] Dokonce existuji i samicky, které viibec nekrvaci nebo se tak precizné
Cisti, Ze u nich neni mozné tuto fazi rozeznat. [20] Kryti feny nejspiSe skonci
zabreznutim pravé tehdy, pokud probéhne v case ovulace. [14] Také nepravidelny
nastup ovulace miize byt jednim z dévodu neuspésné reprodukce. V praxi
je pfiblizné u 50 % pripadt divodem reprodukéniho selhdni nevhodné nacasovani
kryti. [15] Proto se v této kapitole budeme vénovat metoddm, které mohou
spravnému urceni doby kryti napomoct a vyznamné tak zvysit pravdépodobnost

ocekavaného zabreznuti feny a zefektivnit odchov.

Posouzeni vnéjsich fyzickych zmén a estralnich projevi

Z predchozich popistt zmén chovani v prubéhu estrdlniho cyklu lze obecné
vyvodit optimdlni plodnost feny na 3-5 den po jejim projevu zajmu o psy, pripadné
na 2-3 den po jejim prvnim svoleni k vzeskoku psa. Tato metoda je u zkusenych fen
velmi efektivni. Problém vSak nastdva u nékterych prvné krytych a ustrasenych
samicek, které psa viubec nepfijimaji nebo naopak fenek, které jsou svolné
nepfretrzité i vic nez deset dni. [16] Komplikace této metody mohou nastat i na strané
samce. Méné zkuSené psy nezaujme fena ani na vrcholu estru a v druhém extrému
jsou schopni nakryt i pfitomného samce. Opravdu zkuSeny pes fenu ocicha a vi,

zfidka kdy se splete. [15]

Pokud bychom chtéli obdobi svolnosti odvodit z charakteristickych vytokt
z pohlavnich cest, pak by nastal nejvhodnéjsi ¢as mezi 10-14 dnem po prvnim

proestralnim krvdceni nebo 2-3 dny po zméné barvy krvavého vytoku
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na svétlejsi. [16] Jako idedlni se udava slabé rtizovy az zcela svétly. Problém nastava
u fen, jeZ nemaji zfetelny vytok nebo naopak u takovych, které krvaci i v plodném

obdobi. [19]

Hodnoceni zmén vaginalni sliznice v pritbéhu cyklu

Je jistou zajimavosti, Ze je pochva zarazena mezi vnéjsi pohlavni organy fen.
Jeji sliznice v reakci na hormonadlni zmény, probihajici v téle feny, méni svj
vzhled. [15] V zavislosti na téchto zménach hladin steroidnich hormont lze

pozorovat i morfologické promény slizni¢nich bunék. [21]

Jednou =z vyuzivanych metod je vaginoskopie. Toto stanoveni je snadné
a rychlé. [14] Provadi se o¢nim pozorovani zmén slizni¢nich fas pochvy v pritbéhu
cyklu pomoci endoskopu ¢i spekula. Diagnostickda hodnota ovSem pro urcéeni
vhodné doby kryti neni pfilis velkd, proto je ¢astéji vyuZzivana jako kontrola mista

odbéru vzorku pro cytologické vySetfeni. [16]

Vaginalni cytologie spocivd ve sledovani bunék poSevni sliznice, jejichz
zastoupeni, mnozstvi, zbarveni a tvar se méni ptisobenim rtiznych pohlavnich
hormonti. [16] Estrogeny aktivuji jejich mitotickou aktivitu, a tak plynule nartsta
pocet bunéénych vrstev sliznice. Duvodem tohoto fyziologického jevu
je mechanickd ochrana sliznice pfi koitu. Po ovulaci postupné burky ubyvaji

az ke trem zakladnim vrstvam. [21]

Provedeni testu neni slozité a nijak nezatéZuje organismus feny. Otisk bunék
sliznice, provedeny pomoci vatového tamponu, se prevede na mikroskopické
sklicko, obarvi a vyhodnocuje. [16] Hodnoti se zbarveni, tvar a pomér bunék (burnky
bazalni, parabazalni, intermedidlni a superficidlni), vyskyt jejich jader, erytrocytt,
leukocytti, histiocytli, endocervikdlnich a endometridlnich bunék, mikrofléry
a hlenu. [16, 21] Pokud je v otisku nalezeno vice néz 80 % superficidlnich bunék

zrohovatélych, je stanoven optimalni ¢as pro kryti. Zrohovaténi posevniho epitelu
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u75 % fen nastava v den ovulace, ale existuji i extrémni pfipady, kdy k tomu
dochdzi i 10 dni pfed ovulaci nebo jeden den po ovulaci. Proto se nedoporucuje
vyuzivat tuto metodu jako jedinou cestu k urceni vhodného dne kryti. [14]
Dalsi komplikaci tohoto stanoveni je do jisté miry subjektivni hodnoceni nélezu,
a tak problematicka interpretace a také nutnost opakovanych vysetfeni. Vaginalni
cytologie tak podava presnéjsi informace o estrogenizaci fenky nez o jeji nastavajici

ovulaci. [18]

Stanoveni hladiny sérového progesteronu

Stanoveni koncentrace sérového progesteronu ma v reprodukci fen nejvétsi
praktické vyuziti, ze vSech pohlavnich hormonti. Na zdkladé znalosti aktudlni
hladiny tohoto hormonu lze pomérné pfesné stanovit fazi cyklu, ve které se fena
nachdzi i s nékolikadennim predstihem. To oceni pfedevsim majitelé opakované
nezabfezavajich a komplikované se kryjicich fen a také ti, ktefi potfebuji znat
konkrétni den kryti, kvili svym ¢asovym moznostem nebo s kryjicim psem
v delsi vzdalenosti ¢i v zahranic¢i. Toto stanoveni je také nezbytné, pokud chce
majitel k inseminaci pouZzit zamrazené spermie, které jsou schopny oplodnit vajicka
jen pokud jsou jiz pfitomny maturované ve vejcovodech, kvili nizké dobé
preZzitelnosti pfemrazenych spermii. [19] Z vyse zminénych metod se v dnesni dobé
pravé tato povazuje za nejpfesnéjsi a nejspolehlivéjsi moznost pro potvrzeni
a stanoveni ovulace a vhodného dne kryti. Navic pfi dobrém pfistrojovém vybaveni
laboratofe neni stanoveni hladiny sérového progesteronu obtizné ani cenové

nedostupné. [16]

Tato metoda je zaloZena na principu fyziologického zvySeni hladiny sérového
progesteronu na pocatku estru feny. Test vyuziva konstantni dynamiku rtstu
koncentrace hormonu. Je tak stanoveno nékolik irovni hladin, které jasné definuji

déje odehravajici se v pohlavnim tstroji feny. [16]
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Kombinace metod

»Na zikladé vyse uvedenyjch dat Ize doporucit ndsledny postup p¥i casovani kryti. Proni
vySetient (klinické vySetieni, vagindlni cytologie, sonografie, vaginoskopie) je vhodné provést
2.-3. den po zacdtku p¥iznakii hdardni a podle ndlezu (pokrocilosti hdrdni) urcit dalsi termin
k vySetieni (obvykle za 2—5 dnii). Tento postup opakovat do ndlezu prokazujiciho zacdtek fije.
V tomto terminu je vhodné pripojit vysetieni koncentrace progesteronu v periferni krvi, ktera
jiz dale piesnéji ukdze priibéh fije. Pii koncentracich nizsich nez 5 ng/ml opakovat vyseteni

ve 2-5dennich intervalech.” [18, ¢ast terminovani kryti]
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3 CIL PRACE

Cilem teoretické casti této bakalaiské prace je kratce nastinit moZnosti veterinarni
diagnostiky provadéné v klinickych laboratofich. Z diivodu obsahlosti tak Sirokého
tématu se prace dale zaméfuje na reprodukci samic vybranych savcti. Dil¢imi cili
teoretické casti této prace jsou charakteristiky estralnich cykld vybranych
domestikovanych samic a popis moZnosti detekce jejich plodnych obdobi

chovatelem i laboratornimi metodami, nejdetailnéji u fen.

Cilem praktické casti je srovnani stanoveni sérového progesteronu u fen
na analyzatorech Architect i2000SR od vyrobce Abbott a Immulite 1000 od vyrobce
Siemens. Pomoci tohoto stanoveni je mimo jiné mozno s velkou presnosti urcit
plodné dny feny. Oba analyzatory ke stanoveni hormonu progesteronu vyuzivaji
imunoanalytickou chemiluminiscenéni metodu. Podcili tedy bude charakteristika
metody stanoveni, jednotlivych analyzatorti a statistické vyhodnoceni ziskanych dat

pro porovnani obou analyzatorti.
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4 METODIKA

4.1 Chemiluminiscence

Metoda chemiluminiscence patfi mezi luminiscenéni imunoanalyzy. Pojem
luminiscence charakterizuje fyzikalni jev, pfi kterém dana latka, tzv. luminofor,
produkuje svételné zafeni. Pivodné stabilni sloucenina se dostane do nestabilniho
stavu s pfebytkem vnitfni energie. Destabilizaci latky zapfic¢ini zmény vnéjsiho
prostiedi, napf. pH, teploty apod. Ke stabilizaci, navratu na zakladni droven,
pak samovolné dochdzi diky postupnému uvolfiovani elektromagnetického zareni
o vlnové délce viditelného svétla, tedy v rozmezi 380-760nm. [22] Pfi tomto déji
dochazi kexcitaci fotont. Svételné zareni se méri v luminometru,
ktery zaznamendva pocet zableski za minutu nebo za sekundu — CPM (counts
per minute), CPS (counts per second). [23] BéZné luminometry obvykle nemaji zdroj
svétla ani filtr pfed kyvetou; uspofadani za méfici kyvetou je stejné

jako u fluorimetrd, tedy filtr a fotonasobic. [17]

Chemiluminiscencni metody vyuzivaji ke stanoveni takové luminofory,
které produkuji svételné zablesky na zakladé priibéhu specifické chemické reakce.
Mezi luminiscenéni latky patfi napf. luminol, izoluminol, lucigenin, sulfonamidy
¢i estery akridinovych barviv. [22] Chemiluminiscence je tedy specificka excitaci

fotont po priibéhu chemické reakce vyvolané nastfikem syntetického ¢inidla. [17]

Ve srovnani s jinymi zptisoby detekce umoZnuje tato metoda nejvyssi mozny
stupen citlivosti stanoveni, v mnoha pfipadech o fady vyssi nez stanoveni
radioimunologickymi metodami, tzv. RIA. [24] To plati nejen pro citlivost stanoveni

hormonu progesteronu, ale i Siroké spektrum dalsich latek.
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4.2 Abbott Architect i2000SR

Automatizovany pristroj Architect i2000SR od vyrobce Abbott Laboratories s.r.o.
(dale jen Architekt) pouzivd ke stanoveni koncentrace analytu fotometrii,
potenciometrii — tzv. ¢ Systém pfistroje, a chemiluminiscenéni imunoanalyzu
na mikrocasticich (CMIA) — tzv. i Systém. C systém pracuje s daty o fotometrii
a potenciometrii, zpracovanim jednotlivych metod a s funkci SmartWash. I Sytém
pak obsahuje informace o technologiich pouzitych k metodam méfeni analyt,
algoritmech jednotlivych reakci vyuzivajicich metodu CMIA a o optickych

systémech. [25]

,Vsechny imunoanalytické systémy ARCHITECT wvyuzivaji detekcni technologii
CHEMIFLEX. ]de o druh chemiluminiscencni analyzy na paramagnetickych mikrocdsticich
pouZivajici znaceni konjugatu patentovanym derivdatem akridinia, s mozZnosti riiznych
méricich, tzv. flexibilnich protokolil.” [26, str. 26] Dvé patentované skupiny
(sulfopropylova a sulfonamidova), které jsou navdzané na molekulu akridinia,
zlepsuji rozpustnost a stabilitu reakéni smési ve vodnim roztoku. Tyto skupiny
tak zaroven i optimalizuji nékteré funkéni charakteristiky metody — napft. kalibraéni
stabilitu, zvysSeni sensitivity a rozsifeni rozsahu metod. Tzv. flexibilni protokoly
umoznuji nastavit spravné podminky pro priibéh stanoveni jednotlivych analyti.
To se dé&e u metod se standardnim a zkrdcenym protokolem, metod

s predpfipravou, jednim nebo dvéma promyvacimi kroky. [26]

Metodou CMIA pristroj stanovuje pfitomnost antigenti (Ag), protilatek (Ab)
aanalytd ve vzorcich. Obecné mezi reaktanty esencidlni pro zpracovani
jednotlivych metod CMIA patfi: paramagnetické mikrocastice potazené
zachytovymi molekulami (Ag, Ab ¢i virovymi dasticemi), odpovidajici
stanovovanému analytu, akridiniovy konjugat, Pre-Trigger — peroxid vodiku

a Trigger — hydroxid sodny. [25]
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V této kapitole je dale popsan princip stanoveni progesteronu na pfistroji
Architect, technické parametry pfistroje, zasady preanalytické faze a mozné
interference, potfebné reagencie a material pro stanoveni, zasady kalibraci a kontrol
kvality, které je tfeba provadét v pravidelnych intervalech pro presné stanoveni
hladin analyti, postup méfeni vzorku a v posledni fade vyhodnoceni vysledkt

méfeni.

Princip metody stanoveni progesteronu

Metoda ARCHITECT Progesterone je jednokrokova imunoanalyza vytvorena
pro stanoveni pfitomnosti hormonu progesteronu vséru a plazmé pacienta.

Pro stanoventi pfistroj vyuziva jiz vySe obecné popsanou technologii Chemiflex.

Analyzovany vzorek se smicha s paramagnetickymi mikrocasticemi potazenymi
komplexem progesteronu, fluoresceinu a mysich monoklondlnich protilatek proti
fluoresceinu a s konjugatem ovcich monoklondlnich protilatek proti progesteronu

s akridinem. Toto vSechno tvofi reakéni smés.

Progesteron ptivodem ze vzorku pacienta soutézi s progesteronem v reakcni
smési, kterym jsou potazeny mikrocdstice, o vazebna mista na ovcich
monoklondlnich  protilatkdch  proti progesteronu znacenych akridinem,

tedy na konjugatu. Vznika tak tedy komplex protilatka-antigen-protilatka.

Po promyti se do reakéni smési pridaji roztoky Pre-Trigger a Trigger a vysledné
chemiluminiscen¢ni zafeni se méfi v relativnich svételnych jednotkach (RLU -
Relative Light Units). MnoZstvi hormonu progesteronu ve vzoru pacienta je pak
nepiimo timérné signalu v jednotkach RLU, ktery je detekovan optickym zafizenim

i Systému. [27]
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Technické parametry pristroje

Architect i2000SR je velkokapacitni analyzator svykonem aZz 200 analyz
za hodinu. Chlazeny karusel 1ze obsadit reagenciemi pro 25 metod stanoveni. Modul
je vybaven tzv. robotickym podavacem vzorki s maximalni kapacitou
135 vzorkovych pozic. Pfistroj je konstruovan pro pfipadné pripojeni dalsiho
stejného modulu, ¢imz lze dosdhnout vykonu aZz 400 stanoveni za hodinu

a kapacitou 50 metod na palubé. [26]

Mezi hardwarové komponenty, ze kterych se Architect skldda patfi podavac
vzorkti, zadsobni centrum obsahujici roztoky (2-11 °C), procesni centrum, ve kterém
probihaji analyzy (36,4-37,6 °C) a fidici jednotka SCC — pocitac. Podavac vzorki ma
Ctyfi pipetovaci kapsy, do nichZ se umistuji stojanky a jeho soucasti jsou i stojanky

na zkumavky a Supliky, do kterych se mohou stojanky vkladat. [25]

Vysledky vSech provedenych méfeni 1ze zobrazit na monitoru pocitace pfistroje
a jsou kontinudlné zasilany do LISu. I Systém potfebuje pro 1 analyzu 2-200 pl

vzorku. [25]

Preanalyticka faze a interference

Ke stanoveni progesteronu lze vyuzit plazmu nebo sérum ziskané centrifugaci
zilni krve, odebrané standardnim aseptickym zptisobem, idedlné na la¢no. Vzorek
by se mél stanovit v co nejkratsi dobé po odbéru, aby se zabranilo odpafovani
vzorku. [25] V literatufe se uvadi, ze u skladovanych vzork(i v separac¢nich
zkumavkach s gelem mtize postupem ¢asu dochazet k poklesu naméfenych hodnot
hormonu progesteronu — za 24 hodin pokles hodnot u vzorkd ponechanych na gelu
v pruméru az o 13 %. Pro ziskani optimdlnich vysledkti se dale doporucuje

pred vysetfenim odstranit pfipadné bubliny ze vzorki. [27]
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Mezi latky potencidlné zptisobujici interferenci pfi stanoveni sérového

progesteronu patii hemoglobin, bilirubin, triacylglyceroly a proteiny. [27]

Potfebné reagencie a spotfebni material

Dodavany materidl v soupravé Architect Progesterone:

e ARCHITECT Progesterone Reagent Kit

PoZzadovany materidl, ktery neni soucasti soupravy:

e ARCHITECT i System

e ARCHITECT i Assay CD-ROM

e ARCHITECT Progesterone Calibrators

e ARCHITECT Progesterone Controls

e ARCHITECT Progesterone Manual Diulent

e ARCHITECT i PRE-TRIGGER SOLUTION

e ARCHITECT i TRIGGER SOLUTION

e ARCHITECT i WASH BUFFER

e ARCHITECT i REACTION VESSELS

e ARCHITECT i SAMPLE CUPS

e ARCHITECT i SEPTUM

e ARCHITECT i REPLACEMENT CUPS
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e Pripadné pipety a Spicky [27]

e Rukavice

Kalibrace a kontrola kvality

Kalibrace se provadi zmérenim kalibratorula 2 v duplikatu, a to vZzdy s pouZitim
reagencni soupravy nové vyrobni Sarze, nebo pokud se hodnoty kontrol nachazeji
mimo rozmezi uvedenych v pfibalovém letaku, popfipadé dle standard(i procesu

kontroly kvality dané laboratofe.

Pro kontrolu metody Architect Progesterone se doporucuje provést nejméné
jedenkrat test vSech hladin kontrol v priibéhu 24 hodin kazdého dne provozu

laboratofte. [27]

Postup méfeni vzorku

e VloZeni vzorku ve stojancich (popft. stojankii v Suplicich) do analyzatoru.

e Stisknuti kldvesy RUN (zpracovat) a systém Architect i System pak

provede nasledujici funkce:

(@]

premisténi vzorku do pipetovaci ¢asti,

o vlozeni reagencni ndadobky (RV — Reaction Vessel) do procesni ¢asti,

o nasati vzorku a jeho pfeneseni do RV,

o posunuti RV o jednu pozici, pfeneseni mikrocastic a konjugatu

do RV

o promichdani, inkubace a promyti reakéni smési,
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o pridani roztokt Pre-Trigger a Trigger,

o zméfeni emitovaného chemiluminiscen¢niho zafeni a na jeho

podkladu stanoveni mnoZstvi progesteronu ve vzorku,

o odsati obsahu RV do nadoby na tekuty odpad a pfemisténi RV

do sbérné nadoby na pevny odpad,

o vypocteni vysledku. [27]

Vysledky méfeni

Pristroj vydava vysledky metody Architect Progesterone v jednotkach ng/ml.

Pro prepocet vysledki na jednotky nmol/l systém vyuziva nasledujici vzorec:

e (nmol/l) = (ng/ml) x 3,18

Tato metoda vyuzivd pro sestaveni kalibracni pfimky metodu prokladani

Ctyfparametrové logické kiivky. [27]

4.3 Siemens Immulite 1000

Pfistroj Immulite 1000 od vyrobce Siemens (ddle jen Immulite) provadi
chemiluminiscen¢ni stanoveni, jehoZ cely proces je automatizovany. Analyzator
muze pracovat ve dvou rezimech - Standard a Turbo. Oba rezimy funguji v zdsadné
stejné, az na rychlost stanoveni jsou zcela shodné. Kazdy rezim vsak vyzaduje jinou

testovaci soupravu.

Systém Immulite vyuziva pro vSechny typy stanoveni jako pevnou fazi plastové
kulicky potazené protilatkou nebo antigenem specifickym pro dany test. Kulicka
je uloZena v patentovaném platovém pouzdfe, v testovaci jednotce (TU — Test Unit),

ktera zaroven slouzi jako reak¢ni nadoba pro imunitni reakci, proces inkubace,
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promyvani a vyvoj signalu. Ddéle je pro vSechna stanoveni potfebny
chemiluminiscenéni substrat (adamantyl dioxetan fosfat) a reagencie znacena

alkalickou fosfatazou. Reagencni karusel pojme azZ 12 metod stanoveni.

Vzorek se nejdfive inkubuje s kulickou a alkalickou fosfatazou, poté se reakéni
smés oddéli vertikdlnim odstfedénim TU pfi vysokych otackach. Kapalny obsah
(vzorek, prebytecna reagencie a promyvaci roztok) se tak oddéli do souosé odpadni
komory, ktera je soucdsti TU. Po odstfedéni kulicka ziistane bez zbytkového
nenavazaného znaceni. Mnozstvi navazaného znaceni na kulicce se stanovi pomoci
svétla-produkujictho dioxetanového substratu. Emitované svételné zareni
vytvorené prfi chemiluminiscencni reakci se zméfi fotondsobicem (PMT). Na rozdil
od reakci s akridinium esterem, pri které vznikne jen zablesk svétla, reakce zesilena
enzymem pouzivand vtomto analyzatoru produkuje dlouhotrvajici zafi.
V poslednim kroku systém vypocita vysledek pomoci parametrti kalibra¢ni kfivky
konkrétni Sarze, které byly do systému zaddny prostfednictvim carovych kodua

soupravy.

Pristroj provadi 5 typt analyz. Pfi jednocyklové analyze, kterou se stanovuje
napiiklad T4 (hormon tyroxin produkovany Stitnou Zlazou), TU zustane
pfed promyvanim jednu otacku v hlavnim inkubacnim karuselu. Pfi stanoveni
dvoucyklovou analyzou (napf. TSH tfeti generace — thyreotropni hormon
produkovany adenohypofyzou) TU zlstane pred promyvanim dvé otacky
v hlavnim inkubaénim karuselu. V pribéhu sendvicové (imunometrické) analyzy
se neznaceny Ag navaze na imobilizovanou Ab a po pfidani znacené Ab je zméfen.
Mnozstvi zachycené Ab je pfimo umeérné koncentraci analytu ve vzorku.
Tato stanoveni mohou mit jeden nebo dva cykly a vyuZivaji se naptiklad pro TSH
treti generace. Pfi kompetitivni analyze (napf. Total T4) znaceny a neznaceny Ag
soutézi o vazebni mista na kulicce potazené Ab. Mnozstvi znaceného Ag
navazaného na Ab je pak nepfimo umérné koncentraci neznaceného Ag.

Toto stanoveni mtize opét mit jeden nebo dva cykly. Sekvenéni analyza, kterou
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se stanovuje napf. hladina hormonu progesteronu, vyuziva dvé reagencie A a B.
Slozky reakce se v praibéhu dvoucyklového stanoveni pipetuji v riznych casech
a mezi jednotlivymi cykly mtize byt zafazeno i promyvani. Reagencie B se pipetuje

jiz v pritbéhu prvniho cyklu. [24]

Metodou chemiluminiscence pfistroj stanovuje pfitomnost antigenti Ag, Ab

a analytt ve vzorcich.

Obdobné jako tomu bylo u popisu pristroje Architect, i v této kapitole, vénujici
se analyzatoru Immulite, budou dale charakterizovana nasledujici témata: princip
stanoveni progesteronu na analyzatoru, technické parametry pfistroje, zasady
preanalytické faze a mozZné interference, potfebné reagencie a materidl
pro stanoveni, zasady kalibraci a kontrol kvality, postup méfeni vzorku

a vyhodnoceni vysledkd méfeni.

Princip metody stanoveni progesteronu

Metoda IMMULITE Progesteron pracuje na principu sekvenéni imunochemické
reakce. Vzorek v priibéhu stanoveni progesteronu projde dvéma 30minutovymi
cykly. Hormon lze stanovit ze séra ¢i plazmy. Kulicka vlozena v TU je potazena

polyklondlnim krali¢im anti-progesteronem. [28]

Technické parametry pristroje

Immulite v reZimu Standard provede az 120 test(i za hodinu. Ziskani vysledku
u jednocyklového testu trva 42 min, u dvoucyklového 72 minut. Vzorka
vyhodnocenych v rezimu Turbo pak provede az 80 za hodinu - jednocyklovy trva
méné nez 15 minut, dvoucyklovy méné nez 22 minut. Chlazeny reagencni karusel

pojme reagencie pro 12 stanoveni.
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Immulite se skldd4 zhlavniho inkubac¢niho karuselu (37 °C), reagencniho
karuselu, luminometru (37 °C), vstupu do analyzatoru, do kterého se vkladaji
vzorky a TU, pipetovaciho davkovace, pump, dekontaminacni jednotky, pocitace

a dal$ich nutnych komponent pro provoz a funkénost pristroje. [24]

Preanalyticka faze a interference

Pro tuto metodu se nedoporucuje vyuzZivat antikoagulant EDTA,
ktera by ovlivnila vysledky méfeni. Rozsahla lipémie by mohla zptsobit pokles
progesteronu ve vzorku. Bilirubin v koncentraci do 200 mg/l pfesnost stanoveni
neovlivni, obdobné jako cervené krvinky oddélené od plazmy do koncentrace

15 pl/ml ve vzorku. [28]

Potfebné reagencie a spotfebni material

Material dodavany v soupravé:

e Progesteron testovaci jednotky

e Progesteron reagencie — obsahuji synteticky progesteron znaceny
ligandem nebo alkalickou fosfatdzu (z teleciho stfeva) konjugovanou

s antiligandem v pufru

e Progesteron kalibratory

PoZzadovany materidl, ktery neni soucasti soupravy:

e Progesteron diulent vzorkt — pro ru¢ni fedéni pacientskych vzorki

e Chemiluminiscenc¢ni substrat

e Promyvaci roztok a ¢istici roztok na jehly
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e Zasobniky na zkumavky se vzorky (s ¢arovymi kody)

e Jednorazové zkumavky na vzorky

e Viceslozkova trojuroviiova kontrola, destilovana/deionizovana voda

e Kontroly, pipety na pfenos vzorkii, rukavice [28]

Kalibrace a kontroly kvality

Analyzator vyuzivd pro kalibraci uloZenou kalibra¢ni kfivku ve spojeni
s dvoubodovou adjustaci. Kalibra¢ni kfivky jsou pro kaZzdou SarZi generovany
vyrobcem na jednom pfistroji zpracovanim replikdtd kaZzdého standardu.
Tyto standardy pokryvaji cely rozsah stanoveni dané metody a jejich pocet zavisi
na analytu. Zpravidla se pohybuje mezi Sesti aZz patndcti. Adjustory jsou nutné
pro harmonizaci zableskii za vtefinu (CPS) na analyzatoru v provozu laboratore
a CPS na analyzatoru, ktery byl pouzit pro vytvofeni kalibrac¢ni kifivky. [24]

Adjustaci jsme provedli vzdy pred zacadtkem méfeni.

Mezi charakteristiky, které tyto postupy umoznuji patfi: reprodukovatelné
pipetovani pristroje a presné nacasovani vSech krokti, prostfedi s regulovanou

teplotou a v posledni fadé€ prodlouzena stabilita reagencii. [24]

Postup méfeni vzorku

e VloZeni vySetfovaného vzorku, ktery byl prenesen z odbérové zkumavky

do cistého plastovém kepiku, do drzaku vzork.

e Vlozeni drzdku se vzorkem a za nim maximdlné 5 TU (podle

pozadovaného poctu stanoveni) do zakladajiciho fetézu analyzatoru.

¢ Identifikace vzorku — manualni ve worklistu/ ¢teckou ¢arovych kod.
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e Stisknuti GO na panelu displeje analyzatoru, ¢imz se spusti nasledujici

algoritmy stanovent:

o identifikace TU pomoci ¢arovych kodd,

o presun TU do hlavniho inkubacniho karuselu,

o pridani vzorku a reagencie pipetovacim davkovacem do TU,

o inkubace TU v hlavnim karuselu pti 37 °C po dobu 30 nebo 60 minut

(8 nebo 16 minut v rezimu Turbo) — stanoveni progesteronu 60minut

o presun TU do promyvaci/odsttedovaci stanice, kde je odstranén

nenavazany Ag nebo Ab,

o pridani substratu a pfesun TU do fetézu luminometru,

o inkubace pro maximdlni intenzitu svételného signalu pti 37 °C

po dobu 10 minut (6 minut v rezimu Turbo),

o zméfeni poctu fotonti fotondsobicem (PMT),

o vypocteni vysledku. [24]

Vysledky méfeni

Vysledky méfeni progesteronu jsou uvadény v jednotkach ng/ml, jejich pfepocet
na nmol/l probihd automaticky podle stejného vztahu jako u metody Architect

Progesterone. Analyticka citlivost pfistroje je od 0,2 ng/ml (0,6 nmol/l). [28]
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4.4 Definice souboru vzorku a jejich zpracovani

Pro nasi praci jsme ndhodné vybrali vzorky krve odebrané dvaceti fendm.
Vsechny feny byly ve véku chovatelské dospélosti, v blize nespecifikované faze jejich
estralniho cyklu. Odbéry do zkumavek s gelem provedla jednotlivd pracovisté
veterindrnich ordinaci v Praze. Z veterindrnich praxi byly vzorky prepraveny
v polystyrenovych chladicich boxech svozovymi auty do laboratofe v ulici
Jankovcova v Praze, spolecnosti Synlab czech s.r.o. (dale jen Synlab). Vzorky jsme
dale zpracovali a vyhodnotili v laboratorni sekci biochemie
a hematologie — na pracovisti biochemie. Po celou dobu snimi bylo nakladano

dle SOP spolecnosti. Sbér dat probihal v pritbéhu mésice srpna 2016.

Do souboru nebyly zahrnuty vzorky znehodnocené, jejichz vysledky méfeni
mohly byt ovlivnéné interferenci. Ddle do vybéru nebyly zafazeny vzorky fen

s hormonalni terapii.

Vsechny vzorky byly po prijeti na oddéleni klinické biochemie stoceny pfi 1200 g
po dobo 10 minut a nasledné vyhodnoceny, nejdfive na analyzatoru Architect a poté
Immulite. Séra fen byla vyhodnocena na obou analyzatorech v den jejich pfijeti

do laboratore.

4.5 Postup statistického zpracovani vysledkt

Vysledky méfeni pro vzijemné porovndni metod Architect Progesterone
a Immulite Progesteron ziskané z LIS budou dale statisticky zpracovany

dle nasledujiciho schématu:
e Ovéreni normalniho (Gaussovského) rozlozeni dat.

e Charakteristika ziskanych dat — vypocet zdkladnich statistickych veli¢in

obou metod: pocet hodnot vsadé, aritmeticky pramér, medidn,
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smérodatnd odchylka sady vysledkil (rozptyl), smérodatnd odchylka

primeéru, minimum, maximum, rozpéti, kvantily.

Vyneseni dat do krabicového grafu pro zjisténi odlehlych bodt.

Vyhodnoceni rozdilového grafu dle Altmana a Blanda.

Graf linearni regrese — zavislost vysledkti méfeni metodou Architect
Progesterone na vysledcich méfeni metodou Immulite Progesterone,

vyhodnoceni korelacniho koeficientu. [29]

Vybér testu hypotéz a jeho vyhodnoceni.
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5 VYSLEDKY

Data ziskand méfenim jsou statisticky vyhodnocena v softwaru Excel 2016

a MATLAB_R2016b. Vysledky méfeni jsou k nahlédnuti v ptiloze 4.

Nejprve jsme ovérovali normalni rozlozeni dat vypoctem pomoci Lillieforsova

testu, ktery lze pouZit pro soubor vzorkt <100, coz je nas ptipad (n = 20). Normalni

rozdéleni dat jsme testem oveérili zvlast u kazdé sady vzorki i u obou sad najednou.

Ze vsech tfech vysledku testu shodné vyplyva (obrazek 2), Ze pfijimame alternativni

Hi hypotézu, tedy, Ze rozdéleni je jiné neZ normalni (Gaussovské).

close all;

clear all; =

clc;

data = xlsread{'data_for_import.xlsx');
%B = xlsread('data_for_import.xlsx','Sheet 1'};

%h® - normalni rozdeleni

%hl - jine rozdeleni

% otestovani kazde sady zvlast
[h2a,p2al = lillietest(data(:,1));
[h2b,p2b] = lillietest{data(:,2));
% otestovanl celych dat najednou
data_cela = [data{:,1); data(:,2)];
[h3,p3] = lillietest{data_cela);
%kontrola jak data wypadaji
normplot{data(:,1))

%wilcoxonuy test

[p,h] = signrank({data(:,1),data(:,2),8.85);

Obrazek 2 Lillieforsiiv test a p-hodnota

5] o o/ ze) s m o

data
data_cela
h

h2a

h2b

h3

p

p2a

pzb

p3

Z20x2 double
40x1 double
1

1

1

1

0.0196
0.0234
0.0149
1.0000e-03

Pro ndzornost jsou zde uvedeny i histogramy (viz obrazek 3 a 4) pro vzorky

méfené na obou analyzatorech, ze kterych je patrné rozdéleni jiné neZ normalni.

Pokud by bylo rozdéleni normalni, tvar sloupct by alespon ptiblizné opisoval tvar

Gaussovy kfivky. Graf kumulace cetnosti ndm kontroluje, ze jsou v histogramu

nevynechali ¢ast dat (celek 100 %).
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Histogram Architect
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Obrdzek 3 Histogram vzorkii méfenych na analyzdtoru Architect
Histogram Immulite
9 120,00%
g8
100,00%
71
6 80,00%
gs
c 60,00% ,,
s Cetnost
wJ
3] 40.00% —a—Kumul. %
2 4
20,00%
14
0 0,00%
05 12,2 238 354 471 58,7 70,3 81,8 83,5 Dalgi
Tridy

Obrdzek 4 Histogram vzorkii méfenych na analyzdtoru Immulite

ProtoZe jsme vypocty i histogramem ovéfili jiné, nez normdlni rozdéleni
naméfenych dat nebudeme pro jejich popis vyuzivat aritmeticky primeér
ani smérodatnou odchylku. Tyto parametry jsme nahradili vypoctem medidnu
a kvantili. Hodnoty zakladnich statistickych veli¢in pro méfeni na obou

analyzatorech jsou zapsany v tabulce 3.
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Tabulka 3 Zdkladni statistické veliciny

Velicina Immulite Architect
pocet hodnot v sadén |20 20
minimum (nmol/l) 0,6 04

prvni kvartil (nmol/l) 2,625 1,125
median (nmol/l) 20,6500 20,8000
treti kvartil (nmol/1) 42,5250 41,8950
maximum (nmol/I) 93,5 84,91
rozpéti dat (nmol/l) 92,9 84,51

Z vysledkli zakladnich statickych veli¢in (i zbéZného pohledu na vysledky
méfeni v priloze 4) je patrny trend rostoucich rozdilt se zvySujici se hladinou
analyzovaného progesteronu. V tabulce 4 tento trend miizeme manifestovat
na 6 nejmensich rozdilech — vzorek ¢. 6 (hladina 23,8 nmol/l), 12 (1,3 nmol/l),
14 (17,5 nmol/1), 15 (1,3 nmol/1), 17 (2,1 nmol/l) a 19 (0,6 nmol/l) a 5 nejvétsich rozdilech
u vzorkl ¢. 1 (34,8 nmol/l), 2 (37,1 nmol/l), 3 (93,5 nmol/l), 5 (48,1 nmol/l)
a 18 (58,3 nmol/l).

Pro doplnéni tabulky zde uvadim i krabicové grafy hodnot naméfeného
progesteronu na analyzatorech Immulite a Architect (viz obrazek 5). Prostfedni ¢ary
v krabicich znaci mediany, horni a dolni okraje krabic kvartily a , tykadla” na obou
stranach krabic minimum a maximum. Z grafti je patrné velké rozpéti vysledkt
méfeni, coz potvrzuje nase ocekavani (viz tabulka 2, ve které je v pribéhu cyklu feny
rozmezi od méné nez 3,2 nmol/l az do 158,8 nmol/l), dale ze vétsina hodnot méfeni
lezi vnizSich hladinach, a Ze v sadé nasSich hodnot nejsou odlehlé body
(tzv. outliers). Rozdily mezi metodami lze sledovat i Bland-Altmanovym

rozdilovym grafem. Na ose x jsou vyneseny priimeéry part méfeni a na ose y rozdily
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parti naméfenych hodnot na obou analyzatorech. Prostfedni tlusta ¢ara symbolizuje

idedlni nulové rozdily a prerusované ¢ary nasobek smérodatné odchylky rozdila.

I tento graf potvrzuje mirny trend rostoucich rozdilt méfeni mezi jednotlivymi

analyzatory s rostoucimi koncentracemi progesteronu ve vzorcich (obrazek 6).

120

100

20

——335

26,1335

U=

1,835

0.8

1,125

1

B Immulite [ Architect

Obrizek 5 Krabicové grafy
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Obrazek 6 Bland-Altmaniiv rozdilovy graf

Dal$im néstrojem pro porovnani vysledkti méfeni dvéma metodami je regresni
pfimka. Pokud by analyzatory méfily zcela shodné, hodnoty méfeni by byly
umistény na pfimce s rovnici y = x (pferuSovana Seda ¢ara), pfimka linedrni regrese
(Cernd nepferusovand) by tedy byla totoZnd s pfimkou preruSovanou. Z obou
obrazkt grafli linedrni regrese je patrné, ze tomu tak neni (viz obrazky 7 a 8),
ale zaroven rozdil mezi méfenimi neni az na tolik vyrazny — pfimky mezi sebou
nemaji velkou vzddlenost. Korela¢ni koeficient popisujici zavislost mezi vysledky
méfeni na obou analyzatorech je R = 0,9821, znamend tedy v naSem piipadé velmi

silnou.
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Obrdzek 8 Graf linedrni regrese vysledkii méfeni analyzdtorem Immulite na vysledcich méteni na analyzdtoru
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Z dtivodu jiného, nez normalniho rozdéleni dat nevyuzijeme ani t-test, ktery
se k porovnani vysledki méfeni dvéma metodami obvykle vyuziva (pro porovnani

primeérnych hodnot).

Na misto t-testu jsme vybrali Wilcoxoniv test, pro néz naSe data spliuji
podminky — pocet vzorkt < 100, je dvou-vybérovy zavisly a nevyzaduje normalni
rozdéleni dat. Dvou-vybérovy test volime z dtivodu porovnavani dvou metod,
zavisly neboli parovy, protoZe byl méfen vzdy 1 vzorek na 2 analyzatorech. V tomto
testu ovétujeme platnost Ho hypotézy pro méfena data — mezi metodami neni rozdil
(alternativni hypotéza Hi — mezi metodami je rozdil). Vysledek testu srovnavame
s kritickou hodnotou pro nds pocet vzorkd, ziskanou z tabulek. JestliZe je vysledek
mensi nez kritickd hodnota, zamitdme Ho hypotézu. Test byl vypracovan
v programu Excel. V naSem pfipadé byl vysledek testu roven hodnoté 41 a kriticka
hodnota 51. Protoze 41 < 51, zamitdme Ho a pfijimame alternativni Hi na hladiné
vyznamnosti 5 %. Tento vysledek ndm tedy sd€luje, Ze analyzatory neméfi stejné.
Vysledek Wilcoxonova testu vypocteného tabulkovym editorem jsme potvrdily
i vypoctem p-hodnoty v programu MATLAB (obrazek 2). Hladinu vyznamnosti
jsme zvolili 0,05, coz je tedy nejnizsi hladina, na které na nasich datech zamitdme
Ho hypotézu. Protoze nase hodnota vysla 0,0196 (plati tedy 0,0196 < 0,05), zamitadme
nulovou hypotézu Ho a prijimdme alternativni hypotézu H: na hladiné

vyznamnosti 0,05.
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6 DISKUZE

Porovnani meéfeni dvou analyzatorti se v laboratofich nejcastéji pouziva
pri potfebé nahrazeni ¢ doplnéni starSiho analyzatoru novym. Dutvodem
pro vyménu muZe byt zastaralost analyzatoru, dlouha doba stanoveni, nartst
vzorkli a potreba vykonnéjsiho pfistroje, zména ¢i vyvoj technologii, ndro¢nost
obsluhy, ekonomické dtivody nebo i prostorova narocnost a jiné dtivody specifické

pro kazdou laboratof.

Obdobné tomu bylo i vnasem pfipadé. Laboratof zpracovavala veterindrni
vzorky na stavajicim analyzatoru Architect. ProtoZe progesteron fen lze stanovovat
se stejnym vybavenim i reagenciemi jako progesteron lidsky, bylo mozné mensi
pocet vzorkti stanovovat pri bézném provozu humdnni laboratofe. Snartstem
poctu vzorkli a snahou rozsifeni metod veterindrnich stanoveni vsak bylo tfeba
veterindrni a humanni vySetfeni oddélit. Proto doslo na tvahy, ktery analyzator
by byl pro veterinarni stanoveni vzhledem k potfebdm dané laboratofe
nejvhodnéjsi. Dle technickych, technologickych, ekonomickych, provoznich
a prostorovych parametri byl zvolen analyzator Immulite 1000. Pro stanoveni
analytd vyuziva také chemiluminiscenéni stanoveni a progesteron lze opét
diagnostikovat s pomoci huménnich reagencii, jako tomu bylo u Architektu. Jeho
daldi vyhodou je moZnosti stanoveni hormonti T4, TSH a TLI (stanoveni
imunoreaktivity trypsinu) specidlnimi reagenciemi pro psi. Proto byl zvolen

jako analyzator pro sekci veterindrnich stanoveni v dané laboratofi.

K zavedeni nové metody Progesterone Immulite tak bylo tfeba srovnani se starsi
provadénou metodou Architekt Progesterone. Srovnani laboratof zajima z dtivodu
ponechani puvodniho referenéniho rozmezi i mozného docasného vyuziti
humanniho analyzatoru v pfipadé vypadku Immulite, napiiklad z davodu

pripadné poruchy.
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Znasich vysledku statistického porovnani vsech 20 vzorka fen vyplynulo,
Ze analyzatory v celém testovaném rozmezi stanoveni neméti shodné, a Ze rozdily
ve stanoveni maji tendenci rtst se zvysujici se hladinou. V niZsich hladinach jsou
tedy vysledky porovnani presnéjsi. Nejvétsi rozdily zacaly v naSem porovnani
na hodnotach vzorku ¢.1 (34,98 nmol/l), coz bychom interpretovali dle tabulky 2 jako
metestrus ¢i graviditu. Toto porovnavani provadime pravé kvili interpretaci hladin
sérového progesteronu fen a stanoveni jejich plodné faze, proto je pro nas presnost
v niz$ich hodnotach (dle tabulky 2) dtileZitéjsi nez v hodnotach vyssich. Mohli
bychom sice vybrat oblast zajmu ptiblizné do hodnoty 31,8 — 40 nmol/l, ale zajimalo

nas srovnani v celém spektru stanoveni.

Dle grafti linedrni zavislosti a korelacniho koeficientu je patrné, Ze rozdil v méfeni
neni prili§ markantni a ve srovnani vysledku Wilcoxonova testu s tabulkovymi

hodnotami také neni zcela vzdaleny rozdil hodnot.

Lze z toho tedy usuzovat, Ze v naSem zajmu méfeni analyzatory méfi s vyssi
presnosti v nizsich hladindch sérového progesteronu, které nas pro urceni plodné

faze samic nejvice zajimaji.

Pro semikvantitativni stanoveni hladiny progesteronu v krvi Ize vyuzit také
rychlo-test, napf. Canine ovulation test od firmy Target, ktery mtize byt vyhodnocen
i mimo laboratofe, bez drahého pfistrojového vybaveni. Tento test je v3ak
v porovnani s RIA metodami pro stanoveni hormonu cast€ji nepfesny. [14] A jak je
jiz uvedeno vyse, dnes vyuzivané chemiluminiscenéni metody jsou v porovnani

s izotopovymi jesté navic o fady citlivéjsi.

V nésledujicich nékolika odstavcich se budeme vénovat jiz provedenym studiim,
které hodnoti tispésnost stanoveni sérového progesteronu u fen s jinymi metodami

a také historii a vyvoji imunoanalytickych metod.
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Podle odborné prace Kristiny Maskové (pod vedenim MVDr. Romana Vitaska,
Ph.D.) se metoda stanoveni progesteronu z periferni krve chemiluminiscenci
shoduje v urceni plodné faze feny s metodou vagindlni cytologie u 57 % ptipadu.
Uspésnost zabieznuti feny po diagnostice progesteronovym testem je vyssi neZ
90 %, zatimco u vagindlni exfoliativni cytologie je to pouze mezi 20-30 % (sledovano
49 fen). Metoda stanoveni progesteronu je v ramci biologickych moZnosti velmi
pfesna, oproti tomu vaginalni cytologie nadale bude pouze orientacni
a ndpomocnou pfi sledovani zmén sliznice v pribéhu estralniho cyklu a diagnostice

onemocnéni pohlavniho tstroji fen. [33]

Jind studie provedena v ramci dvou let na 120 fendach, k uréeni vhodné doby
pro jejich nakryti pouzivajici metodu stanoveni progesteronu v periferni krvi
(chemiluminiscence) dokazuje ultrasonografickym vysSetfenim mezi 25.-30. dnem
brezost u 93 fen (77,5 %) a nebiezost u 27 fen (22,5 %). U 14 nebfezich fen (52 %) byly
zjistény okolnosti vysvétlujici jejich jalovost. U 3 pfipadii byla z ejakuldtu zjisténa
neplodnost kryciho psa, v 7 pfipadech neprobihalo kryti zcela normalné (vzajemna
neochota k pafeni, agresivita feny, kratkd doba kryti, nezkuSenost zvirat
¢i majitelt atd.), u 2 fen byl diagnostikovan anovulacni cyklus a u 2 fen pozdéjsi
krvavy vaginalni vytok. Po vylouceni téchto 14 fen se tispéSnost metody v této studii
zvysila na 87,7 %. Ta vSak mohla byt jesté vyssi z divodu mozné neplodnosti,

onemocnéni ¢i vycerpanosti krycich pst jalovych fen. [19]

Kuréeni vhodné doby kryti feny muize byt vyuzito také stanoveni LH, jeho
bazalni hodnota je niz$i nez 1 ng/ml. Byva vSak zafazovan spisSe jako doplnék
k celkové anamnéze, gynekologickym vySetfeni, vagindlni cytologii a stanoveni

hladiny progesteronu. [34]

Stanoveni progesteronu v periferni krvi v obdobi harani feny je dilezité také
pro urceni terminu porodu fen. V klinické praxi je tento postup vyuzivan a je

vyznamné napomocny k prevenci a minimalizaci reprodukénich ztrat. Pokud dojde
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k prodlouzeni gravidity o vice nez 2 dny, placenta jiz neni schopna zajistit
dostatecnou vyzZivu plodu a dochdzi kjeho odumfeni. Stanoveni ideadlniho dne
porodu pouze na zdkladé dne kryti je znaéné€ nepfesné, protoZe fena je svolna
k pareni 2-3 dny a fertiliza¢ni schopnost spermii v reprodukénim ustroji je i 6 dni.
K predikci porodu lze mimo jiné pouzit ultrasonografické vysSetfeni, kterym
se sleduje velikost plodli a vyvoj organti, rentgenologickym vysetfenim postupujici
kalcifikaci kosténych struktur a zubt®, avsak pravidelné meéfeni koncentrace
progesteronu v dobé fije fen je ze vSech metod nejpresnéjsi. Pfi pouziti této metody
dochézi k porodu v rozmezi 65 +1den u 67 % fen, 65+2 190 % a v 65 +3 dny u 100 %
brezich fen. Tuto zkuSenost potvrzuje i studie MVDr. Vitaska a kol. provedena
na 238 fendch (49 plemen) ve véku 2-8 let. Progesteron byl stanovovan metodou

chemiluminiscence. [35]

Pro stanoveni hormonti jsou v dnesni dobé rutinné vyuzivany imunochemické
metody. PrestoZe nazev muZe evokovat predstavu jejich vyuziti predevSim
v imunologii, opak je pravdou. Imunoanalyzy jsou hojné vyuzivany na oddélenich
klinické hematologie a biochemie pro stanoveni Sirokého spektra analytti. VSechny
metody jsou znacné citlivé a vysoce specifické, diky jejich zaloZeni na specifické
reakci Ag-Ab; ke konecné detekci pak kazdd z nich vyuZiva jinou technologii. [30]
Metody tak 1ze rozdélovat do hlavnich skupin podle systému usporadani reakce,

pouzivaného znacdeni nebo zplisobu méfeni signalu. [31]

Dle usporadani reakce se de€li na kompetitivni (Ag ve vzorku soutézi s Ag
znacenym o Ab; velikost signdlu je nepfimo timérnd koncentraci stanovované latky)
a nekompetitivni (Ag ze vzorku je vychytdvdn mezi dvé protilatky, které jsou
vreakéni smési v pfebytku; velikost signalu je pfimo umérnd koncentraci
stanovované latky). Dle znaceni a meéfeného signadlu na radioimunoanalyzu
(kompetitivni - RIA, sendvicova - IRMA), enzymoimunoanalyzu,
fluoroimunoanalyzu a luminiscenéni imunoanalyzu (elektrochemiluminiscence,

chemiluminiscence). [31]
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V tomto a nasledujicim odstavci bych rada zminila ranné pocatky a postupny
vyvoj imunochemickych metod. Imunoprecipitace byla pouzivana jako jedna
z prvnich zdkladnich imunochemickych reakci jiz na konci 19. stoleti (1897), fadné
kvantitativné od roku 1929 — instituci Kendalla a Heidelberga, ktera dale rozvinula
i zdkladni sérologické reakce (precipitace, aglutinace, vazba komplementu,
anafylaxe). Nastup imunodifiznich metod nasledoval po druhé svétové valce.
Imunoelektroforéza vznikla v roce 1953, jejiz modifikace na podloznim sklicku (1955)
nasla hojné vyuziti v klinické laboratorni praxi. [30] Jako vedlejsi produkt
pozorovani S. Bersona a R. Yalowové, ktefi v 50. letech 20. stoleti zkoumali
metabolismus I-inzulinu u pacientd s diabetem, vznikla metoda RIA, kterd
umoznila analyzu pikomolarnich koncentraci analytt a v roce 1977 ziskala autortim

Nobelovu cenu za lékatstvi. [32]

RIA je cenové vyhodna, specifickd a citliva, Ize ji vyuzit ke stanoveni Siroké skaly
analytd, ale zdroven je ¢asto ndrocnd na rucni praci a zkusenosti laborantky a nelze
opomenout ani komplikace spojené spraci sradioaktivnimi latkami (riziko
pusobeni ionizujiciho zafeni na lidsky organismus, nakladani s odpady atd.). [31]
Mezi daldi komplikace této metody patii zkrdcena doba pouZitelnosti reagencii
souvisejici s polo¢asem rozpadu nuklidu a moznost znehodnoceni imunoreaktivity
znacené latky v pribéhu znaceni nebo skladovani a specidlni vybaveni laboratote.
Z vyse uvedenych davodt brzy zacaly snahy hledat jiné mozZnosti pro znaceni.
Mezi né patfily bakteriofdgy, enzymy, soli, latexy, krvinky, stabilni radikaly,
fluorescenc¢ni a luminiscenéni sloucéeniny. [32] Po jejich vyzkumu na sebe nenechaly

dlouho cekat jejich aplikace a dnesni Siroké uplatnéni v klinickych laboratofich.
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7 ZAVER

V teoretické ¢asti prace jsme splnili v ivodu vytyceny cil kratké charakteristiky
moznosti veterinarnich stanoveni v laboratorni praxi. Dale jsme se vénovali popisu
estralnich cykld vybranych samic savcii a moznostem diagnostiky jejich plodné faze.
Reprodukéni tspésnost zarucuje ekonomickou prosperitu chovit domacich zvirat.
Nejpodrobnéji byly popsany charakteristiky estrdlntho cyklu feny. Nevhodné
nacasovani kryti samcem byva castym divodem reprodukéniho selhdni. Presné
stanoveni plodné faze se doporucuje provadét u opakované nezabiezavajicich fen,
pokud je kryjici pes v delsi vzdalenosti ¢i zahranici a také pro predikci dne porodu

v

feny. Vdnesni dobé je nejpfesnéjsi metodou stanoveni hladiny sérového
progesteronu, které je zaroven i cenové dostupné a oproti jinym metoddm stanoveni

méné narocné na provedeni.

V praktické casti bakaldiské prace jsme popsali metodu chemiluminiscence
a analyzatory Abbott Architect 2000SR a Siemens Immulite 1000, které tuto metodu
vyuzivaji pro stanoveni hladiny sérového progesteronu. Nasim cilem bylo
porovnani téchto dvou analyzatord. To jsme provedli stanovenim dvaceti vzorki
krve fen na obou analyzatorech a statistickym vyhodnocenim naméfenych dat.
Statistickymi testy jsme zjistili, Ze analyzatory v naSem rozsahu testovanych vzorkt
nestanovuji hladinu sérového progesteronu stejné a z vysledki bylo patrné,
ze se zvysujici se hladinou progesteronu ve vzorcich roste neshodnost stanoveni
jednotlivymi analyzatory. V nejnizSich hladindch pfistroje stanovovaly hladiny
s mensimi rozdily, v hladindch nad 34,8 nmol/l rostly rozdily méfeni. Pro spravné

vvvvv

ve kterych analyzatory méfi s mensimi rozdily.

V diskusi jsou zminény prace dokazujici az 90 % reprodukéni uspésnost fen diky
stanoveni hladiny progesteronu a dilezitost tohoto stanoveni pro predikci dne

porodu. Je zde zminén i historicky vyvoj imunoanalytickych metod.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

Ab

CMIA

CNS

CPM

CPS

EDTA

FSH

GnRH

Ho

H:

IRMA

protilatka

antigen

koncentrace

chemiluminiscencni imunoanalyza na mikrocasticich

centralni nervova soustava

zablesky za minutu (Counts Per Minute)

zablesky za sekundu (Counts Per Second)

kyselina ethylendiaminotetraoctova

tihové zrychleni

folikulostimula¢ni hormon

gonadoliberin (Gonadotropin-Releasing Hormone), synonymum

LHRH

nulova hypotéza

alternativni hypotéza

sendvicova radioimunoanalyza

litr (jednotka objemu)
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LH

LHRH

mg

ml

ng

nmol

P/E

P&

pmol

PMT

RIA

RLU

RV

T4

TLI

Total T4

TSH

luteinizacni hormon

hormon uvolnujici luteiniza¢ni hormon, synonymum GnRH

miligram (jednotka hmotnosti)

mililitr (jednotka objemu)

nanogram (jednotka hmotnosti)

nanomol (jednotka latkového mnozstvi)

prechod mezi proestrem a estrem

pikogram (jednotka hmotnosti)

pikomol (jednotka latkového mnozZstvi)

fotonasobic

radioimunoanalyza

relativni svételné jednotky (Relative Light Units)

reak¢ni nadobka (Reaction Vessel)

tyroxin

stanoveni imunoreaktivity trypsinu

celkovy tyroxin

thyreotropni hormon
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TU

testovaci jednotka (Test Unit)

mikrolitr (jednotka objemu)
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Pfiloha 3 Biosyntéza progesteronu z cholesterolu
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Ptiloha 4 Tabulka dat ziskanych méfenim

Cislo vzorku | ID vzorku | Immulite [nmol/l] | Architect [nmol/l] |Rozdil
1 1 39,3 34,98 4,32
2 2 37,1 43,68 -6,58
3 3 93,5 84,91 8,59
4 4 2,8 0,6 2,2
5 5 48,1 41,3 6,8
6 6 23,8 23,2 0,6
7 7 37,1 38,3 -1,2
8 8 44,1 45,2 -1,1
9 9 1,9 0,9 1
10 10 3,3 1,5 1,8
11 11 4,3 1,2 3,1
12 12 1,3 0,8 0,5
13 13 82,3 79,6 2,7
14 14 17,5 18,4 -0,9
15 15 1,3 0,4 0,9
16 16 7,7 6,7 1
17 17 2,1 1,2 0,9
18 18 70,7 58,3 12,4
19 19 0,6 0,7 -0,1
20 20 42 40,8 1,2




