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Abstrakt

Progesteron (PG) je hlavnim hormonem Zlutého
téliska (corpus luteum) a patfi mezi gestageny. Hormon
pripravuje délozni sliznici pro pfijeti vajicka, zabranuje
déloZnim stahtim a tim chrani graviditu. Na vajecnicich
progesteron inhibuje za gravidity dozravani novych
vajicek a tim blokuje nastup dalSich fiji a ovulaci. Metoda
progesteronového testu je zalozena na sledovani kolisani
hladiny hormonu progesteronu v sami¢im organismu
béhem estralniho cyklu. V obdobi fije je hladina pro-
gesteronu nizkd, po zabfeznuti se hladina progesteronu
zvySuje a zlstdva vysokd po celou dobu brezosti. Ke
stanoveni progesteronu se vyuziva metody ELISA, ktera
umozni zjiSténi obsahu progesteronu béhem nékolika
minut. Prvni vzorek mléka se odebird v den insemi-
nace, dal$i v obdobi kolem 21. dne bfezosti, dal§i mozny
odbér vzorku je v obdobi kolem 42. dne bfezosti, kdy
se vysokym obsahem progesteronu vylouéi pripadna
embryondalni mortalita. V chovech byly odebrany vzorky
od 43 dojnic. Byly pouzity 3 metody hodnoceni vysledka
progesteronového testu — 2 s pouzitim diskriminacnich
limitG pro hodnoceni brezosti pro obsah progesteronu
ve dni inseminace a 21. dni po inseminaci (metoda 1),

resp. pro obsah progesteronu v 21. dni po inseminaci
(metoda 2) a hodnoceni vysledki obsahu progestero-
nu ve dni inseminace a 21. den po inseminaci pomoci
algoritmu strojového uceni (metoda 3). Sensitivita me-
tod kolisa od 0,75 do 0,96 a specificita od 0,58 do 0,84.
Jako nejpouzitelnéjSi v praxi se ukazuji metoda 2 a 3
s naslednym re-testem u skupin vysledkil s nizsi spo-
lehlivosti.

Klicova slova: progesteron, dojnice, vzorek mléka,
inseminace, fije, bfezost

Abstract

Progesterone (PG) is the main hormone of the corpus
luteum and is one of the gestagens. This hormone pre-
pares the uterine mucosa for egg intake, prevents uteri-
ne contractions and thereby protects pregnancy. On the
ovaries, progesterone inhibits the maturation of new eggs
during pregnancy, thereby blocking the onset of further
heat and ovulation. The progesterone test method is
based on monitoring of fluctuations in the level of the
hormone progesterone in the female organism during
the oestral cycle. Progesterone levels are low during the
heat season, and after pregnancy the progesterone level
increases and remains high throughout pregnancy. For
the determination of progesterone, an ELISA method is
used which allows the determination of the progesterone
content within a few minutes. The first milk sample is
taken on the day of insemination, the next one around the
21% day of pregnancy, another possible sample is around
the 42" day of pregnancy, when a high content of pro-
gesterone excludes possible embryonic mortality. Sam-
ples from 43 dairy cows were sampled. Three different
methods for progesterone content have been evaluated.
Two of them use different discrimination limits for preg-
nancy evaluation using data from the day of insemina-
tion and 21% day after insemination (method 1), data from
21 day after insemination (method 2). The third method
applies a machine learning algorithm for induction of de-
cision trees on the results of the test in the both dates.
Sensitivity of methods ranges from 0.75 — 0.96 and speci-
ficity from 0.58 — 0.84. Based on results, methods 2 and
3 are recommended for practical usage once groups of
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results with lower reliability are recommended to be re-
tested again for better results.

Keywords: progesterone, dairy cow, milk sample,
insemination, heat, pregnancy

Uvod

Rdmec problému a soucasny stay

V chovu dojeného skotu dochdzi jiz nékolik let ke
koncentraci zvitat do vétSich stdji, kde je mozno vyuzit
nejmodernéjsi stajovou a dojici techniku, ¢imzZ se vyrazné
zlepSuji ekonomické ukazatele vyroby syrového krav-
ského mléka. Spolu s tim se neustdle zvysuje uzitkovost
dojnic. Co se vSak dlouho zhorSovalo a nyni se jen
pozvolna zlepSuje, jsou jejich reprodukéni ukazatele.
Zatimco v kontrolnim roce 1999 - 2000 pramérna délka
mezidobi vykazala hodnotu pod 400 dni, nasledujici 1éta
se délky mezidobi pohybovaly jiz nad tuto hranici. S ros-
touci dojivosti se tedy dlouhodobé zhorSovaly

do krve a nésledné je transportovan i do dalSich télnich
sekretl, také do mlécné Zlazy, coz umoziuje detekci hor-
monu i z mlé¢nych vzorka. Jak znamo z obecného studia
savcu, mléko je biologicky a nutricné dzasna fyziolo-
gickd tekutina a materidl umoznujici nejen slozkové,
resp. zivinové, analyzy pro nutricni tcely, ale i analytic-
kou kontrolu zdravi, energetické bilance a reprodukce
krav metodou odbéru neinvazivni analyzy. Z hlediska
ziskavani materidlu pro analyzy je to vyhodnéjsi, protozZe
mléko k analyze lze ziskat pfi béZném kazdodennim do-
jeni. Odbér krevnich vzork nebo moce, jako invazivni
monitoring, s ur¢itym zdravotnim rizikem pro zvite, je
také podstatné slozitéjsi a nakladnéjsi. Koncentrace hor-
monu progesteronu v pribéhu estralniho cyklu kolisa, coz
je podstatou vlastniho progesteronového testu. V obdobi
fije, tzv. folikularni fazi, se obsah progesteronu nachazi
blizko nulové hodnoty, zatimco v obdobi biezosti je kon-

centrace progesteronu vysoka, fradové v desitkdch ng/ml.

ukazatele reprodukce krav (mezidobi, servis
perioda, inseminac¢ni index; KVAPILIK et al., 1200
2007, 2014) a prodluZovaly laktace. Zminéné
ukazatele se vSak jiz pfiblizné deset rokd (9 az
12) u majoritné€ dojenych plemen zase zlepSuji
(mezidobi o 4,8 %), coZ je jednoznacné pozi- =
tivni informace (HolStyn o 4,4 %, tzn. o 19 dni,
z 427 na 408 dni; Ceské strakaté o 5,2 %
a 21 dni, z 401 na 390 dni; KVAPILIK et al.,
2017, 2019; KUCERA, 2018 (Obr. 1 a 2)). Tato
skutecnost naznacuje lepsici se zdravi a zvla-
dani fyziologickych pozadavka zvitat, lepsi
welfare a vSechny technologické podminky je-
jich chovu. V tomto trendu je vSak tfeba déle
pokracovat a jednou z cest je i zlepSovani tech-
nologie procesu kontroly reprodukce dojnic,
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Vyvoj uzitkovosti a délky mezidobi

2017/2018: 10 059 kg
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napt. vyhledavani fije a potvrzovani brezosti.
Jednim ze zdkladnich atributd pro zlepSeni
vysledkil reprodukce je inseminace provedena

Obr. 1 Vyvoj dojivosti a plodnosti krav plemene Holstyn v CR v KU
(Podle: KUCERA, J.- LIPOVSKY, D.- URBAN, P: 2018, Dny prvovyroby miéka, Hustopece.)

ve spravném okamZziku estralniho cyklu, tedy
v obdobi fije, v tzv. folikuldrni fazi. Ve stajich
s vysokou koncentraci dojnic je jiZ sloZité&jsi o
vyhledavat zvifata v fiji, vn€jSi projevy fije ne-
byvaji tak vyrazné. V soucasné dobé se k odha-
leni fije vyuzivaji nékteré stijové technologie
napf. spojené s méfenim pohybové aktivity jed-
notlivych dojnic, ¢asto je vyvolani fije feSeno
medikamentdzné. Jednou z moznosti jak ziskat
prehled o pribéhu estralniho cyklu je vyuZziti
progesteronového testu.

Hormon progesteron se fadi mezi gestageny.
Jedna se o hormon zlutého téliska (corpus lu-
teum), ma za kol v dobé gravidity inhibovat
dozravani novych vajicek a tim brani vzniku
novych ovulaci a 1iji, déle pripravuje déloZni
sliznici k pfijmu vajicka a zabranuje déloZznim

457 ]

Vyvoj uzitkovosti a délky mezidobi
2017/2018: 7591 kg

stahtim, ¢imZ chrani graviditu. Progesteron se
zacind tvoftit po ovulaci folikulu, je uvoliiovan

Obr. 2 Viyvoj dojivosti a plodnosti krav plemene Ceské strakaté v CR v KU
(Podle: KUCERA, J.- LIPOVSKY, D.- URBAN, P: 2018, Dny prvovyroby miéka, Hustopece.)
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Sledovanim hladiny progesteronu tak ziskdme prehled
o priubéhu celého estralniho cyklu dojnice.

Historie sledovdni obsahu progesteronu v mléce v CR

V minulosti byl v CR z diivodu zlep$eni reprodukénich
ukazateld dojnic zaveden systém sledovéani koncentrace
progesteronu ve vybranych chovech, kde byly zjistény
problémy s reprodukci. Hladina progesteronu byla tehdy
zjiStovana metodou radioimunoanalyzy (RIA). Metoda
RIA pro potieby zemédélské prvovyroby byla rozpraco-
véana ve Vyzkumném ustavu Zivocisné vyroby v Uhiinévsi
MVDr. Pichovou, CSc a Ing. Pichou, CSc., v roce 1977.
ProtoZe stanoveni obsahu progesteronu z mlécnych
vzorkl se tykala problému reprodukce, byla tato prob-
lematika svérena plemenarské sluzbé. V roce 1978 byla
Statnimi plemenarskymi podniky ve spolupraci s Vyso-
kou Skolou zemédélskou v Brné vybudovéana prvni RIA
laboratot pod vedenim RNDr. M. Poschla, CSc. O rok
pozdéji byla zahajena spoluprace s oddélenim radioimu-
nologie VUCHS Rapotin, které zah4jilo ¢innost 1.7.1983
a kde byla v té dobé budovana centrdlni RIA laboratoft.
Plny provoz centrélni laboratotfe byl zahdjen v fijnu roku
1983 (ZAORAL, 1987). Od roku 1984 byl postupné
vybudovan systém specializovanych laboratofi pfi jed-
notlivych krajskych plemenafskych podnicich (Statni
plemenai'ské podniky, nyné&jsi Ceskomoravska spole¢nost
chovateld a.s.). Pro Stfedocesky kraj byla RIA laboratot
vybudovana v Koling, pro Jizni Cechy v Ceskych Budg-
jovicich, pro Zapadocesky kraj byla laborator zbudova-
na jako soucdst Laboratofe pro rozbor mléka v Plzni.
Podobné byla situace feSena v Severoceském kraji, kde
byla RIA laboratof umisténa v budové LRM v Usti nad
Labem. Krajsky plemenarsky podnik v Brné vyuzival
laborator v Kroméfizi a KPP Olomouc vyuZzival sluzeb
centrdlni laboratore v Rapotiné. Na Slovensku pracova-
ly RIA laboratofe v Trnavé, Ziliné a KoSicich (Obr. 3).
Pracovnici nové oteviranych RIA laboratofi absolvovali
Skoleni v jiz provozovanych laboratotich a také v podni-
kové RIA laboratoti JZD Potéhy (okres Kutnd Hora), ktera
pracovala pod vedenim Dr. Proska. Tato podnikova RIA
laboratot zpracovavala jednak vzorky dojnic vlastniho
chovu, ale i vzorky nékolika podnikli okolnich. Odbér
vzorkidl byl organizovdn ve spoluprici inseminacnich
technikd a faremnich zootechniki. Co se tykalo material-
niho zabezpeceni, vzorkovnice a prepravni boxy byly
totozné s kontrolou uZitkovosti. Metodicky byly tyto
laboratofe fizeny centralni laboratofi ve Vyzkumném
ustavu chovu skotu v Rapotiné, kde se také konaly ce-
lostatni pravidelné porady zainteresovanych pracovnika
plemenarské sluzby. Oddéleni slouZilo i jako centrum
pro vyzkum a vyvoj metodiky analyz i jako distribucni
centrum zasobujici krajské RIA laboratore analytickym
materidlem (KRNAVEK, 1987, 1988; ZAORAL, 1987,
1991; LIZAL, 1988). Jak se v§ak ukdzalo, mé&la metoda
RIA tadu nevyhod. Byla to zejména znacna narocnost
na pristrojové a materialni vybaveni a stavebni tpravy.
Rovnéz méfici pfistroje vyrabéné ve SpiSské Nové Vsi
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Obr. 3 Dislokace RIA laboratori plemendiského oboru
(ZAORAL, 1987)

musely byt servisovany ve vyrobnim podniku, ¢imz vzni-
kaly nemalé, zejména logistické problémy a tim zvySené
naklady. Pro vzdalené;si laboratore predstavovala takova
oprava nékolikadenni preruSeni prace se vSemi souvise-
jicimi dasledky. Také zpracovani vzorkid mléka bylo
pomérné slozité, analyza vzorka se provadéla dva dny.
Bylo nutné dodrzovat zvysSena bezpecnostni a hygienicka
opatfeni, protoZe se pracovalo s radioizotopem I125.
Z. téchto divodd byla ¢innost RIA laboratori po Case
ukoncena.

Soucasnost progesteronového testu

OPSOMER et al., (2000) uvedli stanoveni koncentrace
progesteronu v mléce jako vhodny indikator cyklic-
kych zmén na vajecniku pro dojnice se slabymi estral-
nimi symptomy bez nutnosti elektronické identifikace.
V soucasné dobé je pro stanoveni koncentrace proges-
teronu v mléce nejcastéji vyuzivana metoda ELISA
(Enzyme Linked Immunosorbent Assay), coZ umozZni
i priznivé cenové relace provedenych rozborti. Metoda
ELISA vyuZiva principu imunosorbce, coZ znamena imo-
bilizaci jedné ze sloZek imunokomplexu na pevnou fazi.
Znaceny a neznaceny progesteron kompetuji o omezeny
pocet vazebnych mist protilatek sorbovanych na sténach
jamek mikrotitracni desky. Navdzané a volné reagencie
jsou pak oddéleny jednoduchym promytim. Pokud je
mnozstvi protilatek konstantni, je mnoZstvi vazaného
znaceného progesteronu, tzv. traceru, tim vetsi, ¢im mensi
je mnoZzstvi neznaceného progesteronu ve stanovovaném
vzorku a naopak. Pomoci standardi o zndmé koncentraci
Ize vyjadrit vztah mezi mnoZstvim neznaceného antigenu
v komplexu progesteron-protilitka a barevnou odezvou
jamky. Po probéhnuti imunoreakce je do reakcnich
jamek pridan substrat reagujici s tracerem, ktery je vazan
na protilatku navazanou na sténé jamek za tvorby Zluté
zbarveného produktu. Absorbance tohoto zabarveni je
nepiimo zavisld na mnoZstvi progesteronu ve vzorku.
Barevna odezva jednotlivych jamek je poté zméfena po-
moci vertikdlniho spektrofotometru (STRNAD a SIMER-
SKY, 2005). Vyhodami této metody jsou jednoduchost,
dostatecnd presnost a zejména rychlost, vysledky jsou
znamé do 30 minut od zahdjeni analyzy. Na tomto prin-
cipu pracuje také pfistroj firmy FrimTec. Vzorky mléka
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od neplodnych dojnic byly testoviny (PRAKASH
et al., 1988) na koncentraci progesteronu dvakrat
tydné pomoci paralelnich RIA a EIA (enzyme
immuno assay) metody. Byla ziskédna dobra kore-
lace 0,98 a odhadované hodnoty byly v obou tech-
nikach podobné. Cilem této studie je vyhodnoceni
vysledkt analyz na pfistroji FrimTec.

Typy progesteronového testu
Progesteronové testy lze rozdélit do dvou
skupin. Zakladem je kompletni test, ktery sestava

=< =2 =2 =2

Tab. 1 Monitoring a diagnostika estrdlniho cyklu dojnice

prostrednictvim plnohodnotného progesteronového testu

Hladina progesteronu a den po inseminaci

Stav estralniho cyklu

8-11 21-25 40-45
v v \ Brezost
v N - Jalova
N - - Anestrus, folikularni cysta
V - - Perzistijici CL
Y v N Embryonalni mortalita
N V - Inseminace v nespravném terminu

z analyzy 4 vzorkd. Dale 1ze provést tzv. zkraceny
test, to znamena analyza pouze 2 vzork.

V = vysokd; N = nizkd hladina progesteronu; CL = corpus luteum.

1. Kompletni test

Kompletni test se skladd z analyzy celkem
4 vzorkl. Analyzou hodnot vSech ¢tyf vzorkt dos-
taneme uplny prehled o pribéhu estrdlniho cyklu
kravy a lze indikovat i nékteré poruchy estralniho
cyklu (Tab. 1; Obr. 4 a 5), pfipadné ¢as vhodny
k inseminaci (v ptfipadé kontinudlniho testovani
s vyuzitim vysledkli pfedchoziho cyklu). Prvni
vzorek mléka se odebird v den inseminace. Tento
vzorek slouzi k potvrzeni spravnosti doby inse-
minace. Pokud je obsah progesteronu na nizké
urovni, byla zvolena spravna doba pro inseminaci
a naopak. Druhy vzorek se odebird v obdobi mezi
8. - 11. dnem po inseminaci. Pokud byla v dobé
inseminace hladina progesteronu nizka, slouZi

L test test test
Hijs kontrola problémava biezost
ykiu reprodukos
T u T
L | =
’/ "-|_.\ /.r
A \ F 4
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tento vzorek k indikaci spravného pocatku estral-
niho cyklu. To v pfipadé, kdyZ ma koncentrace
progesteronu stoupajici tendenci. Pokud je hod-
nota progesteronu i u druhého vzorku nizka, 1ze
predpokladat u dojnice anestrus. Treti vzorek se odebira

Obr. 4 Barevna reakce po provedeni kvantitativniho testu
na obsah progesteronu v mléce pomoci pfistroje
eProCheck® 2.0.

v obdobi kolem 21. dne po inseminaci. Pokud je kon-
centrace progestronu vysoka, lze pfi pozitivnich hodno-
tach prvniho a druhého vzorku predpoklddat s vysokou
pravdépodobnosti biezost. Pokud bude hodnota nizki,
krava z rGznych divodi nezabiezla. Posledni, ctvrty
vzorek se odebird v obdobi kolem 42. dne po inseminaci.
Je to jakési potvrzeni biezosti, pokud je hladina proges-
teronu u tohoto vzorku mléka vysoka. Kdyz klesne, jedna
se zfejmé o pripad rané embryondlni mortality (Obr. 6).

Obr. 5 Mozna interpretace testovani hladiny progesteronu v mléce

pomoci pristroje Frimtec pfi monitoringu estralniho cyklu
dojnic (semikvantitativni test)

2. Zkrdceny test

Zkraceny test sestava z odbéru pouze 2 vzorkd, prvni
v den inseminace a druhy v obdobi 21 dnl po insemi-
naci. Tento test slouzi k potvrzeni spravnosti insemi-
nace (prvni vzorek) a ke zjisténi pravdépodobné biezosti
v pripadé, Ze hodnota prvniho vzorku je nizké a druhého
vzorku vysoké. Tento test je provozné jednodussi, nelze
vSak diagnostikovat nékteré poruchy estralniho cyklu,
naptf. anestrus. Vyhodnoceni spolehlivosti zkraceného
testu podle ruznych metod hodnoceni bylo cilem této
studie. Moznosti a vyhody vyuZiti progesteronového
testu k fizeni reprodukce dojnic v kombinaci s nové
zavedenym chladovym svozem vzorkii mléka v kon-
trole mlééné uzitkovosti v CR rozvedli HERING (2005)
a SKY VA (2005).

Material a metody

Vzorky mléka

Individualni vzorky mléka uréené k analyze na stano-
veni koncentrace progesteronu byly odebrany ve 2 cho-
vech v Plzenském kraji.

Prvni z nich se nachazi v okrese Plzen-sever. Zemédél-
sky podnik hospodaii na 7 000 ha pidy, z toho 4 700 ha

4
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Hodnoty progestronu v estralnim
cyklu kravy

20

W Jalova
|l Bfezi
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Zadni kiivka = brezi; pfedni kfivka = jalovd. (Podle: HERING, 2005)

Obr. 6 Obecné schéma pribéhd hladin progesteronu
v mléce béhem fyziologicky modifikovaného estral-
niho cyklu dojnice

orné. Ve stdji je chovano 430 dojnic holStynského
plemene (H100). V kontrolnim roce 2017 - 2018 byly
v chovu uzavreny 403 laktace s primérnou uZitkovosti
12 173 kg mléka s obsahem tuku 3,58 %, coZz predstavuje
produkci 436 kg tuku. Obsah bilkovin 3,29 % znamena
produkci 400 kg bilkovin. Staj je vybavena rybinovou
dojirnou Fullwood 2x12, identifikace zvifat na dojirné
je feSena pomoci pedometrii s ctenim ve vstupnich
branach. Stijova evidence je vedena podle uSnich cisel.
Druhy chov je lokalizovan v okrese Plzen-jih. V cho-
vu je ustijeno 100 dojnic prevazné Ceského strakatého
plemene (C82H12). V kontrolnim roce 2017 - 2018
v 79 uzavérkach chov vykazal primérnou uzitkovost
8 022 kg mléka, tucnost 3,91 % (produkce 314 kg
mlééného tuku) a obsahu bilkovin 3,55 % (285 kg bilko-
vin). Stdj je vybavena autotandemem Wesfalia s identi-
fikaci zvirat na dojicim stani. Stajova evidence je feSena
obojky.

Vzorky byly analyzovéany na pfistroji FrimTec ePro-
Check 2.0 (Obr. 7). Pfistroj eProCheck® 2.0 je automa-
tizovany analyzator fungujici na principu ELISA testu.
ELISA test je zaloZen na specifické reakci antigenu s pro-

Obr. 7 Pristroj eProCheck® 2.0

tilatkou, jejimz vysledkem je barevny produkt. Intenzita
této barevné zmény je v ptipadé pristroje eProCheck® 2.0
snimana kontrastnim senzorem a vyhodnocovédna inte-
grovanym pocitacem. Prvni vzorek byl odebirdn v den
inseminace, druhy vzorek 21. den po inseminaci (zkra-
ceny test). Vzorky mléka nebyly konzervovany, byly
uchovavéany v chladovém rezimu.

Vyhodou pfi analyze mléka pomoci pfistroje Frimtec
eProCheck® 2.0 je snadné provedeni testu — potfebné
chemikdlie jsou uloZeny uvnitf pfistroje a v§echny kroky
samotného ELISA testu (ddvkovani reagencii, promyvani,
regulace teploty, mixovani/protfepani, vyhodnoceni,
atd.) jsou automatizoviny samotnym zafizenim. Pro-
vedeni testu je pak otdzkou 6 minut (kvantitativni test),
resp. dvou minut v pfipadé semikvantitativniho testu.
Pro uzivatele je tak jedinym krokem potfebnym k pro-
vedeni testu napipetovani 50 pl mléka (konzervovaného
¢i Cerstvého) a stadardu/ti do mikrozkumavky, vloZeni
mikrozkumavek (1 — 22 + 2 x standard) do pristroje
a spusténi zvoleného testu. To jej predurcuje nejen pro
laboratorni diagnostiku, ale pfimo pro terénni vyuZiti.
Pfistroj samotny umoziiuje provedeni nasledujicich testa:

- progesteron test — kvantitativni — v mléce, krvi;

- progesteron test — semikvantitativni — v mléce, krvi;

- test obsahu haptoglobinu — kvantitativni — v mléce,

krvi;

pro rizné druhy zvitat (skot, pes, ovce, ...).

Metody hodnoceni vysledkii zkrdceného
progesteronového testu

Datovy soubor byl tvoren identifikaci dojnice, obsahem
progesteronu (ng/ml mléka) v den inseminace a 21. dni
po inseminaci, vysledky tfi hodnoceni vysledkil proges-
teronového testu a konfirmaci brezosti podle klasického
vySetieni.

Metoda 1.

Metoda hodnoceni vysledki kvantitativniho progeste-
ronového testu z hlediska brezosti dojnic je zaloZena na
porovnani trovni progesteronu v mléce v den inseminace
a 21. dni po inseminaci. Pokud je urovei progesteronu
ve dnu cyklu nizkd a v 21. dni po inseminaci vysoka, je
podle této metody dojnice povazovéna za brezi (pozitivni
vysledek), ve vSech dalSich pfipadech za jalovou (nega-
tivni vysledek). Pro ucely této studie byla na zdkladé
literatury (WITTEN et al., 2007; FRANK et al., 2016)
zvolena diskriminacni hladina obsahu progesteronu
v mléce na drovni 3 ng/ml (<=3 ng/ml = nizk4 hladina
progesteronu, > 3 ng/ml = vysokd hladina progesteronu).

Metoda 2.

Metoda byla vytvofena na zdkladé dosazenych
vysledktl pro kvantitativni uréeni obsahu progesteronu
v mléce v 21. dni po inseminaci. Byly stanoveny dvé
diskriminacni hranice obsahu progesteronu — 3 ng/ml
a 10 ng/ml. Dojnice, v jejichZ mléce byl obsah proges-
teronu mensi nez 3 ng/ml byly oznaceny podle této me-
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tody jako jalové (negativni vysledek), -- sie
dojnice s obsahem vyS§im nez '
10 ng/ml mléka byly oznaceny jako
brezi (pozitivni vysledek).

Metoda 3. .
Vysledky urceni obsahu proges- N .
teronu v mléce v den inseminace _-
a 21. den po inseminaci byly spolu
s informaci o vysledku klasického
vysetfeni (bfezi/jalovd) podrobeny
analyze pomoci algoritmu strojového
uceni (REPTree, WEKA, 2007). Tento

i el o e e B4

algoritmus odvozuje na zakladé dat .
pomoci indukce tzv. rozhodovaci stro- | * g
my, za ucelem nejlepsiho pokryti mul- | ; .
tinomindlni diskrétni proménné. Ve '

- 52 s g r—

vysledku tak déli datovy prostor dis-
krétnich ¢i kontinuédlnich proménnych

pomoci pfimek tak, aby co nejlépe
pokryl vlastnosti dané Kklasifikacni
proménnou.

Algoritmem byl odvozen rozhodovaci strom, ktery
klasifikuje na zdkladé odvozenych hladin progeste-
ronu v den inseminace a 21. den po inseminaci dojnice
jako brezi (pozitivni vysledek) nebo jalové (negativni
vysledek).

Vysledky a diskuse

V popsanych chovech tak byly odebrany vzorky od
43 dojnic. Pfistrojem eProCheck® 2.0 byl kvantitativnim
testem stanoven obsah progesteronu v mléce v den
inseminace a 21. den po inseminaci. Vysledky ziskané
provedenim kvantitativniho progesteronového testu
u souboru 43 dojnic jsou shrnuty v Tab. 2. Klasickym
vySetienim pak byla potvrzena brfezost u 24 dojnic,
19 bylo oznaceno za jalové.

Tab. 2 Zakladni charakteristiky vyhodnoceni vysledku
kvantitativniho progesteronového testu

Obsah progesteronu v mléce (ng/ml)
v den inseminace

21. den po inseminaci

Primér 1,177 9,286
Min 0,4 0,2
Max 51 15
StdDev 0,823 5,48

Pro ucely vyhodnoceni vSech tfi metod jsou pouZity
4 trfidy zavedené podle vysledku jednotlivych metod
a shody s vysledkem klasického vySetieni brezosti (True
Positive — TP, True Negative — TN, False Positive — FP,
False Negative — FN), kde za pozitivni vysledek kazdé
z metod hodnoceni je povazovana kategorie ,,bfezi a za
negativni kategorie ,,jalova®, jelikoz z podstaty testu se
jedna o testovani brezosti.

Obr. 8 Grafickd interpretace vysledk( kvantitativniho progesteronového testu
podle metody 1

Tab. 3 Vysledky hodnoceni kvantitativniho
progesteronového testu podle metody 1

TP 22
FP 8
N 11
FN 2
Specificity 0,58
Sensitivity 0,92

Metoda 1.

Vysledky hodnoceni podle metody 1 jsou tabelovany
v Tab. 3. a zobrazeny na Obr. 8.

Hodnoceni podle této metody vykazuje né€kolik prob-
lematickych oblasti — pomérné nizkou specificitu, a vy-
soky pocet falesné pozitivnich piipadii. To je zptisobeno
pomérné nizkou hladinou diskriminaéniho intervalu pro
obsah progesteronu - 3 ng/ml mléka. Na druhou stranu
tato metoda vykazuje pomérné vysokou senzitivitu — tedy
detekci brezosti, coz je zptsobeno stejnym davodem.
Pravé z divodu vyse uvedenych skutecnosti byly zave-
deny dal$i metody hodnoceni vysledkd testu. Je otdz-
kou, zda pres vyuziti informace o obsahu progesteronu
v mléce provedenym ve dvou ¢asovych bodech je pravé
tato metoda vhodna pro pouZiti v praxi.

Metoda 2.

Vysledky hodnoceni podle metody 2 jsou tabelovany
v Tab. 4 a zobrazeny na Obr. 9.

Pfi vyuziti dvou diskriminacnich limitd (3 a 10 ng
PG/ml mléka) a informace o obsahu progesteronu (PG)
pouze v 21. dni po inseminaci vzrostla hodnota specifi-
city testu oproti metodé 1 — detekce ,,jalovosti*, naopak
klesla hodnota senzitivity testu — to je déno pravé
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Y I S ————

Bukrraradsl e 10 hgied PG

ki alnl hrarice Y wgimi PG

uvedeny v zdvorkdch pocty spravné,
resp. Spatné klasifikovanych pripadd,
coz umoznuje napf. detekci skupin
pfipad, u nichZz je ke konfirmaci
brezosti vyZzadovan dalsi test:

REPTree

obsah PG (2) < 5,9
| obsah PG(1) < 0,55 :
| obsah PG(1) >= 0,55 :
obsah PG (2) >= 5,9
obsah PG (2) < 10,05
| obsah PG(1) < 1
| | obsah PG (2) < 6,8 : B (2/0)
| | obsah PG (2) >= 6,8 : B (5/2)

J (2/1)
J (11/0)

a ™

obsah PG (2) >= 10,05
| obsah PG(1) < 1,35 : B

(15/3)

Obr. 9 Graficka interpretace vysledkd kvantitativniho progesteronového testu

podle metody 2

Tab. 4 Vysledky hodnoceni kvantitativniho
progesteronového testu podle metody 2

P
FP
™
FN

18
3

16
6

Specificity

Sensitivity

0,84
0,75

|
|
|
|
| | obsah PG(1) >=1 : J (2/0)
[
[
|

| obsah PG(1) >= 1,35 : B (6/0)

Vysledky hodnoceni podle metody 3
jsou tabelovany v Tab. 5 a zobrazeny na Obr. 10.

Tab. 5 Vysledky hodnoceni kvantitativniho
progesteronového testu podle metody 3

TP 23
FP 5
N 14
FN 1

pouzitim dvou diskriminacnich intervald. Zvazime-li

Specificity
Sensitivity

0,74
0,96

vsak fakt, Ze provedenim pro-
gesteronového testu se apriori
snazime potvrdit bfezost, jedna
se o akceptovatelny vysledek.
Kdybychom stanovili metodiku
hodnoceni ve smyslu re-testu po
nékolika dnech u skupiny dojnic
s vysledkem obsahu progesteronu
v mléce mezi 3 — 10 ng/ml, je vel-
mi pravdépodobné, Ze by vyrazné
klesl pocet faleSné negativnich
pfipadi — byla by potvrzena
brezost. Porad by vsak tento test
byl ekonomicky vyhodnéjsi proti
metodé 1 — 2. méfeni by probéhlo
pouze u vybranych zvirat.

Metoda 3.

Pomoci algoritmu REPTree byl
odvozen nasledujici klasifikani
strom na zdkladé vysledku
uréeni obsahu progesteronu, kde
u jednotlivych listi stromu jsou

e

Obr. 10 Graficka interpretace vysledk( kvantitativniho progesteronového testu podie

metody 3

MLEKARSKE LISTY 179, VOL. 31, No. 2



VEDA, VYZKUM

Ze vSech tii pouZzitych metod ma tato metoda hodno-
ceni testu nejvyssi senzititvitu 0,96. Lze tedy tvrdit, Ze
nejlépe zachycuje vyskyt testovaného jevu — biezosti —
pri zachovéni rozumné drovné specificity 0,74. D4 se fici,
Ze pouziti rozhodovaciho stromu dobfe filtruje nevyhody
obou predchozich metod — napt. volbu diskriminac¢nich
limitt, nebo samotné metodiky hodnoceni (kdy napft.
u metody 1 je dojnice povazovana automaticky za jalovou
v ptipadé nevhodného nac¢asovani inseminace — coZ muze
anemusi byt pravda) a klasifikuje spravné i pripady, které
byly za pouZziti metody 1 a 2 zatfazeny Spatné — pouze
1 faleSné negativni pripad (hodnoty obsahu progesteronu
0,5 v dobé inseminace a 1,3 21. den po inseminaci).

Na zédkladé popsanych vysledkl je mozné doporucit
po zootechnickou praxi pfedevS§im vyuziti metod 2 a 3
s naslednym re-testem pro konfirmaci bfezosti u skupin
dojnic s nizsi spolehlivosti vysledkd.

HARTLOVA et al. (2011) sledovali vliv doby odbéru
(pfed a po dojeni), vliv skladovani vzorka (12 hodin
pii 4 °C) a vliv zamraZeni stabilizovanych vzorkd na
vysledky progesteronového testu Ovucheck Rapid Tube.
Spolehlivost byla ovéfena kvantitativnim stanovenim
metodou ELISA. Zavérem uvedli, Ze test je vhodny pro
odhad funkce zlutého téliska vySetfenim pomeérnych
vzorku po dojeni pfimo ve staji. Progesteron Ize také pou-
Zit injek¢né jako soucast hormondlni terapie k indukci
plnohodnotného estru u anestrickych nebo subestrickych
zvirat (HONPARKHE et al., 2008). Efektivni indikace
estru a vCasnd iniciace postpartdlni ovaridlni aktivi-
ty podporuji reprodukéni efektivitu stdd dojnic stejné
jako efektivitu v mlékarstvi (SAKAGUCHI et al., 2004;
THATCHER et al., 2006; HONPARKHE et al., 2008) tak,
7e redukuji pocet inseminaci, zejména téch provedenych
v nevhodnou periodu. K tomu SHEARER (1992, 2003)
popsal optimalni stav reprodukéni anatomie a fyziologie
pro dspésné rozmnozovani u dojnic. Podobné popsali
(THATCHER et al., 2008) dopady laktace do prabéhu
reprodukce dojnic. Rizikové faktory (AUNGIER et al.,
2014) spojené s dosazenim dobrych reprodukénich cilt
zaviseji na:

1) zvysené metabolické aktivite jater (zvySena glutamat
dehydrogenaza pfti oteleni a zvySena gama-glutamyl
transpeptiddza ve 4. tydnu post partum (pp));

2) kompetentnim imunitnim systému (zvySené neutro-
fily v 1. tydnu, sniZeny alfal-kysely glykoprotein
v 1.,2.a3. tydnu);

3) endokrinni systém, ktery je schopen reagovat
produkci dostatecného trijodothyroninu ve 2. tydnu
a zvySenim inzulinu podobného rtastového faktoru I
ve 3. a 4. tydnu;

4) niz§1 negativni stav energetické bilance (snizena
koncentrace neesterifikovanych mastnych kyselin
v 1. tydnu, sniZzend koncentrace beta-hydroxybu-
tyratu ve 2. tydnu, ztrata kondi¢niho télesného score
(BCS) mezi otelenim a 28. dnem pp < 0,5);

5) dobré zdravi reprodukcniho traktu (normalni sken
délohy ve 45. dnu pp, jasny vytok vagindlniho hlenu

pti prvni ovulaci a 45. dnu pp, obnovena cyklic-
nost vajecniki do konce dobrovolné cekaci doby
(= 35. den pp);

6) priméfena dieta (pro zajiSténi zvySené glutathion-
peroxidazy v 2. a 3. tydnu a zvySeni hoiciku ve
4. tydnu pp).

Zaver

Cilem studie bylo posouzeni tG¢innosti zkracené verze
progestronového testu ELISA metodou prostfednictvim
instrumentace FrimTec eProCheck 2.0. Byla zjiStovana
mira pouZitelnosti zkraceného testu v provozni praxi po-
moci tfi riznych metod hodnoceni vysledku. Vysledky
testu a metod jeho hodnoceni prokazaly skutecnost, Ze
vyuziti této verze testu pro zootechnickou praci ma své
opodstatnéni. Velkou vyhodou je zejména mald prac-
nost a Casova narocnost spocivajici v odbéru pouze
2 vzorku (pripadné jednoho — metoda 2), které se ode-
biraji odstfikem pred dojenim. Vysledky vySetfeni hladin
progesteronu je mozné ziskat béhem velmi kratké doby.
Test umoznuje ranou diagnostiku brezosti uz v 21 dnech
s pomérné vyhovujici pravdépodobnosti. Z téchto diivodii
je mozné oznacit zkraceny PG test jako vhodny doplnck
zootechnické praxe na useku reprodukce skotu, presto
je nutné zdlraznit, Ze kontinudlni monitoring estral-
niho cyklu by pravdépodobné prinesl vyrazné zlepSeni
prezentovanych vysledki a navic napf. moznosti detekce
reprodukcniho zdravi.

Podékovdni
Vyhodnoceni vysledkii studie bylo podporovdno
prostredky projektu MZe RO1419.
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PSYCHROTROFNI MIKRO-
ORGANISMY JAKO PRODUCENTI
NEZADOUCICH ENZYMU

V SYROVATCE PRO DALSI
POTRAVINARSKE ZPRACOVANI

Irena Némeékovd, Sérka Havlikovd, Jana Smolova
VWzkumny Ustav mlékdrensky s.r.o.

Psychrotrophic microorganisms as producers
of undesirable enzymes in whey for further
food processing

Abstrakt

Psychrotrofni mikroorganismy, jako napf. pfisluSnici
rodu Pseudomonas, jsou vyznamnymi piavodci tech-
nologickych problému pfi zpracovani mléka a kazeni
findlnich mlécnych vyrobkl diky jejich schopnosti rist
pri chladirenskych teplotiach a produkovat vysoce ter-
mostabilni proteolytické a lipolytické enzymy. Otazkou
vsak je, zda k podobnym problémim muze dochézet
také v syrovatce urené pro dalSi potravinarské zpra-
covani. V této praci jsme ze syrovatky vyizolovali Sest
potencidlné rizikovych kment a otestovali jejich rist za
podminek modelujicich skladovéani syrovatky pii 5; 10
a 15 °C pred pasteraci a naslednym zahustovanim. Dy-
namika ristu jednotlivych kment byla rozdilna, presto
Ize formulovat doporuceni, aby byla syrovatka postupné
sbirand z jednotlivych Sarzi vyroby syrd zpasterovana
nejpozdéji béhem 48 h, 1épe v§ak béhem 24 h.

Klicova slova: zpracovani sladké syrovatky, Pseu-
domonas spp., proteolyza, lipolyza, mikrobidlni riist

Abstract

Psychrotrophic microorganisms, as e.g. strains of ge-
nus Pseudomonas, are important causes of technological
problems during milk processing and spoilage of final
dairy products due to their ability to grow at refrigerating
temperatures and produce highly heat-stable proteolytic
and lipolytic enzymes. Our question is whether similar
problems can also set in whey for further food processing.
In this work, we isolated six potentially hazardous strains
and tested their growth under the conditions simulating
whey storage at 5; 10 and 15 °C before pasteurization
and subsequent concentration. The growth dynamics of
particular strains differed. Nevertheless, it can be recom-
mended to pasteurize succesivelly collected whey from
particular cheesemaking batches utmost within 48 hrs,
optimally within 24 hrs.

Keywords: sweet whey processing, Pseudomonas
spp., proteolysis, lipolysis, microbial growth
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