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Abstrakt

Hlavnim cilem této disertaéni prace bylo ovéfit neinvazivni metody diagnostiky
biezosti u samic kopytnikt jako jednoduché, uzivatelsky piijatelné a ekonomicky nendrocné.
Béhem testu kli¢ivosti kli¢ila semena fazoli mungo (Vigna radiata), psenice $paldy (Triticum
spelat) a pSenice seté (T. aestivum) na moci bfezich a nebiezich jalovic ¢eského strakatého
skotu. Dale byly u jalovic ¢eského strakatého skotu, samic lam alpak (Vicugna pacos) a oslic
(Equus asinus) otestovany diagnostické metody pomoci: 1) Cuboniho reakce, realizovana na
Statnim veterinarnim ustavu v Praze, 2) stanoveni koncentraci 17p-estradiolu (E2), estron
sulfatu (E1S) a pregnandiol-3-glukuronidu (PdG) pomoci kompetitivni heterogenni enzymové
imunoanalyzy, 3) test schloridem barnatym (BaClz) po pfidani 1% roztoku BaCl.
Vyhodnoceni krystalizace probihalo s vyuzitim slin holStynského skotu. Pro otestovani
faktorti, které mohou krystalizaci ovlivnit byly pouzity sliny samic a samce velblouda
dvouhrbého (Camelus bactrianus). V prvni fazi vyzkumu kli¢ivosti semen bylo prokazano
potlaceni kli¢eni mungo fazoli na moci biezich jalovic zfedéné 1:4 1 1:14 (p < 0,01). Oproti
tomu vice semen pSenice Spaldy (p < 0,05) vykli¢ilo na mo¢i biezich jalovic o koncentraci
1:14. Vysledky druhé faze vyzkumu ukdzaly, Ze moC biezich jalovic inhibovala jak pocet
vyklicenych semen (p < 0,05) tak i délku klicka fazoli mungo (p < 0,0001). U pSenice seté byl
pozorovan opacny efekt (p < 0,05). U jalovic ani u lam alpak nebyl prokazan (p > 0,05) zadny
vztah mezi vysledky Cuboniho reakce a skutecnym reprodukénim stavem samic. U oslic byla
potvrzena 100% spolehlivost Cuboniho reakce v oznaceni biezich samic v druhé poloviné
jejich brezosti (p < 0,01). V moci biezich jalovic byly naméfeny vyssi koncentrace vSech tii
stanovovanych reproduk¢énim hormonii neZ v mo¢i nebiezich (p < 0,0001). Vyssi koncentrace
EiS (p < 0,05) byla naméfena v moc¢i nebfezich lam alpak oproti biezim. Vyssi koncentrace
PdG (p = 0,009) byla potvrzena v mo¢i biezich oslic nez v mo¢i nebtezich. Byly potvrzeny
pozitivni 1 negativni korelace mezi koncentracemi reprodukcnich hormont v moc¢i a vysledky
testu kli¢ivosti semen na zfedéné moci jalovic (p < 0,05). Souvislost mezi vysledky testu
S chloridem barnatym a skutecnym reprodukénim stavem samic nebyla-prokdzana (p > 0,05)
ani u jednoho ze sledovanych druhi. Krystalické utvary byly zaznamenany jak ve slinach
holstynskych krav, tak 1 ve slinach velblouda dvouhrbého. Zména teploty pii zasychani
vzorkli a zména koncentrace vzorku sliny byly vyhodnoceny jako faktory, které mohou
ovlivnit krystalizaci ve slindch. Testované neinvazivni metody ukazaly jisty potencial, ale jen
nékteré z nich jsou spolehlive aplikovatelné v praxi.

Klic¢ova slova: Triticum aestivum, Vigna radiata, test kli¢ivosti semen, Cuboniho reakce



Abstract
English title: Non-invasive pregnancy diagnosis in even-toed ungulates: The usage

of urine examination by seed germination, Cuboni reaction and barium chloride test and
saliva crystallization

This disertation thesis aimed to verify noninvasive pregnancy diagnostic methods for
females of even-toed ungulates as simple, user-friendly and low-cost. Mung beans (Vigna
radiata), wheat seeds (Triticum spelta and T. aestivum) germinated in urine of Czech
Fleckvieh heifers. Furthermore, 1) Cuboni reaction, performed by State Veterinary Institute,
Prague 2) determimation of urinary 17B-oestradiol (E2), oestrone sulphate (E:S) and PdG
concentrations using competitive heterogeneous enzyme immunoanalysis, 3) barium chloride
(BaCly) test after addition of 1% BaCl. were tested in Czech Fleckvieh heifers, females of
alpacas (Vicugna pacos) and jennies (Equus asinus). The phenomenon crystallization was
evaluated in saliva of Holstein cows. Camels’saliva (Camelus bactrianus) was used for
assessment of factors which can influence arborization in saliva. Inhibited mung beans
germination (p < 0.01) on heifers urine diluted 1:4 and 1:14 was proved in the first phase of
study. In contrast, higher number of wheat seeds (p < 0.05) germinated in urine of pregnant
heifers diluted 1:14. The second phase of presented study revealed that urine of pregnant
heifers inhibited both the number of germinated mung beans (p < 0.05) and the lengh of their
shoots (p < 0.0001). The results of wheat seeds germination showed the opposite trend (p <
0.05). No relationship (p > 0.05) was detected between the results of Cuboni reaction and real
reproductive status of Czech Fleckvieh heifers and alpacas. However, 100% reliability of
Cuboni reaction was determined (p < 0.01) throughout the second half of jenies pregnancy.
Higher (p < 0.0001) concentrations of all tested reproductive hormones were measured in
urine of pregnant heifers than in non-pregnant ones. Higher concentration of urinary E1S (p <
0.05) was determined in pregnant alpacas than in non-pregnant ones. Morover, higher PdG
urinary concentration (p = 0.009) was confirmed in pregnant jennies than in the non-pregnant
ones. Furthermore, positive and negative correlations were confirmed between the results of
seed germination test and urinary reproductive hormones concentratios (p < 0.05). No
relationship (p > 0.05) was found between the results of barium chloride test and real
reproductive status of observed females. Crystallic patterns were noticed both in cows’and
camels’saliva. The different temperature during saliva samples drying and the change of
saliva concentrations were evaluated as factors which can influence crystallization. The non-
invasive techniques showed some potential, but not all of them are aplicable in practice.

Key words: Triticum aestivu, Vigna radiata, seed germiantion test, Cuboni reaction
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1 Uvod

Monitoring reprodukce a diagnostika bfezosti patii mezi zakladni pilife uspésného
chovu nejen hospodatskych zvirat. Vétsina metod vyuzivanych v dnesni dobé k diagnostice
biezosti zvifat se provadi za piitomnosti veterinafe. V piipadé neochocCenych zvitrat je
zapotiebi zvifata imobilizovat ¢i dokonce podani sedativa. Tyto metody byvaji ¢asto stresujici
pro vysetfovana zvitata (Hafez & Hafez, 2000; Noakes et al., 2001; Giindogan, 2009; Purohit,
2010). Podle ptistupu ke zviteti lze diagnostické metody rozd¢lit na invazivni a neinvazivni.
Jako invazivni metody mizeme oznacit rektalni palpaci nebo sonografické vySetfeni per
rectum (Hafez & Hafez, 2000; Noakes et al., 2001). Mezi neinvazivni diagnostické metody

patfi pozorovaci metody provadéné chovatelem, jako naptiklad odmitani samce nebo

vvvvv

(Bamberg et al., 1991; Purohit, 2010; Sathe, 2012; Volkery et al., 2012; Kumar et al., 2013)
nebo vySetiovaci metody, jako naptiklad abdominalni sonografie (Hunnam et al., 2009;
Kleiman et al., 2010). Mnoho autorti vyhodnotilo odebirani mo¢i zachycenim do nadoby
béhem spontanniho moceni jako vhodnou metodu, jak neinvazivné ziskat mo¢ od nékolika
druhti zvitat bez jejich imobilizace (Yang et al., 2003; Perumal 2014; Kubatova & Fedorova,
2016). Takto odebrana mo¢ muze byt dale zpracovana diagnostickymi metodami, naptiklad
testem klicivosti semen v zfedéné moci (Veena Ganesaiah, 2006; Narayana Swamy et al.,
2010; Rine et al., 2014), Cuboniho reakci (Von Locvanci¢, 1969; Haberova et al., 2011),
stanovenim koncentraci hormonti (Noakes et al., 2001; Doménech et al., 2011) nebo testem
s chloridem barnatym (Ndu et al., 2000a; Ndu et al., 2000b; Lalrintluanga & Dutta, 2009).
Podle dostupnych informaci nejsou doposud studie, které by se zabyvaly souvislostmi
mezi kli¢ivosti semen a semikvantitavnimi analyzami moci. Pouze Dilrukshi a Perera (2009)
otestovali souvislost mezi hodnotami pH moci krav a vysledky testu kli¢ivosti semen, avSak
S negativnimi zavéry. Rovnéz nejsou dostupné studie zaméfené na souvislost mezi
vysledky testu klicivosti semen a reprodukénimi hormony pfirozené se vyskytujicimi v moci
jalovic. Mozné ovlivnéni kli¢ivosti semen reprodukénimi hormony testovali Nirmala et al.
(2008), kdyz semena Kkli¢ila v zfedénych zasobnich roztocich 17p-estradiolu (E2) a
progesteronu, bez pouziti moci, avSak s negativnimi zavéry. Zatim existuje piedpoklad, Ze
vy$$i koncentrace fytohormont potvrzend v moci bfezich samic, specialné kyseliny abscisové
(ABA), mize byt inhibujicim faktorem pro kliCeni semen v ziedéné moci (Veena &

Narendranath, 1993; Veena et al., 2003; Veena Ganesaiah, 2006).
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Sledovani reprodukcéniho stavu pomoci krystalizace slin bylo popsano hlavné u zen
(Kullander & Soneson, 1965; Guida et al., 1999). V dne$ni dob¢ dokonce existuji domaci
testy na bazi krystalizace slin pro monitoring plodnych dnid Zen (MaybeBaby®). Pouze
nekolik studii bylo zaméfeno na pozorovani zmén v krystalizaci slin u zvifat, napt. Pardo-
Carmona et al. (2010), Haberova (2010), Skalova et al. (2013), Kubatova a Fedorova (2016).

Dle dostupnych informaci existuje malo studii zabyvajicich se zménami krystalizace
ve slinach zvifat, avSak nejsou studie zaméfené na testovani riznych faktort, které by mohly
krystalizaci ve slinach zvitat n¢jak ovlivnit.

Jalovice skotu domaciho byly vybrany jako modelova zvifata pro otestovani
neinvazivnich metod pro diagnostiku biezosti z moci. V piipadé ovéteni spolehlivosti téchto
neinvazivnich technik by bylo mozné je vyuzit Vv oblastech, kde jsou bézné diagnostické
metody nedostupné nebo také v zajmovych chovech skotu pro odliSeni biezich a nebtezich
samic. Vzhledem k tomu, ze Cuboniho reakce a test s chloridem barnatym byly jiz testovany
u velbloudd (Fedorova et al., 2015) a pfedevsim vyuziti Cuboniho reakce ma jisty potencial,
byly do testovani neinvazivnich metod v rdmci disertacni prace zafazeny i samice lam alpak.
Cuboniho reakce je hojné vyuzivana k oznafeni biezich klisen, ale jeji pouzitelnost
k diagnostice biezosti oslic prozatim nebyla publikovana. Z tohoto divodu se autorka
rozhodla kromé sudokopytnikii zahrnout do disertacni prace i zastupce lichokopytnikd.

Stejné jako v pripadé diagnostickych metod z moci, tak i pro hodnoceni krystalizace
slin v riznych reprodukénich stadiich byly kravy holStynského skotu vybrany jako modelova
zvitata. Sliny velblouda dvouhrbého, bez ohledu na pohlavi zvitete, byly vyuzity pouze

k vyhodnoceni faktort, které mohou ovlivnit krystalizaci jiz béhem piipravy vzorkd.

15



2 Cile prace

Hlavnim cilem bylo ovéfit neinvazivni metody jako uzivatelsky pfiijatelné,

ekonomicky nenaro¢né a jednoduché pro diagnostiku bfezosti u samic kopytniki.

Dil¢i cile disertacni prace byly nasledujici:
I. Stanovit, ktera z metod je nejpiesné;jsi.
ii. Vyhodnotit, zda parametry mo¢i hodnocené semikvantitativnimi analyzami mohou
ovlivnit kli¢ivost semen.
iii. Ur¢it, zda reprodukéni hormony pfirozené se vyskytujici v moc¢i samic mohou mit vliv
na kli¢ivost semen.
Iv. Zhodnotit pH a specifickou hmotnost mo¢i biezich a nebtezich samic jako dopliujici
charakteristiky.
V. Vyhodnotit krystalizaci slin u sudokopytnik.
vi. Stanovit faktory, které mohou ovlivnit krystalizaci slin.
vii. Porovnat zminéné neinvazivni metody pro diagnostiku biezosti druhti a kulturnich

plemen kopytnikd.
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3

Hypotézy

Vi.

Vii.

viii.

K diagnostice biezosti samic kopytniki bude mozné vyuzit neinvazivni
laboratorni metody.

Testem kli¢ivosti semen v zifedéné moci se dosdhne lepSich vysledkii pro
diagnostiku v prvni poloviné biezosti nez Cuboniho reakci a testem s chloridem
barnatym.

Koncentrace reprodukénich hormont vV moci bfezich samic a v mo¢i nebiezich
bude rozdilna.

Rozdilné koncentrace reprodukcnich hormonii v moc¢i biezich a nebfezich samic
budou souviset s vysledky testu kli¢ivosti semen.

Hodnoty pH a specifické hmotnosti moci se budou liSit mezi biezimi a nebiezimi
samicemi.

Vysledky semikvantitativnich analyz moci budou souviset s vysledky testu
klicivosti semen.

Krystalizace slin bude odli$na u bfezich a nebiezich samic.

Testované faktory budou mit vliv na krystalizaci slin.
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4 Literarni reSerse

Reprodukce kopytnikii se zamérenim na skot, velbloudy, alpaky a osly

Schopnost vlastni reprodukce patii k zdkladnim znakim Zzivych organisma. Spravny
management reprodukce, at uz hospodaiskych zvifat nebo nedomestikovanych zvitat
chovanych v lidské péc¢i, patii mezi rozhodujici faktory v jejich chovu. Z vnéjsich vliva
pusobicich na reprodukci se jedna predevsim o mikroklima, vyzivu, technologii ustajeni aj.
(De Kruif, 1978; Ball & Peters, 2004; Bouska et al., 2006).

Reprodukéni funkce u samic plni funkci produkce pohlavnich bunék a poskytnuti

vhodného prostiedi pro rist a vyvoj plodu.

Vnitini pohlavni soustava

Vnitini pohlavni ustroji samic kopytniki se sklada z vajecniki, vejcovodu, délohy a
pochvy (Ball & Peters, 2004).

Vajecniky (ovaria) jsou parové sami¢i pohlavni zlazy produkujici samc¢i pohlavni
buiiky (vajicka). Déle secernuji pohlavni hormony, které podminuji pohlavni znaky zviiete a
vyvolavaji pohlavni cykly. Na zacatku pohlavni dospélosti na jejich povrchu dozravéa velky
pocet folikulli. Na povrchu vaje¢niku je ovulaéni plocha tvofend zarodecnym epitelem,
V némz se v embryonalnim obdobi formuji a dale béhem Zivota zraji folikuly. Vajicka rostou
a vyviji se ve folikulech. Kazdé ovarium je volné zavéSeno v kaudalni ¢asti dutiny bfi$ni na
zavésném vazu vajecnikovém. Ulozeni, velikost, tvar, vzhled povrchu a hmotnost vajecnikil
zé&visi na druhové pfislusnosti, stadiu reprodukéniho cyklu a véku. U domaciho skotu kryje
pobfisnice jen malou Cast vajecnikil, takze vétSinu plochy tvoti volny okraj, na kterém ovuluji
vyzralé folikuly. Parenchymat6zni vrstva pod epitelidlnim povrchem vajenikii obsahuje
folikuly v rizném vyvojovém stadiu. V této vrstvé se také vytvareji specifické samici
hormony, a to estrogen ve sténach folikulli a progesteron ze zlutého teliska, které¢ vznika na
misté ovulovaného folikulu samice (Hafez & Hafez, 2000; Ball & Peters, 2004; Reece, 2013).
Tvar vajecnikll se méni v zavislosti na pfitomnosti Graafova folikulu nebo Zlutého téliska. U
skotu domaciho je ovarium dlouhé asi 3-4,5 cm, Siroké 1,5-2 cm a hmotnost byva kolem 15-
20 g. Samice velbloudii maji vaje¢niky dlouhé 3 cm a Siroké 2 cm, jejich hmotnost se
pohybuje mez 4 az 5 gramy. Pokud se na ovariu vyskytuje Graaftiv folikul nebo zluté télisko,
muze vajecnik dosdhnout hmotnosti mezi 5,5-8 g (Abdalla, 1965). Oslice maji vajecniky

dlouhé 6 — 8,8 cm vazici 60-80 g (Renner-Martin et al., 2009).
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K vaje¢niku piiléha nalevkovita ¢ast vejcovodu (tuba uterina). Rozsifena ¢ast nalevky
vejcovodu se upina na vajecnik a druha ¢ast se postupné zuzuje a piechazi do délozniho rohu.
Vejcovod je trubice vystland sliznici, ktera privadi vajicko od vaje¢niku do pftislusného
dé€lozniho rohu. Vnitini strana je vystlana sekrecnimi a fasinkovymi bunikami, které vytvareji
vhodné prostiedi pro pieziti spermii. Ve vejcovodech dochazi k zachyceni ovulovaného
vajicka (oocytu) a naslednému procesu oplozeni. U skotu domaciho je vejcovod dlouhy 20-30
cm, u velbloudich samic 17-28 cm a u klisen 18-30 cm (Abdalla, 1967; Ball & Peters, 2004;
Anderson, 2013).

Dé¢loha (uterus) je silnosténny organ, ktery poskytuje prostiedi k vyvoji nového
jedince z oplozeného vajicka az do narozeni mladéte. D&loha hospodatskych zvirat se sklada
ze tii Casti: délozni kréek (cervix uteri), délozni télo (corpus uteri) a délozni rohy (cornua
uteri) (Ball & Peters, 2004; Reece, 2013). Domaci skot, velbloudoviti i konoviti maji tzv.
dvourohy typ dé€lohy (uterus bicornis) (Musa & Merkt, 1990; Anderson, 2013; Reece, 2013).
Ulozeni a velikost délohy zavisi na druhové pfislusnosti, véku samice a funkénim stavu
samotného organu (v obdobi biezosti se d€loha vyrazné zvétsuje). Sténa délohy se sklada ze
tii vrstev: sliznini, svalovd a serdzni. V obdobi pted placentaci poskytuji vymeésky
z déloznich Zlaz vyzivu pro embryo (Ball & Peters, 2004).

Délozni kréek je kaudalnim pokracovanim délozniho téla a s vyjimkou ftije a porodu je
pevné uzavien. Zevni branka délozniho krcku tusti do pochvy (Hoard’s Dairyman, 1996;
Reece, 2013). V piipadé¢ domaciho skotu méfi délozni kréek u jalovic 2-3 cm zatimco u
dospélych krav az 10 cm. B&hem lutedlni faze a bfezosti je v d€loznim krcku ptitomen
nahnédly sekret. Hlen dé€loZniho krcku hraje u skotu vyznamnou roli jako ukazatel probihajici
fije (Ball & Peters, 2004).

Pochva (vagina) je prostorna trubice ulozena v panevni duting, ktera tvofi propojeni
mezi délohou a vulvou. Pochva slouzi pro piijem samciho péticiho organu (penisu) béhem
kopulace a jeji velikost je variabilni v zavislosti na tom, zda je samice bfezi ¢i nikoli (Reece,
2013; Ball & Peters, 2004).

UloZeni samicich reprodukénich orgdnii v téle samic domaciho skotu, lamy a osla

domaciho je vyobrazeno na obézcich 1-3.
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Obrazek 1: Ulozeni reproduk¢nich organi v téle samice skotu domaciho
(Kudweis, 2000)

1 mocovod, 2 mocovy méchyt, 3 vylsténi mocové roury, 4 vajecnik, 5
vejcovod, 6 délozni roh, 7 télo délohy, 8 délozni kréek, 9 pochva, 10

poSevni piedsin, 11 klitoris, 12 vulva

Obrazek 2: Ulozeni pohlavnich organt v téle
samice lamy (Llama-con.blogspot.cz, 2012)

r rektum, vu vulva, va vagina, ¢ délozni kréek,
u déloha, od vejcovod, 0 vaje¢nik
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Obrazek 3: Ulozeni pohlavnich organi v téle samice osla
domaciho (Renner-Martin et al., 2008)
0 levy vajecnik, ¢ levy délozni roh, U mocovy méchyt, v vagina, r

rektum

Rizeni reprodukce

Pohlavni funkce jsou fizeny jak nervové, tak hormonalné. Zakladem celého systému je
hormonalni draha hypotalamus — hypofyza — gonady. V tomto pfipad¢ hypotalamus udava
celé soustave rytmus a usmériiuje aktivitu podvésku mozkového. Hypofyza pak dané impulzy
zesiluje do podoby, jakou jsou schopny gonady zachytit. Reakce pohlavnich Zlaz na tyto
podnéty spousti produkci ptislusného steroidniho hormonu, ktery plisobi na pohlavni orgéany,
nervovou aktivitu i celkovy metabolismus organismu. Hladiny produktt gonad i hypofyzy
zpétné registruje hypotalamus, jde o tzv. zpétné vazby, a podle aktudlni situace upravuje svou
signalizaci smérem k hypofyze. Pravé pies hypotalamus dochédzi k utlumeni pohlavnich
funkci vlivem hladovéni, stresu nebo bolesti (Hafez & Hafez, 2000; Ball & Peters, 2004,
Bouska et al., 2006).

Mezi hormony syntetizované v hypotalamu patii GnRH (gonadotropiny uvoliujici
hormon), PIF (prolactin inhibujici faktor), ACTH (adrenokortikotropni hormon), oxytocin a
vasopresin (Dobson et al., 2000; Reece, 2013). Po sekreci jsou vSak transportovany do
zadniho laloku hypofyzy. ZvySeni koncentrace GnRH spousti syntézu FSH (folikul
stimulujici hormon) a LH (luteiniza¢ni hormon) v adenohypofyze. Mira sekrece FSH a LH je
ur¢ovana koncentraci estrogent a progesteronu. Vyssi hladina estrogenti zptisobi vyssi sekreci

gonadotropinti. Naopak progesteron tuto sekreci snizuje (Crowe et al., 1998; Reece, 2013).
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FSH a LH se tadi mezi gonadotropni hormony (Hafez & Hafez, 2000; Ball & Peters, 2004).
Hlavni roli FSH je vyvolat rist a zrani folikull, pfedev§im Graafova folikulu (Mottershead,
2001; Reece 2013). Preovulacni viny LH zpiisobuji prasknuti folikulu a naslednou ovulaci.
Dalsi funkci LH je také vytvareni Zlutého téliska (corpus luteum) na misté prasklého folikulu
(Reece, 2013).

Hormony gonad ovliviluji sexudlni chovani samic (Ford & D’Occhio, 1989;
Mottershead, 2001; Foote, 1974). Mezi tyto hormony fadime estrogeny (estradiol, estron,
estriol), progesteron a relaxin (Anderson et al., 1982). Estrogeny jsou skupina hormonu, které
se syntetizuji v riznych tkanich. Hlavnim estrogenem produkovanym v ovériich je 17- B-
estradiol. Estrogeny vznikaji aromatizaci androgenti komplexnim procesem, ktery je
stimulovan FSH. Pokud je substritem pro tuto aromatizaci testosteron vznika estradiol,
V piipadé, Ze je substritem androstendion vznikd estron. Estrogeny jsou produkovany
rostoucim Graafovym folikulem na vaje¢niku a jejich tkolem je erotizovat samici a pfipravuji
struktury samiciho pohlavniho ustroji na reprodukci. Vyvolavaji zrani primordidlnich
zarodecnych bunék, podporuji vyvoj tkani, zajistuji ovulaci a nasledné vhodné prostiedi pro
obdobi bfezosti (Murray et al., 2000; Reece, 2013). Progesteron je tvofen a secernovan
zlutym téliskem. Stejné jako pro ostatni steroidni, gonadalni hormony, tak 1 pro syntézu
progesteronu je nezbytny cholesterol. Gestageny, k nimz se progesteron fadi, snizuji
prolifera¢ni vliv estrogeni a preménuji délozni epitel, ¢imz ho pfipravuji na implantaci
oplozeného vajicka (Murray et al., 2000). Gestageny ke svému plisobeni obvykle potiebuji
ptedchozi nebo soucasnou ptitomnost estrogend, nebot’ pravé estrogeny podnécuji tvorbu
progesteronového receptoru. Obé skupiny hormont, jak gestageny, tak estrogeny, pusobi

synergicky, 1 kdyZ mohou byt 1 antagonisty (Murray et al., 2000).

Hormonadlni iizeni pohlavniho cyklu

Pohlavni aktivita samic je fizena nervovou soustavou a hormonalni ¢innosti hypofyzy.
Rizeni pohlavniho cyklu se svymi hormony zaéastiuje i zrajici Graafiv folikul a zluté télisko.
celého pohlavniho Gstroji a pfipravuje délozni sliznici na pfijeti oplozeného vajicka. Estron
vyvolava fiji, proto je také n€kdy oznacovan jako fijovy hormon. Po prasknuti zral¢ho
Graafova folikulu dochazi k poklesu sekrece estronu a nastupuje dominance progesteronu,
hormonu produkovaného Zlutym téliskem, které vzniklo v misté prasklého folikulu. Jeho
plusobenim dale pokracuji a dokoncuji se pfipravy sliznice dé€lohy na piijeti oplozeného

vaji¢ka (Bouska et al., 2006; Reece, 2013). Dojde-li k oplozeni a zahnizdéni vaji¢ka (nidaci),
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ustane zrani dalS§iho Graafova folikulu. Déloha ma hlavni vliv na dobu existence zlutého
téliska. Pokud samice nezabtezla, zhruba 13. den cyklu (u doméciho skotu) se z délohy
uvolnuji latky ze skupiny prostaglandini (PGF-2 alfa), které pfimo plsobi na zluté télisko.
Luteolyza a néslednd regrese zlutého téliska jsou nasledkem tohoto pusobeni (Aba et al.,
1995; Ball & Peters, 2004). Klesa tim sekrece progesteronu a jeho vlivu na hypotalamus a
hypofyzu a ptiblizn¢ 17. den cyklu (u doméaciho skotu) se samice dostava do nové folikularni

faze.

Pohlavni cyklus

Vcasné detekovani fije je klicovym momentem pro fizeni managmentu reprodukce
(Vanderplassche et al., 1981; Henry et al., 1998; Ball & Peters, 2004). Zaroven rozpoznani
nezabfezlych samic je dilezitym faktorem ptfedev§im v chovu hospodéiskych zvitfat. Toto
nebfezich samice, piipadné zkraceni doby stdni na sucho u domaciho skotu (Bouska et al.,
2006). Vyvoj pohlavnich funkci probihd ve srovnani s jinymi organy pozdéji. Zaroven doba
trvani pohlavni Cinnosti je omezena. Béhem obdobi puberty vrcholi pohlavni dospivani a
dochazi k zvysené produkci hormonti spojenych s reprodukci zvifat. Tato zvySena sekrece
pohlavnich hormonl v pubertalnim obdobi je typickd morfologickym i funkénim vyvojem
pohlavnich organti, vytvarenim sekundéarnich pohlavnich znaki (pohlavni dimorfismus) nebo
projevy chovani dospivajicich zvifat. U samic puberta vrcholi prvni ovulaci. Néstup puberty
je ovlivnén jak faktory genetickymi, tak i z okolniho prostfedi (Ball & Peters, 2004). Pohlavni
dospélost samice je podminéna tvorbou oplozeni schopnych pohlavnich bunék pfi
plnohodnotném reprodukénim cyklu. Za plnohodnotny cyklus je povaZovan ten, pfi kterém je
pfipraveno vajicko k oplozeni a pohlavni organy k pafeni a nésledné biezosti. V obdobi
pohlavni dospé€losti vSak jeSt¢ neni dokoncen télesny vyvoj. Z tohoto davodu jsou
hospodaiska zvitata vyuzivana k plemenitbé az v dobé¢ tzv. chovatelské dospélosti. Diky tomu
se chovatelé mohou vyvarovat nedostate¢né funkcénosti hormoni, nepravidelnym estralnim
cyklim, zastaveni télesného riistu zvitete nebo problematickych porodi.

Rijovy cyklus rozdélujeme na proestrus (3 dny), estrus (1-3 dny), metestrus (2-3 dny)
a diestrus (trva do zacatku proestru) (Reece, 2013). Délka cyklu se lisi jak mezidruhové, tak i
mezi plemeny. U domaciho skotu je délka trvani cyklu asi 21 dni, s rozmezim 17-25 dni. U
oslic je interval mezi ovulacemi 23-25 dni (Henry et al., 1998; McDonell, 1998). Prasknutim
Graafova folikulu dochazi k ovulaci. K uvolnéni samic¢i pohlavni buiiky z folikulu dochézi u

skotu a konovitych v obdobi fije, a to bez zavislosti na pareni. (Bouska et al., 2006). U
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velbloudovitych je tzv. indukovana ovulace, tj. uvolnéni vajicka je spusténo parenim (Riveros
et al., 2009). U primitivnich plemen skotu se fije projevuje v mnohem krat§im intervalu nez u
kulturnich plemen a hlavni projev fije vétSinou pfichazi v noci. Z tohoto divodu se u
primitivnich plemen skotu chovanych v zajeti t€zko detekuje fije pro umeélou inseminaci.
Casto se tedy aplikuje tzv. ,.fixed-time artificial insemination = FTAI“, coZ znamena

provedeni umélé inseminace bez detekce fije (Sartori & Barros, 2011).

Hormony souvisejici s biezosti samic a porodem

Stav délohy, piesnéji pfitomnost nebo absence plodu, po pfipusténi samice je
rozhodujici pro dalsi hormonalni zmény. Pokud samice zabtezla, zluté télisko produkujici
progesteron zabranuje nastupu dalsi folikularni faze s dozranim folikulu a ovulaci (Bouska et
al., 2006). Pritomnost zlutého téliska je nezbytné nutna témeét po celou dobu biezosti u
domaéciho skotu. AvSak dominantni produkce progesteronu pochdzi z placenty. U konovitych
dochazi k regresi zlutého téliska zhruba v polovin€ biezosti a jedinym zdrojem progesteronu
se tak stdva placenta. Nejvétsim specifikem biezosti koiovitych je tvorba endometridlnich
poharkti zhruba okolo 35. dne biezosti (u klisen). Z téchto pohérki je secernovan hormon
znamy jako gonadotropin séra biezich klisen (PMSG) (Boeta & Zarco, 2005). Funkce tohoto
hormonu spoc¢iva v napomahani tvorbé novych folikuld, které nasledné ovuluji a vytvari tak
dalsi zluté téliska. Timto procesem je zajiSténa dostate¢nd produkce progesteronu ze Zlutého
téliska. VSechna tato Zluté téliska zanikaji okolo 150. dne biezosti (u klisen) (Kindahl et al.,
1982; Murphy & Martinuk, 1991; Hoppen, 1994; Reece, 2013).

Funkce progesteronu je spojena s udrzenim bfezosti, stimulaci vyvoje alveolti mlécné
zlazy a branéni d€loznim stahim v pribéhu bfezosti (Raggi et al., 1999; Reece, 2013).
Zvysend hladina progesteronu je u domdaciho skotu témét po celou dobu biezosti a klesa
zhruba deset dni pied porodem (Cole & Cupps, 1969). Koncentrace progesteronu u klisen
postupné stoupa s pokracujici biezosti. Pokles hladiny progesteronu u klisen byl zaznamenan
mezi 110. a 160. dnem biezosti (Meira et al., 1998; Hoffmann et al., 2014). U
velbloudovitych se koncentrace progesteronu rapidné zvySuje béhem prvniho mésice biezosti
a vyrazn¢ klesa dva az tfi dny ptfed porodem. U velbloudii je maximalni koncentrace
progesteronu V poloving biezosti. U lam bylo zaznamendno postupné zvySovani tUrovné
progesteronu v obdobi od ovulace béhem biezosti (Riveros et al., 2009). A vyznamny nartst
progesteronu u lam byl zaznamenan od 30. dne bfezosti do konce druhého mésice biezosti

(Raggi et al., 1999). V poslednich 4 tydnech bfezosti lam byl patrny pokles hladiny
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progesteronu s vyraznym snizenim 24 hodin ptfed porodem (Leon et al., 1990; Riveros et al.,
2009).

Koncentrace estrogentl je v béhem bfezosti nizs$i nez hladina progesteronu. Okolo 200.
dne bfezosti (u domdaciho skotu) se Uroven estrogenu mirné¢ zvysuje a dosdhne maxima v
prubéhu n¢kolika dni pied porodem (Desaulniers et al., 1989; Hafez & Hafez, 2000; Shah et
al. 2006). Koncentrace estradiolu béhem biezosti klisen je stabilnéj$i nez koncentrace
progesteronu. Hladina estronu u oslic rapidné stoupa zhruba uprostied biezosti a za¢ne klesat
béhem poslednich dvou tydnu pted porodem (Hoffmann et al., 2014). Koncentrace estradiolu
zhruba 20 dni pfed porodem (Meira et al., 1998; Hoffmann et al., 2014). U lam se hladina
estradiolu-17p v plazmé zvySuje okolo osmého mésice biezosti a maxima dosahuje béhem
poslednich dvou mésicti biezosti. Bazalni Grovné dosdhne estradiol-178 dva dny pied
porodem. Nartst koncentrace estronu je pozorovatelny v 11. mésici bfezosti (Riveros et al.,
2009).

Oxytocin, také produkovan zlutym téliskem, ovlivituje kontrakce béhem porodu.
Nésledné sani mléka mléd’aty zvySuje hladinu oxytocinu i jeho cirkulaci a tim se také zvySuje
sekrece PGF -2 alfa, ktery zptisobuje luteolyzu a spusténi nového reprodukéniho cyklu (Hafez
& Hafez, 2000).

Porod

Porod je fyziologicky proces, pii kterém je bfezost ukon¢ena vypuzenim plodu. Délka
brezosti se lisi jak mezidruhové, tak i mezi plemeny. Trvani gestace jednotlivych druhti zvirat

se zaméfenim na domaci skot, velbloudy, lamy a oslice jsou zobrazeny v tabulce 1.

Tabulka 1: Délka biezosti se zaméfenim na domaci skot, velbloudy, lamy a oslice

Doméaci skot 285-290 dni
Velbloudi 355-419 dni
Lamy 327-357 dni
Oslice 339-375 dni

(Hafez & Hafez, 2000; Ball & Peters, 2004; Hagstrom, 2004; Fowler, 2011; Crisci et
al., 2014)
Mezi ptiznaky bliZiciho se porodu patfi otok vulvy, vytékajici mukdzni sekret,

uvolnéni bfisnich svali s naslednych poklesem bticha, neklid, ¢asté ulehani a vstavanim, veétsi
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frekvence moceni, samice se ohlizi na bfiSni partie nebo odkapavani mleziva z mlécné zlazy
(AAA, 2008; Reece, 2013).

Obdobi porodu se d¢€li na tfi faze: Prvni, oteviraci je doprovazena kontrakcemi délohy,
rozviranim d€lozniho krc¢ku vlivem hormonii a tlaku plodu, ktery zaujima porodni polohu a je
tlacen do porodnich cest. Pravidelné polohy fetu jsou vyobrazeny na obrazku 4, v tomto
ptipadé se jedna o plod lamy. Na obrazku 5 jsou pak abnormalni polohy plodu, tentokrat na
prikladu doméciho skotu. Prvni fidze je ukoncena prasknutim plodovych obalii. Ve druhém
stadiu dochazi k vypuzeni plodu disledkem velmi silnych kontrakci. V tieti, poporodni fazi,

slabnou kontrakce a z téla samice jsou vylouceny lochie (Ball & Peters, 2004).

Obrazek 4: Poloha podélna predni (nahote), poloha
nodélna zadni (dole) (Rodriauez et al.. 2014)

Obrazek 5: Abnormalni pozice plodu (Whittier &
Thorne, 2015)
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Obdobi puerperia

V obdobi puerperia se sami¢i organismus vyrovnava s rozsahlymi regresivnimi
zménami vzniklymi biezosti a porodem. V obdobi puerperia se vraci d€loha do stavu pied
bfezosti, obnovuje se cyklickd ¢innost ovarii a nastupuje obdobi laktace (Reece, 2013). U
domaciho skotu rozdélujeme postpartdlni obdobi na dvé faze: 1. rané — kontrakce délohy
ustupuji, kratsi trvajici stahy umoznuji vypuzovani lochii, dochazi k involuci délohy, kdy
dé¢loha postupné dosahuje velikosti pied biezosti. Pfi norméalnim porodu je tato faze ukoncena
za 3-8 hodin. Nevypuzené zbytky plodovych oballi mohou byt zdrojem infekei a ptic¢inou
chronickych zanéti délohy. Dale 2. faze — pozdni — mensi rozsah zmén na dé€loze, obnoveni
ovarialniho cyklu u polyestrickych zvitat. Velikost délohy se vraci do ptivodniho stavu asi za
3 tydny (Hafez & Hafez, 2000; Noakes et al., 2001; Reece, 2013). U klisen probiha involuce
délohy velmi rychle, ale nestaci se dokoncit do prvni poporodni fije (Reece, 2013). U alpak se
déloha vraci do normalniho stavu kolem 15. dne pospartalniho obdobi (Pearson et al., 2014).

K regeneraci endometria u domaciho skotu dochazi kolem 42. dne. Star$i kravy
potfebuji k regeneraci del§i dobu. Mezi fyziologické zmény v puerperiu patii zpomaleni a
prohloubeni dechu, zmenSovani objemu bfisSni dutiny, zvySeni Zravosti zvifete, vzristajici
naroky samice na vyzivnou a energetickou hodnotu krmiv, zvétSeni mlééné zlazy a projevy
mateiského pudu (Burdych et al., 2004).

Spatna energeticka bilance miize negativn& plisobit na podet rostoucich folikuli, riist a
dozravani dominantniho folikulu, zpozdéni prvni poporodni ovulace, zpozdéni néastupu fije
(Peter et al., 2009).

Béhem poporodniho obdobi také dochdzi k hormondlnim zméndm. Zanika Zluté
télisko a oslabuje se vliv progesteronu. U skotu domaciho piiblizn¢ 2-3 dny po porodu
nastavd prechodné zvySeni koncentrace FSH, coz vede k obnoveni folikularnich vin a
naslednému ristu folikulti. Okolo desatého dne po oteleni se objevuje prvni dominantni
folikul. K ovulaci dominantniho folikulu v obdobi puerperia dochazi pii dostatecné
koncentraci LH (Savio et al., 1990; Noakes et al., 2001). Vi¢ek (1982) uvadi, ze rast folikula
je u nekterych zvifat uz mezi 15. - 17. dnem po porodu, Castéji vSak okolo 18. - 20. dne. Tteti
az ¢tvrty tyden jsou samice ve folikularni fazi a nékteré dokonce ovuluji. U velbloudovitych
se V prvnim tydnu po porodu mirné zvySuje koncentrace estradiolu-17p a folikularni aktivita
se obnovuje mezi 4. a 6. dnem po porodu. Pokud doslo k péfeni, ovulace mize nastat uz
druhy tyden puerperia (Lofstedt, 2004; Riveros et al., 2009; Riveros et al., 2015). U klisen se
prvni estrus objevuje mezi 5. az 11. dnem poporodniho obdobi, u oslic spise kolem 10. dne

(Loy, 1980; Tosi et al., 2013). Délku intervalu mezi porodem a prvni ovulaci u skotu
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domaciho mize ovlivnit nékolik faktort, naptiklad télesna kondice, plemeno, zatizeni pii
porodu, trovenl vyzivy nebo frekvence a délka dojeni. Obecné plati zasada, Ze se plemenice
inseminuji az po Sesti tydnech po porodu, tedy v pribéhu druhé fije. Prvni poporodni fije byva
neplnohodnotna a prvni ovulace muze probéhnout bez piiznakt (Beam & Butler, 1997;

Burdych et al., 2004).

Diagnostické metody souvisejici s reprodukci

Diagnostika Fije

Rije je souborem viech zmén na pohlavnim astroji za soucasného zintenzivnéni
pohlavniho pudu, které jsou k pafeni a oplozeni vaji¢ka nezbytnym piedpokladem. Béhem
tohoto obdobi dochadzi ke zméndm v chovéni jejichz detekovani slouzi jako vizudlni
diagnostika nastupujiciho estru. U skotu patii mezi projevy blizici se fije zejména: neklid
zvifete, vzajemné ocCichavani, olizovani, hlasové projevy, snizeny zajem 0 krmivo naopak
zvySeny o okolni prostfedi. Vyraznym znakem fijového chovani je naskakovani na jiné
plemenice, v tomto piipad¢ plati, ze samice, ktera stoji a necha na sebe naskakovat je jiz v iji,
zatimco samice, ktera naskakuje, teprve do fije ptijde. Dal§imi ptiznaky blizici se fije jsou
zmény na pohlavnim uUstroji, mezi které patii otoky vulvy (vyrazné prokrveni, zvétSeni a
zarudnuti) a vytok prihledného, vazkého cervikdlniho hlenu (Bouska et al., 2006). U
velbloudovitych se samice v fiji separuji od stdda, rozpraSuji mo¢ pomoci ocasu a je patrny
otok vulvy (FAO, 2017). Zmény v chovani oslic disledkem bliZiciho se estru jsou piedev§im
natahovani krku vpfed se sklanénim hlavy, otevirani a zavirani tlamy s uvolnénymi pysky a
vydavanim typického zvuku, sklapéni usi vzad na krk, odtahovani ocasu s odhalovanim
peritonea smérem k samci (Clayton et al., 1981; Vandeplassche et al., 1981; Henry et al.,
1991). Pokud se ve stad¢ objevi vice oslic v fiji, vytvareji si odd€len¢ od ostatnich zvitat tzv.
sexualn¢ aktivni skupinu. Tento jev byl popsan 1 u domaciho skotu (Henry et al., 1991).

K vyhleddni samic v fiji je mozné vyuzit i androgenizované samice nebo
vasektomované samce, ktefi ji bezpecné odhali, u niz mizeme zpozorovat reflex nehybnosti
(Ball & Peters, 2004).

Dalsim piiznakem je ménici se télesna teplota v disledku nastupujiciho estru, kdy 2-3
dny pied tiji dochazi k poklesu teploty a naslednému rychlému vzriistu. Dale dochézi ke
zménam ve vodivosti tkani pochvy (Smith et al., 1989; Ball & Peters, 2004; PennState

Extension, 2017). Murray et al. (2000) popisuje vliv gestagenii na snizeni periferniho pratoku
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krve. Tim dochazi ke snizovani tepelnych ztrat. T¢lesna teplota ma tedy tendence se zvySovat
behem lutedlni faze a toho Ize vyuzit jako indikéatoru ovulace.

Vlivem zvysené hladiny estrogenti v krvi béhem fije se vytvaieji v né€kterych télnich
tekutinach krystalické utvary. Tyto krystaly je mozné mikroskopicky monitorovat po
zaschnuti tekutiny na podloznim sklicku. V cervikdlnim hlenu je mozné v obdobi fije
pozorovat krystaly, které ptfipominaji list kapradiny (Cortés et al., 2014). Fenoménu
krystalizace je detailnéji vénovana kapitola Neinvazivni diagnostika bfezosti, diagnostika ze
slin.

ZvySena pohybova aktivita samic v {iji se monitoruje pomoci pedometrii nebo
aktivometru (Maatje et al., 1996; Rorie et al., 2002). Zaroven je mozné vyuzit tzv. detektory
naskakovani, které spoCivaji v barevném oznaceni fijici se plemenice. Ampule s barevnou
naplni se umist'uji v oblasti kofene ocasu zvitat, u kterych se ptredpoklada obdobi fije. Tlakem
hrudni ¢asti naskakujici samice dojde k uvolnéni barviva z trubi¢ky a néslednému oznaceni
plemenice v iji, ktera na sebe necha naskakovat (Ball & Peters, 2004; PennState Extension,
2017).

Diagnostika biezosti

Existuje n¢kolik zplsobt, jak roztfidit metody diagnostikujici bfezost samic. Podle
pfistupu ke zvifeti miZzeme diagnostické techniky oznacit jako invazivni nebo neinvazivni
(Kumar et al., 2013). Purohit (2010) zminluje rozdéleni do dvou skupin, a to na pfimé (s
vyuzitim klinického vySetteni zvifete) a neptimé (pomoci laboratorniho vyhodnoceni télnich
tekutin ¢i tkani) nebo do tfi skupin na visudlni, klinické a laboratorni. Dle Noakese et al.
(2001) jsou tfi skupiny diagnostickych metod, a to klinické, ultrasonografické a laboratorni.
Na zékladé€ studie autortt Wani et al. (2003) uvadi Krishna Rao a Veena (2009) a Rao Krishna
a Veena (2009) rozdéleni zpusobt diagnostiky biezosti na fyzické, chemické, biochemicke,
imunologické a biologické. Cowie (1948) jesté¢ dodava vySetfovaci metody na bazi

hormonalni a enzymatické.

Invazivni diagnostika brezosti

Invazivni detekce biezosti je obvykle financné nakladnd, vyzaduje pfitomnost
veterinafe nebo jiného odbornika, spolupréci zvifat nebo dokonce jejich sedaci. V zajmovych

chovech se invazivni detekce bfezosti téméf neprovadi, ve vétSiné pripadit zalezi na

29



subjektivnim posouzeni chovatele, ktery si v§ima fyziologickych zmén na samicich (Purohit,
2010; Dehnhard et al., 2015).

Nejcastéji pouzivanou invazivni metodou je vySetieni per rectum. Hlavnim principem

této metody je prohmatani d€lohy, pfi némz je mozné posoudit napt. velikost, ulozeni a
hmotnost délohy, konzistenci délozni stény, asymetrii dé€loznich rohti ptfipadné tloustku a
pulzaci stiedni d€lozni cévy u biezich samic. Déle pak palpace fluktuace plodovych obald,
placentomi nebo samotného plodu (Noakes et al., 2001). Sonografické vysetieni se provadi
zavedenim ruky se sondou do rekta. Dle obrazi na monitoru ze skenovani déloznich roht
spole¢né s vajecniky lze spolehlivé urcit, zda je samice biezi ¢i nikoli (Noakes et al., 2001;
Purohit, 2010). Rektalni palpace spolecné s transrektalni sonografii se u velbloudich a lamich
samic provadi ve stoje nebo vsed¢ (obrazek 6 a 7). Vyuzitim palpace lze biezost velbloudich
samic diagnostikovat od 60. dne po pfipusténi nebo inseminaci, sonograficky jiz od 17. — 20.
dne (Skidmore, 2000; Vyas et al., 2002). Krom¢ rektalni palpace miizeme mezi invazivni

metody zaradit také analyzy reprodukénich hormond v krevnim séru a v krevni plazmé

pomoci radioimunoanalyzy (RIA) a enzymové imunoanalyzy (EIA) (Hodges et al., 2010). Pro
ziskani vzorku krve je nezbytné narusit kizi zvifete (Garshelis, 2006; Kumar et al., 2013).
V soucasné dobé jsou dostupné testovaci kity, které lze pouzit bez pifedchozi upravy krevniho
vzorku napft. extrakci steroidnich hormontd z matrixu (Hodges et al., 2010). Koncentrace
steroidnich hormonti byla jiz stanovovana v plazmé n¢kolika druhii zvitat jako napf.
domaciho skotu (Shah et al., 2006), skotu Zebu (Bos indicus) (Gradela et al., 1996), velblouda
jednohrbého (Camelus dromedarius) (Skidmore et al., 1996), lamy krotké (Lama glama)
(Bravo et al., 1990) nebo lamy alpaky (Vicugna pacos) (Bravo et al., 1992).
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Obrazek 6: transrektalni sonografie u samice lamy alpaky
(Vicugna Pacos) (Camelid Veterinary Service Ltd, 2017)

Obrazek 7: Transrektalni sonografie u samice velblouda
jednohrbého (Camelus dromedarius) (Camel
Reproduction Centre Dubai, UAE, 2017)
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Neinvazivni diagnostika brezosti

Neinvazivai diagnostika biezosti z moci

Test klicivosti semen v ziedéné moci, téz znamy jako Punyakotiho test, byl poprvé

popsan v souvislosti s detekci t€hotenstvi Zen jiz ve starém Egypté (Veena & Narendranath,
2003). Je zajimavé, Ze vysledky studii zamétenych na diagnostiku bfezosti zvitat se vyrazné
1i81 od vysledkli pochazejicich se starého Egypta, kde pravé moc¢ neté¢hotnych Zen inhibovala
kliceni semen pSenice (Veena & Narendranath, 2003; Narayana Swamy et al., 2010;
Juodzentyté & Zilaitis, 2016). Ghalioungui et al. (1963) dokonce uvadi vyuZiti pozorovatelné
lepsi klic¢ivosti jednoho ze dvou druhti obilovin, pSenice ((Triticum) variety baladi, hindi) a
je¢men (Hordeum) k urceni pohlavi plodu.

Ptesna pficina inhibované klicivosti semen v zfedéné moci biezich samic zatim nebyla
identifikovana (Veena & Naredranath, 1993). AvSak pravé mo¢ bfezich samic obsahuje
kromé béznych substanci jako je mocovina a kyselina mocova, také fytohormon, konkrétné
kyselinu abscisovou (ABA). Tato latka zajiStuje v ptirodé dormanci semen. Vyssi hladina
ABA byla potvrzena v moci biezich samic oproti nebiezim (170,62 nmol/ml vs. 74,46
nmol/ml). Existuje tedy domnénka, Ze pravé ABA by mohla byt jednim z ¢initeli potlacujici,
jak pocet vykli¢enych semen v zfedéné moci, tak i délku klicka (Veena Ganesaiah, 2006).
Jako dalsi faktor s moZznym vlivem na kli¢ivost semen bylo povaZzovano pH moci (Veena &
Narendranath, 1993) a také hormony spojené s reprodukci samic (Nirmala et al., 2008). AvSak
V obou piipadech jejich inhibujici efekt nebyl prokazan.

Principem testu kli¢ivosti je porovnani poctu vykli¢enych semen, ptipadné délek jejich
kli¢kl, v roztoku zfedéné moci (moc€ : destilovana voda) brezich a nebtfezich samic (Veena
Ganesaiah, 2006). Test klicivosti lze provést hned nékolika zptisoby. Veena a Narendranath
(1993) nechali semena kli¢it v zfedéné moci o koncentraci 1:4. Na patnact semen v jedné
Petriho misce pak piipadalo 5 ml tohoto roztoku. Pocet vyklicenych semen byl vyhodnocen
po dvou dnech a délka klicku byla zméfena az po péti dnech. Rao Krishna a Veena (2009)
pouzili stejné schéma experimentu jako Veena a Narendranath (1993), navic vSak zahrnuli
sledovani zmén zbarveni semen nebo samotného roztoku dva dny po zacatku testu. Dilrukshi
a Perera (2009) nechali kli¢it 25 semen na 15 ml roztoku s vyuzitim tfech fedéni: 1:4, 1:10 a
1:14. Vyklicend semena byla spocitana za dva dny a délky klickid se méfily ve 24 hodinovém
intervalu po dobu dvou dni. Ve studii od Narayana Swamy et al. (2010) ptipadalo na 15
semen 15 ml roztoku zfedéné moci o koncentraci 1:4 a test byl vyhodnocen za tii dny.

Perumal et al. (2014) ve sv¢ studii vyuzili ke kliceni filtra¢ni papir, na ktery aplikovali roztok
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(mo¢ : destilovana voda) v fedéni 1:4. Petriho misky byly béhem celého jejich experimentu
zakryté, aby se zabranilo vypatfovani roztoku.

Dilrukshi a Perera (2009), Narayana Swamy et al. (2010), Rine et al. (2014) nebo
JuodZentyté a Zilaitis (2016) porovnali vysledky kli¢ivosti v ziedéné moéi s kontrolnimi
variantami, které obsahovaly pouze destilovanou vodu.

Jiz nékolik druhli semen bylo pouzito pro otestovani této diagnostické metody,
naptiklad fazole mungo (Vigna radiata) (Dilrukshi & Perera, 2009), pSenice (Triticum) (Rao
Krishna & Veena, 2009) nebo kukuftice (Zea) (Hussain et al., 2016). Uplatnéni testu klic¢ivosti
semen Kk diagnostice biezosti bylo zkoumano u nékolika zivo¢isnych druht, napfiklad u skotu
Malnad Gidda (Narayana Swamy et al., 2010), mithun (Bos frontalis) (Perumal, 2014), ovci a
koz (Islam et al., 2014) nebo lam alpak (Vicugna pacos) (Kubatova & Fedorova, 2016).

Mnoho autori povazuje test kli¢ivosti semen v zfedéné moci za jednoduchou a
spolehlivou metodu detekce biezosti u skotu (Dilrukshi & Perera, 2009; Nirmala et al., 2008;
Narayana Swamy et al., 2010). Rao Krishna a Veena (2009) odebirali mo¢ od krav 14, 21,
28, 35 a 45 dni po inseminaci. Podle jejich vysledkil 1ze nejlépe stanovit biezost pomoci testu
kli¢ivosti semen mezi 28. a 35. dnem po inseminaci. Stejné vysledky publikoval i Rine et al.
(2014).

Mezi nejvice znamé diagnostické metody vyuzivajici mo¢ patii Cuboniho reakce,

ktera byla objevena Cubonim v roce 1934 pro detekci brezosti klisen. Tato technika spociva
Vv reakci estrogenli v moci s pfidanou kyselinou sirovou (England, 2008) a principem je
vytvofeni barevné opalescence, kterd indikuje bfezost klisen. Ve vzorcich nebfezich samic se
neobjevuje fluorescence a vytvari se spiSe hnédé zabarveni (Purohit, 2010).

Ptesnost 90 % se uvadi po 100. dnu biezosti a 100 % po 150. dnu biezosti u klisen
(Purohit, 2010). Hayes (2002) publikoval pouZitelnost testu jiz okolo 120. dne bfezosti u
klisen. Fedorova et al. (2015) uvadi 100% spolehlivost testu s chloridem barnatym ve tfeti
tietiné biezosti samic velblouda dvouhrbého. Cuboniho reakce byla dale testovana u skotu
V pozd¢jsi fazi biezosti (Von Locvancic, 1969).

Stanoveni hormonti v_moci Ize provést pomoci radioimunoanalyzy a enzymové

imunoanalyzy (Hodges et al., 2010). Principem RIA, téZ nazyvané radioimunologické
stanoveni, je imunochemickd reakce antigenu se specifickou protildtkou. RIA umoziiuje
piesné stanoveni koncentrace raznych latek v té€lnich tekutinach. Tato metoda je provadéna za
pritomnosti vhodné radioaktivni slouceniny, oznacené jako radioindikator (Abraham, 1975;
Brooks et al., 1975; Jaffe & Behrman, 1979). V kvantifikatnim stanoveni bez pouziti

radioizotopll a zafizeni pro méfeni radioaktivniho zafeni spociva metoda EIA, coz je jeji
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nespornd vyhoda oproti RIA (Noakes et al., 2001; Doménech et al.,, 2011). Enzymova
imunoanalyza vyuzivd enzyml ke znaceni antigenu nebo protilatky (Porstmann & Kiessig,
1992). EIA metody d€lime na kompetitivni a nekompetitivni (sendvicové) (Engvall, 1980).
Pro stanoveni reprodukcnich hormonti v moci byla EIA pouzita u nékolika zivocisnych druhti:
skot domaci (Yang et al., 2003), bizon americky (Bison bison) (Kirkpatrick et al., 1991), lama
alpaka (Vicugna pacos) (Volkery et al., 2012), slon africky (Loxodonta africana)
(Heistermann et al., 1997), nosorozec (Ceratotherium simum a Diceros bicornis) (Hindle et
al., 1992).

Test s chloridem barnatym byl poprvé popsan v roce 1965 a primarné urcen pro skot

(Maslov & Smirnov, 1965). Princip je zalozen na piidani 1% roztoku chloridu barnatého
(BaCly) do cerstvé odebrané moci. Pokud samice neni bfezi, tvofi se v roztoku bilé srazeniny
(Rao Krishna & Veena, 2009). U zabfezlych samic zustava roztok Cisty (Lalrintluanga &
Dutta, 2009). Zatim neni pfesné znamo, co zpusobuje takto odliSnou reakci mezi bfezimi a
nebiezimi samicemi (Ndu et al., 2000a; Ndu et al., 2000b; Lalrintluanga & Dutta, 2009).
Pouze se predpoklada, ze vyssi koncentrace progesteronu béhem biezosti zabranuje tvorbé
srazeniny (Maslov & Smirnov, 1965; Lalrintluanga & Dutta, 2009).

Spolehlivost této metody byla potvrzena n€kolika autory (Ndu et al., 2000a; Ndu et al.,
2000b; Krishna Rao & Veena, 2009). U btezich prasnic se spolehlivost metody lisila podle
stadia brezosti nasledujicim zplisobem: u bezich méné nez 38 dni byl test spolehlivy ze 64 %,
u bfezich mezi 38. a 76. dnem ze 68 % a u biezich vice nez 76 dni aZ z 84 % (Lalrintluanga &
Dutta, 2009). Ve studii Ndu et al. (2000a; 2000b) byla piesnost testu 95 % u prasnic, které
byly biezi vice nez 39 dni. U krav tento test ukdzal mnoho chyb, zvlasté v ptipad¢ urceni
nezabiezlych samic (Krishna Rao & Veena, 2009). Banerjee (1974) zminuje 85% tspésnost
testu s chloridem barnatym mezi 50. a 90. dnem bfezosti u dromedart (Camelus dromedarius)
(Puronhit, 2010).

Existuje nékolik variant, jak provést test s chloridem barnatym. Lalrintluanga a Dutta
(2009) ptidali 5 ml 1% roztoku BaClz do 5 ml Cerstvé odebrané moci. Krishna Rao a Veena
(2009) ptipousti, Ze je mozné pouZit i jiné mnozstvi, ale pomé&r moce a chloridu barnatého by
mél byt zachovan. Ndu et al. (2000b) pfidavali pét kapek 1% BaClz pfiblizné do 2 ml moci,
promichali a cely roztok nechali pét minut odstat, poté vyhodnotili vysledky. Ohazurike
(1990) potvrdil vyuzitelnost tohoto testu u ovci a koz s vyuzitim 2% BaCly.

Test s kyselinou fenolsulfonovou vyuziva éterovou extrakci estrogenti v mo¢i. Pomoci

hydrolyzy se oddéli mocové pigmenty a po odpafeni éteru se smichaji s ¢inidlem kyseliny

fenolsulfonové. Mayer (1944) uvadi, ze vysledkem je pak rizové az Cervené zabarveni moci

34



biezich klisen (Purohit, 2010). Mezi 120. a 150. dnem btezosti test vykazuje piesnost 70-80
% (Purohit, 2010).

Principem Koberovy metody je kolorimetrické vyhodnoceni estronu v moci klisen.

Postup spociva se smichani moci s koncentrovanou kyselinou sirovou nebo fenolsulfonovou.
Vysledkem testu je zabarveni roztoku po zahtati (Kober, 1938).

Modifikaci Koberovy metody je tzv. Lunaasova metoda urcend pro diagnostiku

bfezosti prasat. Principem je detekce estrogentd v moci na zékladé pfitomnosti Cerveného, a
nakonec zeleného zbarveni (Lunaas, 1961). U prasat je tato metoda spolehliva z 90,3 %
(Cupps et al., 1966). V ptipadé klisen (Cox & Galina, 1970) a domaciho skotu (Von

Locvancic, 1969) se vyuziti této techniky k diagnostice bezosti neosvédcilo.

Diagnostika ze slin

Prestoze odbér slin probihd pfimo ztlamy zvifete, je tato metoda mnoha autory
povazovana za neinvazivni (Haberové et al., 2012; Skalova et al., 2013). Sliny lze ziskat
vytérem z tlamy pomoci plastového kavového michatka (Skalova et al., 2013) nebo plastové
1zice (Fedorova et al., 2015). Vzorky slin je mozné také odebrat otiskem zmrazeného
podlozniho skli¢ka na jazyk zvitete (Pardo-Carmona et al., 2010) nebo pomoci specialnich
kitd (Volkery et al., 2012).

Fenomén Kkrystalizace byl poprvé popsan v roce 1946 v zenském cervikalnim hlenu
(Papanicolau, 1946; Zondek & Rozin, 1954). Tento jev je také znam jako arborizace (Zondek
& Cooper, 1954) nebo kaprad’ovité utvary (Pensyl & Dillehay, 1998). Zondek (1959) uvadi,
ze krystalizace vznik4 v roztocich bilkovin a sacharidi. Zondek (1959) dale zminuje, ze
krystaly jsou az z 97 % tvoteny z chloridu sodného (NaCl). K tvorb¢ krystalickych utvart je
nutnd pritomnost sodikovych (Na) a draslikovych (K) iontd. Jadra krystald tvofi proteinové
molekuly, které vazou molekuly vody (H20) se solemi (Na a K). Soli vytvareji krystalky
Vv proteinovych molekulach, a tak vznikaji Utvary znamé jako krystalizace t€lnich tekutin
(Cortés et al., 2014).

Vysetieni cervikdlniho hlenu hraje vyznamnou roli v prevenci reprodukénich poruch
(Ball & Peters, 2004). Béhem estru je charakter tohoto hlenu jednim z hlavnich ukazatelii
pravé probihajici fije (Bouska et al., 2006). Papanicolau (1946) poprvé popsal mozny vztah
mezi krystalizaci v cervikdlnim hlenu, cirkulaci estrogenti a vazkosti hlenu (Zondek, 1959).
Souvislost mezi mirou krystalizace v cervikalnim hlenu a hodnotami reprodukénich hormonti
v krvi popsali i Ahmadi et al. (2005). V obdobi zvySenych koncentraci estrogenti v krvi,

béhem proestru a fije, dochazi v nékterych télnich tekutindch k tvorbé krystalt. Linford
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(1974) popsal nejvice rozvinutou krystalizaci béhem vyssi hladiny estrogenti, naopak pfi
dominanci progesteronu byla urovein krystalizace minimalni.

Kromé cervikélniho hlenu byl jev arborizace pozorovana v nasalnim hlenu (Peterson,
1984), folikularni tekutiné a mozkomisnim moku (Zondek, 1959), slzach (Rolando, 1988;
Norn, 1988) nebo ve slinach (Guida et al., 1993). Krystalizace byla téz popséana u zvifat, a to
hned v nékolika télnich tekutinach: v cervikalnim a vaginalnim hlenu (Alliston et al., 1958;
Noonan et al., 1975), nasalnim hlenu (Tsuimira et al., 1960), spermatu a kolostru (Zondek &
Rozin, 1954) nebo ve slinach (Haberova, 2010; Pardo-Carmona et al., 2010; Skalova et al.,
2013).

Existuje néckolik zptsobi, jak vyhodnotit krystalizaci ve slinach a klasifikace
jednotlivych krystalti se 1iS$i mezi autory (Haberova, 2010; Pardo-Carmona et al., 2010;
Skalova et al., 2013). Zatimco Pardo-Carmona et al. (2010) popisoval arborizaci pouze tfemi
stupni, Haberova (2010) uvadi sedm trovni, podle kterych Ize popsat vyskyt krystalizace ve
slinach. Skalova et al. (2013) hodnotili i1 atypickou krystalizaci ve slinach domaciho skotu.

K monitoringu reprodukce pomoci slin l1ze kromé krystalizace vyuzit hormonalni
analyzy (Czekala & Callison, 1996; Volkery et al., 2012; Fedorova et al., 2015). Mezi
reprodukéni hormony, které byly stanovovany ve slindch patii napt. progesteron (Sathe, 2012;
Fedorova et al., 2015), estron sulfat (E1S) (Sist et al., 1988; Othaki et al., 1997; Volkery et al.,
2012), estradiol (Fedorova et al., 2015) nebo pregnandiol-3-glukuronid (PdG) (Volkery et al.,
2012).

Dalsi neinvazivni diagnostické metody

Zevni diagnostika je vyznamnd pievazné v chovu polyestrickych zvifat. Takto

provadéna detekce biezosti se zaméfuje na pfitomnost plodu pohledem (pohyby na pravé
stran¢ btisni dutiny po 6. mésici biezosti domaciho skotu a klisen), pohmatem (balotézi fetu)
a odposlechem pomoci stetoskopu (auskultacii). Pii balotdzi se sevienou pésti nebo
rozevienou dlani tla¢i opakované na bfisni sténu na pravé strané bicha pted predkoleni fasou.
Dochdzi k rozhoupani délohy, kterd je voln€ zavéSena na pohyblivych panevnich vazech.
Poslech srdec¢nich ozev plodu je u domaciho skotu a klisen mozny aZ po sedmém mésici
biezosti, v oblasti nad ptfedkoleni fasou (Noakes et al., 2001; Purohit, 2010). Mezi vizualni
metody muzeme také zatradit odhaleni nezabfezlych samic sledovanim ndvratnosti fije
(Phillips, 2010; Purohit, 2010). U primipar Ize dobfe pozorovat vyrazné zvétSovani mlécné
zlazy. V obdobi stani na sucho je toto zvétSeni viditelné béhem poslednich ¢trnacti dni pred

porodem (Noakes et al., 2001).
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Transabdomindlni ultrasonografie je moderni diagnostickd metoda vyuzivajici

vysokofrekvenéni zvukové viny. Pomoci této techniky je mozné bezbolestné a bez zvlastnich
fixaCnich procesi nahlédnout do nitra zvifete (K&hn, 1992; Noakes et al., 2001).
Transabdominalni ultrasonografie 1ze vyuzit k vySetfeni reproduk¢ni soustavy napt. doméciho
skotu (Heyman et al., 2002), koni (Baska-Vincze et al., 2014), ovci (Buckrell et al., 1986),
koz (Medan et al., 2004), prasat (Knox & Althouse, 1999), lam nebo alpak (obrazek 8) (Cebra
et al., 2002).

Obrazek 8: Transabdominalni sonografie u lamy alpaky
(Camelid Veterinary Services Ltd, 2017)

Analyzu hormont spojenych s reprodukci 1ze také provést z trusu (Kumar et al., 2013)

nebo mléka (Volkery et al., 2012; Noakes et al., 2001) pomoci imunoanalytickych metod
(Hodges et al., 2010). Fekalni steroidni hormony byly stanovovany napf. u domaciho skotu a
pizmon¢ severniho (Ovibos moschatus) (Desaulniers et al., 1989), bizona amerického (Bison
bison), klisen (Amer et al., 2008), nosorozct ¢ernych (Diceros bicornis) (Schwarzenberger et
al., 1996) nebo prasnic (Xue et al., 2017). Analyza mléka na reprodukéni hormony byla
provedena napt. u skotu domaciho (Bulman & Lamming, 1978; Gaiani et al., 1982) nebo lam
alpak (Volkery et al., 2012), klisen (Gunther et al., 1980). Stanoveni steroidnich hormonti je
proveditelné i ze srsti domaciho skotu (Gleixner & Meyer, 1997).

Koagulace mléka po pfidani alkoholu také indikuje biezost samic. Koagulace se

projevi 1-3 hodiny po smichani mléka s alkoholem (Purohit, 2010). Dalsi koagulace mléka
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bfezich samic vznika, kdyZ se do 1 ml mléka piidd nckolik kapek 3% roztoku siranu
médnatého (Temblador & Acosta, 1971; Krishna Rao & Veena, 2009). Kavani (1976) uvadi
presnost této metody kolem 52-64 %, pripousti vS§ak mozné ovlivnéni chybou chovatele nebo
nemocemi vemene (Purohit, 2010). Krishna Rao a Veena (2009) publikovali 90 % pozitivnich
vysledkti v mléce brezich samic.

Dalsi metodou, jak lze stanovit biezost zvifete je smichani a nésledné povareni

cervikalniho hlenu spolecné s 10-15 % NaOH (Williams, 1964). U bfezich zvitat se roztok

zbarvi do tmavé zluté az oranzové (Purohit, 2010).

Kosjakoviiv test je zaloZen na ptitomnosti siry v srsti zvifat (Cowie, 1948). U biezich

samic je obsah siry v srsti niz§i nez u nebfezich zvitat. Srst testovanych zvitat je namocena do
10% hydroxidu draselného a vatena s2 ml destilované vody. Postupné se pirida 1%
methylenova modf a nékolik kapek 4% kyseliny chlorovodikové. U biezich samic se modré

zabarveni roztoku vytrati (Purohit, 2010).
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5 Material a metodika

Presentovana disertacni prace se fidila doporucovanymi principy na Fakulté
tropického zemé&délstvi pii Ceské zemédélské univerzité v Praze (FTZ CZU v Praze)
(Metodicky manual pro psani DP, 2016) a pravidly citovani FTZ CZU v Praze (Pravidla

citovani na Fakulté tropického zemé&délstvi CZU v Praze pro psani textd v &esting, 2014).
5.1 Odbér vzorki

5.1.1 Diagnostika biezosti z moci skotu

Vzorky moci byly odebirany manudlné¢ béhem spontdnniho moceni do pullitrovych
plastovych kelimkd, které byly uchyceny na teleskopické ty¢i (Obrazek 9 a 10) (Rao Krishna
& Veena, 2009; Haberova et al., 2012). Béhem odbéri vzorkii moc¢i nedochazelo k fyzickému

kontaktu se zviraty.

Obrazek 9: Odbér moci jalovic vleze, foto: Autorka
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Obrazek 10: Odbér moci jalovic ve stoje, foto: Autorka

Jalovice Ceského strakatého skotu zafazené do vyzkumu byly ze zemédélského
druzstva Vendoli (okres Svitavy). VSechny jalovice byly bez reprodukénich nebo jinych
zdravotnich poruch. Jalovice byly krmeny smésnou krmnou davkou sloZenou z jetelové
senaze, kukufi¢né silaze, slamy, Srotu a minerdlni smés pro jalovice. Bfezi jalovice byly
uméle inseminovany a bfezost byla potvrzena veterindfem pomoci sonografie nejdfive 28. den
po umélé inseminaci. Odbér vzorkl zapocal vZdy po rannim krmeni, nejpozdéji okolo 7:00.
Vsechny odbéry byly uskute¢nény autorkou prace.

Prvni faze vyvzkumu

Do prvni faze vyzkumu bylo zatazeno 20 biezich a 20 nebfezich jalovic ceského
strakatého skotu. Odbéry vzorkiti moci probihaly od dubna do listopadu 2013. Vzorky moci
biezich jalovic byly nejprve odebirany ve dvoutydennim intervalu do 147. dne jejich biezosti.
V pozdéjsi fazi brezosti byl interval mezi odbéry prodlouzen na 6 tydnii. Kontrolni odbéry
vzorkli mo¢i nebtezich jalovic probihaly ve stejnych terminech, jako odbéry moci biezich
jalovic.

Druha faze vyzkumu

Vzorky moci dvanacti bfezich jalovic byly odebirdny od cervna do prosince 2014.
Vzorky byly odebrany vzdy ve 4., 6. a 8. tydnu biezosti jalovic. Vzorky moci deseti nebiezich

jalovic byly opakované odebirany v nepravidelnych intervalech od kvétna do srpna 2014.
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5.1.2 Diagnostika biezosti z moci lam alpak a oslic

Pro vyzkum bylo vybrano celkem dvandct samic lamy alpaky (typ huacaya). Lamy
pochazely ze tii soukromych farem v Ceské republice:

- Farma pana Radka Varnka, Liska, Ceska Kamenice

- Alpakafarma.cz, pani Eleonora Hlavacova, Veska, Pardubice

- Farma pani Jany Dutkové, Zamosti-Blata, Ji¢in

Vsechny samice byly nejméné rok staré. Pastva a seno tvorily zéklad stravy vsech
samic. Strava byla doplilovana koncentraty pro lamy. K oplozeni samic doslo jejich
pfipusténim k samci. Bfezost byla potvrzena porodem nebo v nékterych piipadech
koncentraci progesteronu v krvi. Odbéry vzorkli moci lam alpak, osmi biezich a Ctyf
nebfezich, probihaly od dubna 2013 do unora 2014 v Sesti az osmi tydennich intervalech.
Jedna samice béhem obdobi vyzkumu porodila a znovu zabtezla. Mo¢ alpak odebirala Ing.
Anna Kubatova. Ukazka odbéru moci lam alpak je na obrazku 11. Na zéklad¢ informaci od
chovatell byla u dvou samic diagnostikovana parazitdza, u jedné nedostatek zinku v téle a u

jedné perzistujici zluté télisko.

Obrazek 11: Odbér moci lam alpak, foto: Anna Kubatova

Déle bylo do vyzkumu zafazeno osmndct pohlavné dospélych oslic ze dvou
soukromych farem:
- Farma Zdenka Tomana, Jistebnice, Ounuz

- Farma pana Jana Bendy a pani Martiny Bendov¢, Kostelec nad Vltavou
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V managementu chovu se tyto farmy liSily. Na farm¢ v Ounuzi méla zvifata na pastve
k dispozivi ptistiesky, kdezto v Kostelci byla zvifata pies noc zavirana do staji. V Ounuzi byl
samec ve spolecném vybchu se samicemi, a tak ke kopulaci dochazelo nekontrolovatelné bez
fizeni chovatele. Nebylo tedy vzdy mozné stanovit datum spaieni. Oproti tomu na farmé
v Kostelci byl samec v oddéleném vybéhu. Pouze v dobé fije byla samice umisténa do
stejného vyb&hu se samce. V ptipadé, ze fijilo vice samic soucasné, byly k hiebci do vybéhu

ptevedeny spole¢né. Mo¢ oslic byla odebirana Ing. Lucii Hejzlarovou.

5.1.3 Diagnostika ze slin a faktory ovliviiujici krystalizaci

Pro hodnoceni krystalizace ve slinach byly vzorky ziskdvany autorkou prace piimo
z tlamy osmi krav Hol3tynského plemene (Bos taurus) ze Skolniho zemédélského podniku
Lany-Ruda, Ceské zemédélské univerzity v Praze. Kravy byly 2-3 roky staré, s prvnim
otelenim v roce 2011. Samice byly zatazeny do programu synchronizace fije, ktery zapocal 9.
srpna prvni aplikaci 3 ml Supergestranu (NORDIC Pharma, s.r.0.). Apliakce Supergestranu
byla zopakovana 16. srpna. O tyden pozdéji byly aplikovany 3 ml Rmophanu (Bioveta, a.s.) a
26. srpna 2011 byly samice umé¢le inseminovany.

Odbér vzork slin od samic holstynského skotu probihal od 10. srpna do 29. zafi 2011.
Sliny byly odebirany denné po rannim dojeni v obdobi mezi 16. dnem pied umélou
inseminaci aZ do 34. dne po umélé inseminaci, tedy v celkovém rozmezi 51 dni.

Vzorky slin na hodnoceni faktorli, jez mohou ovlivnit krystalizaci byly odebirany
nepravidelné od jednoho samce a dvou samic velblouda dvouhrbého (Camelus bactrianus) ze
zoologické zahrady v Praze oSetfovatelem od zafi do fijna 2014 piimo ztlamy zvifete,
konkrétné z jazyka, pomoci jednorazovych plastovych 1Zic a plastovych kavovych michatek.
Pro lepsi produkci slin byl ke stimulaci slinéni pouzit suchy chleba podavany béhem odbéru
slin (Haberova et al., 2012). VSechna zvifata byla pohlavné dospéla, drzena ve spolecném
vybchu a méla stejné slozeni krmné davky (seno, zelena pice, doplikovy granulat pro

bylozravce C, mrkev).
5.2 Skladovani vzorkl a manipulace s nimi

5.2.1 Diagnostika biezosti z mo¢i

Vzorek moci uréeny pro test kli¢ivosti semen a test s chloridem barnatym byl
Z plastového kelimku pftelit do 3 uzaviratelnych plastovych nadobek (objem 20 nebo 60 ml),

které byly fadné oznaceny. Vzorek moci pro Cuboniho reakci byl vzdy v nddobce o objemu

42



20 ml. Thned po skonceni odbéri byly tyto nadobky zchlazeny na 5-7 °C v chladnicce
(Haberova et al., 2011). Do laboratofe Katedry chovu zvifat a potravinafstvi v tropech,
Fakulty tropického zemédélstvi, Ceské zemédélské univerzity v Praze (KCHZPT FTZ CZU v
Praze) byly vzorky pfevezeny v autochladni¢ce nejpozdéji béhem dvanacti hodin po skonceni
odbért. Vzorky moci pro test kliCivosti semen a test s chloridem barnatym byly zpracovany
jesté tyz den. Vzorky moci pro Cuboniho reakci byly dopraveny do Statniho veterinarniho
tistavu v Praze (SVU) v nejblizsi mozny pracovni den.

Vzorek moc¢i ur€eny pro hormonalni analyzu byl z plastového kelimku ptelit do 3
zkumavek Eppendorf s vickem (objem 3 nebo 5 ml) a fadné oznacen. Kazda zkumavka
Eppendorf se vzorkem moci byla uréena pro stanoveni jednoho hormonu. Po skonceni odbért
byly vzorky ihned zamrazeny v -20 °C (Volkery et al., 2012). Vzorky byly do laboratofe
ptepraveny v jiné autochladnicce obloZené zmrazovacim gelem, aby nedoSlo k rozmraZeni
vzorkll. Tyto vzorky moci byly uchovany pii teplot¢ -20 °C aZ do vlastni analyzy

(Heistermann et al., 1997; Volkery et al., 2012).

5.2.2 Kirystalizace slin

Pro hodnoceni typl krystalizace a zmén v krystalizaci byly sliny skotu odebirany
oSetfovatelem sterilnim jednordzovym kdvovym michatkem (Haberova, 2010) a ihned po
odbéru byly rozetfeny na €isté podlozni sklicko. Takto pfipravené vzorky byly jednou tydné
pfepravovany v plastovém nebo kartonovém boxu (obrazek 12) do laboratore KCHZPT FTZ
CZU v Praze, kde byly ihned vyhodnoceny svételnym mikroskopem pii zvétseni x400.
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Obrazek 12: Vybaveni pro odbér a
pfepravu vzorkl slin holStynského
skotu, foto: Autorka

Vzorky slin byly pro hodnoceni faktori potenciondlné ovliviiyjicich
krystalizaci plastové 1zice pomoci michatka shrnuty do zkumavky, fadné popsany a pfevezeny
do laboratore KCHZPT FTZ CZU v Praze, kde byly ihned zpracovany a opét mikroskopicky
vyhodnoceny pfi zvétSeni x400 (Haberova et al., 2012). Na obrazku 13 je znazornéno, jak se
postupovalo pfi vyhledavani a hodnoceni krystalizace ve vzorku slin rozetieného na podlozni

sklicko.

Obrazek 13: Zndzornéni systému vyhledavani krystalizace ve vzorku
slin rozetfeného na podloznim sklicku (zdroj obrazku: Autorka)
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5.3 Priprava a vyhodnoceni vzorki

5.3.1 Diagnostika biezosti z moci

5.3.1.1 Test kli¢ivosti semen

V ramci této disertacni prace byla kli¢ivost semen sledovdna u ceského strakatého
skotu. VSechny vzorky byly zpracovany autorkou prace.

A) Prvni faze vyzkumu

Kazdy vzorek moci byl zfedén destilovanou vodou do dvou koncentraci: 1:4 (1 dil
moci : 4 dily vody) (Narayana Swamy et al., 2010) a 1:14 (1 dil moci : 14 dild vody)
(Dilrukshi & Perera, 2009). Vzdy 20 ml pfipraveného roztoku z 1 vzorku mo¢i bylo nalito do
Petriho misky s 50 semeny mungo fazoli (Vigna radiata) nebo 50 semeny pSenice Spaldy
(Triticum spelta). Pro jeden vzorek moci byly zalozeny Ctyfi testy kliivosti semen: 1) 50
fazoli mungo v roztoku 1:4 2) 50 fazoli mungo v roztoku 1:14 3) 50 semen pSenice Spaldy v
roztoku 1:4 a 4) 50 semen pSenice Spaldy v roztoku 1:14. Kazdy test kli¢ivosti byl proveden
ve dvou sadach.

Po dobu péti dna byly ptipravené vzorky ponechany v laboratofi pii teploté okolo 25
°C (Obrazek 14a a 14b). Denné pfiblizné ve stejnou hodinu se spocital pocet vykli€enych
semen V jednotlivych Petriho miskach. P4ty den testu se pravitkem zméfila délka vSech klicka
V jednotlivych Petriho miskach.

B) Druhd faze vyzkumu

Opét byly pripraveny dvé koncentrace roztoku mo¢ : destilovani voda a to 1:4 a 1:14.
Vzdy 20 ml piipraveného roztoku z 1 vzorku moci bylo nalito do Petriho misky s 50 semeny
mungo fazoli nebo 50 semeny pSenice seté (Triticum aestivum). Pro jeden vzorek moci byly
zaloZeny Ctyfi testy kli¢ivosti semen bez opakovani: 1) 50 fazoli mungo v roztoku 1:4 2) 50
fazoli mungo v roztoku 1:14 3) 50 semen pSenice seté v roztoku 1:4 a 4) 50 semen pSenice

seté v roztoku 1:14.
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Obrazek 14a a 14b: Test kli¢ivosti semen, foto: Autorka

Ptipravené vzorky byly ponechany v laboratofi tii dny pii teploté okolo 25 °C. Denné
se spocital pocet vykli¢enych semen v jednotlivych Petriho miskach a tfeti den se pravitkem
zm¢éftila délka vsech klickt v jednotlivych Petriho miskach.

Dale byly piipraveny kontrolni varianty testu kli¢ivosti semen, které obsahovaly pouze
destilovanou vodu (Veena & Naredranath, 1993; Narayana Swamy et al., 2010). Do Petriho
misky s 50 fazolemi mungo nebo 50 semeny pSenice seté bylo aplikovano 20 ml destilované
vody. Kontrolni varianty vzorkd byly také ponechany v laboratofi tii dny pfi teploté okolo 25
°C. Pocet vykli¢enych semen na destilované vodé byl pocitdn denné, tfeti den testu kli¢ivosti

byla délka klicki zméfena pravitkem.

5.3.1.2 Cuboniho reakce

Cuboniho reakce byla provedena Statnim veterinarnim ustavem v Praze, kde je tato
metoda standardizovana pro detekci biezosti u klisen. Provedeni Cuboniho reakce bylo u
vSech skupin testovanych zvitat (Cesky strakaty skot, lamy alpaky, oslice) stejné.

Postup Cuboniho reakce byl nasledujici: 5 ml piefiltrované moc¢i se smichalo ve
zkumavce s 1 ml koncentrované kyseliny chlorovodikové. Poté byla zkumavka dana do vodni
lazn€ na 10 minut. Po zchlazeni bylo pfidano 6 ml toluenu a roztok se potfadn¢ zamichal. Po
jedné minuté¢ doslo k oddéleni dvou vrstev. Spodni vrstva Stoluenem byla oddélena a
filtrovana do Cisté zkumavky obsahujici 1 ml kyseliny sirové. Po ditkladném promichani, byla
zkumavka déna opét do vodni 14zné (o teploté 80 °C) ptiblizn€ na 15 minut. Po zchlazeni byla

vyhodnocena barva opalescence ve zkumavce, vzdy proti tmavému pozadi (Cadova, 2013).

46



5.3.1.3 Analyza reprodukénich hormonii v moci

Analyzy byly provadény na Katedie veterinarnich disciplin na Fakulté agrobiologie,
potravinovych a pfirodnich zdroji, Ceské zemédélské univerzity v Praze (dale jen KVD).

Ptiprava vzorkli a protokol vlastni analyzy probihaly dle instrukci stanovenych
vyrobcem pouzitych kit (DetectX®, Arbor Assays, USA). Ped vlastnim procesem stanoveni
koncentrace reproduk¢nich hormonil se vzorky moc¢i nechaly rozmrznout pti pokojové teploté

Vv laboratofi KVD (Obrazek 15).
‘o e -

Obrazek 15: Rozmrazené vzorky moci pfipravené
k vlastni hormonalni analyze, foto: Autorka

Pouzité kity

Hormony (estron, 17-f-estradiol a pregnandiol-3-glukuronid) se stanovovaly z moci
krav, alpak a oslic pomoci kompetitivni heterogenni enzymové imunoanalyzy (competitive
heterogeneous enzyme immunoassay). Konkrétné byly pouzity komeréni Kkity: Estrone
Enzyme Immunoassay Kit, 17-f-estradiol Enzyme Immunoassay Kit a Pregnanediol-3-
Glucuronide Enzyme Immunoassay Kit (Arbor Assays, USA).
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Redéni vzorkt modi ¢eského strakatého skotu

Redéni vzorki testovacim pufrem (Assay Buffer) je vyobrazeno v tabulce 2.

Tabulka 2: Redéni vzorka mo&i Geského strakatého skotu

biezi jalovice 1:12 13x
pregnandiol-3-glukuronid

nebfezi jalovice 1:4 5X

brezi jalovice 1:1 2X
17-/3-estradiol

nebiezi jalovice 1:1 2X

brezi jalovice 1:9 10x
estron sulfat
nebiezi jalovice 1:4 59X

(1 dil vzorku, x dili pufru)

Redéni vzorkt modi lam alpak a oslic

Redéni vzorki testovacim pufrem (Assay Buffer) je vyobrazeno v tabulce 3.

Tabulka 3: Redéni vzork(i mo¢i lam alpak a oslic

brezi alpaka 1:14 15x

pregnandiol-3- nebfezi alpaka 1:9 10x
glukuronid biezi oslice 1:14 15x
nebfiezi oslice 1:9 10x

biezi alpaka 1:14 15x

estron sulfat nebtezi alpaka 1:9 10x

(1 dil vzorku, x dilu pufru)

Priprava standardnich roztoku

Standardni vzorky byly pfipravovany pomoci sériového fedéni standardniho roztoku
(j. roztok o znamé koncentraci daného hormonu). Redéni bylo provadéno testovacim pufrem

(Assay Buffer).
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Protokol vlastni analyzy

Analyza byla zalozena na principu reakce antigen-protilatka. Do kazdé mikrotitracni
jamky se dal spoleéné¢ inkubovat protilatka, hormon konjugovany s enzymem (hormone-
peroxidase conjugate) (oznaceny antigen, Ag*) a vzorek/standardni roztok (neoznaCeny
antigen, Ag). Oznaceného antigenu bylo vzdy mensi mnoZstvi nez protilatky, aby mohlo dojit
ke kompetici o vazebna mista na protilatce.

Pii inkubaci doslo k vytvofeni imunokomplexti Ab-Ag; Ab-Ag*, a zistaly také volné
antigeny (Ag, Ag*). Po inkubaci se desticka promyla promyvacim roztokem (Wash Buffer),
tim doglo k odstranéni volnych antigenti. Poté se ptidal TMB! substrat (TMB substrate), ktery
enzym vyuzil a vznikl tak barevny produkt, ktery bylo mozno zméfit. Enzymaticka reakce se
musela zastavit pomoci zastavovaciho roztoku? (Stop Solution). Mnozstvi produktu bylo

nepiimo imérné mnozstvi hledaného analytu.

Vvhodnoceni analyzy

Vyhodnoceni bylo provedeno meéfenim absorbance spektrofotometrem (VersaMax
ELISA reader, Molecular Devices, USA) pii vlnové délce A = 450 nm (Obréazek 16). Pomoci
standardnich roztokl byla sestavena 4PL kalibracni kfivka (4 parameter logistic calibration
curve), ze které byly odeéteny koncentrace zjistovanych hormoni ve vzorcich moc¢i (pomoci

softwaru SoftMax Pro 5, Molecular Devices, USA).

1TMB = 3,3,5,5 -tetramethylbenzidin
2 Stop solution = 1M HCl
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Obrazek 16: Vyhodnoceni analyzy spektrofotometrem (VersaMax ELISA
reader, Molecular Devices, USA) pfi vinové délce A = 450 nm, foto:
Autorka

5.3.1.4 Test s chloridem barnatym

Metodika a vyhodnoceni testu s chloridem barnatym probihaly shodné u vsech tfi
skupin testovanych zvitat (¢esky strakaty skot, lamy alpaky, oslice). P&t ml moci bylo pipetou
aplikovano do zkumavky, nasledné bylo pipetou postupné ptidavano 5 ml 1% roztoku BaCl
(Krishna Rao & Veena, 2009; Lalrintluanga & Dutta, 2009). Po péti minutich se test
vyhodnotil jako pozitivni (v pfipadé, Ze se objevila bila srazenina, usazenina, zna¢né zakaleni,
jak je viditelné na obrazku 17 nebo jako negativni, v ptipade€, Ze nedoslo k patrné reakci (Ndu
et al.,, 2000a; Ndu et al., 2000b). Tento test byl provadén autorkou prace nebo pod jejim

dozorem (Ing. Annou Kubatovou u alpak a Ing. Lucii Hejzlarovou u oslic).

Obrazek 17: vyhodnoceni testu s chloridem barnatym, foto: Autorka
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5.3.1.5 Semikvantitativni analyzy moci

Ihned po odebrani vzorku mo¢i bylo zméfeno pH mo¢i pomoci indika¢nich papirkii Duotest®
s rozmezim pH 7,0-10,0 (Macherey-Nagel GmbH &Co. KG, SRN) (Obrazek 18). Pomoci
diagnostickych prouzki DekaPhan® Leuco (Erba Lachema s.r.0., Ceské republika) uréenych
pro semikvantitativni analyzu lidské moce (Obrazek 19) byly zjistény nasledujici parametry:
pH, specifickd hmotnost, pfitomnost leukocyti, nitrit, bilkovin, glukézy, ketond,
urobilinogenu, bilirubinu, krve pfipadné hemoglobinu. Pro moZnost vypocitat presnéjsi
hodnotu specifické hmotnosti byla ihned po odebrani vzorku zméfena aktualni teplota a
hustota moci. U ceského strakatého skotu bylo po odebrani vzorku provedeno subjektivni

hodnoceni barvy moci.

Obrazek 18: Vybaveni pro semikvantitativni analyzu mo¢i, foto:
Autorka
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Obrazek 19: Vyhodnoceni semikvantitativnich analyz moci, foto:
Autorka

5.3.2 Krystalizace slin

Na urceni typu krystalizace byl aplikovan hodnotici systém stanoveny Haberovou
(2010). Ve slinach skotu byly popisovany tyto hlavni typy krystalizace: zadna (0), teckovana
(D), vétvickovita (BL), vétvicko-jedlovita (BL + FIL), jedlovita (FIL), jedlovito-kaprad’ovita
(FIL + FEL), kaprad’ovita (FEL) nebo jejich kombinace. Dale byl zaznamenavan i vyskyt
atypické krystalizace (A). V jednom vzorku slin byl vzdy popsan pouze jeden typ
krystalizace. Za jeden typ vSak byly povaZovany i kombinace zminénych hlavnich typl
krystalickych utvari. Obrazek 20 zndzorniuje hlavni typy krystali vyskytujicich se ve slinach
holstynského skotu, vyjma zadné a teCkované. Na obrazku 21 je vyobrazena atypicka

krystalizace.
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Obrazek 20: Hlavni typy krystalizace ve slinach
holstynského skotu, foto: Autorka

Obrazek 21: Ukazka atypické krystalizace ve slinach holstynského skotu,
foto: Autorka

Pro hodnoceni faktorti, jez mohou ovlivnit krystalizaci, byly vzorky velbloudich slin
V laboratofi rozetfeny na Cista podlozni sklicka. Jméno zvitete, testovany faktor a ¢islo vzorku
bylo vzdy tadné oznaceno na podloznim sklicku. Jako faktory, které mohou ovlivnit
krystalizaci slin, byly vybrany nasledujici dva: teplota pii zasychani nanesenych vzorku slin a

zména koncentrace slin (fedénim vzorki slin nebo pfidavkem soli do vzorku slin).
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Kontrolni vzorky: na podlozni sklicko byla nanesena stiedné silna vrstva slin a vzorky
se nechaly zaschnout pii pokojové teploté v laboratofi, vzdy deset sklicek se slinami sami¢imi
a deset se slinami sam¢imi. Kontrolni vzorky byly pfipravovany z kazdého odbéru.

Pro otestovani vlivu teploty na krystalizaci slin béhem zasychani vzorkl byly vybrana
teplota nizsi a vyssi nez pokojova, tedy 4 °C a 65 °C. Pokojova teplota byla stanovena na 21
°C. Vzorky pro otestovani vlivu nizké teploty byly ponechany pii zasychani v chladnicce.
Podlozni sklicka se slinami pro otestovani vlivu vysoké teploty byla ponechana pti zasychani
na viku od nadoby, ktera byla naplnéna vodou o teploté¢ 65 °C. Opét bylo piipraveno 10
vzorki pro kazdou testovanou teplotu, a to jak se slinami od samice, tak i od samce. Celkem
bylo takto testovano 40 vzorkd.

Druhym testovanym faktorem byla zména koncentrace slin. V prvni fadé bylo
provedeno fedéni vzorku. Jeden ml slin byl sterilni injekéni stiikackou pienesen do Petriho
misky, kam bylo poté pfidano 0,2 ml destilované vody. Pomoci jednordzového plastového
kavového michatka byla smés slin s destilovanou vodou promichéna. Takto pfipraveny
vzorek byla ve stiedné silné vrstvé nanesen na podlozni sklicko a ponechan zaschnout pfi
pokojové teploté. Celkem bylo ptipraveno 20 vzorkt, 10 se slinami sami¢imi a 10 se slinami
samc¢imi.

V druhé¢ fadé€ byla koncentrace slin zménéna ptidavkem soli. Pomoci sterilni stiikacky
byl do Petriho misky aplikovan 1 ml slin a k nému bylo pfiddno 0,5 g kuchyiiské soli (NaCl).
K promichani smési slin se soli bylo opét pouzito jednordzové plastové kavové michatko.
Takto ptipraveny vzorek byl rozetien na podlozni sklicko ve stfedni vrstvé a zasychal pti
pokojové teploté. Celkem bylo testovano 10 vzorkd samicich slin a 10 vzorkt slin samcich,
dohromady tedy 20.

Vzorky, které byly pfipraveny na otestovani vlivu riiznych faktorti na krystalizaci slin,
byly vzdy porovnéany s kontrolnimi vzorky. Na zdklad¢ zmén, které byly pozorovany mezi
testovacimi vzorky a vzorky kontrolnimi, byly vyhodnocovany vlivy dvou zminénych faktort
na krystalizaci ve slinach.

Vyhodnoceni krystalizace bylo provedeno pomoci svételného mikroskopu se
zvétsenim x400. U vSech vzorkt byl hodnocen typ krystalizace a zmény v typu krystalizace
vlivem faktort.

Byly hodnoceny tfi typy krystalizace (vétvickovita, jedlovita, kaprad’ovita a jejich
mozné kombinace). Krystalizace slin byla vyhodnocovédna autorkou prace nebo pod jejim

dozorem (vzorky slin od velbloudd byly vyhodnocovany Ing. Annou Kubatovou).
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5.4 Statistické analyzy

Vsechna ziskand data byla zpracovana do tabulek a vyhodnocena pomoci programu
Statistica CZ 12 program (StatSoft, Inc., 2013). Pro vSechny analyzy byla stanovena hladina

vyznamnosti a. = 0,05.

5.4.1 Diagnostika brezosti z moci ¢eského strakatého skotu

A) Prvni faze vyzkumu

Pocet vykli¢enych semen v zfedéné moci 1 kone¢né délky klickl byly porovnany mezi
brezimi a nebfezimi jalovicemi. Biezost jalovic byla rozdélena do Sesti fazi: 0—50 dni, 51-100
dni, 101-150 dni, 151-200 dni, 201-250 dni a bfezi vice nez 250 dni. Vysledky testu
klicivosti semen ztéchto fazi biezosti byly porovnany s vysledky u nebfezich jalovic.
Zarovein byly porovnany vysledky semikvantitativnich analyz moci. MoZzny vliv dodate¢nych
charakteristik moc¢i na kli¢ivost semen, jmenovité barva moci, pfitomnost proteinti, specificka
hmotnost, pH a urobilinogen, byl pro kontrolu vyhodnocen u nebiezich jalovic.

Jelikoz normalni rozdéleni dat nebylo prokazano (Shapiro—Wilkiv test, p < 0,01), byla
data vyhodnocena pomoci neparametrického Kruskal-Wallisova testu s vicenasobnym
porovnanim P hodnot. Délka klickl byla statisticky vyhodnocena vyuZzitim metody ANOVA
doplnéna o Tukeylv post hoc test, kvili rozsdhlému mnozstvi dat. VIiv specifické hmotnosti a
pH na pocet vyklicenych semen byl otestovdn pomoci Spearmanovych korelaci. Vliv barvy
moci a pfitomnosti urobilinogenu byl otestovan vyuzitim Mann-Whitneyho U testu, a vliv
ptitomnosti proteinu pomoci Kruskal-Wallisova testu.

B) Druhd faze vyzkumu

Normalni rozdé¢leni dat nebylo prokazano, a tak vliv bfezosti na kli¢ivost semen v
zfedéné moci byl vyhodnocen pomoci Mann-Whitneyho U testu. Vliv biezosti na délku
klickli byl statisticky otestovan vyuzitim metody ANOVA. Koncentrace reprodukénich
hormonti v mo¢i biezich a nebiezich jalovic byla vyhodnocena Mann-Whitneyho U testem.
Souvislost mezi reprodukénimi hormony a vysledky testt kli¢ivosti semen, pocet vykli¢enych

semen a délka klickt, byla otestovana pomoci Spearmanovych korelaci.

5.4.2 Diagnostika biezosti z moc¢i lam alpak a oslic

U lam alpak nebylo prokazano normalni rozdéleni dat (Kolmogorov-Smirnov test, p <
0,05). Pouze u vysledkii z délek klickt byl pouzit parametricky test. Vysledky méteni délek
klickt byly vyhodnoceny pomoci neparového t-testu a metodou ANOVA. Ostatni data se
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hodnotila pomoci nasledujicich neparametrickych testt: Kruskal-Wallis test, Mann-
Whitneyiv U test, Pearsonliv chi-kvadrat test, Wilcoxontv test (signed rank).

Jelikoz ani u oslic nebylo prokazano normalni rozdéleni dat (Kolmogorov-Smirnov
test, p < 0,05), byly pouzity nasledujici neparametrické testy: Kruskal-Wallis test, Mann-

Whitneytv U test, Pearsoniiv chi-kvadrat test, a Wilcoxontv test (signed rank).

5.4.3 Krystalizace slin
K statistickym analyzam dat byly vyuzity tabulky cetnosti, kontingen¢ni tabulky a

Pearsonuv chi-kvadrat test.
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6 Vysledky

6.1 Diagnostika brezosti z moci

6.1.1 Test kli¢ivosti semen

A) Prvni faze vyzkumu

Celkem bylo odebrano 143 vzorki moci dvaceti biezich jalovic a 150 vzorkd moci

dvaceti nebtezich jalovic. Celkem bylo spocitano 37218 vykli¢enych semen.

Pocet vvkli¢envch semen

Béhem prvniho dne testu kli¢ivosti semen bylo napocitano méné vykli¢enych semen
fazoli mungo na moci od nebfezich jalovic nez na moci jalovic bfezich 51-100 dni u obou
testovanych koncentraci (p < 0,05 pro koncentraci 1:4 a p < 0,0001 pro koncentraci 1:14). Od
tietitho dne az do konce testu, opét v ptipad¢ obou testovanych koncentraci, byl statisticky
vyznamné vys§i pocet vykli¢enych semen mungo fazoli na moci nebtezich jalovic nezZ na

moci téch bfezich v gestacni fazi 101-150 dni (p < 0,01). Detailnéjsi informace jsou

vyobrazeny na obrazku 22 a 23.
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Pocet vyklicenych semen fazoli mungo
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Obrazek 22: Pocet vyklicenych semen fazoli mungo na moci ziedéné 1:4,
biezost jalovic rozd€lena do 6 fazi vs. nebiezi jalovice. Vysledky jsou
uvedeny jako primér + SE (p < 0,0001 pro c; p < 0,05 pro a,b)
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Obrazek 23: Pocet vyklicenych semen fazoli mungo na moci zfedéné
1:14, biezost jalovic rozdélena do 6 fazi vs. nebtezi jalovice. Vysledky
jsou uvedeny jako pramér £+ SE (p < 0,0001 pro a, b, c)

Pocet vykli¢enych semen pSenice Spaldy na moci ziedéné 1:4 byl statisticky vyznamné
vyssi (p < 0,01) po celych pét dni testu kli¢ivosti u nebtezich jalovic nez u biezich 51-100 dni
(obrazek 24). Déle bylo paty den testu napocitano vice vyklicenych semen pSenice Spaldy na
moci od nebfezich samic neZ na moci od bfezich vice nez 250 dni (p < 0,05). Oproti tomu
lepsi kliceni semen pSenice Spaldy na moci zfedéné 1:14 bylo pozorovano u biezich jalovic
(obrazek 25). Prvni den testu kliCivosti byl zjistén statisticky vyznamné niz$i pocet

vykli¢enych semen (p < 0,0001) na moci od nebiezich jalovic nezZ na moci od jalovic biezich
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151-200 dni. Od druhého do patého dne testu pSenice Spalda statisticky vyznamné méné
kli¢ila (p < 0,05) na moci nebtezich jalovic oproti moci téch bfezich v gestacni fazi 101-150

dni a 151-200 dni.
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Obrazek 24: Pocet vyklienych semen pSenice Spaldy na moci ziedéné 1:4,
biezost jalovic rozdélena do 6 fazi vs. nebiezi jalovice Vysledky jsou uvedeny
jako priimér = SE (p < 0,001 pro a,b,c; p < 0,05 pro d)
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Obrazek 25: Pocet vyklicenych semen pSenice Spaldy na moci zfedéné 1:14,
biezost jalovic rozdelena do 6 fazi vs. nebiezi jalovice. Vysledky jsou
uvedeny jako pramér + SE (p < 0,001 pro a,c; p < 0,01 pro d; p < 0,05 pro d)

Délka klicki

Délka klicktt mungo fazoli byla statisticky vyznamné kratsi (p < 0,0001) u semen,
kterd klicila na moc¢i od btezich jalovic, bez ohledu na koncentraci roztoku moc : destilovana
voda. Jak je vidét na obrazku 26, nejvice se délka klicku liSila mezi nebfezimi jalovicemi a

biezimi vice nez 250 dni.
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Obrazek 26: Délka klicka vyklicenych fazoli mungo na ziedéné
moci, bfezost jalovic rozdélena do 6 fazi vs. nebiezi jalovice.
Vysledky jsou uvedeny jako primér = SE (p < 0,0001)

Oproti vysledklim testu s mungo fazolemi, méteni klickli pSenice Spaldy ukazalo
opacnou tendenci. Z obrazku 27 je patrné, ze kratsi klicky pSenice Spaldy byly obvykle
naméfeny u vzorkli s moc¢i nebiezich jalovic. Pouze u varianty s koncentraci 1:4 byl
statisticky vyznamny rozdil (p < 0,01) naméfen mezi nebfezimi samicemi a jalovicemi
bfezimi mezi 200. a 250.dnem. Délky klickii semen pSenice Spaldy vyklicenych na moci
nebiezich a brezich jalovic v riznych gestac¢nich fazich ziedéné 1:14 jsou také vyobrazeny na

obrazku 27.
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Obrazek 27: Délka klicki semen pSenice Spaldy vyklicenych
ziedéné moci, biezost jalovic rozdélena do 6 fazi vs. nebiezi
jalovice. Vysledky jsou uvedeny jako prumér + SE (p < 0,0001 pro
a,d,e; p < 0,001 pro c; p < 0,05 pro b)

B) Druha faze vyzkumu

Celkem bylo odebrano 36 vzorkii moci dvanacti biezich jalovic béhem tii odbérti a 50
vzorkli moc¢i deseti nebtezich jalovic v ramci péti odbérti. V priibéhu testu kli¢ivosti semen
bylo spocitano 6692 vykli¢enych semen. V kontrolnich vzorcich, které obsahovaly jen

destilovanou vodu, bylo pouzito 200 semen mungo fazoli a 200 semen pSenice seté.

Pocet vykli¢envch semen

Béhem prvnich dvou dni testu kli¢ivosti nebyl pocet vyklicenych mungo fazoli na
moci ziedéné v obou koncentracich ovlivnén biezosti jalovic (p > 0,05). Posledni den testu

(3.den) byl statisticky vyznamné nizsi pocet klicka fazoli mungo spoc€itan na vzorcich s moci
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od brezich jalovic (p = 0,02 a p = 0,015 pro koncentrace 1:4 a 1:14, v uvedeném potadi).

v

Tabulka 4: Pocet vykli¢enych semen fazoli mungo a pSenice seté na zfedéné moci

biezich a nebfezich jalovic v prabehu tii dnii testu kli¢ivosti semen

Brezi jalovice Nebfezi jalovice
Test Den  Primér SE Prumér SE p
Fazole mungo fedéni 1:4 1 12,944 1,632 13,040 1,173 p=0,61
2 15,389 1,687 19,520 1,674 p=0,10
3 16,528 1,815 22,540 1,788 p=0,02
Fazole mungo fedéni 1:14 1 25,028 1,823 21,980 1,631 p=0,23
2 30,306 1,582 32,940 1,710 p=0,20
3 32,639 1,667 37,320 1,727 p=0,02
Semena pSenice fedéni 1 7,250 0,798 5,480 0,533 p=0,10
1:4 2 8,278 0,862 6,700 0,582 p=0,23
3 8,556 0,889 7,180 0,628 p=0,30
Semena pSenice fedéni 1 14,306 1,087 10,160 0,589 p<0,01
1:14 2 15,333 1,093 12,520 0,764 p=0,03
3 15,778 1,084 13,880 0,906 p=0,12

Vysledky poctu vyklicenych semen pSenice seté ukéazaly opacny trend. Zatimco u
varianty s moc¢i ztedénou 1:4 nebyl prokazan statisticky vyznamny vliv bfezosti jalovic na
kliceni pSenice (p > 0,05, platné pro vSechny tfi dny testu), u varianty s koncentraci 1:14 bylo
statisticky vyznamné vice semen napocitdno ve vzorcich s moc¢i od biezich jalovic béhem
prvnich dvou dni testu (p = 0,001 pro den prvni, p = 0,031 pro den druhy). Pfi porovnani
vysledki testu klicivosti semen s vysledky kontrolnich variant bylo zjiSténo, Ze ptfitomnost
moci ve vzorku, bez ohledu na reprodukéni stav samic, negativné ovlivnila kli¢eni mungo
fazoli béhem celého testu pti koncentraci 1:4 (p = 0,004, p = 0,001 a p < 0,001 pro den prvni,
druhy a tieti, v uvedeném potadi) i 1:14 (p = 0,005, p = 0,008 a p = 0,002 pro den prvni,
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druhy a tieti, v uvedeném poradi). Stejn¢ tak ptfitomnost moc¢i ve vzorcich s pSenici setou
ovlivnila jeji klieni, jak u koncentrace 1:4 (p = 0,001, p=0,002 a p = 0,002 pro den prvni,
druhy a tfeti, v uvedeném poradi), tak u koncentrace 1:14 (p < 0,001, p < 0,001 a p = 0,001
pro den prvni, druhy a tieti, v uvedeném potadi), v porovnani s kontrolnimi variantami, které

obsahovaly pouze destilovanou vodu.

Délka klicka

Inhibovany rist klickti fazoli mungo byl pozorovan u vzorkl s moci biezich jalovic.
Statisticky vyznamné kratsi klicky (p < 0,0001) mély fazole mungo, které kli¢ily na moci
brezich jalovic o koncentraci 1:4 (F(1,1757)=27,009) i 1:14 (F(1,3083)=439,244). Ani u jedné
Z testovanych koncentraci ziedéné moci biezich nebo nebtezich jalovic nebyl prokdzan vliv
na délku klickt psenice seté (p > 0,05).

Obecn¢ byla délka klickli inhibovana pfitomnosti moci ve vzorcich, jak v ptipadé
mungo fazoli (p < 0,001 a p <0,001 pro fedéni 1:4 a 1:14, v uvedeném potadi) tak i pSenice
set¢ (p < 0,001 a p = 0,003 pro fedéni 1:4 a 1:14 vuvedeném poradi), v porovnani

s kontrolnimi variantami, které obsahovaly pouze destilovanou vodu.

6.1.2 Cuboniho reakce

Spojitost mezi vysledky Cuboniho reakce a reprodukénim stavem jalovic Ceského
strakatého skotu nebyla statisticky vyznamné prokazana (Pearsoniiv chi-kvadrat: 0,570268, p
> 0,05).

Od dvanacti lam alpak bylo celkem odebrdano 60 vzorki moc¢i a od osmnacti oslic 54
vzorkd moci.

Vysledky Cuboniho reakce u nebfezich lam alpak nebyly statisticky vyznamné (p >
0,05) ovlivnény sezonnosti samic. Déle nebyla prokazana statisticky vyznamna souvislost
mezi vysledky Cuboniho reakce a skutecnym reprodukénim stavem samic (p > 0,05), jak
Vv pfipad¢ nebiezich samic tak i téch brezich, i kdyZ byla gesta¢ni perioda alpak rozdélena na
poloviny nebo na tfetiny. Ve vétSiné vzorkl moci bfezich 1 nebtezich alpak byla totiz patrna

reakce, jez je znazornéno v tabulce 5.
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Tabulka 5: Vysledky Cuboniho reakce u biezich a nebiezich alpak

Reprodukéni stav samic alpak

Vysledky Cuboniho reakce

Nebitezi (n = 30) Bfezi (n = 28)
Pozitivni 73,33 % 64,29 % *
Negativni 26,67 % * 35,71 %

* vysledek testu odpovida skutecnému reprodukénimu stavu samic alpak

V ptipadé nebiezich oslic nebyly vysledky Cuboniho reakce vyznamné ovlivnény (p >
0,05) sezonnosti samic. Statisticky prikaznych vysledkl (p < 0,01) bylo dosazeno aZ tehdy,
kdy btezost byla brana v uvahu jako celd gestacni perioda, byla rozdé€lena na poloviny nebo
tretiny a vysledky byly porovnany s nebfezimi samicemi. Nejvyznamnéjsich vysledki bylo
dosazeno v druhé poloving biezosti oslic, kdy spolehlivost Cuboniho reakce vykazala 100 %.
V tabulce 6. jsou zobrazeny vysledky Cuboniho reakce pii rozdé€leni celého obdobi biezosti
na poloviny. Tabulka 7 pak obsahuje vysledky z Cuboniho reakce, kdy byla gesta¢ni perioda

oslic rozdélena na tfetiny.

Tabulka 6: Vysledky Cuboniho rekce u biezich a nebtezich oslic, pfi rozdéleni gestacni

periody na poloviny

Vysledek Cuboniho Reprodukéni stav oslic
reakce Gestacni perioda rozdélena na poloviny
Nebtezi oslice 1. polovina 2. polovina
(n=23) biezosti btezosti
(n=14) (n=17)
Pozitivni 13,04 % 64,29 %* 100,00 %*
Negativni 86,96 %* 35,71 % 0,00 %

*vysledek testu odpovida skuteénému reprodukénimu stavu oslic
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Tabulka 7: Vysledky Cuboniho rekce u biezich a nebiezich oslic, pfi rozd€leni gestacni

periody na tietiny

Reprodukéni stav oslic
Gestacni perioda rozdélena na poloviny
Vysledky Cuboniho
reakce 1. tietina 2. tretina 3. tfetina
Nebtezi oslice
brezosti brezosti brezosti
(n=23)

(n=28) (n=13) (n=10)
Pozitivni 13,04 % 50,00 %* 92,31 %* 100,00 %*
Negativni 86,96 %* 50,00 % 7,69 % 0,00 %

*vysledek testu odpovida skutecnému reprodukénimu stavu oslic

6.1.3 Analyza reprodukénich hormoni v moéi

Koncentrace métenych reprodukénich hormont, estron sulfatu, 17p-estradiolu a

pregnandiol-3-glukuronidu, v mo¢i biezich a nebiezich jalovic ¢eského strakatého skotu jsou

znazornény v tabulce 8.

Tabulka ¢. 8: koncentrace reprodukénich hormont (primér = SE) v moci jalovic.

Rozdily v koncentracich hormonti byly mezi bfezimi a nebiezimi jalovicemi statisticky

prikazné u vSech hormont (p < 0,001)

Hormon Biezi jalovice

Nebrezi jalovice

Estron sulfat (pg/ml)

2477,186+£107,826

808,929+59,871

17p-estradiol (ng/ml)

13,019+0,830

2,505+0,180

Pregnandiol-3-glukuronid

(ng/ml)

225,520423,698

26,650+1,683
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Vliv reprodukénich hormont v mo¢i na pocet vykli¢enych semen

V tabulce 9 jsou znazornény korelace mezi namétenymi koncentracemi jednotlivych
reprodukénich hormont, estron sulfat, 17p-estradiol, pregnandiol-3-glukuronid, a poétem
vykli¢enych semen na zfedéné moci.

Tabulka 9: Korelace mezi naméfenymi koncentracemi reprodukénich hormontt v moci

jalovic a poc¢tem vykli¢enych semen

estron sulfat 17p-estradiol pregnandiol-3-
glukuronid

Test Den |r r r
Mungo fazole fedéni 1:4 1 0,05 -0,107 0,061

2 -0,207 -0,241* -0,146

3 -0,269* -0,284* -0,210
Mungo fazole fedéni 1:14 1 0,086 -0,080 0,053

2 -0,140 -0,321* -0,227*

3 -0,235* -0,361* -0,352*
Semena pSenice fedéni 1:4 1 0,096 0,125 0,339*

2 0,038 0,088 0,286*

3 0,05 0,093 0,296*
Semena pSenice fedéni 1:14 1 0,242* 0,416* 0,381*

2 0,132 0,372* 0,251*

3 0,043 0,294* 0,175

*statisticky vyznamné korelace na hladiné vyznamnosti p < 0,05

Vliv reprodukénich hormont v mo¢i na délku klicka

Statisticky prikazna (p < 0,05) slaba negativni korelace byla potvrzena mezi délkou
klickdt mungo fazoli a vS§emi tfemi méfenymi reprodukénimi hormony, pro fedéni 1:4 (r = -
0,235, r =-0,361 ar =-0,352 pro E:S, E2 a PdG v uvedeném potadi) a pro fedéni 1:14 (r = -
0,190, r =-0,265a r =-0,274 pro E1S, E2 a PdG, v uvedeném poradi).
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V piipadé pSenice seté, které kli¢ila na mocéi zfedéné v poméru 1:4, byla statisticky
prikazna (p < 0,05) slaba positivni korelace mezi délkou klicki a E1S (r = 0,086) a také PdG
(r=0,214). U fedéni 1:14 nebyla potvrzena zadna korelace mezi délkou klickti pSenice seté a
koncentraci reproduk¢nich hormonti v moci jalovic.

Celkem 12 vzorkli moci bylo pouzito ke stanoveni koncentrace E1S a PdG bfezich a
nebiezich lam alpak. Statisticky vyznamné vyssi koncentrace E1S (p < 0,05) byla naméfena v
moci nebfezich samic oproti bfezim (1784,54 + 253, 36 vs. 885,58 £ 163,44, v uvedeném
potadi). Zadné odlignosti v koncentracich PdG v mo¢i biezich a nebfezich lam alpak
prokazany nebyly (p > 0,05).

Pro stanoveni PdG v moci oslic bylo analyzovano celkem 21 vzorkt. Statisticky
vyznamné vyssi koncentrace PAG (p = 0,009) byla potvrzena v moci biezich samic nez téch
nebiezich (312,95 + 36,27 vs. 162,51 + 19,67, v uvedeném potadi). Pii rozdéleni gestacni
periody oslic na tfetiny byla statisticky vyznamné potvrzena (p < 0,05) zvySujici se hladina

PdG v moci s postupujici biezosti, jak je viditelné na obrazku 28.
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Obrazek 28: Hladina PdG v moci biezich oslic béhem prvni, druh¢ a

tfeti tfetiny biezosti v porovnani s nebiezimi samicemi
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Souvisejici publikace:

Kubatova A, Fedorova T, Skalova I, Hynyiova L. 2016. Non-invasive pregnancy diagnosis
from urine by the Cuboni reaction and the barium chloride test in donkeys (Equus asinus)

and Alpacas (Vicugna pacos). Polish Journal of Veterinary Science 19: 477-484.

6.1.4 Tests chloridem barnatym

Vysledky testu s chloridem barnatym zprvni faze vyzkumu u jalovic ceského
strakatého skotu byly statisticky vyznamné ovlivnény biezosti jalovic ¢eského strakatého
skotu (Pearsoniiv chi-kvadrat: 28,2427, sv =1, p < 0,0001). V mo¢i biezich jalovic nebyla ve
vétSiné pripadi detekovana zadna reakce po pfidani chloridu barnatého. Negativni reakce
testu tedy skute¢né oznacila samice jako biezi z 79,7 %. AvSak v pfipadé nebiezich jalovic
byla spolehlivost testu v uréeni skute¢ného stavu jalovic jen 50 %. V druhé fazi vyzkumu byl
vysledek testu s chloridem barnatym vyznamné¢ ovlivnén (Pearsontiv chi-kvadrat: 5,61430, sv
=1, p = 0,018) reproduk¢nim stavem jalovic. Negativni reakce moci po ptidani 1% roztoku
chloridu barnatého oznacila samici jako biezi v 63,89 % ptipadl. Naopak u nebtezich jalovic
byla pozitivni reakce zaznamendna v 62,00 % vzorki. Statisticky vyznamna souvislost (p <
0,05) byla prokdzadna mezi vysledky testu s chloridem barnatym z druhé faze vyzkumu a
primérnou hladinou hormonu PdG v mo¢i vSech testovanych jalovic. Vysledky ukazaly, ze
pfi primérné hladiné PdG v moci vSech jalovic €ast&ji nedochazelo k zadné reakci po piidani
1% roztoku chloridu barnatého do vzorku moci.

U lam alpak vysledky testu s chloridem barnatym také nebyly vyznamné ovlivnény
sezonnosti nebfezich samic (p > 0,05). Ani mezi vysledky tohoto testu a skutecnym
reprodukénim stavem samic alpak nebyl nalezen statisticky vyznamny vztah (p > 0,05). Ve
vetsingé vzorkl moci (92,86 %) lam alpak se neobjevila zadna reakce po pridani chloridu
barnatého. Byly zaznamenany pouze 4 pozitivni reakce moci s chloridem barnatym, a to ve
dvou vzorcich od bfezich samic a dvou vzorcich moci nebiezich.

Statisticky vyznamnych rozdili (p < 0,05) mezi bfezimi a nebfezimi oslicemi bylo
dosazeno v pfipad¢ testu s chloridem barnatym. Jelikoz sezonnost samic ovlivnila vysledky
této reakce u nebiezich oslic (p = 0,03) byla spolehlivost testu s chloridem barnatym také
vypocitana zvlast' pro kazdou sezonu. Z toho vSak vyplynulo, ze vysledky u biezich oslic
vV porovnani stémi od nebfezich se statisticky vyznamné neliSily béhem obdobi jara a

podzimu (p > 0,05). Nicméné¢ vyznamnych vysledkti bylo dosazeno v letni sezoné (p < 0,01),
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kdy vzorky od bfezich samic (n=12) z 91,67 % nereagovaly na ptfidavek chloridu barnatého,
kdezto ve vzorcich nebfezich samic (n=8) byla pozorovéana reakce v 87,50 %. Neprikaznych
vysledkd (p > 0,05) bylo dosazeno pii rozdéleni gestacni periody oslic na poloviny a tfetiny a

jejich vzajemném porovnani a dale pii jejich srovnani s vysledky testu od nebtezich samic.

Souvisejici publikace:

Skalova I, Fedorova T, Baranyiova E. 2017. Seed germination test as a potential pregnancy
diagnosis method for domestic cattle. Bulgarian Journal of Agricultural Science 23: 453-
461.

Skalova I, Kubatova A, Fedorova T. 2014. Non-Invasive Urine Sampling and Pregnancy
Diagnosis in Domestic Cattle and Alpacas. Tielkes E editor. Tropentag 2014: Bridging the
gap between increasing knowledge and decreasing resources. Prague. p218.

Skalova 1, Fedorova T, Stolcova M, Kubatova A. 2017. Relationship between seed
germination in diluted urine of heifers and urinary reproductive hormone profiles. Indian
Journal of Animal Research. ODESLAN.

6.1.5 Semikvantitativni analyzy moci

Ze subjektivniho posouzeni barvy moci autorkou a nasledného statistického
zhodnoceni vyplynulo, ze tmavd moc¢ se Castéji vyskytovala u biezich jalovic nez u téch
nebiezich (p < 0.0001). Pfitomnost bilkovin a urobilinogenu byla také vyznamné Castéji
detekovana v moci bfezich samic (p < 0,0001). Statisticky vyznamné vy$§i pH moci
indikovano papirky DUOTEST® bylo zjiSténo u bfezich jalovic Vv porovnani s nebiezimi
(890 + 0,02 vs. 877 £ 0,02, vuvedeném potadi). Specifickh hmotnost stanovena
diagnostickymi prouzky Dekaphan Leuco® byla vyssi (p < 0,05) v moc¢i nebtezich jalovic nez
vV moci téch biezich (1,003 + 0,0003 vs. 1,002 + 0,0003, v uvedeném portadi). V ptipadé
piepocitané specifické hmotnosti moci nebyl zjistén zddny vyznamny rozdil mezi bfezimi a
nebfezimi samicemi (p = 0,8034).

Tteti, ctvrty a paty den testu bylo kli¢eni mungo fazoli na zfedéné moci 1:4 vyznamné
ovlivnéno (p < 0,05; p < 0,05 a p <0,01, v uvedeném potadi) ptitomnosti bilkovin v mo¢i, a
to tak, ze vysSi pocet vyklicenych semen mungo fazoli bylo zjiSt€no v moci, kde nebyla
potvrzena piitomnost proteinil. Paty den testu bylo na zfedéné moci o koncentraci 1:14 bez
pfitomnosti bilkovin napocitano statisticky vyznamné vice klicki mungo fazoli (p < 0,05).

Pocet vyklicenych semen mungo fazoli byla také ovlivnén barvou moci. Statisticky vice
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semen kli¢ilo po celou dobu testu na svétlé moci ziedéné 1:14 1 1:14. Dale statisticky
vyznamné lepsi kli¢ivost mungo fazoli po celou dobu testu byla pozorovana na vzorcich moci
ziedénych 1:4 a bez detekovaného urobilinogenu (p < 0,05). Vyznamné slabé negativni
korelace (r od -0,34 do -0,24) byly zjistény mezi poctem vyklicenych mungo fazoli a
hodnotou pH stanovenou v mo¢i pomoci papirkit DUOTEST® po celou dobu testu, platné pro
ob¢ testované koncentrace. Dale vyznamné slabé pozitivni korelace (r od 0,18 do 0,23) mezi
tietim a patym dnem testu byly stanoveny mezi poctem vyklicenych semen fazoli mungo a
specifickou hmotnosti moc¢i indikovanou prouzky Dekaphan Leuco®.

Pocet vyklicenych semen pSenice Spaldy nebyl statisticky vyznamné (p > 0,05)
ovlivnén po celou dobu testu piitomnosti bilkovin, urobilinogenu v moc¢i ani specifickou
hmotnosti stanovenou prouzky Dekaphan Leuco®. Oproti tomu mezi druhym a patym dnem
testu pSenice Spalda kli¢ila vyznamné 1épe v poctu semen (p < 0,01) na svétlé moci zfedéné
1:4. Pocet klickli pSenice Spaldy stanoveny na moci o koncentraci 1:14 nebyl vyznamné

ovlivnén (p > 0,05) ani jednim ze zminénych parametra.

6.2 Krystalizace slin

Od Holstynského skotu bylo odebrano celkem 408 vzorkl slin. Ve vSech vzorcich
byla pfitomna krystalizace a statisticky vyznamné (p < 0,00001) byly potvrzeny zmény
v krystalizaci béhem riznych reprodukénich fazi. Vyskyt typa krystalizace (%) ve slinach

skotu je zobrazen na obrazku 29.
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Obrazek 29: Vyskyt typt krystalizace (%) ve slinach holstynského skotu

V obdobi 1-10, 11-19 a 30-24 dni po umélé inseminaci nebyl statisticky vyznamny
rozdil (p > 0,05) v typu krystalti ve slindch bfezich a nebfezich krav. Z obrdzku 30 je ale
viditelné, ze statisticky prukazny rozdil (p = 0,0410) v typu krystalizace ve slinach biezich a
nebfezich samic skotu se objevil v obdobi 20-29 dni po umélé inseminaci, kde zZadna nebo

vétvickovitd krystalizace spiSe dominovaly ve slindch biezich krav, zatimco jedlovita,

vétvicko-jedlovita a vétvicko-jedlovito-kaprad’ovita pfevazovaly ve slinach téch nebtezich.
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Obrazek 30: Rozdily v typu krystalizace mezi bfezimi a nebfezimi
kravami v obobi 20-29 dni po inseminaci

V kombinaci s jinymi typy krystalizace byly atypické krystaly pozorovany jak ve
slindch biezich, tak i nebtfezich krav. Individualni vyskyt atypické krystalizace ve slinach byl
zaznamenan po druhé aplikaci synchroniza¢niho prepardtu, a to pouze u nebiezich krav.
Atypicka krystalizace se objevovala v n€kolika formdach, jak jiz bylo zndzornéno na obrazku
20.

Pro hodnoceni faktort, jez mohou ovlivnit krystalizaci ve slinach byly provedeny
celkem tfi odbéry samicich slin a tfi odbéry samcich slin, bylo hodnoceno 90 vzorkl samicéich
slin a 90 vzorkli samc¢ich slin. Krystalizace byla pozorovatelnd na 85 vzorcich se sami¢imi
slinami a 89 vzorcich se slinami sam¢imi.

Vliv teploty pfi zasychani vzorkl byl statisticky vyznamny jak u slin samicich, tak i
samcich (p < 0,01). Bylo prokazano, ze nizsi teplota pfi zasychani zptsobila u samic zménu
z vétvicko-jedlovitého typu krystalizace na prevazné vétvickovity typ (x® = 10,04; sv =2; p =
0,01). U samct vyssi teplota pii zasychani vzorkt statisticky vyznamné ovlivnila zménu typu
krystalizace z vétvicko-jedlovitého na jedlovity (x> = 13,73; sv = 2; p < 0,01).

Zmeéna koncentrace slin statisticky vyznamné ovlivnila typ krystalizace ve vzorcich
slin od samic, a to jak v pripadé fedéni, kdy se typ krystalizace zménil z vétvicko-jedlovité na
vétvickovitou, tak 1 v ptidavku soli, kde byla pozorovana zména na kaprad’ovitou krystalizaci
(x*=8,57;sv=1;p<0,01ay®=1200; sv=2;p<0,01, vuvedeném potadi). Ve slinach
samce nebyly pozorovany zadné zmény v typu krystalizace vlivem tUpravy koncentrace

vzorku.
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7 Diskuze

Stejné jako v obdobnych studiich (Veena & Naredranath, 1993; Perumal 2014,
Fedorova et al., 2015; Kubatova et al., 2016) byl odbér moc¢i béhem spontanniho moceni

vyhodnocen jako vhodny zptisob, jak neinvazivné ziskat vzorek moci.

7.1 Test kli¢ivosti semen

Na rozdil od metodiky uvedené ve studii od Perumala (2014) lze béhem testu
kli¢ivosti, nechat semena kli¢it pfimo na zfedéné moci v uzaviratelnych Petriho miskach bez
pouziti filtraéniho papiru.

Shodné se studii publikovanou Kubatovou a Fedorovou (2016) semena mungo fazoli
klic¢ila Iépe na moci o koncentraci 1:14.

V této disertacni praci byl vysledek testu v prvni fazi vyzkumu nejvice patrny az na
jeho konci, tj. paty den. To je vSak v nesouladu se studii od Dilrukshi a Perrera (2009), ktefi
doséhli vysledk testh klic¢ivosti semen dfive, jiz po dvou dnech pozorovali inhibované kli¢eni
semen na moci od bfezich samic v porovnani s nebfezimi a s vyuzitim koncentraci 1:4 a 1:14.
Stejnych vysledki dosahli i Rao Krishna a Veena (2009), kteti popsali lepsi klic¢ivost fazoli
mungo pod dvou dnech na mo¢i od nebfezich samic, kterou ziedili v poméru 1:4. V druhé fazi
vyzkumu u ¢eského strakatého skotu bylo dosazeno vysledkd testu kli¢ivosti semen z hlediska
poctu semen jiz po tfech dnech, coz odpovidé studiim od Narayana Swamy et al. (2010), Rine
et al. (2014) a JuodZentyté a Zilaitis (2016).

Zminéné rozdily by mohly byt zpisobené odlisSnou fotoperiodou, zatimco na jihu Indie
hodnota ptesahuje 2100 hodin, v Praze se pohybuje okolo 1668 hodin (Osborn, 2016).

Vysledky testu kli¢ivosti semen pSenice $paldy na moci zfedéné 1:4 jsou v souladu
s témi od Veena a Narendranath (1993), Krishna Rao a Veena (2009) a Rao Krishna a Veena
(2009), kteti publikovali horsi kli¢ivost pSenice po dvou dnech na moci biezich samic. AvSak
vysledky varianty s fedénim 1:14 odpovidaji vysledkiim, které publikovali Ghalioungui et al.
(1963), s tim, ze popsali zhorSenou nebo zadnou klic¢ivost semen pSenice, variet baladi a
hindi, na moci od netéhotnych Zzen. Stejné tak i vysledky testu kli¢ivosti pSenice seté z druhé
faze vyzkumu u ¢eského strakatého skotu odpovidaji tém, kterych doséhli zmiflovani autofi.
V ptipad¢ zvitat je vSak trend opacny. Veena Ganesaiah (2006) uvedl inhibovanou kli¢ivost

semen, ktera nechal kli¢it na moci praveé od brezich samic pét dni.
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Vysledky prezentované disertacni prace ohledné délek klicki mungo fazoli odpovidaji
zavéram od Dilrukshiho a Perery (2009), kteti popsali potlacené kliceni semen po péti dnech
na moci od bifezich samic. Na druhé strané v jejich testu byly po péti dnech namétfeny delsi
klicky mungo fazoli nez v této disertacni praci. Tento rozdil by mohl zplsoben tim, ze
zminéni autofi aplikovali 15 ml roztoku mo¢: destilovana voda pouze na 15 semen, zatimco
Vv prezentované studii bylo aplikovano 20 ml tohoto roztoku na 50 semen. Déle by se mohl
vzit v potaz fakt, ze autofi Dilrukshi a Perera (2009) pied zacatkem testu kli¢ivosti nechali
semena nasaknout v destilované vod¢. V druhé fazi vyzkumu u ¢eského strakatého skotu bylo
dosazeno vysledku testu klic¢ivosti semen, z hlediska méteni délek klickl fazoli mungo, jiz po
ttech dnech, coz odpovida studiim od Narayana Swamy et al. (2010), Rine et al. (2014) a
JuodZentyté a Zilaitis (2016).

Ziskana data z méteni délek klickd u pSenice Spaldy i1 pSenice seté se 1iSi od
dostupnych studii. Jak Veena a Narendranath (1993) tak i Veena Ganesiah (2006) publikovali
vyznamny inhibic¢ni vliv bfezosti na délku klicka pSenice, ktera klicila na ziedéné moci prave
od biezich samic. Je potfeba vSak zminit, ze uvedeni autofi pouzili k testu lokalni variety
pSenice, které mohou mit odliSnou vzchazivost od nami dostupné pSenice Spaldy a pSenice
seté.

Z vysledku disertacni prace lze usoudit, ze mungo fazole maji lepsi predpoklady pro
vyuziti v testu kli¢ivosti semen jako predikce biezosti samic nez semena pSenice Spaldy nebo
pSenice seté. Toto tvrzeni miiZze byt podpofeno faktem, ze luskoviny maji obecné lepsi
vzchazivost nez obiloviny (Madamba et al., 2006). Dale mizeme vzit v potaz, ze i teplota
prostfedi mohla ovlivnit rozdilné vysledky mezi mungo fazolemi a pSenici Spaldou. Khamassi
et al. (2013) uvadi, Ze optimalni teplota pro fazole se pohybuje okolo 20 °C, konkrétné vSak
pro mungo fazole se uvadi rozmezi 27-30 °C (Madamba et al., 2006; DAFF, 2010). Zatimco
Cramb et al. (2009) uvadi idedlni teplotu pro rist pSenice 25 °C, Lee a Herbek (2009) uvadé;ji
12,5-25 °C jako adekvatni rozmezi teplot pro kli¢eni pSenice. Baskin a Baskin (2001) zminuji,
ze nevhodna teplota miize zpozdit kliceni. Madamba et al. (2006) dale popisuji, Ze pSenice
celkove Spatné roste pii vysokych teplotach se zvySenou vlhkosti. Nejen vyssi teplota, ale i
pSenice ve srovnani s mungo fazolemi. Teplota by mohla byt i ¢initelem rozdilnych vysledkt
disertacni prace a dalSich vyzkuml zaméfenych na test kli¢ivosti semen s vyuzitim pSenice.
Vétsina studii byla provadéna v Indii, pfevazné na jihu Indie, kde se primérné ro¢ni teplota

pohybuje mezi 19-34 °C (Osborn, 2016). Primérna teplota v laboratoti KCHZPT nebyla tak
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vysoka a Ize tedy predpokladat, ze lokalni variety pSenice z Indie nebo Egypta jsou vysSim
teplotam lépe ptizplisobeny nez variety dostupné v naSem mirném pasmu.

Nehled¢ na to, Ze kliceni semen je ovlivnéno hned nékolika faktory, naptiklad vlhkost,
teplota, fotoperioda, vyziva, skladovani semen a rozdilné naroky jednotlivych druhti rostlin
(White & Edwards, 2008), v prezentované diserta¢ni praci bylo aplikovano stejné mnozstvi
roztoku (mo¢ : destilovand) na vSechny typy semen. Zatimco mungo fazole spotiebovaly
diky rychlému ristu v§echen roztok v Petriho misce, semena pSenice byla po celou dobu testl
(3 a 5 dni) ponofena ve ziedéné moci. Navic bylo u pSenice pozorovano ztmavnuti semen,
barevné zmény na semenech nebo se v Petriho miskach objevovala pliseii.

Vysledky testu kli¢ivosti semen pouze na destilované vod¢ (kontrolni varianty) jsou
shodné se zavéry autori Veena a Naredranath (1993), Narayana Swamy et al. (2010) a
JuodZentyté a Zilaitis (2016), kteii popsali lepsi kli¢ivost semen na destilované vodé
V porovnani s roztokem, ktery obsahoval moc¢ zvitat.

Sundra et al. (2004) popsal pH moci pfezvykavcu jako neutralni nebo slabé alkalické.
Hodnota pH moc¢i miize byt ovlivnéna slozenim krmné davky, infekcemi, dobou uchovani
nebo metabolickymi ¢i respiraénimi alkalozami (Bethard & Stokes, 2000; Sundra et al., 2004,
Kume et al., 2011). V této diserta¢ni praci byly stanoveny celkové niz§i hodnoty pH modi, u
biezich 1 nebfezich jalovic nez ty, které uvadi Veena a Narendranath (1993), a to 7,38 + 0,40
pro biezi a 7,08 + 0,37 pro nebfezi samice.

Dilrukshi a Perera (2009) ve své studii tvrdi, ze pH mo¢i neni faktorem, ktery by mohl
ovlivnit kli¢ivost semen na zfedéné moci, nebot’ vSechny jejich testované skupiny zvifat mély
podobné hodnoty pH. Veena Ganesiah (2006) zminuje, ze niz§i pH moci zjisténé u biezich
zvitat mize byt diky vyssi koncentraci ABA v jejich moci. Optimalni pidni pH pro rust
pSenice je v rozmezi 5.5-6.0 (Fageria et al., 2010), zatimco u mungo fazole vyZzaduji pro sviij
vyvoj slabé zasadité pH, tedy 6,3-7,2 (DAFF, 2010). Jak uvadi Guo et al. (2009) kli¢eni
pSenice muze byt negativné ovlivnéno alkalickym stresem. Na zakladé zminénych informaci
1ze tedy piedpokladat, ze vyssi zasadité pH stanovené v moci jalovic ¢eského strakatého skotu
mohlo zpusobit horsi kli¢ivost pSenice Spaldy ve srovnani s mungo fazolemi.

Hodnoty specifické hmotnosti indikované prouzky Dekaphan Leuco® u biezich i
nebiezich jalovic odpovidaly tém fyziologickym, které uvadi Reece (2013) a Kim et al.
(2010). Vysledky disertacni prace sice ukdzaly, Ze kli€ivost semen na ziedéné moci mize byt
ovlivnéna ptitomnosti bilkovin v ni, nicméné jak zminuje Hofirek a Némecek (2009) 1 Sink a

Weinstein (2012) mo¢ zdravych zvifat by neméla obsahovat proteiny. ErbaGroup (2012) vSak
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uvadi, Ze je mozné indikacnimi papirky stanovit falesné pozitivni hodnoty bilkovin v moci

Vv ptipadé¢ alkalického pH moci, které by bylo vyssi nez 8.

7.2 Cuboniho reakce

Jak u jalovic ¢eského strakatého skotu, tak u lam alpak lze fici, ze Cuboniho reakce
neni vhodna metoda pro diagnostiku bfezosti. Vysokého poctu faleSné€ pozitivnich a falesné
negativnich vysledki reakce dosahl i Heller (1940) u prasat a O 'Moore (1947) u skotu. Avsak
u dalSiho zastupce z Celedi velbloudovitych, velblouda dvouhrbého, byla metoda Cuboniho
reakce k diagnostice biezosti testovana uspésné (Fedorova et al., 2015). Tyto odlisné vysledky
V rdmci jedné celedé lze vysvétlit moznou kontaminaci vzorkli moci lam alpak, kterd byla
béhem odbéri moci zaznamenana. Béhem moceni nékdy dochazelo k defekaci a exkrementy
padaly pfimo do plastového kelimku, do kterého byla mo¢ zachytavana. Jelikoz princip
Cuboniho testu je zaloZen na reakci volnych estrogenti v moc¢i samic a béhem posledniho
mésice biezosti lam dochazi k vyraznému nariistu koncentrace prave estrogentl, tim tak mohlo
dojit k vyssi Cetnosti falesn€ pozitivnich vysledki (Bravo et al., 1996; Volkery et al., 2012).
Avsak ve srovnani s oslicemi, vyssi koncentrace estrogenii v plazmé lam alpak v posledni fazi
biezosti nedosahuje tak vysoké tirovné jako u oslic (Aba et al., 1998; Meira et al., 1998), kde
byla spolehlivost reakce 100 %, pravé v pozd&jsim obdobi gestace. Nelze tedy piesné
vysvétlit, z jakého diivodu doslo k tak odliSnym vysledkim Cuboniho reakce u lam alpak a
oslic. U oslic se daly o¢ekavat kladné vysledky z Cuboniho reakce diky jejich ptibuznosti
s konimi (Groves & Grubb, 2011). Ve srovnani s vysledky testovani Cuboniho reakce U
dvouhrbych velbloudi ma tento test v diagnostice biezosti vétsi potencial u oslic. U velbloudi
Fedorova et al. (2015) dosahli 100 % spolehlivosti v posledni téetiné biezosti, kdezto u oslic

byla reakce 100 % spolehliva béhem celé druhé poloviny gesta¢ni periody.

7.3 Hormonalni analyzy

Vysledky koncentraci E2 v moci skotu odpovidaly zavérim studii, které se zamé&fily
na profily E2 v krevni plazmé a mléce (Robertson & King, 1979; Gaiani et al., 1982; Wendorf
et al., 1983; Hung & Prakash, 1990; Patel et al., 1999; Hirako et al., 2003), a to tak, ze
koncentrace E2 v moci vzristala s postupujici bfezosti a vysledkem byla vyssi koncentrace E2
u bfezich samic neZ u nebfezich.

I kdyZ u ¢eského strakatého skotu i lam alpak byly vysledky koncentraci E1S v moci
samic statisticky prikazné, bylo vSak zjiSténo, Ze tyto rozdilnosti vykazuji opac¢ny trend.

Zatimco zjiSténd vysSs$i hladina EiS v moci biezich jalovic koresponduje s vysledky od
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Desaulnierse et al. (1989), Yanga et al. (2003) a Shaha et al. (2006), ktefi popsali vzrustajici
koncentraci E1S v plazmé s postupujici bfezosti, namétené nizsi hladiny E1S v mo¢i biezich
lam nejsou v souladu s tvrzenim od Volkeryho et al. (2012). Bravo et al. (1996) dokonce
popisuji, ze béhem biezosti lam dosdhne koncentrace E1S v moc¢i dvou vrcholi. Do vyzkumu
k diserta¢ni praci byl vSak zahrnut maly pocet vzorka k analyzovani E1S v moci lam alpak, a
tak je mozné pfipustit, ze vétsi mnozstvi analyzovanych vzorkd od pocetnéjsi skupiny samic
lam by mohlo ovlivnit budouci vysledky. Autorka tedy nevylucuje moznou diagnostiku
biezosti u lam vyuzitim méfeni koncentraci E1S v moci.

Dle ziskanych zavéra ze stanoveni PAG v moci jalovic a vysledkl studie Yanga et al.
(2004) 1ze povazovat monitoring PdG za metodu vyuzitelnou v diagnostice biezosti skotu.
Yang et al. (2004) popisuje trikrat az ctyfikrat vyssi koncentraci PAG v moci krav 21 dni po
umeélé inseminaci ve srovnani s nebfezimi. AvSak tyto hodnoty byly ziskany pouze od dvou
samic. Data ziskana vyzkumem souvisejicim s diserta¢ni praci vSak mohou potvrdit zna¢ny
rozdil v koncentraci PdG v moci biezich a nebfezich samic, bylo totiZ stanoveno osminasobné
mnozstvi PAG v mo¢i jalovic bfezich 4-8 tydnd v porovnani s nebfezimi jalovicemi. Pfi
porovnani bfezich a nebfezich samic bizona amerického potvrdili také Kirkpatrick et al.
(1991) a Kirkpatrick et al. (1992) vyssi koncentraci PAG v moci téch biezich. V piipad¢ oslic
byla také zaznamendna vzrlstajici koncentrace PdG v moci s postupujici biezosti, coZ je
v souladu se studii od Riada (1993), ktery stanovoval PdG v moc¢i ponikll a vysledky
Kirkpatrickaet al. (1990), ktefi porovnavali koncentrace PdG v moci biezich a nebfezich
volné Zijicich koni. Naopak vysledky analyz PdG v mo¢i lam alpak ziskané v této disertacni
praci nekoresponduji s témi, kterych dosahli Volkery et al (2012). Testovanim moci od lam
alpak totiz zjistili vyrazné¢ vyss$i koncentrace PdG v moc¢i biezich alpak oproti nebfezim.
Neprukazné rozdily v koncentraci PdG v moc¢i lam publikované v této studii mohly byt
zpusobeny malym poctem analyzovanych vzorkl, protoze zatimco autorka pracovala s 12
vzorky, tak Volkery et al. (2012) analyzovali 13 vzorki moci nebtezich alpak a 25 vzorka
moci brezich. Volkery et al. (2010) dokonce uvadéji, Ze méfeni koncentrace PAG v mo¢i lam
je vhodnou alternativou pro detekci ranou detekei u téchto zvitat. Vyssi hladinu PdG oproti
nebfezim samicim maji biezi lamy jiz v prvnim mésici gestacni periody a v tomto obdobi
jesté nelze vyuzit trans-abdomindlni sonografii. Autorka nepfipousti mozny vliv odlisné
zvoleného typu komeréniho kytu oproti jinym studiim zabyvajicimi se analyzovanim PdG
Vv mo¢i lam (Bravo et al., 1992; Volkery et al., 2010; Volkery et al., 2012) nebot’ u ostatnich

skupin testovanych zvitat ve vlastni studii byly vysledky ziskané PdG analyzou prikazné.
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Obvykle je spole¢né s hormony v moc¢i stanovovan kreatinin, vuci kterému jsou
nasledné koncentrace hormont ptepocitavany (Kirkpatrick et al., 1991; Yang et al., 2003).
Avsak k ucelim této disertacni prace nebylo nutné stanovit hladinu kreatininu a nasledné
piepocitani koncentraci hormont, nebot’ konkrétni profily reprodukénich hormonu byly
vyuzity k otestovani jejich mozného vlivu na kli¢ivost semen na zfedéné moci.

Oproti vysledkim studie od Nirmaly et al. (2008) byly zjistény korelace mezi
reprodukénimi hormony v moci a kliivosti semen. Konkrétn¢ hladiny E2 a PdG v moci
jalovic korelovaly s kli¢ivosti vice nez E1S. Nirmala et al. (2008) zamitli mozné ovlivnéni
kli¢ivosti hormony E2 a E1S. PdG nebylo v tomto sméru nikdy otestovano, tudiz jeho vliv na
klicivost semen na ziedéné moci nebyl potvrzen ani vyvracen. Na zdklad¢ prezentované
diserta¢ni prace lze predpokladat, ze fazole mungo mély se vzristajici hladinou PdG v moci
potlacenou kli¢ivost, naopak pSenice setd s vyssi koncentraci PdG klicila 1épe. Avsak
Vv piipad¢ pSenice seté byl vliv stavu biezosti na kli¢ivost potvrzen pouze u varianty s fedénim
1:14. Tato skutecnost koresponduje s vysledky studie publikované Kubatovou a Fedorovou
(2016), kde vyuzily mungo fazole.

Prestoze nckteré studie zminuji, ze vyss$i hladina ABA v moci bfezich samic muze
inhibovat kliceni semen na ziedéné moci (Dilrukshi & Perera, 2009; Veena Ganesaiah, 2006),
porovnani vysledkt testu kli¢ivosti mungo fazoli a pSenice V této disertacni praci vykazuje
jisté odlisnosti. I kdyz autorka souhlasi s tvrzenim Raa Krishny a Veeny (2009), Ze rostlinné
ristové regulatory jako auxiny nebo ABA mohou byt vyméSovany moci ve vysSich
koncentracich, v pfipadé, Ze krmné davka zvifete obsahuje tyto ristové regulatory ve vysSim
mnozstvi, predpoklada, Ze spi§ vyssi hladina PdG v moc¢i bfezich samic je tim inhibi¢nim

faktorem pro kli¢ivost semen na zfedéné moci.

7.4 Tests chloridem barnatym

I kdyz test schloridem barnatym ma dle vysledkl jisty potencidl, pfi oznaceni
nebfezich samic je vSak spolehlivost testu diskutabilni. V managementu chovu hospodaiskych
zvitat je zasadni detekovat nezabiezlé samice, nebot’ to chovateli umozni brzky pokus o nové
pfipusténi, snizeni ndkladl na vyzivu jalovych samic, zabranéni piestarnuti samic, které jiz
doséhly chovatelské dospélosti nebo ptipadné zkraceni doby stani na sucho u dojnic (Bouska
et al., 2006). Metabolizovany progesteron je vylu¢ovan moci ve form¢ PdG. Pritomnost PG
Vv moci biezich i1 nebiezich samic byla potvrzena u nékolika druht sudokopytnika (Loskutoff

et al., 1983). Vmoci biezich samic se pak PdG vyskytuje ve vyssSich koncentracich
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(Kirkpatrick et al.,1991; Kirkpatrick et al., 1992; Yang et al., 2004), coz bylo potvrzeno i
prezentovanou diserta¢éni praci. Z téchto informaci 1ze usoudit, ze i primérna hladina PdG
v mo¢i mohla zapfiCinit diskutabilni vysledky testu s chloridem barnatym. V druhé fazi
vyzkumu u jalovic ¢eského strakatého skotu bylo sice dosazeno lepSich vysledkl v urceni
nebfezich jalovic pomoci tohoto testu nez v prvni fazi, ale je nutné zminit, ze v druhé fazi
bylo odebrano vyrazné mén¢ vzorki moci i od mensiho poctu zvifat. Z tohoto divodu autorka
povaZzuje tento test za nespolehlivy zvlasté pti rozpoznani nezabiezlych jalovic.

Ani u lam alpak nelze pouzit k diagnostice biezosti vyuzit test s chloridem barnatym.
Stejnych vysledkt dosahli 1 Fedorova et al. (2015) u velbloudii dvouhrbych a Krishna Rao a
Veena (2009) u skotu. I v pfipadé oslic je vyuziti testu s chloridem barnatym k detekci
bfezosti sporné, diky tomu, ze sezoénnost ovlivnila jeho vysledky u nebiezich samic.
Signifikantnich vysledkli bylo sice dosazeno v letnim obdobi, ale tyto vysledky
nekoresponduji s t€émi, kterych dosahli Ndu et al. (2000a, b) nebo Lalrintluanga a Dutta
(2009). Navic Galisteo a Perez-Marin (2010) uvadéji, Ze hlavni reprodukéni sezona probiha u

oslti béhem jara.

7.5 Krystalizace slin

Odbér vzorku slin bud’ pomoci jednordzového plastového kavového michatka nebo
plastové 1Zice je velmi jednoduchy, ale je zde riziko zni¢eni odbérového materidlu a nasledné
spolknuti kouskl plasti zvifetem. Autorka disertacni prace tedy doporucuje Setrnou
manipulaci s plastovym materialem a odbér slin provadét lehkym setfenim z vnittku dutiny
ustni zvifete nebo vyuzit sbér odkapavajicich slin z jejiho okraje. Jako nevhodny zptsob, jak
ziskat sliny autorka disertacni prace povazuje metodu prezentovanou autorem Pardo-Carmona
(2010), ktery odebiral vzorky slin obtiskem podlozniho sklicka na jazyk fen, nebot’ je zde
riziko rozlomeni podlozniho skli¢ka a poranéni dutiny Ustni nebo polknuti stfepti zvifetem.

Ohledné typu krystalizace ve slindch holstynského skotu byly pozorovany urcité
podobnosti s krystalickymi utvary pozorovanymi napt. ve slinach fen (Pardo-Carmona, 2010),
cervikalnim hlenu skotu (Noonan et al., 1975) nebo Zenském cervikalnim hlenu (Zondek &
Rozin, 1954). Atypickou krystalizaci také popsali Rob a Stehlik (1983). N¢&které z atypickych
krystali popsanych v této disertacni praci se shodovaly s témi, které Rob a Stehlik (1983)
pozorovali v cervikalnim hlenu skotu béhem metabolickych poruch nebo zanétlivych procesi.
Autorka disertacni prace predpoklada, ze vyskyt atypickych krystalickych tvarti ve slinach
holstynského skotu mohl byt zpisoben kontaminaci vzorku nebo napf. metabolickou

poruchou, o které vsak autorka nebyla informovana. Vyskyt jednotlivych typt krystalizace ve
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slindch byl porovnavan pouze se studiemi zaméfenymi na pozorovani krystalii ve slinach
zvitat. Velkd podobnost byla nalezena ve studii od Haberové (2010) zaméfend na velbloudy,
kde byly pozorovany vsechny typy krystalizace, ale nejcastéji se vyskytujicim typem byla
také vétvickovita krystalizace.

Murray et al. (2000) popisuje vliv gestagent na snizeni periferniho pratoku krve. Tim
dochazi ke snizovani tepelnych ztrat a télesné teplota mé tendence se zvySovat béhem lutealni
faze. Nartst bazalni teploty s blizici se fiji mlize vysvétlovat pozitivni vliv vyssi teploty pti
zasychani vzorki samicich slin na rozvijejici se krystalizaci, nebot” plisobenim vyssi teploty
pfi zasychani doSlo k pfeméné vétvickovitého typu krystalizace na rozvinutéjsi.
V cervikalnim hlenu je mozné v obdobi fije pozorovat krystaly, které pfipominaji list
kapradiny (Cortés et al., 2014; Bernardi et al., 2016). Pravé kaprad’ovita krystalizace je
vV mnoha studiich povazovéna za nejrozvinutéjsi typ (Alliston et al., 1958; Pattanasuttinont et
al., 2007). Na zdkladé¢ zminénych skutecnosti autorka doporucuje pii dalSim testovani
krystalizace slin provadét piipravu vzorkt standardnim zpusobem, tim, ze se vzorky slin
nechaji zasychat pfi stalé pokojové teplot¢.

Zondek (1959) uvadi, zZe krystalizace vznika v roztocich bilkovin a sacharidl. Zondek
(1959) déle zminuje, ze krystaly jsou az z 97 % tvoteny z chloridu sodného (NaCl). K tvorbé
krystalickych tvarti je nutnéd ptfitomnost sodikovych (Na) a draslikovych (K) iontd. Devi et
al. (2016) publikovali vyrazné vyssi koncentrace Na a K ve slinach béhem fije buvoli oproti
ostatnim fazim estrdlniho cyklu. Jadra krystalli tvofi proteinové molekuly, které vazou
molekuly vody se solemi (Na a K). Soli vytvaieji krystalky v proteinovych molekulach, a tak
vznikaji utvary zname jako krystalizace télnich tekutin (Cortés et al., 2014). Tato tvrzeni tak
mohou podpotit vysledky prezentované disertacni prace, kde rozvinutéjsi typ krystalizace
vznikal ve vice koncentrovanych vzorcich slin a pfi nafedéni samicich slin doslo k degradaci
Vv typu krystalickych utvarii. Pfidavek soli do vzorku slin zapfi€inil rozvinuti vys§iho stupné
krystalizace. Jak jiz bylo zminéno, k tvorbé krystalii je zapotiebi pfitomnosti sodikovych a
draslikovych iontl (Cortés et al., 2014). Alagendran et al. (2007) ve své studii uvadi, ze
pusobenim estrogentl vzristd hladina draslikovych iontd v téle samic. Linford (1974) popsal
nejvice rozvinutou krystalizaci béhem vyssi koncentrace estrogent. Tyto poznatky by tak
mohly vysvétlovat negativni ovlivnéni typu krystalizace zménou koncentrace vzorku samcich
slin jez bylo zjiSténo V prezentované disertaéni praci. Nizkd koncentrace krystaly
vytvartejicich iontli nemohla byt v pfipad€ samce kompenzovéna vlivem estrogenti, nebot’ jak

je obecné znamo, jejich hladina u samcii v porovnani se samicemi nedosahuje takové urovné.
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Vysledky testu kli¢ivosti ukazaly jisty potencial. Byly prokazéany rozdily v kli¢ivosti
semen na zifedéné moci biezich a nebiezich jalovic ¢eského strakatého skotu. Zavéry prvni
faze vyzkumu ukdzaly, ze test kliivosti semen s vyuzitim mungo fazoli lze aplikovat béhem
101.-150. dne biezosti jalovic, bez ohledu na to, jakou koncentraci roztoku moc : destilovana
voda zvolime. Moc¢ bfezich jalovic inhibovala kliceni mungo fazoli od tfetiho do patého dne
testu klicivosti. Potlaceny rust klicki na moci biezich jalovic byl zaznamenan pouze u fazoli
mungo. Semena psenice Spaldy mohou byt k testu kli¢ivosti pouzita jen v ptipadé, ze moc
samic bude ziedéna destilovanou vodou v poméru 1:4. Vysledky druhé faze vyzkumu
potvrdily inhibi¢ni vliv moci bfezich jalovic na kli¢ivost mungo fazoli. U vSech variant testu
klicivosti byl zaznamenan negativni vliv roztoku mo¢ : destilovana voda na kliceni semen
V porovnani s kontrolnimi variantami, které obsahovaly pouze destilovanou vodu. Na zaklad¢
téchto zavera lze usoudit, Ze vyhodnoceni klic¢ivosti a méfeni délek klickd fazoli mungo
vyklicenych na zfedéné moci by mohlo poslouzit jako levnd a technologicky nenarocna
orienta¢ni diagnostickd metoda vyuzitelna v malochovech hospodarskych zvitat.

Cuboniho reakce byla vyhodnocena jako nevhodna pro diagnostiku biezosti u jalovic
Ceského strakatého skotu a lam alpak, nebot’ vysledky Cuboniho reakce neodpovidaly
skute¢nému reprodukcniho stavu samic u obou druhli sudokopytnikii. Naopak u oslic ma
vyuziti Cuboniho reakce k detekci biezosti velky potencidl, protoze ve druhé poloving
btezosti oslic oznacila Cuboniho reakce samice jako biezi se 100% spolehlivosti.

V moci biezich jalovic Ceského strakatého skotu byla potvrzena vyssi koncentrace
vSech tfi stanovovanych reprodukénich hormonti oproti nebfezim. Autorka vSak preferuje
vyuziti pregnandiolu-3-glukuronidu k ¢asné diagnostice btezosti u jalovic domaciho skotu.
V piipadé¢ lam alpak se podafilo zanalyzovat koncentraci estron sulfatu a pregnandiolu-3-
glukuronidu. Vyznamnych vysledkli bylo dosaZeno jen u estron sulfatu, kdy vyssi hladina
tohoto hormonu byla naméfena v moéi biezich samic lam alpak. U oslic byl v moci
stanovovan pregnandiol-3-glukuronid a vys$si koncentrace byly zjiStény u biezich samic.

Souvislost mezi koncentracemi reproduk¢nich hormont v moci jalovic a vysledky
testu kli¢ivosti semen byla potvrzena negativnimi a pozitivnimi korelacemi. Zvlasté¢ pak u

mungo fazoli byla zaznamenana inhibovand kli¢ivost vlivem vysSich hladin estrogenii a

pregnandiolu-3-glukuronidu.
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Diagnostikovani biezosti u sledovanych druhii pomoci testu s chloridem barnatym
nepiineslo uspokojivé vysledky. I kdyz v piipad¢ lam alpak ukdzal tento test jisty potencial,
byl autorkou diserta¢ni prace vyhodnocen jako nespolehlivd, a tedy nevhodnd technika pro
rozliSeni bfezich a nebiezich jalovic domaciho skotu, lam alpak a oslic.

Z vysledkti semikvantitativnich analyz moci vyplynulo, ze svétlda moc¢ byla cCastéji
detekovana u nebfezich jalovic nez u bfezich, stejn¢ jako negativni hodnoty bilkovin a
normalni hodnoty urobilinogenu v moc¢i. Pfi testovani souvislosti mezi semikvantitativnimi
analyzami a kli¢ivosti semen bylo prokdzéano, ze vice fazoli mungo vyklicilo na moci bez
ptitomnosti bilkovin a fyziologickymi hodnotami urobilinogenu.

Krystalické utvary byly pozorovany jak ve slinach doméciho skotu, pfesnéji u krav
holstynského plemene, tak ve slindch velblouda dvouhrbého. Ve slindch skotu byly
detekovany vSechny typy krystalizace, které byly zatfazeny do hodnoticiho schématu. Dale
byly u krav potvrzeny zmény v typu krystalizace béhem rtznych fazi reprodukéniho cyklu.
krystalickych utvart jiz pii ptipravé vzorkl a ovlivnit tak vysledky vyhodnocovani fenoménu
krystalizace.

Testované neinvazivni metody ukazédly jisty potencidl V rozliSovani bfezich a
nebiezich samic kopytnikd, ale jen nékteré z nich jsou spolehlivé aplikovatelné v praxi. Test
klic¢ivosti semen by mohl byt vyuzit pro orientacni diagnostiku biezosti skotu v oblastech, kde
nejsou dostupné moderni technologie nebo chybi finan¢ni prosttedky. AvSak nejvétsi ptinos
prace autorka vidi ve vyuziti méfeni koncentraci PdG v mo¢i samic skotu k diagnostice
biezosti a dale pak zavedeni Cuboniho reakce do praxe jako nové metody pouzitelné pro
detekeci biezich oslic.

Pii vyhodnocovani krystalizace slin je tfeba vzit v potaz, Ze teplota pii zasychéni nebo

wvrwe

krystalizace jiz béhem piipravy vzorku.
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