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Inventia se refera la 0 metoda de determinare indirecta
a momentului ovulatiei la catea prin analizarea salivei
cu ajutorul programului pentru studiul geometriei
fractale. Metoda, conforminventiei, consta din urmatoa-
rele etape: anamnezd, examen citovaginal efectuat
cand scurgerile sangvinolente s-au diluat din punct de
vedere cromatic si cantitativ, recoltarea probei de
saliva, uscare la temperatura camerei a probei de
saliva, examinare din punct de vedere matematic a unui
frotiu cu material biologic, prelucrare imagini biologice,
interpretarea cristalizérii salivei si analiza valorilor si
calcularea circularitatii fractalilor, iar valoarea circula-
ritétii fractalilor va fi un numar cuprins intre 0 si 1, pe
parcursul debutului ciclicitétii sexuale aceasta valoare
avind un nivel bazal, cu mici oscilatii de la o deter-
minare la alta, iar momentul ovulatiei valoarea circula-
ritatii fractalilor creste semnificativ, de trei pana la
cateva zeci de ori.

Revendicari: 2
Figuri: 9

Circulanitate- nieral 00003

~&— Lula, Cicbanesc German

0,00070
0,00080
0,00050
0.00040
0,00030
0.00020 -
0.00010

0,00000 —
040412019 06/04/2019 OVULATIE 121042019

Fig. 7

Cu incepere de la data publicdrii cererii de brevet, cererea asigurd, in mod provizoriu, solicitantului, protectia conferitd potrivit dispozitiilor
art.32 din Legea nr.64/1991, cu exceptia cazurilor in care cererea de brevet de inventje a fost respinsa, retrasd sau consideratd ca fiind retrasa.
Intinderea protectiei conferite de cererea de brevet de inventie este determinatd de revendicarile continute in cererea publicatd in conformitate

cu art.23 alin.(1) - (3).

RO 135444 A2



RO 135444 A2
CFfiut L€ oTAT PENRU iNVENTY 3! MARC:
Cerere de brevet de inventie

Nr. O\Q"?ﬂ ook U

Data denozit 15 00,

Metoda de determinare indirecta a momentului ovulatiei la catea prin analizarea

salivei cu ajutorul programului pentru studiul geometriei fractale

Prezenta inventie se refera la o metoda de determinare indirecta a momentului

ovulatiei la catea, complet neinvaziva si expeditiva. ‘“

in baza acestei metode sau prin coroborarea acesteia cu alte metode neinvazive
cum ar fi de exemplu studierea citologiei vaginale, se poate aprecia momentul optim

pentru monta sau inseminare artificiala la aceasta specie.

Dupa cum se stie , cateaua este un animal monoestric sau poliestric nesezonier,
in functie de rasa si individ, avand un ciclu reproductiv unic. Datorita faptului ca ovulatia
are loc o data sau de doua ori pe an si datoritd variabilitatii foarte mari intre rase si
indivizii aceleasi rase, este foarte greu de stabilit o metoda foarte exacta de determinare

a momentului ovulatiei.

Studierea citologiei vaginale nu reprezinta o metoda certa in vederea stabilirii
momentului ovulatiei la catea. La momentul de fata, stabilirea momentului ovulatiei se
face prin coroborarea a doua metode de investigatie paraclinica — determinarea

nivelului de progesteron (P4) si studiul citologiei vaginale.

Citologia vaginala poate fi folosita, alaturi de explorarea vaginald si a altor
metode subiective, pentru a determina stadiul ciclului estral, respectiv incadrarea
acestora in faza luteala - metestru si anestru, sau foliculara - proestru si estru. Prin
definitie, citologia vaginala este singura cale de a determina debutul proestrului, care
trebuie determinat pentru a putea clasa catelele in cadrul grupului de femele aflate la

debutul fazei foliculare.

Interpretarea frotiului citovaginal prin prisma determinarii momentului ovulatiei se

face prin

1. Efectuarea de frotiuri repetate pana in momentul in care acesta contine in

totalitate celule superficiale cu sau fara nucieu.

1
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2. Aprecierea momentului ovulatiei se face intr-un mod subiectiv, cu ochiul liber,
si anume cand celulele superficiale fara nucleu reprezinta 75% din totalul
celulelor (fig. 1).

Masurarea concentratiei serice a hormonului progesteron pe parcursul sfarsitului
proestrului si inceputului de estru permite detectarea momentul optim pentru monta
sau inseminare artificiala.

Nivelul seric al progesteronului incepe sa creasca la sfarsitul proestrului, cu 2-3
zile inainte de ovulatie. Aceasta crestere a progesteronului se datoreaza Iuteihizérii
preovulatorii a foliculilor. La momentul peak-ului de LH nivelul progesteronului este de
aproximativ 2ng/ ml. in momentul ovulatiei nivelul progesterénului variaza intre 4-10 ng
ml (Fig. 1). Dupa ovulatie valoarea progesteronului seric creste atingand valori cuprinse
intre 15 - 90 ng ml la 15-30 zile de la peak-ul de LH. Acest interval mare se datoreaza,
cel putin in parte, numarului de foliculi respectiv corpi luteali prezenti la nivelul ovarelor.
Dupa acest nivel maxim, nivelul progesteronului incepe sa scada gradual timp de 5-6
saptamani pana la atingerea nivelurilor bazale.

Recoltarea probelor de sénge in vederea determinarii nivelului de P4 are
anumite neajunsuri. ,

1. Astfel, punctionarea venei cefalice creeaza disconfort sau ' stres
femelelor

2. Punerea in pericol a integritatii corporalé a medicului prin riscul de a fi
muscat de catre pacient

3. Daca recoltarea de sange nu se efectueaza in conditii riguroase de
antisepsie si asepsie exista risc de infectie

4. Primirea rezultatelor este limitatd de trimiterea probelor la laborator,
punerea in lucru a acestora si de faptul ca laboratoarele nu lucreaza
pe peroada de sférsit de sdptamana si a sarbatorilor legale

5. Costul destul de ridicat a fiecarei analize sanguine.

K]
Din documentul WO02008029130 este cunoscutd o metoda de furnizare a

informatiilor referitoare la fertilitatea unui mamifer feminin care cuprinde etapele

urmatoare: prelevarea de temperaturi multiple de la mamiferul Iemmin in timpul unei
B,
<y

(/4



RO 135444 A2

perioade indelungate; identificarea si ignorarea valorilor de temperaturd care au una
sau mai multe caracteristici ale datelor irelevante sau defecte; obtinerea uneia sau a
mai multor valori reprezentative ale temperaturii pentru perioada prelungita; repetarea
primelor etape pe mai multe perioade prelungite; analizarea valorilor reprezentative ale
temperaturii obtinute pe mai multe perioade prelungite pentru unul sau mai multe
modele in valorile reprezentative ale temperaturii indicative sau predictive ale ovulatiei,
pentru a furniza informatiilor referitoare la fertilitatea mamiferului feminin unui utilizator,
in care valorile reprezentative ale temperaturii nu sunt valorile maxime sau minime de

’

temperatura obtinute pentru perioada prelungita; si utilizari si aparate conexe. !

Un alt document WO2008019121 prezinta tehnicile manuale de monitorizare a
ciclului ovulatiei animalelor, pentru a determina cel mai bun moment pentru a reproduce
animale tehnici care utilizeaza caldura ca indicator pentru ovulatie, dar care nu
corespund intotdeauna ovulatiei, si unde monitorizarea si aprecierea momentului
ovulatiei se realizeaza folosind un dispozitiv de méana automat, care incorporeaza un
computer si o sonda pentru detectarea modificarilor fizice din fluidul corpului animal.
Modificarile nivelului de electroliti sunt detectate ca modificari ale rezistentei care

corespund unor intervale specifice din ciclul de ovulatie.

Documentul WO9108484CE prezinta o metoda pentru detectarea starii fertilitatii
la o canina de sex feminin cuprinzand detectarea metabolitilor de LH canin in urina, pe
baza identificarii anumitor peptide LH caracteristice si a_unor proteine purtatoare care

se gasesc in urina canina.

Problema pe care o rezolva prezenta inventie consta in monitorizarea si
determinarea momentului indirect al ovulatiei la catea, In scopul de a determina

momentul optim pentru monta sau inseminare artificiala.

Aceasta problema este realizata printr-o metoda de determinare a momentului

optim al ovulatiei la catea conform prezentei inventii, metoda care consta in:

- Preluarea anamnezei ce are ca scop identificarea fazei ciclului sexual al catelei,

tindnd cont ca debutul acestei metode indirecte de stabilire a momentului
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4

ovulatiei la catea trebuie Tnceputa Tnaintea ovulatiei, la inceputul fazei de estru
sau inca din faza de proestru a ciclului sexual. Se va avea in vedere momentul
debutului scurgerilor sanvinolente, semn al debutului fazei de proestru, iar
testarea va incepe la momenul diluarii scurgerilor vaginale din punct de vedere
cromatic si cantitativ, examinarea clinica a femelei va urmari aceleasi semne,
aspectul scurgerilor vaginale sa aibe o culoare roz- rosietica.
Recoltarea probei de saliva se va face din regiunea sublinguala si a vestibului
bucal cu un betisor cu vata, ce se va imbiba in totalitate pentru a se evita
formarea de bule de aer in momentul etalarii. ,
Etalarea salivei pe o lama printr-o miscare de rotatie, comprimand varful Trélbibat
pe sticla si storcand cantitatea cea mai mare disponibila.
Uscarea probei de saliva la temperatura camerei, 22 °C, timp de 20 minute .
Examinarea frotiului obtinut, unde proba de saliva cristalizata se examineaza cu
ajutorul unui microscop prevazut cu functie captare imagine, vizualizarea
imaginilor salivei se face cu ajutorul obiectivului x10. Se scaneaza frotiul pe o
suprafata cat mai mare, in vederea obtinerii de imagini cat mai clare, fara bule de
aer, microparticule etc.. dupa care imaginea astfel obtinutd se va capta si
trasfera intr-un calculator in vederea interpretarii amprentei electronice, avand la
baza un protocol de elaborare a imaginilor, utilizdnd un software (Imaged) de
analiza a imaginilor. L
Sunt efectuate ajustari tehnice aplicate imaginilor care au ca scop izolarea si
punerea in evidenta a desenului efectuat de cristalizarea salivei, sub forma unei
frunze de feriga sau a acelor de brad, si de a elimina eventualele erori.
Se analizeaza automat valorile ariei si perimetrului tuturor formelor tip fractal cu
aria mai mare de 25 de pixeli, furnizand o lista de date, valorile fiind afisate in
mod crescator.
se calculeaza circularitatea, un parametru adimensional dependent de aria si
perimetrul, ce are valoarea maxima 1 pentru forma unui cerc si tinde spre zero
cu cat forma este mai alungita, dupa formula:

fcirc= 4TmA/P? “

unde 1 = 3,14,

W
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A = aria medie

P = reprezinta suma perimetrelor

Avantajele aplicarii metodei conform prezentei inventii constau in:

- metoda este neinvaziva;
- se elimina traumatizarea fizica a femelei;

- se detecteaza indirect, cu exactitate momentul ovulatiei la catea.

In cele ce urmeazi este prezentat un exemplu de realizare a inventiei in legatura

si cu figurile 1 - 10 si tabelele 1- 6, in care : "

Fig. 1 — Grafic reprezentand aprecierea momentului ovulatiei la catea cu ajutorul
frotiului citovaginal si determinarii nivelului de progesteron (dUpé England )

Fig. 2 - Imagine inainte de procesare

Fig. 3- Imagine dupa aplicarea protocolului

Fig. 4 Reprezentarea valorii de circularitate obtinuta in diferite zile ale ciclului sexual
(Esme - Golden Retriever)

Tabel 1 - Reprezentarea valorilor de circularitate si progesteron seric in diferite zile si

faze ale ciclului sexual (Esme - Golden Retriever);

Fig 5 -Reprezentarea valorii de circularitate obtinuta in diferite zile ale ciclului §exual
(Aida - Golden Retriever);

Tabel 2- Reprezentarea valorilor de circularitate si progesteron seric in diferite zile si

faze ale ciclului sexual (Aida - Golden Retriever)

Fig.6 - Reprezentarea valorii de circularitate obtinuta in diferite zile ale ciclului sexual

(Angel — Golden Retriever)

Tabel 3- Reprezentarea valorilor de circularitate si progesteron seric in diferite zile si

faze ale ciclului sexual (Angel - Golden Retriever)

Fig 7 - Repreentarea valorii de circularitate obtinuta in diferite zile ale ciclului sexual

(Lula - Ciobanesc German)

/
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Tabel 4- Reprezentarea valorilor de circularitate si progesteron seric in diferite zild si

faze ale ciclului sexual (Lula - Ciobanesc German)

Fig 8 - Reprezentarea valorii de circularitate obtinuta in diferite zile ale ciclului sexual

(Sofi - Ciobansc German)

Tabel 5- Reprezentarea valorilor de circularitate si progesteron seric in diferite zile si

faze ale ciclului sexual (Sofi - Ciobanesc German)

Fig 9 - Reprezentarea valorii de circularitate obtinuta in diferite zile ale ciclului sexual
(Asi - Ciobanesc German)

Tabel 6- Reprezentarea valorilor de circularitate si progesteron seric in diferite zile si

faze ale ciclului sexual (Asi - Ciobanesc German) :

Metoda de determinare a momentului indirect al ovulatiei la catea, conform
inventiei este mai putin invaziva si expeditiva si are ca scop determinarea momentului

optim pentru monta sau inseminare artificiala a catelelor.

Saliva este un lichid transparent cu vascozitate variabild, care este atribuita
acidului sialic. Este inodor ca apa. Compozitia si ph-ul salivei variaza in functie de
stimuli cum ar fi mirosul sau viziunea alimentelor. Valoarea normala a ph-ului salivar

variaza intre 6,5 si 7. /|

Compozitia salivei este similard cu cea a plasmei si se caracterizeaza prin

urmatoarele componente:

® Apa: reprezinta 99,5%. Permite alimentelor sa se dizolve si gustul poate fi

perceput;

® Bicarbonat si fosfat: neutralizeazd pH-ul alimentelor acide si corodarea
bacteriana,

i
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Mucus: contine mucina, o glicoproteina fundamentala a salivei, care confera
vascozitatea necesara pentru functiile de lubrifiere si formarea bolusului alifmentar

care faciliteaza deglutitie si trecera in tractul digestiv, fara a se deteriora;

Lizozim: este o substantd antimicrobiand care distruge bacteriile continute in

alimente, protejand partial dintii de dezintegrare si infectii;

Enzime: ca si ptialina, care este o amilaza care hidrolizeaza amidonul partial in
gura si incepe digestia carbohidratilor. Lipaza linguala initiaza si digestia

grasimilor,;

Staterina: cu un grup aminic terminal extrem de acid, inhiba precipitarea fosfatului
de calciu prin legarea la cristalele de hidroxiapatitd. in plus, are si functia

¢

antibacteriana si antifungica; )

Alte substante: saliva contine, de asemenea, imunoglobuline specifice, transferina

si lactoferina.

Calciu: saliva este saturata cu Ca ++, care impiedica pierderea dintilor si ajuta la

digerarea alimentelor.
Metoda conform inventiei consta in urmatoarele etape :

Anamneza,
Examen citovaginal efectuat cand scurgerile sangvinolente s-au diluat din punct

de vedere cromatic si cantitativ ,

Recoltarea probei de saliva

Uscare la temperatura camerei a probei de saliva

Examinare din punct de vedere matematic a unui frotiu cu material biologic
Prelucrare imagini biologice

Interpretarea cristalizarii salivei si analiza valorilor

Calcularea circularitatii fractalilor
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in acest studiu fost luate un numar de 6 catele din rasele Golden Retriever
(Esme, Aida, Angel ) si Ciobanesc German (Lula, Sofi, Asi). Cercetarile au inceput de la

prima consultatie, in care proprietarul a exprimat dorinta de a reproduce femela. 't

Dupa anamneza, s-a stabilit ca urmatoarea consultatie sa aiba loc la diluarea

scurgerile sangvinolente din punct de vedere cromatic dar si cantitativ.

in a doua intalnire s-a procedat cu examenul citovaginal. Deoarece, conform
literaturii de specialitate, exista diferente cu privire la interpretarea frotiului citovaginal al
catelei intre vestibulul vaginal sau vaginul posterior si vaginul anterior, s-a evitat fosa
clitoridiene care contine fragmente de celule cheratinizate. S-a ajuns cu ansa in vaginul
anterior unde au fost executate miscari de rotatie in sens opus sensului de rotire la
confectionarea ansei. Proba astfel recoltata a fost etalata pe o lama de sticla. Colorarea
frotiului astfel obtinut s-a facut prin metoda” Diff-Quick. Descriem mai jos tehnica de

colorare: ‘)

o Etalarea materialului biologic

e Uscarea frotiului (prin agitare la temperatura Iaborétorhlui)

¢ Introducerea frotiului in solutia fixator timp de 2 minute

e Indepartarea prin scuturarea solutiei fixator de pe frotiu

¢ Introducerea frotiului in solutia Eozina G timp de 2 minute

 indepartarea prin scuturare a solutiei de Eozina de pe frotiu

¢ Introducerea frotiului in solutia thiazina timp de 2 minute )
o Se spala frotiul prin plonjari repétate in apa distilata

e Se usuca la temperatura camerei

Imediat dupa prelevarea celulelor din vagin s-a trecut la recoltarea probei se
saliva in vederea studierii modelului de cristalizare a salivei. Proba de saliva a fost

recoltata din regiunea sublinguala si a vestibului bucal cu un betisor cu vata.
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Procesul de recoltare a tinut cont de eventuale reziduuri de furaj sau elemente
din mediu ca nisip, pamant sau iarba. O data ce betisorul a fost introdus in cavitatea
bucala, acesta a fost imbibat in totalitate, pentru a se evita formarea de bule de aer in
momentul etalarii. "y

Datorita cantitati mari de salivd spumoasa, plind de bule de aer si In consecinta
nepotrivitd pentru examinare, uneori recoltarea a fost repetata pana cand rezultatele au

fost satisfacatoare si in consecinta potrivite pentru examinare.

Dupa recoltare, saliva a fost etalata pe o lama si apoi s-a lasat lama sa se usuce
la temperatura camerei, la 22°C timp de 20 minute.

Frotiul citovaginal impreuna cu proba de saliva cristalizatd s-au examinat cu
ajutorul microscopului Leica. Vizualizarea atat a frotiurilor citovaginale cét si a imaginii

salivei s-a facut cu ajutorul obiectivului x10.

in functie de rezultatul frotiului citovaginal, s-a stabilit data urmatorei intalniri,
pentru a se repeta examinarile de mai sus pana la detectarea momentul optim ‘pentru

monta. Examinarile au fost facute la un interval de 2-3 zile.

Catelele au fost tunse in regiunea antebrahiala, regiunea a fost spalatad si
antiseptizata si dupa aplicarea unui garou pentru a mentine hemostaza, s-a prelevat
sangele din vena brachiala in cantitate de 1 ml intr-o eprubeta. Impreuna cu aceste
examene s-a recoltat o proba de sange, pentru a stabili nivelul de progesteron.

Toate pozele achizitionate cu microscopul au fost transferate si stocate intr-o
baza de date.

Datorita faptul ca diferentele de la o zi la alta dintre lamele cu saliva erau greu
de decelat la o simpla observare directa la micorscop, interpretarea imaginilor a fost
realizata prin utilizarea unui software (ImagedJ) de analiza a imaginilor. Acest sditware
utilizat in domeniul imagisticii medical-biologice permite vizualizarea 3D a celulelor,
procesarea imaginilor biologice, compararea unor sisteme de date imagistice multiple si
in cadrul sistemelor automate de hematologie .

S-a constatat ca procesul de "ferning’, adica de ferigizare, in urma etalarii si
uscarii de salivd pe o lama, produce figuri geometrice care pot fie definite ca fiind

fractali.

"
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Cea mai simpla metoda de analiza este aceea de a calcula circularitatea.

O anumitd caracteristica a fractalilor o reprezintd faptul ca aceasta figura
geometrica are perimetrul care tinde spre infinit, desi aria pe care o contureaza ramane
constanta.

Circularitatea este un parametru adimensional dependent de arie si perilr’netru,
are valoarea maxima 1 pentru forma unui cerc si tinde spre zero cu cat forma este mai

alungita. Acest parametru poate sa fie calculat dupa formula:
fcirc= 4I1A/P?
unde 1 = 3,14,
A = aria medie
P = suma perimetrelor

in urma examindrii si interpretarii din punct de vedere matematic a unui frotiu
cu material biologic am concluzionat ca frotiurile de saliva cristalizata au prezentat

caracteristici diferite in diferite stadii ale ciclului sexual.

’

'
Astfel din fig 1 se observa ca este evidenta diferenta dintre tipurile de ferigizare
in diferite stadii ale ciclului sexual. Observarea directa a frotiului ne ofera indicii
aproximative asupra momentului ciclului sexual, structura ferigii organizandu-se in

lanturi mai lungi si mai ordonate in faza de estru.

Pentru a avea date calculabile, a fost elaborat un protocol de modificare a
imaginilor pentru a calcula circularitatea. Protocolul au avut ca scop, dea a izola frunze
de feriga scotand impuritatile si fundalul din masuratori, astfel incat valorile de arie si
perimetru sa fie calculate doar din lanturi de ferigi.

Din fig 2 si 3 reiese evident diferenta de claritate dintre poza originala si poza

elaborata.

’

O data ce pozele au fost elaborate, s-a procedat la analiza propriu zi!sé cu
ajutorul softwerului "Imagej”, care analizeaza valorile de arie si perimetru a toate
particulelor. '

Datele au fost procesate in programul "Excel”. Prin acest program au fost
calculate aria totala si perimetru total, impreuna cu aria medie. O data ce s-au calculat

aceste valori a fost posibila aplicarea formulei, pentru a calcula circularitatea:

10

%f”
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feirc= 4MNA/P?

Pentru un singur frotiu de saliva au fost luate cel putin 5 imagini, din zone diferite
ale campul microscopului din zone cele mai caracteristice din punct de vedere al
ferigizarii. Circularitatea a fost calculata pentru fiecare poza, gasind 5 valori diferite.
Media dintre aceste valori ne-a dat valorea finala de circularitate pentru frotiul din ziua
respectiva. “y

Din 6 catele luate in studiu, s-au luat probe de saliva aproximativ in 4-5 zile
diferite pentru a analiza randamentul in timpul ciclului sexual, pentru a evidentia

schimbarile dintre faze diferite.

Se observa faptul ca, valoarea circularitatii la inceputul monitorizarii femelelor s-a
situat la valori mici la primele doua determinari efectuate inainte de ovulatie si a crescut
exponential la momentul ovulatiei, iar dupa ovulatie se constata valori inferioare celei

inregistrate la momentul ovulatiei.

Este evident faptul ca valoarea de circularitate creste in apropierea momentului

ovulatiei si scade spre sfarsitul ei. Cu scopul de a schematiza si a face mai usor de
. . . . oo

decelat diferentele zecimale dintre aceste valori, in tabelele anexate sunt redate valorile

circularitatii cu 6 pozitii zecimale, impreuna cu nivelul de progesteron seric.

Concluzii generale pe toate cazurile avute in studiu.

Se observa faptul ca, la toate cele 6 catele avute in studiu, in prima faza a
ciclului sexual, cea de proestru, valoarea circularitati a fost mica iar odata cu
aproprierea momentului ovulatiei din faza de estru a ciclului sexual (determinata indirect
prin masurarea nivelului hormonului progesteron) a crescut semnificativ. Mentionam
faptul ca, pentru relevanta din punct de vedere statistic, circularitatea de pe frotiul
cristalizarii salivei a fost masurata din 5 puncte diferite, valoarea circularitatii fiiqd deci
una medie. '

Nu s-a evidentiat o valoare bazala unitara a valorii circularitatii pe parcursul fazei
de proestru a ciclului sexual la cele 6 catele. Astfel, putem concluziona faptul ca,

aceasta metoda indirecta de stabilire a momentului ovulatiei se poate utiliza cu succes

11
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ca rutina pentru stabilire a momentului optim pentru inseminarea artificiala sau monta
naturala la catea, doar daca analiza valorii circularitatii se calculeaza incepand cu faza

de proestru a ciclului sexual.

Valoarea circularitatii fractalilor va fi un numar cuprins intre 0 si 1. Pe parcursul
debutului ciclicitatii sexuale aceasta valoare are un nivel bazal, cu mici oscialtii de la o
determinare la alta. La momentul ovulatiei valoarea circularitatii fractalilor -creste

semnificativ, de 3 pana la cateva zeci de ori.

Prin aplicarea acestei metode, a reiesit faptul ca, din -multitudinea de parametri
calculati de catre programul de analiza pentru fractali, dinamica valorilor circularitatii, a

evidentiat momentul ovulatiei.

Metoda de recoltare si etalare a salivei este un procedura facila si minim invaziva
pentru animale, iar prelucrarea datelor si procesarea imaginilor cu un software de inalta

performanta, adauga un grad de complexitate in plus.

Metoda de determinare a momentului optim al ovulatiei la catea, conform inventiei ,
prin interpretarea cristalizarii salivei cu ajutorul programelor de analiza pentru fractali,
poate reprezenta un examen complementar in vederea detectarii cu exactitate a

momentului ovulatiei.

12
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REVENDICARI

Metoda de determinare a momentului optim pentru monta sau inseminare artificiald la
catea prin cuantificare a gradului de cristalizare salivei implicd urmatoarele etape de
lucru:
Preluarea anamnezei are ca scop identificarea fazei ciclului sexual al catelei, tindnd cont
cd debutul acestei metode indirecte de stabilire a momentului ovulatiei la citea trebuie
inceputa inaintea ovulatiei, la inceputul fazei de estru sau inca din faza de proestru a
ciclului sexual. Se va avea in vedere momentul debutului scurgerilor sanvinolente',’ semn
al debutului fazei de proestru, iér testarea va Incepe la momenul diludrii scurgerilor
vaginale din punct de vedere cromatic si cantitativ.
Examinarea clinica a femelei va urmari aceleasi semne, aspectul scurgerilor vaginale sa
aibe o culoare roz- rosietica
Recoltarea probei de saliva se va face din regiunea sublinguald, cu ajutorul unui betisor
cu vatad. Se a avea in vedere ca vata si fie bine imbibata cu saliva. Eventual, inaintea
recoltdrii, se poate stimula secretia salivara a citelei prin intermediul unei recompense
sau cu ajutorul hranei.
Etalarea se va face prin rotirea betisorului pe lama, astfel incat examinatorul sa observe
un film consistent de saliva. "y
Uscare probei de saliva se poate face la temperatura camerei (22°C) timp de aproximativ
20 de minute sau uscarea se poate grabi prin amplasarea probei in aproprierea unei surse
de caldura. Se va analiza doar in momentul in care intreaga cantitate de salivd se va
solidifica.
Examinarea frotiului obtinut se va face la un microscop prevazut cu functie de captare a
imaginii. Se va utiliza obiectivul de examinare x 10. Se va avea in vedere ca imaginea ce
urmeaza a fi captatd sd nu contind alte structuri in afara ferigii rezultate in urma
cristalizani salivei, si anume celule epiteliale sau impuritati din cavitatea bucala, etc,.
Dupa captarea imaginii, aceasta se va introduce intr-un calculator sau laptop prevazut cu
un program de analiza a fractalilor. Prelucrarea imaginii biologice in program se ,face in
vederea indepartarii pe cale electronicd a eventualelor microparticule care ar duce la

posibile erori de calcul.
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In urma analizei fractalilor de citre program se vor obtine o.multitudine de parametri. Dintre
acestia se vor selecta doar doi, si anume aria si perimetrul. Pentru calcularea circularitatii, in
progamul Excel se va calcula media aritmetica a ariilor §i suma totald a perimetrelor. Rezultatele
obtinute se vor introduce in formula fcirc= 4nA/P? unde n = 3,14, A = aria medie iar P reprezinta
suma perimetrelor. Pentru a sesiza mai usor cresterea valorii circularitatii la momentul ovulatiei
se recomanda ca valorile obtinute in timp sa fie reprezentate prin intermediul unui grafic.
- Valoarea circularitatii fractalilor va fi un numér cuprins intre 0 si 1. Pe parcursul
debutului ciclicitétii sexuale aceastd valoare are un nivel bazal, cu mici oscialtii de la o
determinare la alta. La momentul ovulafiei valoarea circularitifii fractalilor,'creste

semnificativ, de 3 pana la cateva zeci de ori.

/o



RO 135444 A2

!
100

~
WBC.

.
.

] -
/
2571

anuc;.l.e;r?eﬂ; -
(= Plasia pmgastera?’q
\ i

/

&
R N
p




RO 135444 A2

0000030

%o,oooozs -

20000020 - - £ N

=

£0.000015

5

50.000010 -

=

&)

0,000005
07/03/2018 10/03/2018 14/03/2018
04/03/2018 09/03./20]80VULATIE 11/03/2018 16/03/2018
Zile
Fig. 4
Data Nivel de Faza ciclului sexual
recoltarii progesteron
Circularitatea
(ng/ml)

04/03/18 0,00000610613 0,6%¥107° PROESTRU
07/03/18 0,00000014573 0,01*%10 ° 2,10 ESTRU
09/03/18 0,00002700435 2,7¥10° 5 5,90 ESTRU
10/04/18 0,00000774340 0,7¥107° DIESTRU
11/03/18 0,00000031383 0,03%10°° METESTRU
14/03/18 0,00000017363 0,01%10°°
16/03/18 0,00000092443 0,09%10 °

Tabel 1
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09/03/2018
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Fig. 5

Tabel 2

Circularitate Nivel Progesteron ‘ Faza ciclului sexual
(ng/ml)

| (valorea
adimensionald) } ‘ ‘“
| , o

©0,0000000249 | 002%107° | " PROESTRU |

0.0000121649 121%1075 | 5.91

o S |
|

 ESTRU

' 0,0000048080 0.48%107°
|

‘7  ESTRU
|
i

' 0.0000004869 0,04%10°5 METESTRU
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Tabel 3
Zile Circularitate Nivel progestron " Faza ciclului sexual
(ng/mi) |
| |
12/032018 0,00000002531 | 0002%10°5 | PROESTRU
} .
, a S S o s
14/03/2018 0,00000010982 0,01*10°° [ 7,28 | ESTRU
' |
g I S S R 1 .
16/03/2018 0,00000005951 0,005*%10°° ’ : , DIESTRU
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Tabel 4
I
” Zile Circul_arifate___ I —’—---- N_iv_el_ _ , ]*;az_a c.i(-zlu.lui R
‘ progesteron | sexual :
‘ (valorea
| adimensionald) (ng/ml) 1‘
| | | | |
04/04/2019 ; 0,00006642619 6,64%10° | PROESTRU |
| |
o | | A R SR
06/04/2019 ; 0,00057999447 57,99%10 ° | 12,51 [ ESTRU '
12/04/2019 ’0,00000302322 0,30%10°° \  METESTRU
‘ |
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Fig. 8
Tabel 5
Zile Circularitatea Nivel | Fazaciclului |
! ; ’ |
! | progesteron | sexual ! |
| (ng/ml) ‘
25/04/2019 | 0,00000504944  0,50¥10°5 - } PROESTRU
| |
300042019 | 000007445325 7.44¥10° | 216 | PROESTRU
02052019 0,00012700861  12,7%10°5 6,33  ESTRU
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Fig. 9

Tabel 6

Ziua Circularitatea| Circularitatea,  Nivel progesteron (ng/ml) Faza ciclului estral

.

} Proestru
|

{

123/09/2019 000000016 | 0,16*10°6
25/09/2019  0.00000010 = 0.10%1076 125 Prokstii
129/09/2019 0,00000043  0.43*1076 5.73 I Estiy
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